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RESUMO

O céancer é caracterizado por crescimento celular descontrolado e capacidade de migracdo celular do
local de origem para outros 6rgdos, o que pode resultar em morte. Apesar dos avang¢os na compreensao
dos mecanismos envolvidos nesta patologia e os progressos realizados na terapéutica do céncer, a
toxicidade e a resisténcia aos farmacos tradicionais ainda constituem um grande desafio no tratamento
do céncer. Assim, torna-se relevante o desenvolvimento de novos farmacos e pesquisas por novos
alvos terapéuticos buscando obter éxito na terapia do cancer. Nesta perspectiva, este trabalho prop6s a
sintese de dezesseis compostos indolicos-tiossemicarbazonas e a partir destes foram realizadas reacGes
de ciclizacdo obtendo-se dez derivados 4-tiazolidinonas. Além disso, foi verificada a atividade
antiproliferativa in vitro, analisada a capacidade de interacdo com o DNA, avaliada a atividade
inibitdria topoisomerase lla e verificada a capacidade de induzir a morte celular na linhagem tumoral
mais sensivel do ensaio antiproliferativo. As moléculas foram obtidas através de rotas sintéticas
eficazes, rendimentos satisfatorios e ponto de fusdo na faixa de pureza. Todas as estruturas foram
caracterizadas e comprovadas por espectrometria de massas (MS), infravermelho (IV), metddos
espectroscopicos unidimensionais de RMN 'H e RMN ®2C, e técnicas espectroscopicas
bidimensionais, como COSY !H-'H, HSQC !H-3C e NOESY. Os compostos indolicos-
tiossemicarbazonas foram testados quanto a atividade antitumoral in vitro, por meio de ensaio
antiproliferativo Sulforrodamina B frente as linhagens de células tumorais de mama (MCF-7), ovario
(OVCAR-03), ovario resistente a maltiplas drogas (NCI-ADR/RES), pulméo (NCI-H460), célon (HT-
29), rim (786-0), leucemia (K-562) e glioma (U-251). Neste teste, o composto LglT/LT-51 mostrou-
se 0 mais ativo da série, destacando se frente as linhagens HT-29 e K-562 com valores de Glso
(concentragdo molar do composto que inibe 50% do crescimento celular) = 0.01 uM, para ambas as
linhagens. Com isso, o derivado LqlT/LT-51 foi conduzido para analise da interagdo com o DNA por
meio da espectroscopia de absorcéo e emissdo da fluorescéncia. O LqIT/LT-51 mostrou alteragdes em
suas propriedades espectroscopicas apos a ligacdo com DNA, apresentando efeito hipercrémico e
sugerindo mudancas na conformacéo da estrutura do DNA. A constante de ligacdo (Kb) calculada foi
4.30 x 10* A supressdo da fluorescéncia (Ksv) apresentou o valor de 1.19 x 10° M, indicando
afinidade pelos pares de base do DNA. A atividade de LglT/LT-51 como inibidor topoisomerase lla
foi visualizada nas concentracfes de 50 e 100 uM, e ambas as concentracdes produziram inibicéo
enzimética parcial. Na andlise da indugdo da morte celular, o LqlT/LT-51 induziu a morte celular,
possivelmente apoptética nas células de HT-29 de forma concentragdo-dependente e promoveu a
parada do ciclo na fase G2/M. Estes resultados mostraram que o nicleo indol, a tiossemicarbazona e o
grupo 1-naftil sdo promissores scaffolds para o desenvolvimento de novos farmacos com potencial
capacidade de atuar em maltiplos alvos terapéuticos do cancer.

Palavras-chave: Indol. DNA. Topoisomerase. Cancer.



ABSTRACT

Cancer is characterized by uncontrolled cell growth and the ability of cell migration from the place of
origin to other organs, which can result in death. Despite advances in understanding the mechanisms
involved in this disease and the progress achieved in cancer therapy, the toxicity and the resistance to
the traditional drugs still constitutes a major challenge in the treatment of cancer. Thus, it is relevant
the development of new drugs and researches for new therapeutic targets to achieve success in cancer
therapy. In this perspective, this work proposed the synthesis of sixteen indole-thiosemicarbazone
compounds and from these cyclic reactions were performed, obtaining ten derivatives presenting the
4-thiazolidinone. In addition, was to verified the in vitro antiproliferative activity, analyzed the
capacity of interaction with the DNA, evaluated the topoisomerase lla inhibition activity and was
verified the ability to induce cell death in the most sensitive tumor line of the antiproliferative assay.
The molecules were obtained by efficient synthetic routes, satisfactory yields and melting point in the
purity range. All the structures obtained were characterized by mass spectrometry (MS), infrared (IR),
one-dimensional spectroscopic methods of NMR !H and NMR ¥*C, and two-dimensional
spectroscopic techniques such as COSY !H-'H, HSQC !H-3C and NOESY. The indole-
thiosemicarbazones compounds were tested for in vitro antitumor activity by antiproliferative assay
Sulforrodamine B against breast cancer cell lines (MCF-7), ovary (OVCAR-03), multiple drug
resistant ovary (NCI-ADR /RES), lung (NCI-H460), colon (HT-29), kidney (786-0), leukemia (K-562)
and glioma (U-251). In this test, the compound LglT/LT-51 proved to be the most active in the series,
highlighting against cell lines HT-29 and K-562 with Glso (Molar concentration of compound which
inhibits 50% of cell growth) values = 0.01 uM for both strains. Thus, the LgIT/LT-51 derivative was
conducted for DNA binding analysis by fluorescence absorption and emission spectroscopy. The
LgIT/LT-51 presented changes in its spectroscopic properties after interaction with DNA, showing
hyperchromic effect, suggesting changes in DNA structure. The calculated binding constant (Kb) was
4.30 x 10* Fluorescence suppression (Ksv) showed the value of 1.19 x 10® M-, indicating affinity for
DNA base pairs. The activity of LqlT/LT-51 as topoisomerase Il inhibitor was visualized at the
concentration of 50 and 100 uM, and both concentrations induced partial enzyme inhibition. The
LgIT/LT-51 induced cell death in HT-29 cells in concentration-dependent way possibly through
apoptosis and also promoted cell cycle arrest in G2/M phases. These results showed that the indole
nucleus, the thiosemicarbazone and the 1-naphthyl group are promising scaffolds for the development
of new drugs with potential ability to act in multiple therapeutic targets for cancer.

Keywords: Indole. DNA. Topoisomerase. Cancer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Via da sintese de prostaglandinas, tromboxano A, (TXA2) e 33
prostaciclina (PGl2) produzidos a partir do &cido araquidénico e COX-2. A PGE>
desempenha papel na tumorigénese via receptores EP: proliferacdo celular,
angiogénese, apoptose e metastase.

Figura 2 — A base molecular da inflamacdo relacionada ao céncer. Estimulos 34
inflamatorios/infecciosos ou ativacdo oncogénica ativam fatores de transcri¢do nas
células tumorais. TNF-a (fator de necrose tumoral-a), IL-6 e IL-1a (interleucina-6

e interleucina-1a), COX-2 e CCL-2 (proteina quimiotatica de mondcitos-1)
recrutam células inflamatérias envolvidas na proliferagdo celular, supressao da
resposta imune, angiogénese e metastase.

Figura 3 — Modo de ligacdo por intercalacdo do DNA. O agente intercalador entre 37
o0s pares de bases do DNA produz alteracGes conformacionais em sua estrutura.

Figura 4 — Brometo de etidio e as interacdes ibnicas e Van der Waals com o DNA. 38
Figura 5 — Modos de interacdo das moléculas com o DNA. Intercalacdo entre 0s 39
pares de bases e ligacfes aos sulcos menor e maior.

Figura 6 — Figura 6. Mecanismo catalitico das topoisomerases tipo | e tipo Il. 40
Ataque nucleofilico da enzima a ligagdo fosfodiéster do DNA.

Figura 7 — Estrutura quimica do derivado tiofeno-2-tiossemicarbazona obtido por 46

hibridacdo molecular.

Figura 8 — Compostos naturais contendo indol. 52
Figura 9 — Estrutura quimica do agente anticancer elipticina. 53
Figura 10 — Estrutura quimica da apaziquone. 53
Figura 11 — Estrutura geral das tiossemicarbazonas. 54
Figura 12 — Estrutura quimica da triapina®. 58

Figura 13 — Estrutura quimica do derivado tiazolidinbnico com atividade 60
antitumoral.

Figura 14 — Espectro de absor¢do no IV para o composto LgIT/LT-92 (Pastilhas de 110

KBr).

Figura 15 — Espectro de COSY H-'H do derivado LqIT/LT-51. 112
Figura 16 — Espectro de HSQC *C-!H do derivado LglIT/LT-51. 113
Figura 17 — Espectro 2D RMN NOESY do composto LglT/LT-90. 116

Figura 18 — Derivado inddlico-tiossemicarbazona nas configuragdbes 117



diastereoisoméricas E e Z

Figura 19 — Espectro de RMN *H para o composto LqIT/LT-90, destacando-se 0s
simpletos referentes aos grupos NH hidrazinico, NH aromatico e NH indolico
(DMSO-ds; 400 MHz).

Figura 20 — Espectro de RMN 3C para o composto LgIT/LT-90, ilustrando as
ressonancias dos atomos de carbono do grupo azometinico (CH=N) e tiocarbonila
(C=S) (DMSO-ds; 100 MHz).

Figura 21 — Espectro de absor¢do no IV para o composto LqIT/LTA-98 (Pastilhas
de KBr).

Figura 22 — Espectro de RMN !H para o 2-[(5-metdxi-1H-indol-3-il-
metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acetico (LqIT/LTA-90),
destacando-se os tripleto e dupleto referentes aos grupos CH e CH; (DMSO-dg;
300 MHz).

Figura 23 — Espectro de RMN *C para o composto LqIT/LTA-98, ilustrando as
ressonancias dos atomos de carbono do grupo acido (COOH) e carbonila (C=0)
do anel 4-tiazolidinona (DMSO-dg; 100 MHz).

Figura 24 — Espectro de absorcdo no 1V para o composto LgIT/LTC-55 (Pastilhas
de KBr).

Figura 25 — Espectro de RMN *H para o 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno-
hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona (LglT/LTC-54), destacando-se 0s
deslocamentos quimicos referentes aos grupos CH=N e CH. (DMSO-ds; 300
MHz).

Figura 26 — Espectro de RMN *H para o 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-
(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona (LgIT/LTC-55), destacando-se os deslocamentos
quimicos referentes ao hidrogénios metilénicos (CH2) (DMSO-ds; 300 MHz).
Figura 27 — Espectro de RMN 3C para o composto LglT/LTC-55, ilustrando as
ressonancias dos atomos de carbono da carbonila (C=0) e do metileno (CH>) do
anel 4-tiazolidinona (DMSO-ds; 100 MHz).

Figura 28 — Estrutura dos derivados indolicos LgIT/LT-51, LgIT/LT-50 e
LqIT/LT-53.

Figura 29 — Tiossemicarbazonas LgIT/LT-50 e LqIT/LT-51 e suas respectivas
ciclizag0es.

Figura 30 — (a) Espectro de absorcéo do LgIT/LT-51 (25 uM) com concentragdes
crescentes de ctDNA (0-100 uM). [ctDNA] =0 (preto), 10 (vermelho), 20 (verde),

117

119

121

122

124

125

127

127

129

131

135

136



40 (amarelo), 60 (azul), 80 (rosa) e 100 (azul claro) uM. Seta (%) se refere ao
efeito hipercrémico. (b) Grafico correspondente a [DNA]/(ea-gf) em funcdo da
concentracdo crescente do ctDNA.

Figura 31 — (a) Espectro de fluorescéncia do composto LgIT/LT-51 (15 uM) com 139
concentrag0es crescentes de ctDNA (0-100 puM). [ctDNA]=0 (preto), 10
(vermelho), 20 (verde), 40 (amarelo), 60 (azul), 80 (rosa) e 100 (azul claro) pM.

Seta (¥ ) se refere a supressdo da fluorescéncia. (b) Grafico correspondente a
intensidade relativa de fluorescéncia da ligacdo do composto ao ctDNA.

Figura 32 — Ensaio da Inibicdo da Topoisomerase Il do composto LglT/LT-51. 141

Figura 33 — Inducdo da morte celular por LgIT/LT-51 em células da linhagem 143
tumoral HT-29.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Farmacos antineoplasicos e mecanismos de resisténcia mediado por
células estromais derivados do microambiente tumoral.

Tabela 2 — Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos ensaios de
atividade antiproliferativa in vitro.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos para 0s compostos da
série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamidas.

Tabela 4 — Derivados tiossemicarbazonas com seus respectivos substituintes,
rendimentos e tempo reacional.

Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos para 0s compostos da
série Acidos 2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il
aceéticos substituidos.

Tabela 6 — Derivados 4-tiazolidinonas com seus respectivos substituintes,
rendimentos e tempos reacionais.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos para 0os compostos da
série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos.

Tabela 8 — Derivados 4-tiazolidinonas ndo substituidos na posi¢do 5 do anel com
seus respectivos substituintes, rendimentos e tempos reacionais.

Tabela 9 — Principais frequéncias de absorcdo observadas nos espectros de
absorcdo no IV para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-
hidrazina-carbotioamidas.

Tabela 10 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN H para tiossemicarbazonas da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-
hidrazina-carbotioamidas.

Tabela 11 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN C para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-
hidrazina-carbotioamidas.

Tabela 12 — Principais frequéncias de absorcdo observadas nos espectros de IV
para 0s compostos da série Acidos 2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-
3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

Tabela 13 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN 'H para os compostos da série Acidos 2-[(1H-indol-3-il-

metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

43

69

93

95

103

104

108

109

111

118

120

121

123



Tabela 14 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN H para os compostos da série Acidos 2-[(1H-indol-3-il-
metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

Tabela 15 — Principais frequéncias de absorcéo observadas nos espectros de IV
para 0s compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-
ona substituidos.

Tabela 16 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN !H para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-
tiazolidina-4-ona substituidos.

Tabela 17 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de
RMN %H para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-
tiazolidina-4-ona substituidos.

Tabela 18 — Valores de Glso (UM) para os derivados ind6licos-tiossemicarbazonas
e 4-tiazolidinonas.

Tabela 19 — Valores de LogP para os derivados indo6licos-tiossemicarbazonas.
Tabela 20 — Dados da espectroscopia de absor¢do UV-vis do composto LqlT/LT-
51 com o ctDNA (0-100 pM).

Tabela 21 — Dados da espectroscopia de emissdo de fluorescéncia do composto
LqIT/LT-51 (15 uM) e concentragdes crescentes de ctDNA (0-100 uM).

Tabela 22 — Porcentagem de células em diferentes fases do ciclo celular de HT-
29, apds 24 horas de tratamento com (DMSO 0.1%), Colchicina (1.25 nM) e
LqTI/LT.51 (5, 10 e 30 uM).

124

126

128

129

130

132
137

138

145



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1 — Reacio da obtencio do indol a partir do indigo.

Esquema 2 — Formas tautoméricas do indol.

Esquema 3 — Sintese de Fisher.

Esquema 4 — Obtencéo do indol através da Sintese de Madelung.

Esquema 5 — Sintese de inddis sob condigdes suaves (70°C).

Esquema 6 — Formas ressonantes do nucleo indolico e a bromagao do indol.
Esquema 7 — Reacdo de Mannich.

Esquema 8 — Reacdo de Vilsmeier.

Esquema 9 — Formas tautoméricas tiol e tiona para as tiossemicarbazonas.
Esquema 10 — Rota sintética de derivados ciclizados da tiossemicarbazona.
Esquema 11 — Método direto de obtencdo de tiossemicarbazonas a partir de
derivados carbonilados.

Esquema 12 — Métodos de obtencdo de tiossemicarbazidas a partir de reaces da
hidrazina com ditiocarbamatos, isotiocianatos e acido tiocarbamoiltioglicélico.
Esquema 13 — Rota sintética empregada na preparacdo dos compostos indélicos-
tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas.

Esquema 14 — Mecanismo reacional de adicdo conduzindo ao intermediério
tiossemicarbazida substituido.

Esquema 15 — Rota de sintese dos novos compostos indélicos-tiossemicarbazonas.
Esquema 16 — Mecanismo de reacao catalisada por acido acético a partir do indol-
3-carboxaldeido e tiossemicarbazida, ambos substituidos, para obtencdo do
derivado indol-tiossemicarbazona.

Esquema 17 — (A) Mecanismo de adicdo tia-Michael seguida de amindlise para
obtencdo das 4-tiazolidinonas. (B) Esquema da mesma reacdo iniciada pela
amindlise seguida da adicéo tia-Michael.

Esquema 18 — Mecanismo de reacdo da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-
hidrazono)-tiazolidina-4-ona a partir do derivado tiossemicarbazona e cloro acetato

de etila.

47
48
49
49
50

o1

51

54

54

56

57

77

78

81

83

97

105



AcOH
AcOEt
AKT
ATP
Ar
CCD
CDK
COSsY
COX
CtDNA
D

Dd

DI
DMF
DMSO
DMSO-ds
DNA
DOX
eq.
EtOH
Glso
HaCaT
HSQC
HT-29
Hz

AV
INCA

Kb
K-562
Ksv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido acético

Acetato de etila

Proteina quinase B

Adenosina Trifosfato

Aromético

Cromatografia em camada delgada

Quinase dependente de ciclina

Espectroscopia Correlacionada
Ciclooxigenase

Acido desoxirribonucleico de timo bovino
Dupleto

Duplo dupleto

Densidade de inoculagéo

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Dimetilsulfoxido deuterado

Acido desoxirribonucleico

Doxorrubicina

Equivalente

Etanol

Concentracdo molar que inibe 50% do crescimento celular
Linhagem celular ndo tumoral de queratinécito
Correlacdo Quantica Unica Heteronuclear
Células de adenocarcinoma de célon

Hertz

Infravermelho

Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva
Constante de acoplamento

Constante de ligacdo intrinseca

Célula tumoral de leucemia

Constante Stern—\Volmer



LBDD
LglT

m-AMSA
MCF-7
MeOH
MHz

mL

mM

MS
MTDD
NCI
NCI-ADR/RES
NCI-H460
NOESY
NCE

Ng

nm

nM
OVACAR-03
PBS

PE

PF

PGE:

Ph

PI3K
PLD

ppm

PS

QSAR
Rend.

Rf

Planejamento de farmacos baseado no ligante
Laboratorio de Quimica e Inovacgédo Terapéutica
Multipleto

Molar

Amsacrina

Células de adenocarcinoma de mama

Metanol

Megahertz

Mililitro

Milimolar

Espectrometria de massas

Planejamento de farmacos baseado em multiplos alvos terapéuticos
National Cancer Institute

Células tumorais de ovario com fenotipo de resisténcia a multiplas drogas
Células tumorais de pulmao

Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
Nova entidade quimica

Nanograma

Nandmetro

Nanomolar

Célula tumoral de ovério

Solucéo tamponada de fosfato

Ficoeritrina

Ponto de Fuséo

Prostaglandinas E

Fenil

Fosfatidilinositol 3-quinase

Fosfolipase D

Partes por milh&o

Fosfatidilserina

Estudo de relagdo estrutura-atividade quantitativa
Rendimento

Razdo de frente



RMN 13C Ressonancia magnética nuclear de carbono 13

RMN 'H Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RNA Acido ribonucleico

ROS Espécies reativas de oxigénio

RPMI Roswell Park Memorial Institute

S Simpleto

SBDD Planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor
SDS Dodecil sulfato de sodio

SRB Sulforrodamina B

t Tripleto

TCA Acido tricloroacético

TER RNA telomerase

TERT Transcriptase reversa telomerase

Topo Topoisomerase

TGI Concentracdo molar que inibe o total crescimento celular
Tris Tris(hidroximetil)aminometano

UV-Vis Ultravioleta-Visivel

U-251 Glioma

Vicm Voltz por centrimetro

ug Micrograma

puL Microlitro

MM Micromolar

) Deslocamento quimico

A Comprimento de onda

v Estiramento

7-AAD 7-Aminoactinomicina D

786-0 Célula tumoral de rim



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.8.1
3.9
3.9.1
3.9.2
3.9.3
3.10

4.1

41.1

4.1.2

413

414

415

4.2
421

SUMARIO

INTRODUCAO

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Obijetivos Especificos

REFERENCIAL TEORICO

O Cancer

Perspectivas de novos alvos terapéuticos para o cancer
Interacdo com 0 DNA

Topoisomerases

O microambiente tumoral e a resisténcia aos farmacos anticancer
Polifarmacologia no tratamento do cancer
Quimica Medicinal

Indol

Atividades bioldgicas do indol
Tiossemicarbazonas

Obtencéo direta das tiossemicarbazonas
Obtencéo indireta das tiossemicarbazonas
Atividades bioldgicas das tiossemicarbazonas
Tiazolidinonas

MATERIAL E METODOS

Estudo Quimico

Métodos de Sintese

Procedimento Geral para Obtencdo dos derivados hidrazina carbotioamidas

substituidos (LgIT/LT)

Procedimento Geral para Obtencdo da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-

hidrazina-carbotioamidas substituidos (LgIT/LT)

Procedimento Geral para Obtencéo da série Acidos 2-[(1H-indol-3il-metileno)-

hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Procedimento Geral para Obtencdo da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-

hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona substituidos
Estudo Biologico

Atividade antiproliferativa por Ensaio de Sulforrodamina B

25
28
28
28
30
30
31
36
39
41
44
45
47
51
54
55
56
57
59
62
62
63
63

64

66

67

68
68



4.2.2
4.2.3
4.2.4
4.3

4.3.1
4.3.2
4.3.3
43.4
4.4

4.5

451
45.2
453
45.4
4.6

5.1

5.11

5.2

521

5.3

5.3.1

5.3.2

5.3.3

5.4

54.1

54.2

Cultivo celular

Preparo das suspensoes celulares

Preparo dos compostos

Ensaios com o DNA

Materiais e Equipamentos

Preparacdo de ctDNA

Espectroscopia de absorcao no Ultravioleta Visivel

Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

Atividade Inibit6ria da Topoisomerase lla

Ensaios de Citometria de Fluxo

Cultura celular de HT-29

Medicédo da Externalizacao de fosfatidilserina

Anélise do Ciclo Celular

Anédlise Estatistica

Determinacéo do valor de Log P

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo Quimico

Esquema Geral de Sintese

Mecanismo reacional dos derivados hidrazina carbotioamidas substituidos
(LglIT/LT)

Caracteristicas fisico-quimicas e resultados espectroscopicos para os derivados
inddlicos-carbotioamidas substituidos

Mecanismo reacional e rota sintética dos derivados 2-(1H-indol-3-il-metileno)-
N-fenil-hidrazina-carbotioamidas (LqIT/LT)

Caracteristicas fisico-quimicas e resultados espectroscopicos para os derivados
inddlicos-carbotioamidas substituidos

Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados indélicos-carbotioamidas
Rendimentos reacionais dos derivados indolicos-tiossemicarbazonas
Mecanismos reacional dos Acidos 2-[(1H-indol-3il-metileno)hidrazono]-4-oxo-
3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Caracteristicas Fisico-quimicas e Espectroscopicas para Acidos 2-[(1H-indol-3-
il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos derivados 4-tiazolidinicos

69
70
70
72
72
72
72
73
73
74
74
74
75
75
75
77
77
77
78

78

80

82

92

93

96

97

102



5.4.3
5.5

5.5.1

5.5.2

5.5.3

5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

5.13
5.14

Rendimentos reacionais dos derivados 4-tiazolidinonas

Mecanismo reacional dos derivados 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-
tiazolidina-4-ona (LqIT/LTC)

Caracteristicas Fisico-quimicas e Espectroscopicas para a serie 2-(1H-indol-3-
il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos

Caracteristicas Fisico-Quimicas dos derivados 4-tiazolidinicos ndo substituido
na posicao 5 do anel

Rendimentos reacionais dos derivados 4-tiazolidinonas ndo substituidos na
posicao 5 do anel

Caracterizagdo estrutural dos derivados 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-
hidrazina-carbotioamidas (LqIT/LT)

Caracterizacdo estrutural dos Acidos 2-[(1H-indol-3il-metileno)hidrazono]-4-
oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Caracterizacdo estrutural dos derivados da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-
hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos

Estudo Biologico

Atividade Antiproliferativa

Estudo de interagdo do DNA

Inibicdo da Topoisomerase Ilo

Analise da Apotose

Anélise do Ciclo celular

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

REFERENCIAS

APENDICES

APENDICE A — Artigo publicado no periddico European Journal of Medicinal

Chemistry

103
104

105

108

108

109

120

125

129

129

135

140

142

144
147



INTRODUCAO




25

1 INTRODUCAO

O céncer € a segunda causa de morte global e foi responsavel por 8.8 milhdes de
Obitos em 2015. Globalmente, quase uma em cada seis mortes é devido ao cancer. Estima-se a
ocorréncia de 22 milhGes de casos novos nas proximas duas décadas (WHO, 2017). No
Brasil, as estimativas do INCA (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva)
para o biénio 2016-2017 apontam a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de cancer.
Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil), ocorrerdo cerca
de 420 mil casos novos de cancer.

O planejamento de farmacos antitumorais durante décadas foi baseado na identificacao
de compostos com atividade citostatica ou citotdxica, no entanto apresentando diversos
efeitos adversos. Um outro obstaculo para uma terapia bem-sucedida, consiste na resisténcia a
farmacos resultado de uma variedade de alteragdes farmacocinéticas e moleculares que podem
invalidar o tratamento, incluindo absorcdo e liberacdo deficiente do farmaco, mutacdes e
supressdes dos alvos farmacoldgicos (BRUNTON, CHABNER e KNOLLMAN, 2012).
Diante disso, sdo essenciais os esfor¢os na descoberta de novos agentes anticancer planejados
quimicamente para ampliar a terapéutica antineoplasica (JOHNSON et al., 2015).

Um vasto numero de antitumorais atualmente utilizados, produzem seus efeitos
atuando sobre 0 DNA (ALI e BHATTACHARYA, 2014; CHEUNG-ONG et al., 2013). O
mecanismo de acdo ocorre através da intercalacdo entre os pares de bases da dupla hélice do
DNA (acido desoxirribonucleico). Esse modo de acdo interfere na replicagdo do DNA,
transcricdo e inibicdo da expressdo génica, influenciando assim, as funcdes fisiologicas do
DNA e inibindo a proliferacdo celular (AL-OTAIBI et al., 2017; ZHU, et al., 2014).

Além do DNA, muitos farmacos anticancer atuam inibindo a topoisomerase
(POMMIER e MARCHAND, 2012; POMMIER, 2013). O reconhecimento das enzimas
topoisomerases como alvos bioldgicos do cancer representa mais uma estratégia terapéutica
para o cancer (NITISS, 2009; POMMIER, 2009). As topoisomerases | e Il sdo alvos de
diversos farmacos antineoplésicos capazes de interferirem o complexo DNA-enzima
produzindo danos permanentes ao DNA e por fim, desencadear a morte celular apoptotica
(GALSKY et al., 2015; YAO et al., 2015). Essas enzimas estdo envolvidas na regulacéo
topologica do DNA durante a replicacdo, transcricdo, recombinacdo e remodelacdo da
cromatina (WANG et al., 2002), sendo importantes para manutencdo da integridade

genbmica. No entanto, em casos patologicos, como 0 cancer, elas sdo superexpressas ou


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074552113001312
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098716304225#bb0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928098716304225#bb0190
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aumentam suas atividades com propdsito de garantir a sobrevivéncia das células cancerigenas
e a manutencao da proliferacdo celular (LARSEN e SKLADANOWSKI, 1998).

Neste contexto, o papel das 4-tiazolidinonas tem se destacado em estudos
apresentando interacdo com o DNA (PAULIKOVA et al.,, 2012), e também atividades
anticancerigenas frente a diferentes tipos de cancer, tais como mama (MCF-7) (HUANG et
al., 2006) e colon (HT29) (OTTANA et al., 2005), além de desempenharem papel na inibig&o
das quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (CHEN et al., 2007).

Outros compostos com diversas atuacdes farmacoldgicos sdo os derivados
tiossemicarbazonas que possuem atividades bioldgicas, como antidiabética (KADOWAKI et
al., 2013), antibacteriana, antifingica (BERALDO e GAMBINO, 2004; BHARTI et al., 2010)
e antineoplasica (STARIAT et al., 2013; CHELLAN et al., 2012). A notavel importancia das
propriedades anticAncer das tiossemicarbazonas é evidenciada no desenvolvimento do
farmaco Triapina® (3-aminopiridina-2-carboxaldeido-tiossemicarbazona), que se mostrou
promissor frente alguns tipos de tumores (ZEIDNER et al., 2014; KALINOWSKY, QUACH
e RICHARDSON, 2009).

O heterociclo indol também representa um nucleo importante encontrado em muitos
compostos ativos, apresentando as seguintes propriedades biolGgicas: anticancerigena,
antituberculose, anti-inflamatoria e antiasmética (BISWAL et al., 2012; SHARMA, KUMAR
e PATHAK, 2010; WENG et al., 2008). Os derivados indblicos se destacam como
anticancerigenos em diversos estudos também exibindo inibicdo da topoisomerase
(KASHYAP et al., 2013; ZHANG et al., 2016).

Nesta perspectiva, baseada em estudos sobre esses scaffolds, o presente trabalho
propds a sintese de novos derivados inddlicos com a finalidade de avaliar a atividade
antiproliferativa e verificar como possivel mecanismo de acdo a atuacao desses compostos em
multiplos-alvos terapéuticos do cancer, tais como o DNA, a enzima topoisomerase lla, a

interrupcdo do ciclo celular e consequentemente a indugdo da morte celular apoptotica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver novos candidatos a farmacos com potencial acdo antitumoral baseados

nos scaffolds indolicos e avaliar 0s seus possiveis mecanismo de acéo.

2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar, determinar as propriedades fisico-quimicas e caracterizar estruturalmente os
derivados através de métodos espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN 3C), Infravermelho, Espectrometria de Massas e
técnicas espectroscopicas bidimensionais, tais como COSY H-'H (Espectroscopia

Correlacionada) e HSQC 'H-'3C (Correlagdo Quantica Unica Heteronuclear);

Determinar a configuragdo diastereoisomérica Z ou E das moléculas da série
indolicos-tiossemicarbazonas, a partir do espectro 2D RMN NOESY (Nuclear Overhauser

Enhancement Spectroscopy);

Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro dos compostos sintetizados frente a

diferentes linhagens de células tumorais humanas;

Analisar a interagio com o DNA do derivado mais promissor na atividade
antiproliferativa, por meio da espectroscopia de absor¢do UV-visivel e emissdo de

fluorescéncia;

Avaliar a capacidade de inibi¢do da enzima topoisomerase lla. do composto mais ativo

na atividade antiproliferativa;

Verificar a indugdo da morte celular atraves da exposicao de fosfatidilserina e a analise
do ciclo celular pelo tratamento do derivado indélico-tiossemicarbazona sobre a

linhagem tumoral de c6lon (HT-29).
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 O Céancer

O cancer tem se tornando uma das principais causas de morte nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. A ocorréncia é crescente devido ao envelhecimento e a
expansdo da populagdo, bem como o aumento da prevaléncia dos fatores de risco: tabagismo,
excesso de peso, sedentarismo e o consumo de alcool (TORRE et al., 2015; WHO, 2017).

Cancer é uma doenca que decorre de alteracbes nos processos de diferenciacdo e
crescimento celular resultando em neoplasia, que significa crescimento novo. Ao contrério de
alteracdes no crescimento do tecido ocorridas em processos como hipertrofia e hiperplasia, o
desenvolvimento de uma neoplasia tende a ser sem coordenacdo, relativamente autbnomo e
ndo possui controle regulador normal para o crescimento celular (GROSSMAN e PORTH,
2015).

De acordo com a capacidade de invasao ou infiltragdo em outros 6rgaos, destruicao
tecidual e capacidade maligna, as neoplasias se classificam em benignas e malignas. As
benignas sdo compostas de células bem diferenciadas assemelhando-se as células dos tecidos
de origem e se caracterizam por crescimento lento e progressivo, que pode paralisar ou
regredir.

As malignas, ao contrario, sdo menos diferenciadas e tém a capacidade de se
desprender, entrar na corrente sanguinea ou sistema linfatico e formar neoplasias malignas
secundérias em outros locais no organismo, ou seja, as metastases (LIU e WICHA, 2010).
Diversas evidéncias indicam que as células neopléasicas capazes de metastizar secretam
enzimas proteoliticas na matriz extracelular circundante permitindo percorrer rapidamente
pela matriz degradada e acessar um vaso sanguineo ou linfatico (LEE et al., 2011).

As células cancerigenas possuem duas particularidades principais: proliferagdo rapida
e descontrolada e perda de diferenciacdo. Estes aspectos estdo associados a uma série de
outras alteracBes nas fungdes das células, que distinguem células cancerigenas de suas
homologas normalmente diferenciadas (SWAT et al., 2009; HAYASHIDA et al., 2005).

As caracteristicas das células cancerigenas compreendem oito capacidades bioldgicas
adquiridas durante os varios estagios de desenvolvimento dos tumores humanos. Essas
caracteristicas estdo: a sustentacdo da sinalizacdo proliferativa, evasdo dos supressores de
crescimento, resisténcia & morte celular, conferindo a imortalidade replicativa, a inducéo da
angiogénese e a ativacdo da invasdo e metastase, subjacentes a estas particularidades estdo a

instabilidade genémica e a inflamag&o. Na Gltima década, foram incluidas caracteristicas
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potenciais, tais como a reprogramacdo do metabolismo energético e resisténcia a destruicdo
imunolégica (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A maior parte dos mecanismos carcinogénicos envolve o ciclo celular (ALMEIDA et
al., 2005). Este processo de crescimento e divisdo celular é dividido em quatro fases: G1 (gap
ou intervalo), a fase de pos-mitética, quando ocorre a sintese de proteinas, RNA (&cido
ribonucleico) e o crescimento celular; S, que é a fase durante a qual ocorre a sintese de DNA,
dando origem a dois conjuntos separados de cromossomos, um para cada célula-filha; G, é a
fase pré-mitdtica, durante a qual a sintese de RNA e de proteinas continua; e M, fase de
mitose ou divisdo celular. A fase Go é um periodo de descanso ou fase de repouso na qual a
celula ndo se divide (NURSE, MASUIl e HARTWELL, 1998).

A principal funcdo do ciclo celular é garantir que o0 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 ocorre
algum erro ou dano na replicacdo, reparacdo do DNA ou alguma anormalidade
cromossémica, as células interrompem a progresséo do ciclo celular até que ocorra o reparo.
No entanto, se 0 dano ao DNA ou ao cromossomo for extenso e a reparacao inviavel, a célula
inicia 0 mecanismo de apoptose (MA et al., 2011).

As proteinas controladoras da entrada e progressdo das células no ciclo celular séo as
ciclinas que se conectam a proteinas chamadas quinases dependentes de ciclina (CDK). As
CDKs fosforilam proteinas-alvo especificas reguladoras do ciclo celular e sdo expressas de
modo continuo, mas em uma forma inativa, enquanto as ciclinas sdo sintetizadas durante fases
especificas do ciclo celular e, em seguida, degradadas ap6s o término de sua funcdo
(FRACZEK et al., 2008). Os complexos de ciclina-CDK sdo regulados pela ligacdo de
inibidores de CDK que sdo importantes na regulacdo de pontos de controle durante o ciclo

celular, os quais identificam e reparam os possiveis erros (SHAPIRO, 2006).

3.2 Perspectivas de novos alvos terapéuticos para o cancer

A terapéutica anticancer consiste em uma ou mais intervengdes, tais como remocao
cirurgica, radioterapia e quimioterapia (VIDEIRA, REIS e BRITO, 2014). A quimioterapia
surgiu na década de 40 com a utilizagdo das mostardas de nitrogénio que sdo poderosos
agentes alquilantes e antimetabolitos. Apds o sucesso inicial desses compostos, varios outros
farmacos antitumorais foram desenvolvidos (POVIRK e SHUKER, 1994). Além dessas,

outras abordagens farmacoldgicas tém sido utilizadas: a terapia alvo-direcionada, tais como a
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hormonioterapia e a imunoterapia comumente combinada com agentes citotOxicos
(CARNEIRO et al., 2015; NGUYEN-NIELSEN et al., 2015).

Avancos foram realizados no tratamento do cancer, mas ainda persistem os efeitos
colaterais nas células normais de crescimento rapido, como as do epitélio intestinal, foliculos
pilosos e as da medula Ossea, causando diarreia, nauseas, vOmitos, alopecia e maior
susceptibilidade as infecces (BRANDAO et al., 2010). Nesse contexto, a busca por novos
farmacos antineoplasicos € continua e baseada na necessidade de alternativas com maior
eficacia e menos adversas para 0s pacientes oncoldgicos. Assim, o desenvolvimento de
farmacos capacidade-alvo direcionados para alvos moleculares especificos envolvidos em
vias de sinalizacdo desreguladas torna-se relevante para a terapéutica anticancer (MARSICO e
GORMALLY, 2015; ROSKOSKI JR, 2015; MONROIG et al., 2015).

Outro grande obstaculo da terapia anticancer se deve a resisténcia dos alvos
terapéuticos. Os progressos realizados ao longo dos Ultimos anos para compreender 0s
mecanismos de resisténcia, como a descoberta de mutagdes, permitiram conhecer diversas
possibilidades para superar a resisténcia e desenvolver novos farmacos antineoplasicos (HU e
ZHANG, 2016). Embora os recentes avancos na medicina resultem no aumento da sobrevida
dos pacientes oncoldgicos, a recidiva da doenca ainda persiste, sendo este um empecilho para
a sobrevivéncia a longo prazo (SMITH et al., 2013).

A quimioterapia do cancer afeta tanto os alvos bioldgicos das células normais, como
0s presentes nas células cancerigenas que se proliferam rapidamente. Em contraste, a terapia-
alvo é destinada a direcionar o farmaco para as células tumorais sem interferir no crescimento
das células normais (ARAVIND et al., 2012). Esta modalidade terapéutica ocorre por meio
da interacdo entre o composto bioativo e moléculas-alvo especificas, com o propoésito de
inibir o crescimento e disseminacdo das células tumorais com minimos efeitos citotoxicos
(ALIBOLANDI et al., 2015; BALASHANMUGAM et al., 2014).

Dentre as moléculas alvos superexpressas em muitas células tumorais, encontra-se a
ciclooxigenase-2 (COX-2) sendo considerada uma potente proteina alvo para a terapéutica do
cancer (BHAT et al., 2014; BUSKENS et al., 2003).

As COXs sdo enzimas conhecidas por converterem o &cido araquiddnico em
prostaglandinas (PGs). S&o classificadas em trés subtipos: COX-1, COX-2 e COX-3
(SHAMSUDIN et al., 2014). Essas isoformas diferem na sua expressao e funcgdes fisiologicas
e patoldgicas. A COX-1 é expressa continuamente na maioria dos tecidos normais, a COX-3,
principalmente no sistema nervoso central, enquanto a COX-2 é induzida. A expressdo de

COX-2 aumenta quando induzida por estimulos, tais como citocinas pro-inflamatdrias, fatores
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de crescimento e promotores de tumores, contudo permanece ausente na maioria dos tecidos
normais (PENG et al., 2014; TOLBA et al., 2014). As prostaglandinas E (PGE2) (Figura 1),
desempenham funcGes na tumorigénese, tais como proliferacdo celular, angiogénese,
apoptose e metastase (KONTUREK et al., 2005; VO et al., 2013).

Figura 1 — Via da sintese de prostaglandinas, tromboxano A. (TXA;) e prostaciclina (PGl,)
produzidos a partir do acido araquidénico e COX-2. A PGE; desempenha papel na tumorigénese via
receptores EP: proliferacdo celular, angiogénese, apoptose e metastase.
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Por isso, € evidenciado a correlacdo entre a inflamacdo crénica, desregulada e
persistente com o risco aumentado de neoplasia maligna. Quase 20% dos tumores estéo
relacionados com a inflamagdo cronica causada por infeccdes, exposicdo a irritantes ou
doenca auto-imune (KUNDU e SURH, 2008).

Uma outra relagcdo entre inflamacdo e o cancer se deve a presenca de células e
mediadores do sistema imune inato na maioria dos tipos de cancer, independentemente de
existir inflamacdo. Isto ocorre em razdo das alteracbes oncogénicas induzirem as vias
inflamatdrias em células pré-malignas e malignas (Figura 2). Desse modo, ndo apenas a
inflamacdo pode causar cancer, mas também o céncer é capaz de produzir inflamagéo
(CRUSZ e BALKWILL, 2015).
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Figura 2 — A base molecular da inflamagcdo relacionada ao cancer. Estimulos inflamatérios/infecciosos
ou ativacdo oncogénica ativam fatores de transcricdo nas células tumorais. TNF-o (fator de necrose
tumoral-a), 1L-6 e IL-1a (interleucina-6 € interleucina-1a), COX-2 e CCL-2 (proteina quimiotatica de
mondcitos-1) recrutam células inflamatorias envolvidas na proliferacdo celular, supresséo da resposta
imune, angiogénese e metastase.
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Essa associacdo se confirma em estudos que mostraram pacientes recebendo baixas
doses de aspirina (inibidor das COXs) diariamente por mais de cinco anos e obtiveram
resultados positivos para o tratamento do cancer (JONSSON et al., 2013). De acordo com
Zelenay et al. (2015), a aspirina combinada com imunoterapia promove regressao mais rapida
do tumor, em contraste com a imunoterapia isolada.

Outro alvo terapéutico de interesse no desenvolvimento de farmacos anticancer é a
enzima telomerase (SANCHEZ-PERIS et al., 2016; CHEN et al., 2016; LI et al., 2016). A
reativacdo ou up-regulation da telomerase é observada em pelo menos noventa porcento dos
tumores humanos, sugerindo a importancia dessa enzima na tumorigénese (SHAY e
WRIGHT, 2006).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299916304927?np=y#bib11
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Os teloméros s@o estruturas nucleoproteicas, localizadas nas extremidades dos
cromossomos, e sendo encurtados a cada ciclo de divisdo celular. O encurtamento dos
teloméros faz as células pararem a divisdo quando um comprimento minimo € atingindo
(limite de Hayflick), por conseguinte as células sofrem senescéncia replicativa e apoptose
(COLGIN e REDDEL, 1999; AIT-AISSA et al., 2016). Os teloméros sdo sintetizados pela
telomerase, um complexo enzimatico de ribonucleoproteinas formado por duas subunidades: a
proteica catalitica (transcriptase reversa telomerase, TERT) e uma grande subunidade de RNA
(RNA telomerase, TER). Esta enzima auxilia a DNA polimerase RNA-dependente na
replicacdo linear dos cromossomos através da sintese de novo das repeticGes teloméricas.
Com isso, impede o encurtamento progressivo dos teloméros, que ocorreria na sua auséncia
completa ou parcial (SARETZKI, 2014).

O fator limitante para a acdo enzimatica € a expressdo da transcriptase reversa
telomerase, e a maioria das células sométicas humanas ndo apresenta atividade da telomerase
devido a auséncia de TERT (HAHN et al., 1999). A TERT pode também regular o sinal de
danos no DNA, mantendo as histonas modificadas e alterar a producdo mitocondrial de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés radical oxygen species), as quais podem
resultar na instabilidade gendmica (MASUTOMI et al., 2005; SINGHAPOL et al., 2013).

A regulacdo da telomerase nas células neoplésicas ocorre através de Varios
mecanismos, incluindo aumento da transcricdo de TERT e/ou TER, perda de repressores
transcripcionais de TERT, mutacGes na regido promotora do gene TERT (resultando na
transativacdo deste gene), varias quinases fosforilam e aumentam a atividade de TERT e
amplificacdo génica de TERT e/ou TER. Como consequéncia da up-regulation, as células
tumorais alcangcam um potencial replicativo ilimitado, conferindo imortalidade (REDDEL,
2014).

As células cancerigenas sobrevivem no ambiente de estresse com fornecimento de
nutrientes limitado. Os metabdlitos de baixo peso molecular gerados na autofagia permitem a
sobrevivéncia celular (HANAHAN e WEINBERG, 2011). A autofagia é um processo
catabdlico mediado por lisossomos para degradacdo e reciclagem dos componentes
citoplasmaticos, sendo importante para manutencéo da homeostasia celular.

Geralmente, a autofagia € citoprotetora quando a célula passa por privacdo de
nutrientes ou quimioterapia. No entanto, pode se tornar citotoxica, dependendo da extensao e
fluxo da autofagia, e competéncia apoptética (MIZUSHIMA et al., 2008; ENG e
ABRAHAM, 2011; BOYA et al.,, 2005; CAREW et al.,, 2007). Ambas as autofagias
citoprotetora e citotoxica podem regular a via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/proteina
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quinase B (AKT) para promover a apoptose celular. Estudos recentes tém sugerido uma
relagdo entre fosfolipase D (PLD) e atividade AKT em diversos tipos de cancer (CHAUVIN
etal., 2016; BRUNTZ et al., 2014; TOSCHlI et al., 2009).

A autofagia também parece regular a migragéo celular, por ter sua inibi¢éo associada a
reducdo da invasao celular, no que se refere as secrecfes de enzimas proteoliticas autofagicas-
dependente durante a metastase (KENIFIC e DEBNATH, 2015). Além disso, existem
evidéncias indicativas que o controle e a modificacdo do mecanismo de degradacao
autofagico relaciona-se com a tumorigénese. Dessa maneira, alterando-se a via autofagica no
interior da célula pode conduzir a uma nova estratégia para o planejamento de terapias
anticancer mais eficazes (ADHAULIYA et al., 2016).

3.3 Interacdo com DNA

O DNA é um receptor celular essencial por ser a molécula alvo para a maioria das
terapias anticancer e antivirais (KOIRI et al., 2008). A ligacdo de moléculas ao DNA pode
conduzir alteracbes nas propriedades estruturais, afetar a sua transcricdo, replicacgéo,
expressao de informagdes genéticas nas células e, assim, influenciar a sua fungdo fisioldgica
(ZHU et al., 2014; MA et al., 2011). Muitos compostos antineoplasicos se ligam ao DNA,
alterando a sua replicacdo e inibindo o crescimento das células cancerigenas. Desta forma, o
estudo de agentes como potenciais ligantes ao DNA tem sido amplamente utilizado na
concepcao de farmacos, em especial, antitumorais, ja que um grande nimero de moléculas
atualmente utilizadas exerce seus efeitos anticancerigenos por atuacdo no DNA (HOSSAIN e
KUMAR, 2009).

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 interages eletrostaticas (DUSKOVA et al., 2012; ZHANG et al., 2010). A
Figura 3 representa 0 modo de ligacéo por intercalagdo no DNA.
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Figura 3 — Modo de ligag&o por intercalacdo do DNA. O agente intercalador entre os pares de bases do
DNA produz alteragdes conformacionais em sua estrutura.
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Na bioquimica, a intercalacdo refere-se a0 modo de interacdo de moléculas
orgénicas pequenas com DNA. Este processo envolve compostos possuidores de anéis
aromaticos ou heteroaromaticos planares, inseridos entre os pares de bases adjacentes,
perpendicularmente ao eixo da hélice sem perturbar o padrdo de empilhamento total, devido a
ligacdo de hidrogénio (GRAVES e VELEA, 2000). A intercalacdo tem inicio com a
transferéncia da molécula intercaladora do ambiente aquoso para o espaco hidrofébico situado
entre os dois pares de bases adjacentes. Com isso, 0 DNA é submetido a uma alteracéo
conformacional que envolve a separacéo vertical entre os pares de bases, no intuito de formar
uma cavidade para acomodacdo do ligante (Figura 3). Dessa forma, a dupla hélice é
parcialmente desenrolada levando a distor¢Ges do esqueleto acucar-fosfato e a mudancas de
tensdo torcionais entre os sucessivos pares de bases (KABIR, HOSSAIN e KUMAR, 2013).

Usualmente, os intercaladores de DNA contém um sistema poliaromatico o qual
forma interagBes de empilhamento n—x de elétrons (modo mais forte de interacdo) com as
bases nucleotidicas, outras interacdes podem contribuir para formacdo do complexo ligante-
DNA: Van der Waals, ligacdo de hidrogénio e interacdes eletrostaticas entre 0s grupos
cationicos do ligante e os grupos fosfato do DNA (ZHANG e TANG, 2004; BAGINSKI et
al., 1997).
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Em geral, as moléculas catibnicas sdo intercaladoras mais eficientes por interagirem
melhor com o fosfato. De fato, a maioria dos agentes intercaladores sdo carregados
positivamente por apresentarem grupos béasicos que podem ser protonados sob condigdes
fisioldgicas. A interacdo do brometo de etidio (agente intercalador protétipo) com o DNA ¢é
estabilizada através de interacbes de Van der Waals, de empilhamento n-n de elétrons e
interacOes idnicas entre o cation quartendrio de amodnio com os grupos fosfato (Figura 4)
(AVEDANO e MENENDEZ, 2015). As mudancas estruturais ocorridas na intercalagio do
DNA interferem no reconhecimento e funcdo de proteinas associadas ao DNA, tais como as
polimerases, fatores de transcri¢do, sistemas de reparacao e, especialmente, as topoisomerases
(BRANA et al., 2001).

Figura 4 — Brometo de etidio e as interagdes idnicas e Van der Waals com o DNA.
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O arranjo espacial dos pares de bases através do empilhamento no interior da dupla
hélice conduz ao pareamento espacial e a formacdo dos sulcos maior e menor que servem de
sitios de ligacdo para outras moléculas (ALI e BHATTACHARYA, 2014). As moléculas
relativamente grandes, como as proteinas, se ligam preferencialmente ao sulco maior,
enquanto que pequenas moléculas se ligam ao sulco menor (IHMELS e OTTO, 2005), onde a
interacdo com as bases do DNA em ambos os sulcos envolve, em geral, ligacdo de hidrogénio
ou interacdo eletrostatica (KHAN et al., 2012). Quando a molécula se intercala ao DNA, 0s
substituintes laterais podem se instalar nos sulcos maior e/ou menor. Esse tipo de molécula é
denominado de “threading” intercaladores (RESCIFINA et al., 2014). A Figura 5 mostra as
principais formas de interacdo de moléculas com o DNA. Diferentemente dos intercaladores,
os ligantes nos sulcos ndo induzem a grandes mudancgas de conformacgéo do DNA, entretanto,
mostraram utilidade na clinica como agentes anticancer e também antibacteriano
(PALCHAUDHURI e HERGENROTHER, 2007).
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Figura 5 — Modos de interagdo das moléculas com o DNA. Intercalacéo entre os pares de bases e
ligacGes aos sulcos menor e maior.
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3.4 Topoisomerases

As topoisomerases sdo enzimas essenciais para processos celulares envolvidos em
etapas de replicacdo do DNA, transcricdo, recombinacdo e remodelamento da cromatina
(POMMIER, 2009; WANG, 2006). Em particular, as topoisomerases desempenham papel
fundamental ligando-se & dupla hélice do DNA e conduzindo a uma quebra transitéria 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).

As toposoisomerases sdo classificadas em: tipo | (Topo 1) e tipo 1l (Topo 1), ambas
possuem 0 mesmo mecanismo catalitico, através do ataque nucleofilico da hidroxila do
residuo tirosil a ligacdo fosfodiéster do DNA (Figura 6) (POMMIER, 2009). Entretanto, a
classificacdo é baseada principalmente pela clivagem das cadeias simples ou da dupla cadeia
do DNA (SHERER e SNAPE, 2015): a Topo | age quebrando uma unica fita, enquanto que a
Topo Il atua clivando as duas fitas de forma dependente de ATP (Adenosina Trifosfato)

(ROCA, 2009). Essas enzimas sdo expressas em diferentes niveis nos variados tipos celulares.
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A expressdo da topoisomerase | é observada nas linhagens celulares de cancer de cdlon,
enquanto que das topoisomerases Il sdo mais frequentes em linhagens celulares de céancer de
mama e ovario (HOLDEN, ROLFSON e WITTWER, 1990).

Figura 6 — Mecanismo catalitico das topoisomerases tipo | e tipo Il. Ataque nucleofilico da enzima a
ligacdo fosfodiéster do DNA.
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Ambas as classes de topoisomerases foram pesquisadas como alvos terapéuticos
para o tratamento do cancer. A Topo | é reconhecida como um dos mais promissores alvos
para descoberta de farmacos anticancer por sua superexpressao em células cancerigenas
(CHEN et al., 2016). O protétipo inibidor da topoisomerase I, o farmaco camptotecina
isolado da Camptotheca acuminado exibiu efeito antineoplasico intenso, porém devido a sua
elevada toxicidade ocasionou o desenvolvimento de andlogos sintéticos, como o irinotecano e
o0 topotecano (WALL et al., 1966; PIZZOLATO e SALTZ, 2003). Infelizmente, os derivados
da camptotecina possuem diversas limitacGes clinicas, tais como: supressdo da medula dssea
dose-dependente, inativacdo rapida do anel lactona hidrolisado em pH fisioldgico e resisténcia
de algumas células cancerigenas (BECK et al., 2015; LI e LIU, 2001). Com essas limitacGes
aumenta a busca por desenvolvimento de novos inibidores Topo | ndo-camptotecina mais

potentes e seletivos.
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A inibicdo da topoisomerase Il ocorre através da estabilizacdo do complexo enzima-
DNA, isto é, bloqueando a religacdo ou intercalando-se com as cadeias de DNA. Os
inibidores de topoisomerase 1l como, etoposideo, foram introduzidos em Vvarios esquemas
quimioterapéuticos de sarcomas, cancer de pulmao e neoplasias hematoldgicas (ALBERS et
al., 2008; GOORIN et al., 2002).

Alguns farmacos antitumorais utilizados na pratica clinica apresentam inibicdo da
topoisomerase Il, a doxorrubicina e daunorrubicina (classe das antraciclinas), tenoposideo
(classe das epipodofilotoxinas), amsacrina (classe das acridinas) e algumas
tiossemicarbazonas (AZAROVA et al., 2007; HUANG et al., 2010).

Existem duas isoformas da Topo Il presentes nos mamiferos: a topo Ila expressa
preferencialmente nas células em proliferacdo e essencial para a conclusdo da mitose; e a
topoisomerase IIf (Topo IIB) presente em todas as células, sendo indispensavel ao
desenvolvimento celular normal, mas ndo € essencial para a proliferacdo celular (NITISS,
2009; TIWARI et al., 2012). Estudos revelaram que a cardiotoxicidade do quimioterapico
doxorrubicina ocorre por causa da expressdo de Topo IIf em cardiomidcitos, com isso

enfatizando ainda mais a necessidade de terapia Topo Ila especifica (ZHANG et al., 2012).

3.5 O microambiente tumoral e a resisténcia aos farmacos anticancer

Fisiologicamente, o estroma celular em individuos saudaveis € uma barreira fisica
contra a tumorigénese. No entanto, as células neoplésicas produzem vérias alteracdes para
converté-lo em um microambiente tumoral favoravel ao seu crescimento. Isto implica na
migracdo de células do estroma, remodelacdo da matriz extracelular e expansdo da
vascularizagdo. As diferencas regionais, incluindo acidez e hipoxia também influenciam a sua
progressao (MERIC-BERNSTAM e MILLS, 2012; JUNTTILA e DESAUVAGE, 2013).

Assim, o microambiente tumoral pode influenciar a resposta farmacoldgica e mediar
a resisténcia pelos seguintes mecanismos: (a) a partir da sinalizacdo de fatores sollveis ou
moléculas de adesao celular; (2) interferir a interacdo entre o farmaco e o alvo molecular; (3)
imunossupressdo e (4) crescimento tumoral acelerado. Em adicdo, a adesdo das células
cancerigenas as proteinas da matriz extracelular pode suprimir a resposta farmacoldgica
através da sinalizacdo mediada pelo receptor integrina p1. Similarmente, os fatores soluveis
secretados pelas células do estroma, tais como IL-6 e proteases catepsina, também
demonstram diminuir a eficacia terapéutica (OLSON e JOYCE, 2013; SHREE et al., 2011).
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A resisténcia aos antineoplasicos produzida pelo microambiente tumoral pode ser
iniciada por maltiplas linhagens de células e componentes estruturais do estroma, incluindo,
fibroblastos, células endoteliais, pericitos, fibras musculares lisas, neutrofilos, macrofagos,
integrinas, fibronectinas, colagenos, células dendriticas, células natural-killer e outros tipos
de linfécitos (SAMADI et al., 2015). A Tabela 1 apresenta exemplos de quimioterapicos
tradicionais para o tratamento do cancer, segundo o alvo terapéutico, tipo de céancer,
mecanismos de resisténcia envolvendo o microambiente tumoral, bem como a estrutura
quimica (CHEN et al., 2015).
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Tabela 1 — Farmacos antineoplasicos e mecanismos de resisténcia mediado por células estromais
derivados do microambiente tumoral.

Farmaco Estrutura quimica Tipo de cancer Alvo terapéutico Mecanismo de resisténcia
Doxorrubicina e oH I Mieloma Intercalacdo do | Resisténcia  induzida  por
multiplo. DNA; inibicdo da | estroma.
topoisomerase I1.
Resisténcia  induzida  por
estroma; fatores paracrinos
Linfoma de incluindo IL-6 e Timp-1 das
o Burkitt. células endoteliais do timo no
microambiente tumoral
e SN g, modulam a sobrevivéncia de
H células do linfoma apo6s
Doxorrubicina quimioterapia.
Doxorrubicina e cl Cancer de | Intercalagdo do | Resisténcia  induzida  por
. . mama. DNA; inibicdo da | estroma; producdo de TNF-a
Ciclofosfamida - ] L
topoisomerase Il e | pela células endoteliais e
o interfere na | outras células estromais.
o N\/— replicacdo do DNA.
\/
OH
Ciclofosfamida
Erlotinibe e Cancer de | Inibem o receptor de | Resisténcia  induzida  por
Gefitinibe pulmao fator de crescimento | estroma.
metdstatico, epidérmico (EGFR),
cancer pode estimular
He——¢c NH coloretgl_, apoptose i e
I pancreético, ou | diferenciacéo de
HsC o cabeca e | células cancerigenas
o NS = |N pescogo. ausentes de EGFR.
P
(0] N
Erlotinibe
(o]
H3C/
HsCO N:\
N
o /
—\ HN—< ?—F
o N
Gefitinibe
Afatinibe F Céncer de | Inibe Expressdo no estroma do fator
D\ pulmao irreversivelmente de crescimento fibroblastico
cl NH metastatico, EGFR e HER2. (FGF) e  up-regulation do
N S _ | céancer de receptor de  fator  de
NZ | \[(\/\T mama e outros crescimento fibroblastico
K o} canceres (FGRF) permitindo a
N O - T .
z derivados  de sobrevivéncia das  células
EGFR/HER. cancerigenas resistentes ao
afatinibe.
(6}
Afatinibe




44

Adicionalmente ao descrito acima, sabe-se que a relacdo entre 0 microambiente
tumoral, a inflamacdo cronica e as alteragdes funcionais do sistema imune permitem a
secrecdo de fatores solUveis, citocinas e outros segundos mensageiros endogenos pelas células
cancerigenas e estromais (SWARTZ e LUND, 2012). Deste modo, Wang e Dubois (2010)
relataram o0s mediadores lipidicos conhecidos coletivamente como oxilipinas sendo
importantes reguladores do microambiente tumoral. Esses lipidios derivados dos &cidos
araquidénico e linoleico influenciam a polaridade das células estromais e modulam a
progressdo do tumor através de varios mecanismos, tais como ativacdo de receptores
especificos nas células cancerosas que facilitam a proliferacdo celular, migragdo e invasao;
também induzem a secrecdo de fatores angiogénicos e fornecem suporte para metéastase
(WANG e DUBOIS, 2010).

Uma melhor compreensdo do envolvimento das oxilipinas no cancer pode nortear o
planejamento de novas estratégias terapéuticas anticancer (APAYA, CHANG e SHYUR,,
2016).

3.6 Polifarmacologia no tratamento do cancer

O desenvolvimento de farmacos é um processo complexo e dispendioso (DICKSON
e GAGNON, 2004). Devido aos avangos dos estudos moleculares, os esforgos para a
descoberta de novas moléculas bioativas tém se amplificado. A concepcdo de "um farmaco
um alvo" foi transformada para "um farmaco alvos multiplos”, conhecido como
polifarmacologia (HOPKINS, 2008).

Assim, a polifarmacologia surge como novo paradigma na descoberta de farmacos.
Os fendmenos polifarmacoldgicos incluem: (a) um farmaco agindo em mudltiplos alvos de
uma Unica doenca, ou (b) um farmaco atuando em vérios alvos pertencentes a multiplas
doencas. Essas abordagens visam descobrir alvos antes desconhecidos para medicamentos ja
existentes (também conhecido como reposicionamento) (OPREA e MESTRES, 2012). Para
isto é necessario a integracdo sistematica de diferentes areas, incluindo modelagem
computacional, sintese organica, testes farmacologicos in vitro/in vivo e estudos clinicos
(DAR et al., 2012).

Dessa forma, o conceito da polifarmacologia € particularmente interessante no
contexto do cancer e da "triade da morte"” envolvida nesta doenca. Esta triade consiste em trés
eixos principais: crescimento do tumor primario, metastase e resisténcia a farmacos. Cada um
desses eixos € constituido de alvos moleculares independentes e responsaveis pelas

caracteristicas desta patologia. Com isso, para obtengdo de um tratatamento eficaz, seria
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importante o farmaco atuar em mudltiplos alvos bioldgicos. De fato, a combinacdo de
quimioterapicos antineoplasicos atinge diversos alvos. No entanto, a maioria dessas terapias
combinatdrias atuam em apenas um alvo dos eixos da "triade da morte". Desse modo, seria
benéfico se 0 agente anticancer tivesse como alvos os trés eixos da triade com o proposito de
aumentar a eficécia terapéutica (JANSSON et al., 2015).

Neste sentido, a abordagem polifarmacoldgica pode potencializar a eficicia (de
forma aditiva ou sinérgica) de agentes classicos alvo-Unico, proporcionando uma menor

resisténcia e reducéo dos efeitos adversos (APAYA et al., 2016).

3.7 Quimica Medicinal

A Quimica Medicinal caracteriza-se por estudar as raz6es moleculares da ac¢do dos
farmacos, a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica/farmacolégica, além do
planejamento racional de novos farmacos. Em funcdo dos multiplos fatores envolvidos na
resposta terapéutica de um farmaco, torna-se necessario a interdisciplinaridade fundamentada
na quimica organica, farmacologia e quimica computacional (BARREIRO, 2002;
BARREIRO, 2015).

A identificacdo de compostos bioativos, que possam ser estruturalmente modificadas
para adequacdo de propriedades que conduzam a um elevado potencial terapéutico, é um dos
maiores desafios no planejamento racional 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 modificacGes moleculares classicas no substrato natural e/ou
sintético, ja conhecido para este receptor (BARREIRO e BALZANI, 2009).

As estratégias classicas de modificacdo molecular para o planejamento de ligantes s&o:
bioisosterismo, hibridacdo molecular, simplificagdo molecular, quimica computacional e
combinatéria (QSAR e modelagem molecular) (SILVA, 2014). Entre as estratégias mais
utilizadas encontra-se a hibridacdo molecular. Essa técnica é baseada no reconhecimento das
subunidades farmacoforicas da estrutura quimica de dois ou mais compostos bioativos
conhecidos e que através da fusdo dessas subunidades forma-se uma nova entidade quimica
hibrida (NCE, do inglés new chemical entity). O composto derivado resultante apresenta o
esqueleto molecular que mantém as caracteristicas das moléculas originais (SAMALA et al.,
2014).

Diversos trabalhos envolvendo hibridacdo molecular foram publicados. Recentemente,

nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2015) sintetizou uma nova entidade quimica
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proveniente da hibridagdo molecular entre a tiossemicarbazona presente na estrutura do
farmaco antitumoral Triapina® e o nucleo tiofeno farmac6foro do antineoplésico
Raltitrexede, obtendo o derivado tiofeno-2-tiossemicarbazona (Figura 7). Este hibrido
apresentou atividade antitumoral in vivo e citostatica revelando-se um composto promissor
candidato a fa&rmaco anticancer.

Figura 7 — Estrutura quimica do derivado tiofeno-2-tiossemicarbazona obtido por hibridacéo
molecular.
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Outras estratégias fundamentadas no conhecimento das estruturas dos alvos
moleculares ou dos complexos ligante-receptor permitem o planejamento de farmacos
baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design). Em
contraste, quando a estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés ligand-based drug design) podem
ser utilizados. Em muitos casos, 0 uso integrado de estratégias de SBDD e LBDD pode
fornecer informacBes Uteis no planejamento de NCE, por meio da sinergia e
complementaridade de conhecimentos entre as estratégias (GUIDO et al., 2008;
ANDRICOPULO et al., 2009).

Uma nova abordagem no planejamento de farmacos baseia-se em mudltiplos alvos
terapéuticos (MTDD, do inglés multi-target drug design) e parece ser promissora devido a
crescente evidéncia das doencas complexas multifatorias, como as neuroldgicas, infecciosas e
0 cancer serem consideradas poligénicas e englobarem vérias proteinas sinalizadoras. O
desenvolvimento do MTDD constitui em duas estratégias: a combinacdo de farmacéforos de

ligantes alvo-Unico e o screening de compostos através da aplicacdo simultanea de maltiplos
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modelos computacionais para identificar moléculas bioativas com diferentes atividades
bioldgicas (BOTTEGONI et al., 2012; LAVECCHIA e CARMEN, 2016).

As principais vantagens do MTDD consistem em atenuar 0s problemas
farmacocinéticos, reduzir as interacfes entre farmacos e amenizar a resisténcia farmacologica.
Diversos trabalhos mostraram que a estratégia MTDD geralmente exibe um maior sinergismo,
em comparagdo com a associacdo de varios farmacos (LECOUTEY et al., 2014; SHANG et
al., 2014).

Embora o MTDD seja potencialmente reconhecido na perspectiva da quimica
medicinal, ainda representa um grande desafio para o planejamento de novos farmacos. Isto se
deve aos problemas relacionados com a identificacéo e otimizacdo de uma série de compostos
destinados a multiplos alvos ainda continuarem insolucionaveis (PRATI, ULIASSI e
BOLOGNESI, 2014).

3.8 Indol

A quimica do indol teve inicio com a investigacdo da estrutura do indigo, um corante
azulado extraido de plantas do género Indigofera. Em 1866, Baeyer e Knop sintetizaram pela
primeira vez o indol a partir da reacdo de oxidacdo do indigo, obtendo-se a isatina seguido por
duas etapas de reducdo, formando o intermediario oxi-indol e por fim o indol (Esquema 1)
(GRIBBLE, 2007).

O indol é um sistema aromatico que possui dez elétrons pi obtidos pela deslocalizagdo
do par de elétrons no 4tomo de nitrogénio. E um composto fracamente basico e seu &cido
conjugado é forte (pKa= -2.4) (SARKER e NAHAR, 2009).

Esquema 1 — Reacdo da obtencdo do indol a partir do Indigo.
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O anel indolico existe em duas formas tautoméricas: 1H- e 3H- indol (Figura 11). O
1H-indol possui o grupo NH, fracamente acido com o valor de pKa em 16.82 (25C°), sabe-se
que sua ligacdo com ions metalicos alcalinos e reagentes Grignard forma-se sais por
desprotonacao (OMOTE et al., 1969). No 3H-indol o &tomo de nitrogénio (N-1) é considerado
como nitrogénio iminico e o 4tomo de carbono (C3) torna-se carbono sp?, de modo que o
comportamento de 3H-indol em direcdo a ions metélicos pode ser diferente do 1H-indol
devido a coordenacdo do nitrogénio iminico e a ressonancia do 1H-indol ndo favorecer sua
ligacdo a ions metalicos (YAMAUCHI et al., 1990).

Esquema 2 — Formas tautoméricas do indol.
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Para a obtencdo de derivados indolicos a reacdo de Fisher é utilizada como método de
sintese para uma variedade de intermediarios inddlicos e compostos biologicamente ativos
(JOULE e MILLS, 2010).

A sintese de Fischer (Esquema 3) enoliza a N-arilhidrazona em inddis. Em diversas
situacOes, a reacdo de indolizacdo é realizada por simples aquecimento da cetona ou aldeido e
arilhidrazina com o apropriado acido ou catalisador acido sem isolar o intermediario
hidrazona. A vantagem consiste na inclusdo de amplos grupamentos funcionais no anel
aromatico (HUMPHREY e KUETHE, 2006).

O mecanismo envolve o rearranjo do tautdmero enehidrazina a bis- iminobenzilcetona.
Ocorrendo ciclizacdo e aromatizacdo com perda de amodnia, originando o produto indol
(HUGHES, 1993).
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Esquema 3 — Sintese de Fisher.
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Outro modo de obtengdo de inddis consiste na ciclizacdo de Madelung (Esquema 4),
uma abordagem usual para sintese de indol sem grupamentos funcionais. Por exemplo, o
aquecimento de diamida (A) com tert-butdxido de potassio (t-BuOK) como sendo o método
de escolha para preparagdo de 2,2-bis-indolil. O controle das condi¢des reacionais é crucial a
fim de otimizar os resultados (KATRITZKY et al., 2008).

Esquema 4 — Obtencdo do indol através da Sintese de Madelung.

J\r t-BuOK, 300°C O

80%




50

Mais recentemente, Gore e cols. (2012) sintetizaram derivados inddlicos apresentando
excelentes rendimentos (87-97%) através da reagdo entre fenilhidrazina e uma variedades de

cetonas em condicdes suaves (70°C) e mistura de acido tartarico:dimetiluréia (30:70)

(Esquema 5).
Esquema 5 — Sintese de inddis sob condicdes suaves (70°C).
Acido tartarico H
O . . ,e
NHNH, Dimetiluréia N
X \)J\ (30:70) N
! R"
N a an L,
P R 700C,025-3h K P /
R
R

R
R'= Alquil, Ph, benzil
R" = Alquil, H, Ar

A alta reatividade do indol pode ser observada na substituicdo eletrofilica que ocorre no
anel pirrol de cinco membros devido a maior reatividade comparado ao anel benzeno nessa
reagdo. Como o heterociclo é rico em elétrons, o indol sofre substituicdo eletrofilica aromética
basicamente em C-3 devido ao aumento da densidade de elétrons e a estabilidade de uma de
suas formas ressonantes com cargas (JOULE e MILLS, 2010), como por exemplo abaixo, a

bromacéo do indol (Esquema 6).

Esquema 6 — Formas ressonantes do nucleo indolico e a bromagéo do indol.

Substitui¢do mais estavel

\ 2 eq. CuBr, \
—_—
NaOH, silica
N\ CICH,CH,Cl
CH3 Rend. 68% CH3

A reacdo de Mannich é outro exemplo de substituicdo eletrofilica aromética na qual o
indol pode produzir um derivado aminometila em temperatura ambiente, acido acético e com
rendimento reacional de 68% (Esquema 7).



51

Esquema 7 — Reacdo de Mannich.
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Da mesma forma, utilizando a reacdo de Vilsmeier-Haack pode-se introduzir um
grupo aldeido na posicédo C-3 do indol (Esquema 8) (SARKER e NAHAR, 2009).

Esquema 8 — Reacdo de Vilsmeier.
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3.8.1 Atividades biolégicas do indol

O indol é um heterociclico aromatico constituido por um anel benzeno ligado a um
anel pirrol. Este composto organico é predominantemente encontrado em produtos naturais de
varias plantas e estd presente em muitos compostos biologicamente ativos (NICOLAU E
SNYDER, 2003). Sdo os compostos heterociclicos com importancia medicinal mais
distribuidos na natureza (Figura 8). Exemplos: (a) o triptofano, aminoacido essencial que
compde a maior parte das proteinas, e também é precursor biossintético para varios
metabolitos secundarios contendo 2,3-di-hidro-indol-triptamina. (b) Em animais, a serotonina
(5-hidroxi-triptamina), € um neurotransmissor atuante dos sistemas nervoso, cardiovascular e
gastrointestinal. (c) O horménio melatonina que age controlando o ritmo diurno das funcGes
fisiolégicas. Ademais, os inddis possuem a propriedade de mimetizar estruturas peptidicas e
assim interagirem reversivelmente com as enzimas, de modo a proporcionar oportunidades

para descobertas de novos farmacos com diferentes modos de agdo (KAUSHIK et al., 2013).
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Figura 8 — Compostos naturais contendo indol.
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Nesta perpectiva farmacoldgica dos indois, temos disponiveis os farmacos
antitumorais inibidores da polimerizacdo da tubulina obtidos a partir de produtos naturais ou
por semi-sintese. Em 1965, os farmacos vincristina e vinblastina, derivados do Catharantus
roseus, foram os primeiros reconhecidos e estdo entre os agentes inibidores da polimerizacéo
da tubulina mais antigos utilizados na clinica. Muitos esforcos sdo realizados para identificar
novos derivados do alcaldide da vinca mais ativos e menos citotoxicos. Entre 0s compostos
sintetizados, a vindesina e vinorelbina tém sido aplicados na terapéutica do cancer (DUFLOS,
KRUCZYNSKI e BARRET, 2002).

Outro derivado ind6lico bioativo é o antineoplasico elipticina (Figura 9) que possui
0 mecanismo de acdo baseado principalmente na intercalacdo do DNA e/ou inibicdo da
topoisomerase Il. A elipticina se liga a Topo Il e ao complexo de DNA-Topo Il na sua forma
desprotonada, em contraste com sua forma protonada intercaladora do DNA. A inibi¢do da
Topo |1 estad associada com quebras no DNA induzidas por este farmaco (STIBOROVA et al.,
2003; CANALS et al., 2005).
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Figura 9 — Estrutura quimica do agente anticancer elipticina na forma neutra e desprotonada.
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Neste contexto, 0s compostos heterociclicos inddlicos sdo considerados bons ligantes
ao DNA devido a presenca do atomo de nitrogénio possuir um par de elétrons localizado
(EBRAHIMI et al., 2013). Interacdes ndo covalentes com outras moléculas podem ocorrer
através do grupo NH e do empilhamento n-n de elétrons, na por¢do do anel aromatico do
indol (SHIMASAKIA et al., 2009), caracteristicas relevantes relatadas para compostos
ligantes a0 DNA. Os derivados benzo[c,d]indol-2-(1H)ona, ausentes de cadeias laterais
basicas foram revelados como novos intercaladores de DNA e como eficazes agentes
antitumorais (LI et al., 2010).

Exemplo semelhante ao descrito acima é o pro-farmaco apaziquone (Figura 10)
(indol-quinona), um analogo quimico do antineopléasico mitomicina C. No ambiente hipdxico
este pro-farmaco é convertido em metabdlitos ativos por redutases intracelulares. Os
metabolitos ativos alquilam o DNA conduzindo a morte celular apoptética. Esta atividade €

expressa preferencialmente em células cancerigenas (YUTKIN et al., 2012).

Figura 10 — Estrutura quimica da apazigquone.

Dessa forma, compostos contendo o nucleo indol constituem uma classe de
moléculas terapéuticas importantes, susceptiveis a substituir no futuro muitos medicamentos
antineoplasicos existentes (BISWAL et al., 2012).
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3.9 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (Figura 11) s&o compostos organicos nitrogenados pertencentes
a familia das iminas, também denominadas bases de Schiff. Apresentam varios atomos
doadores de hidrogénio e diferentes modos de coordenacdo, dependendo dos reagentes de
partida e das condicGes de reacdo para sua obtencao (SILVA, 2013; LOBANA et al., 2009).

Figura 11 — Estrutura geral das tiossemicarbazonas.

R, R,, R e Ry =H, alquil ou aril

Esses compostos nitrogenados tém alta deslocalizacdo eletronica, principalmente
quando possuem grupos aromaticos ligados ao carbono da imina. Dessa forma, podem existir
em equilibrio tautomérico nas formas tiol ou tiona (Esquema 9) (CASAS et al., 2000). Em
virtude do aumento nucleofilico do enxofre tidlico sendo comparado com a tiona, a forma tiol
explica a versatilidade de serem 1,3-dinucleofilos, os quais podem realizar reagdes de adicdo
sendo caracterizados como doadores de Michael.

Esquema 9 — Formas tautoméricas tiol e tiona para as tiossemicarbazonas.

Tiona Tiol

Ar = Aril
As tiossemicarbazonas podem ser obtidas através de dois métodos: o primeiro de
forma direta, a partir de reacGes quimiosseletivas entre tiossemicarbazidas e aldeidos ou

cetonas (SARODINICK et al., 2003; HOLLA et al., 2003); o segundo de forma indireta, onde

as tiossemicarbazidas sdo previamente preparadas a partir de reacdes da hidrazina,
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isotiocianatos (PAPASTAIKOUDI et al., 1995; GURSOY, TERZIOGLU e OTUK, 1997),
ditiocarbamatos (ASHTON et al., 1993), acidos tiocarbamiltioglicélicos ou dissulfeto de
carbono, este Gltimo em presenca de azidas ou aminas primarias (TENORIO et al., 2005).

Além disso, as tiossemicarbazonas podem servir de scaffold para a ciclizacdo de uma
ampla variedade de heterociclicos (Esquema 10), particularmente a sintese de tiazéis (A), 4-
tiazolidinonas (B) e derivados tiazolidindnicos substituidos na posi¢do 5 por um grupo acetil
(C), envolvendo &cido a-haloacético, compostos a-halocarbonilados e anidrido maleico,
respectivamente (DAWOOD et al., 2015).

Esquema 10 — Rota sintética de derivados ciclizados da tiossemicarbazona.
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3.9.1 Obtencéo direta de tiossemicarbazonas

A obtencédo direta das tiossemicarbazonas consiste em quantidades equimolares das
tiossemicarbazidas com os derivados carbonilados (aldeidos ou cetonas) (Esquema 11). As
condigdes reacionais requerem refluxo do solvente (metanol, etanol, THF e acetonitrila) e a

adicdo de catalisador acido (acido de Bronsted) pode ser necessaria quando o composto
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carbonilico esta ligado a um grupo retirador de elétrons. Geralmente, esta metodologia
sintética é simples, rapida e apresenta altos rendimentos (CUNHA, SANTOS e SILVA, 2011,
KARAH, 2002; AL, et al., 2014; TENORIO et al., 2005).

Esquema 11 — Método direto de obtencdo de tiossemicarbazonas a partir de derivados carbonilados.
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b = solu¢do neutra (b) Rend. 77-94%

Rl = H, CH3, NO2, F, Cl, I, Br

Rz = Ph, CH3, CHzCH3

3.9.2 Obtencéo indireta de tiossemicarbazonas

A forma indireta de obtencdo de tiossemicarbazonas consiste na preparacao prévia de
tiossemicarbazidas e reagcdo posterior com compostos carbonilados. Sdo trés metodologias
sintéticas utilizadas para obtencdo das tiossemicarbazidas (Esquema 12): o hidrato de
hidrazina pode sofrer reacdes com &cido tiocarbamoiltioglicolico em meio alcalino, bem
como com ditiocarbamatos e isotiocianatos em meio etandlico, com rendimentos entre 60-
90% (AQUINO, 2007; TENORIO et al., 2005).
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Esquema 12 — Métodos de obtencdo de tiossemicarbazidas a partir de reacfes da hidrazina com
ditiocarbamatos, isotiocianatos e acido tiocarbamoiltioglicolico.
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3.9.3 Atividades bioldgicas de tiossemicarbazonas

As atuacdes farmacoldgicas conhecidas para as tiossemicarbazonas sdo
antibacterianas, antimalarica, antivirais e antiinflamatéria (BECKFORD et al., 2011;
KHANYE et al., 2010; RAWAL et al., 2007 OLIVEIRA et al., 2016). Além da interessante
atividade antitumoral (HAVRYLIUK et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015). Entre as raz6es
estruturais que explicariam esse amplo perfil farmacoldgico destaca-se ao fato desses
compostos serem bons agentes quelantes, podendo coordenar-se a metais existentes nas
estruturas de enzimas, inativando-as. Além disso, o enxofre presente no tiol nas
tiossemicarbazonas pode se envolver em reagdes redox no interior do organismo (BERALDO,
2004).

Desde o primeiro relato da atividade anti-leucémica da 2-formil-tiossemicarbazona em
1956 (BROCKMAN et al., 1956), a atividade anticancer das tiossemicarbazonas tem sido
intensamente explorada. O derivado tiossemicarbazénico mais investigado é o composto 3-

aminopiridina-2-carboxaldeido-tiossemicarbazona (Triapina®), conhecido como um
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promissor agente antitumoral frente a vérias linhagens de células cancerigenas, este farmaco
atualmente se encontra na fase Il de ensaios clinicos para alguns tipos de tumores (ZEIDNER
et al., 2014). A triapina® (Figura 12) inibe a ribonucleotideo redutase, uma enzima que
catalisa a reducdo de ribonucleotideos a 2-desoxiribonucleotideos durante a sintese do DNA.
As tiossemicarbazonas formam complexo com ferro (111) no interior da célula, o qual é
reduzido ao correspondente complexo ferro (I). Este complexo pode reagir com oxigénio
resultando na producdo de ROS capazes de inativar o residuo tirosil presente na estrutura da
enzima (POPOVIC-BIJELIC et al., 2011).

Figura 12 — Estrutura quimica da triapina®.
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Essa boa versatilidade como ligantes ocorre devido a deslocalizacdo eletronica e
flexibilidade conformacional da cadeia molecular desses compostos nitrogenados, de modo a
apresentar alto potencial antitumoral (PRABHAKARAN et al., 2013; MATESANZ, LEITAO
e SOUZA, 2013). Foi relatado que a substituicdo no nitrogénio terminal (N-4) das
tiossemicarbazonas aumenta a toxicidade desses derivados (BERNHARDT et al., 2009) e
como as propriedades bioldgicas dependem principalmente dos diferentes grupos nesta
posicdo, cada vez mais tiossemicarbazonas substituidas estdo sendo planejadas com
satisfatorias atividades bioldgicas (OUYANG et al., 2016).

A toposoisomerase Ila € um alvo estabelecido para algumas tiossemicarbazonas. De
acordo com estudos de Bisceglie et al. (2015), uma série de quinolina-2-carboxaldeido
tiossemicarbazonas mostrou forte afinidade para esta enzima. Os autores correlacionaram a
inibicdo com a atividade antiproliferativa, visto que as tiossemicarbazonas atuam como
agentes antiproliferativos bloqueando o ciclo celular na fase G2/M, entre o0s alvos consistentes
com este fato € a enzima topoisomerase lla superexpressa nessas fases do ciclo celular
(BISCEGLIE et al., 2014).

O mecanismo de inibigdo da Topo-Ila foi explicado por Huang et al. (2010). Neste
estudo, os autores propuseram que as tiossemicarbazonas a-heterociclico-N-4-substituidas

inibem a Topo-Ila através da ligagdo ao dominio ATPase da enzima, de modo a interferir na
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hidrélise de ATP. Adicionalmente, estudos de modelagem molecular revelaram estes
derivados tiossemicarbazoénicos interagindo com o sitio ATPase em uma conformac&o planar
com o nitrogénio do heterociclico, nitrogénio da imina e enxofre.

A coordenacdo de compostos organicos com ions metalicos podem interferir de
forma significativa nas propriedades biologicas desses derivados (KUMAR et al., 2016). De
fato, a coordenacgdo das tiossemicarbazonas com ions metélicos conduz estes compostos a
adotarem uma estrutura planar mais rigida, e como sugerido por Huang et al. (2010) a
conformacdo planar € biologicamente ativa, e, portanto, a formacéo de complexos induziria a
uma inibicdo Topo-lla mais forte (ZEGLIS et al., 2011).

3.10 Tiazolidinonas

As 4-tiazolidinonas sdo heterociclos intensamente pesquisados para o planejamento
de novos farmacos (TRIPATHI et al., 2014). Diversas propriedades biologicas tém sido
relatadas para derivados tiazolidinicos, mostrando atividade fungicida, analgésica,
antitumoral, antiulcerativa e bacteriostatica (LIU et al., 2014). Atualmente os estudos das 4-
tiazolidinonas encontram-se direcionados principalmente para o desenvolvimento de novos
agentes anticancer (ASATI, MAHAPATRA e BARTHI, 2014).

A maioria das 4-tiazolidinonas bioativas pertencem aos derivados 5-ilideno
contendo a ligacdo dupla exociclica. Isto reflete no papel importante de substiuir o C-5 no
anel para aumentar o efeito farmacolégico (KAMINSKYY, ZIMENKOYSKY e LESYK,
2009; REVELANT et al., 2015).

Uma variedade de alvos terapéuticos do cancer para as 5-eno-4-tiazolidinonas foram
identificados e podem atuar como: inibidores das proteinas antiapoptoéticas, Bcl-2 e a familia
Bax; inibidores da COX devido a sua potencial atividade anticancer; inibidores do receptor
insulina-like growth factor-1 (IGF-1); moduladores do receptor de estrogénio (ERR-o);
agentes inibidores de SHP-2 (SHP-2, um ndo-receptor de proteina-tirosina-fosfatase que
medeia a sinalizacdo celular através de fatores de crescimento e citocinas atuando na via de
sinalizagcdo Ras/MAP quinase) e inibidores de TNF-o (LUGOVSKOY et al, 2002; LOOK et
al., 1996; LIU et al., 2010; CHISAMORE et al., 2009; GERONIKAKI et al., 2008).

Apesar da elevada afinidade a diferentes alvos moleculares, a apoptose induzida por
4-tiazolidinonas foi mostrada em varias linhagens de células cancerigenas (ONEM-BAYRAN
etal., 2012; LI et al., 2007). O mecanismo de a¢ao apoptdtico ocorreu através da inibicdo das
proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e Bel-XL (CHUMAK et al., 2014).
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As 4-tiazolidinonas também exibiram reducdo do potencial elétrico da membrana
mitocondrial em células leucémicas, sendo este um dos mecanismos mais importantes para a
morte mitocondrial mediada por apoptose celular (KUMAR et al., 2015).

A atividade antiproliferativa dos derivados 4-tiazolidinonas foi analisada por Kumar e
cols. (2015). Os resultados mostraram que o composto 3-(4-bromofenil)-2-(4-
(dimetilamino)fenil)-tiazolidin-4-ona (Figura 13) acumulou a maior parte de células na fase
Sub-G1 do ciclo celular de forma dependente da concentragdo, sugerindo indugdo da morte
celular. A avaliacdo in vivo deste derivado exibiu reducdo do volume tumoral sem afetar

outros 6rgaos, mostrando multiplas areas de necrose e numerosas células apoptéticas.

Figura 13 — Estrutura quimica do derivado tiazolidinénico com atividade antitumoral.
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De acordo com estudos de Wu e cols. (2014), os compostos possuindo este scaffold
apresentaram potente atividade antitumoral in vitro e in vivo e a avaliacdo do efeito anti-
migratorio revelou a importancia desses derivados como agentes anti-metastaticos.

Conforme relatado na literatura os derivados 4-tiazolidinonas apresentam ainda, forte
afinidade com o DNA e inibem sua funcéo, fator essencial para a atividade anticancer. Estes
derivados podem interagir com o DNA por trés modos: intercalacdo entre os pares de base,
interacéo eletrostatica e ligacdo no sulco principal e secundario do DNA (PAULIKOVA et al,
2012; HASSONA et al. 2015; PINDUR et al., 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo Quimico

Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram: etanol absoluto, &cido acético glacial,
tolueno, benzeno, metanol, dimetilformamida (DMF), acetato de etila, n-hexano,
diclorometano anidrido maléico, agua destilada, 1-H-indol-3-carboxaldeido substituidos,
tiossemicarbazidas substituidas, isotiocianatos substituidos, sulfato de sodio anidro, hidrazina,
dimetilsulfoxido deuterado, acido 2-cloroacético e acetato de sddio anidro. Os reagentes e
solventes utilizados na sintese dos compostos e suas andlises pertencem aos fabricantes
Sigma®, Aldrich®, Acros®, Merck®, Vetec® ou Quimis®.
Placas utilizadas na cromatografia

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram conduzidas em placas de silica
gel 60 F254 da MERCK de 0.25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi realizada através
de radiag@o de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 ou 366 nm ou por meio

de vapores de iodo.

Pontos de Fusdo
Os pontos de fusdo foram medidos no equipamento Fisatom, Modelo 431, em tubos

capilares visualizados no sistema 6ptico com aumento de 4x.

Espectroscopias de 1V, RMN H e RMN C

A caracterizacdo estrutural foi realizada através espectrofotometria de absorcdo no
infravermelho (IV) em espectrofotdmetro Modelo IFS 66, pastilhas de KBr. Os espectros de
RMN *H e 3C foram obtidos em espectrofotdmetros Varian Modelo Plus 300 e 400 MHz e
utilizado como solvente DMSO-d,.. Os deslocamentos quimicos (5) foram expressos em ppm

e as constantes de acoplamento (J) indicadas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais
foram designadas da seguinte forma: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t),
quadrupleto (q), multipleto (m). A espectrometria de Massas foi realizada no espectrometro
de massa de ionizacao por dessorcdo a laser assistida por matriz com tempo de voo (MALDI-
TOF-EM), no modelo Autoflex Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA).
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4.1.1 Métodos de Sintese

4.1.2 Procedimento Geral para Obtencdo dos derivados hidrazina carbotioamidas
substituidos (Ll T/LT)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade para 100 mL foram adicionados 1 g
de isotiocianato substituido e 15 mL de diclorometano e deixado sob agitagéo por 15 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado gota-a-gota, hidrazina. Apds
aproximadamente 15 minutos houve formacdo de precipitado, a reacdo permaneceu sob
agitacdo por aproximadamente 1 hora. Ao final da reagédo, o produto foi filtrado e purificado

com sucessivas lavagens com diclorometano.

Sintese do N-(naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (LqIT/LT-34): A mistura de 1-
naftaleno-isotiocianato (1 g, 5.393 mmol), hidrazina (0.16 mL), diclorometano (15 mL) foram

mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LglT/LT-01): 1-fenil-isotiocianato (1 g, 7.396
mmol), hidrazina (0.22 mL), diclorometano (15 mL) foram mantidos sob agitacdo por 1 hora

a temperatura ambiente.

Sintese do N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LqIT/LT-45): A reacdo entre p-toluil-
isotiocianato (1 g, 6.701 mmol), hidrazina (0.20 mL), diclorometano (15 mL) ocorreu sob

agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do N-(4-etil-fenil)-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-44): 4-etil-fenil-isotiocianato
(1 g, 6.125 mmol), hidrazina (0.19 mL), diclorometano (15 mL) foram mantidos sob agitacdo

por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do N-(2-etil-fenil)-hidrazina-carbotioamida (LglT/LT-20): 2-etil-fenil-isotiocianato
(1 g, 6.125 mmol), hidrazina (0.19 mL), diclorometano (15 mL) foram mantidos sob agitacéo
por 1 hora a temperatura ambiente.

4.1.3 Procedimento Geral para Obtencéo da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-

hidrazina-carbotioamidas substituidos (LgIT/LT)

Quantidades equimolares da tiossemicarbazida substituida e 1-H-indol-3-
carboxaldeido substituido na posi¢cdo 5 ou sem substituicdo foram adicionados em um bal&o

de fundo redondo com capacidade para 100 mL e dissolvidos em 10 mL etanol e adicionado
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gota-a-gota acido acético glacial como catalisador. A mistura foi agitada a temperatura
ambiente, durante 1 hora, onde o término da reacdo foi confirmado por CCD. Em seguida,
ocorreu a precipitacdo das novas moléculas da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-hidrazina-
carbotioamidas (LqIT/LT) que foram purificadas através de sucessivas lavagens com etanol

absoluto gelado e agua destilada.

Sintese do 2-(5-metdxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LgIT/LT-
90): A mistura de N-fenil-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.479 mmol), 5-metdxi-1H-indol-3-
carboxaldeido (0.2591 @), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético glacial foi mantida

sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-
91): N-fenil-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.479 mmol), 5-metil-1H-indol-3-carboxaldeido
(0.2354 @), etanol (10 mL) e poucas gotas de acido acético glacial foram mantidos sob

agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese  do  2-(5-metdxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(LqIT/LT-92): N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.340 mmol), 5-metoxi-1H-indol-
3-carboxaldeido (0.2348 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético glacial foram

mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(LqIT/LT-93): N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.340 mmol), 5-metil-1H-indol-3-
carboxaldeido (0.2133 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético glacial foram
mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do  N-(4-etil-fenil)-2-(metoxi-1H-indol-3-il-metileno)-hidrazina-carbotioamida
(LglT/LT-94): A mistura de N-(4-etil-fenil)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.225 mmol), 5-
metdxi-1H-indol-3-carboxaldeido (0.2146 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de acido acético

glacial foi mantida sob agitagéo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do N-(4-etil-fenil)-2-(metil-1H-indol-3-il-metileno)-hidrazina-carbotioamida
(LglT/LT-95): A mistura de N-(4-etil-fenil)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.225 mmol), 5-
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metil-1H-indol-3-carboxaldeido (0.1949 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético
glacial foi mantida sob agitagdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-metoxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida
(LglT/LT-96): N-(naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.078 mmol), 5-metdxi-1H-
indol-3-carboxaldeido (0.1717 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético glacial

foram mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)-N-naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida
(LqlIT/LT-97): N-(naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.078 mmol), 5-metil-1H-
indol-3-carboxaldeido (0.1718 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de acido acético glacial

foram mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-98): A
mistura de N-fenil-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.479 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido
(0.2147 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acetico glacial foi mantida sob agitacéo

por 1 hora & temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LgIT/LT-
99): N-fenil-hidrazina-carbotioamida (0.2 ¢, 1.479 mmol), 5-bromo-1H-indol-3-
carboxaldeido (0.3314 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético glacial foram

mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il)-hidrazina-carbotioamida
(LqIT/LT-50): N-(naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.078 mmol), 5-bromo-1H-
indol-3-carboxaldeido (0.2419 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de acido acético glacial
foram mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il)-hidrazina-carbotioamida
(LqlT/LT-51): N-(naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.078 mmol), 1H-indol-3-
carboxaldeido (0.1567 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acetico glacial foram

mantidos sob agitacdo por 1 hora & temperatura ambiente.
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Sintese do 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(LgIT/LT-52): N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.340 mmol), 5-bromo-1H-indol-
3-carboxaldeido (0.3003 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético glacial foram

mantidos sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LgIT/LT-53):
N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.340 mmol), 1H-indol-3-carboxaldeido (0.1945
g), etanol (10 mL) e poucas gotas de acido acético glacial foram mantidos sob agitagdo por 1

hora & temperatura ambiente.

Sintese do 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-etil-hidrazina-carbotioamida
(LqIT/LT-58): A mistura de N-fenil-etil-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.024 mmol), 5-
bromo-1H-indol-3-carboxaldeido (0.2294 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de &cido acético
glacial foi mantida sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-etil-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-59):
A mistura de N-fenil-etil-hidrazina-carbotioamida (0.2 g, 1.024 mmol), 1H-indol-3-
carboxaldeido (0.1486 g), etanol (10 mL) e poucas gotas de acido acético glacial foi mantida
sob agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente.

4.1.4 Procedimento Geral para Obtencdo da série Acidos 2-[(1H-indol-3il-metileno)-
hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Uma solugdo contendo o derivado indolico substituido e anidrido maléico (4.5 eq.) em
30 mL de tolueno seco foi agitada sob temperatura de refluxo, e 2 mL de DMF foram
adicionados até completa solubilizacdo. A mistura foi agitada nas mesmas condicdes até o
término da reacdo (5-9 horas; acompanhamento por CCD). Apoés, o solvente foi evaporado
sob pressdo reduzida, e o produto bruto obtido foi submetido a extracdo com acetato de etila
duas vezes. O combinado organico foi tratado com sulfato de sodio anidro e filtrado.
Finalmente, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, e o produto puro foi obtido apds
recristalizagcdo em MeOH ou MeOH/H0 (1:1).

Sintese do Acido 2-[(5-metoxi-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-
il acético (LgIT/LTA-90): 2-(5-metoxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-
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carbotioamida (LglIT/LT-90) (0.2 g, 0.6165 mmol), anidrido maléico (4.5 eq.) em 30 mL de
tolueno foram mantidos sob refluxo por 8 horas.

Sintese do Acido  2-[(5-metoxi-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-(p-toluil)-
tiazolidin-5-il acético (LglIT/LTA-92): 2-(5-metdxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-
hidrazina-carbotioamida (LqIT/LT-92) (0.2 g, 0.5909 mmol), anidrido maléico (4.5 eg.) em
30 mL de tolueno foram mantidos sob refluxo por 6 horas.

Sintese do  Acido  3-(4-etil-fenil)-2-[(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-
oxotiazolidin-5-il acético (LqIT/LTA-95): N-(4-etil-fenil)-2-(metil-1H-indol-3-il-metileno)-
hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-95) (0.2 g, 0.5944 mmol), anidrido maléico (4.5 eg.) em

30 mL de tolueno foram mantidos sob refluxo por 9 horas.

Sintese do Acido 2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acético
(LqIT/LTA-98): 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LqlIT/LT-98)
(0.2 g, 0.6794 mmol), anidrido maléico (4.5 eq.) em 30 mL de tolueno foram mantidos sob

refluxo por 9 horas.

Sintese do Acido 2-[(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-
il acético (LgIT/LTA-99): 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-
carbotioamida (LqIT/LT-99) (0.2 g, 0.5358 mmol), anidrido maléico (4.5 eq.) em 30 mL de
tolueno foram mantidos sob refluxo por 9 horas.

Sintese do Acido 2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-(p-toluil)-tiazolidin-5-il
acético (LqIT/LTA-53): 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(LqIT/LT-53) (0.2 g, 0.6485 mmol), anidrido maleico (4.5 eg.) em 30 mL de tolueno foram
mantidos sob refluxo por 8 horas.

4.1.5 Procedimento Geral para Obtencéo da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-
3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona substituidos

Uma solugéo contendo tiossemicarbazona substituida, &cido 2-cloroacético, e acetato
de sddio anidro como catalisador em 20 mL de etanol foi agitada sob refluxo até o término da
reacdo (16-24 horas, acompanhamento por CCD). Apds a concluséo da reagdo, a solugéo foi
resfriada a 0°C e o precipitado foi filtrado com um filtro sob vacuo e o produto obtido

purificado com lavagens em metanol quente e agua.
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Sintese do 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-
ona  (LglT/LTC-54): Uma solugdo contendo 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-
(naftaleno-1-il)-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-50) (0.2 g, 0.4724 mmol), acido 2-
cloroacético e acetato de sodio anidro em 20 mL de etanol foi mantida sob refluxo por 16

horas.

Sintese do 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona
(LqIT/LTC-55): 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il)-hidrazina-carbotioamida
(LglT/LT-51) (0.2 g, 0.5980 mmol), &cido 2-cloroacético e acetato de sddio anidro em 20 mL
de etanol foram mantidos sob refluxo por 18 horas.

Sintese do  2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(p-toluil)-tiazolidin-4-ona
(LqIT/LTC-56):  2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(LglIT/LT-52) (0.2 g, 0.5163 mmol), &cido 2-cloroacético e acetato de sodio anidro em 20 mL

de etanol foram mantidos sob refluxo por 24 horas.

Sintese do 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(p-toluil)-tiazolidin-4-ona (LglT/LTC-
57): Uma mistura 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-
53) (0.2 g, 0.6485 mmol), &cido 2-cloroacético e acetato de sédio anidro em 20 mL de etanol

foram mantidos sob refluxo por 22 horas.

4.2 Estudo Bioldgico
4.2.1 Atividade antiproliferativa por Ensaio de Sulforrodamina B

O ensaio da sulforrodamina B (SRB) consiste em um método simples, sensivel,
reprodutivel e rapido para avaliacdo da atividade antiproliferativa in vitro (VICHAI e
KIRTIKARA, 2006). A SRB é uma aminoxantina de cor rosa brilhante e com dois grupos
sulfonicos que se ligam as por¢des terminais dos aminodcidos das proteinas. O teste baseia-se
na habilidade da SRB se ligar aos componentes proteicos das células fixadas pelo &cido
tricloroacético (TCA), independentemente da atividade metabolica das células. Estima-se
indiretamente o numero de células presentes corando o total de proteina celular (SKEHAN et
al., 1990).
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4.2.2 Cultivo celular

A atividade antiproliferativa de nove compostos inddlicos-tiossemicarbazonas
sintetizados foram avaliados in vitro frente a oito linhagens celulares tumorais humanas
(Tabela 2), gentilmente cedidas do Frederick Cancer Research & Development Center,
National Cancer Institute (NCI, EUA) e a linhagem celular HaCaT (queratondcitos/nao-
tumoral) foi doada pelo Prof. Dr. Ricardo Coletta da UNICAMP (Universidade Estadual de
Campinas), local onde foram realizados os experimentos do ensaio antiproliferativo.

As células foram cultivadas em garrafas de 25 cm? com 5 mL de meio “completo”
(RPMI 1640 Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB-Gibco®) e solugio de
penicilina:estreptomicina (1000 UI/mL:1000 pg/mL, 1%), mantidas a 37°C em atmosfera
Umida com 5% de CO..

Tabela 2 — Linhagens celulares tumorais e ndo-tumoral utilizadas nos ensaios de atividade
antiproliferativa in vitro.

Linhagem celular Orgao/Doenga Nome *DI (x10* células/mL)
SNC; glioma U251 4.0
Mama; adenocarcinoma MCEF-7 6.0
Ovario; adenocarcinoma NCI-ADR/RES 5.0
Rim; adenocarcinoma 786-0 5.0
Linhagens tumorais Pulméo; (iarcinoma de células NCI-H460 40
ndo pequenas.
Ovério; adenocarcinoma OVCAR-3 7.0
Célon; adenocarcinoma HT-29 5.0
Medula 6ssea; Leucemia
miel6ide cronica K-62 o0
Linhagem néo-tumoral Pele (queratindcito) HaCaT 4.0

*DI: densidade de inoculacéo.

Apds adesdo das linhagens celulares, 0 meio de cultura foi aspirado e o frasco lavado
com 500 pL de tampao fosfato (PBS, pH 7.0) para eliminar os residuos do meio de cultura e,
ap6s aspiragdo do tampao, foram adicionados 500 uL de tripsina-EDTA 2.5 g/L (Vitrocell®),
a 37°C, até que as células se desprendessem totalmente. A acéo da tripsina foi bloqueada com
RPMI (do inglés, Roswell Park Memorial Institute médium) 1640 + SFB 5% e uma aliquota

dessa suspenséo foi transferida para novos frascos, completando-se o volume para 5 mL.
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4.2.3 Preparo das suspensoes celulares

Os experimentos para a atividade antiproliferativa dos derivados inddlicos-
tiossemicarbazonas foram realizados segundo o protocolo descrito por Monks e colaboradores
(1991). O crescimento celular foi determinado por quantificacdo espectrofotométrica (540
nm) do teor de proteina celular, utilizando-se o corante proteico SRB (Sigma-Aldrich®). As
andlises foram baseadas na metodologia de triagem in vitro para farmacos anticancer
realizada pelo NCI, EUA, o qual utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas (NCI160)
(MONKS et al.,, 1991; SHOEMAKER, 2006). Este protocolo inclui a determinacdo da
densidade celular no tempo 0 (To) no momento de adi¢do das amostras, com isso é possivel
calcular a concentracdo que inibe totalmente o crescimento celular (SHOEMAKER, 2006).

No primeiro dia de experimento, as suspensdes celulares foram preparadas com meio
RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2 mg/L), em suas respectivas densidades
de inoculagdo (Tabela 2). Foram inoculados 100 uL/compartimento de cada suspensdo celular
em placas de 96 pocos e incubadas deixando-se aderir durante 24 horas a 37°C em atmosfera
de 5% de CO2 e ambiente Umido. Simultaneamente, preparou-se uma placa controle (placa
To), contendo todas as linhagens celulares utilizadas no experimento. A placa To ndo recebe
aplicacdo dos compostos e os valores da leitura desta placa indicam quanto as células

cresceram desde o plagueamento até a adicdo dos compostos nas placas-teste.
4.2.4 Preparo dos compostos

Uma aliquota de 5 mg de cada composto foi dissolvida em 50 pL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Merck®). Em seguida, 25 pL dessa solucdo-mée foi dispersa em 950 pL de meio
RPMI 1640 com 5% de SFB e penicilina:estreptomicina (2 mg/L), para preparacdo da solucédo
de trabalho. Para a adi¢do das células, os compostos foram novamente diluidos em meio de
cultura, de modo que a maior concentracdo de DMSO utilizada foi de 0.25%. As
concentracdes de DMSO utilizadas néo tiveram qualquer efeito inibidor no crescimento destas
linhagens celulares.

As placas foram incubadas por 24 horas antes da adi¢do dos compostos e da leitura da
placa To. Ao téermino das 24 horas foi realizado a leitura da placa To e 0s compostos foram
aplicados nas placas-teste em triplicata de quatro concentracGes (0.25; 2.5; 25 e 250 pg/mL),
sendo as placas-teste novamente incubadas por 48 horas a 37°C em atmosfera de 5% de COz e

ambiente Umido.
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Apos 48 horas de tratamento, as células aderentes foram fixadas com solugdo de TCA
a 50%, v/v e incubadas durante 1 hora, a 4°C. Em seguida, as placas foram submetidas a
quatro lavagens consecutivas em agua deionizada para a remocao dos residuos de TCA, meio,
SFB e metabdlitos secundarios. Apds isso, foram mantidas a temperatura ambiente até a
secagem completa na capela de fluxo vertical.

Apods a secagem, foram adicionados 50 pL/po¢o do corante SRB a 0.4% (p/v)
dissolvido em &cido acético a 1% (v/v) e a seguir as placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. As placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com solucdo de
acido acético 1% (v/v) para remocdo da SRB ndo ligada. Apds secagem completa a
temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas de membrana das células fixadas foi
solubilizado com 150 uL/pogo de Trizma Base (10 uM, pH 10.5) (Sigma-Aldrich®). A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm
(Molecular Devices®, modelo VersaMax).

Para a placa controle To, no momento da adicdo dos compostos, as células inoculadas
foram fixadas com a adicio de TCA a 50%, v/v (Sigma-Aldrich®) para determinacdo da
quantidade de células presentes no momento em que os compostos foram aplicados, sendo
este o valor basal no tempo 0.

Obtiveram trés medicdes de absorbancias: 48 horas pds-incubagdo para ambos, placas-
teste, ou seja, células tratadas com os compostos (T) e o controle negativo (C) livre dos
compostos. E a leitura no inicio da incubacdo, portanto, antes da adicdo das moléculas
sintetizadas (To). Em todos os experimentos foi incluido um controle positivo, o farmaco
antioneoplasico doxorrubicina (Eurofarma®) (DOX; 0.025; 0.25; 2.5; 25 pg/mL).

A escolha do tempo de incubacdo 48 horas foi baseado no protocolo NCI60
(NCI/EUA) para o ensaio antiproliferativo in vitro.

A proliferacdo celular foi determinada de acordo com a equacéo:

Proliferacdo celular = 100 x [(T - To) / C - To] 1)

O efeito citostatico foi observado quando To < T < C, enquanto que o efeito citocida
ocorreu quando T < To.

A partir da curva de concentragdo-resposta para cada linhagem celular, os valores de
Glso (concentracdo molar necessaria para inibicdo de 50% do crescimento celular) e TGI (do

inglés, Total Growth Inhibition, concentracdo molar que inibe o total crescimento celular)
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foram determinados através de anélise de regressdo ndo-linear utilizando o software Origin
8.0® (OriginLab Corporation).

4.3 Ensaios com o DNA

4.3.1 Materiais e Equipamentos

Para a andlise das interacbes com DNA foi utilizado o solvente DMSO na preparacao
das solugdes mae e tampéo Tris-HCI (0.01 M, pH 7.6). O DNA de timo bovino (ctDNA, do
inglés calf tymus) foi obtido da Sigma (Saint Louis, MO, USA) e utilizado sem purificacdo
adicional. Os aparelhos usados para a analise e obtencao dos espectros de Ultravioleta-visivel
(UV-vis) e de emissao de fluorescéncia foram o Espectrofotdmetro de UV-vis Ultraspec 3000

PRO e o Espectrofluorimetro de JASCO FP-6300 (Toquio, Japdo), respectivamente.
4.3.2 Preparacéo do ctDNA

TitulagOes de espectros UV-Vis foram realizadas utilizando o tampé&o Tris 0.01 M, pH
7.6. A solucdo de ctDNA em tampdo Tris foi sonicada durante 5 minutos e a concentracao
determinada através dos coeficientes de extingdo molares 6.600 M cm™ a 260 nm (WOLFE
et al., 1987). A pureza do DNA foi determinada através da monitorizacdo do valor da relacédo
de A260/A280.

4.3.3 Espectroscopia de Absorcéo no Ultravioleta Visivel

O derivado inddlico-tiossemicarbazona foi dissolvido em DMSO na concentracédo de 1
mM (solugdo-mde) a partir do qual as solugdes de trabalho foram elaboradas por diluigéo
utilizando tampé&o Tris-HCI, com concentracGes entre 10 e 80 UM do composto.

Sob concentracdo otimizada, o derivado foi exposto a concentracdes crescentes do
ctDNA (0-100 uM). Antes das medicdes, o sistema foi agitado e incubado a temperatura
ambiente durante 10 minutos. As medicdes foram realizadas em uma cubeta de quartzo
retangular com comprimento optico de 1 cm.

A constante de ligacdo intrinseca (Kb) foi obtida por ajuste dos dados a equagéo
(MCGHEE e VON HIPPEL, 1974):

[DNA]/ (ea - ef) = [DNA]/ (¢b - €f) + 1 / Kb (¢b - &f) 2

Onde, ga ¢ o coeficiente de extingdo molar aparente; €b, o coeficiente de extin¢do

molar do composto ligado ao DNA; e &f, o coeficiente de extingdo molar livre de composto.
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O gréfico da equacdo reduzida da reta [DNA]/(ga - €f) versus [DNA] foi utilizado para
obtencdo do Kb a partir da razdo entre a inclina¢do (slope) e o intercepto [DNA]/(ea - &f)
versus [DNA]. Os dados da ligacdo com DNA foram obtidos utilizando o software SigmaPlot
10.0°.

4.3.4 Espectroscopia de Emissao de fluorescéncia

A medicdo de fluorescéncia do derivado indolico-tiossemicarbazona foi realizada em
solucdo de concentracdo 15 uM em tampao Tris 0.01M, pH 7.6. Os espectros de emissédo
foram registrados na regido de 310-700 nm utilizando um comprimento de onda de excitacdo
de 220-320 nm. Todas as medi¢cOes foram realizadas a 25°C em uma cubeta de quartzo
retangular com comprimento Optico de 1 cm. As intensidades de fluorescéncia foram
expressas em unidades arbitrarias. As titulacGes de fluorescéncia foram realizadas por adicao
de quantidades crescentes de ctDNA (0-100 uM) diretamente dentro da solugdo contendo o
composto. As intensidades de fluorescéncia do derivado exposto a diferentes concentragdes
de ctDNA foram utilizadas para calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv), pela seguinte
equacdo (LAKOWICZ, 2006):

Fo/F = 1 + Ksv[Q] 3)

Onde, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do
composto, respectivamente.
Ksv é a constante de Stern-VVolmer, e [Q] é a concentracdo do DNA em uM.

O grafico de intensidade de emisséo relativa (Fo/F) versus [Q] foi utilizado para obter
a constante da regressdo linear. Os dados de ligacdo foram obtidos através do software
SigmaPlot 10.0®.

4.4 Atividade Inibitéria da Topoisomerase 11

A 1nibi¢do da topoisomerase Ilo humana foi determinada utilizando 100 ng de DNA de
plasmideo pUC19 (Sigma®) e 4.0 unidades de topoisomerase Ilo humana recombinante
(p170) em tampéo (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 120 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0.5 mM ATP e
0.5 mM ditiotreitol), na presenca ou auséncia do derivado indolico-tiossemicarbazona e
amsacrina (m-AMSA) e assim foram incubados durante 30 minutos a 37°C. As concentragdes
testadas do derivado foram 50 ¢ 100 uM, as mesmas testadas para a m-AMSA, utilizada como
controle positivo. As reacdes foram concluidas com 1% de docecil sulfato de sodio (SDS,

do inglés, sodium dodecyl sulfate) e digeridas com proteinase K. Foi realizada a migracéo das


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=L%C3%ADnguinglesa&action=edit&redlink=1
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amostras em eletroforese com gel de agarose (0.8%) a 7 V/cm durante 2 horas no tampao
corrida SB (Borato de sédio). Apds este periodo, o gel foi corado com brometo de etidio (1
mg/ml) e fotografado sob luz UV. A anélise quantitativa das bandas do gel (DNA relaxado e
super-helicoidal) da inibicdo da topoisomerase Ila foi realizada utilizando o software de

processamento de imagem (Adobe Photoshop CS4 11.0x2007, San José, CA, EUA).
4.5 Ensaios de Citometria de Fluxo
4.5.1 Cultura celular de HT-29

A linhagem celular HT-29 (adenocarcinoma colorretal humano, epitelial, aderente)
proveniente do National Cancer Institute of USA (NCI-USA) foi cultivado com 5 mL do meio
de cultura RPMI-1640 (Gibco®) suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF, Gibco®) e
penicilina:estreptomicina (100 UI/ml:100 pg/ml). As células foram mantidas a 37°C em
atmosfera imida com 5% de CO». Para 0 experimento de citometria de fluxo, as células de
HT-29 foram inoculadas em placas de seis pogos (2 x 10° células/poco) e incubadas durante
24 horas (antes de realizar o tratamento para favorecer a adesdo das células a superficie da
placa). O composto foi dissolvido em DMSO e diluido no meio de cultura com uma

concentracdo final ndo-citotoxica de 0.1% do DMSO.

4.5.2 Medigéo da Externalizacédo de Fosfatidilserina

A externalizacdo da fosfatidilserina foi analisada por citometria de fluxo utilizando
Guava® Kit de Ensaio Nexin (Guava Technologies, Hayward, CA), de acordo com a
instrugdes do fabricante. As células da linhagem HT-29 foram tratadas com o derivado
indolico-tiossemicarbazona nas concentragoes de 5, 20, 30 ¢ 50 uM em DMSO/RPMI durante
24 horas. Apo0s o tratamento, as células foram tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0.25%), lavadas
com PBS e depois ressuspensas (densidade de 1 x 10° células/pogo) com 100 uL do tampio
de ligacdo contendo o marcador especifico de morte celular, a anexina-V-PE, conjugada com
o fluorocromo PE (ficoeritrina) e um intercalador de DNA fluorescente, o 7-AAD (7-
Aminoactinomicina D). Em seguida, foram incubadas no escuro durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as células foram analisadas por meio do citbmetro
de fluxo (Guava Easycyte Mini - Guava Technologies, Hayward, CA). Foram coletados 5.000
eventos, conforme sugerido pelos protocolos de Guava Easycyte kits. Foram realizados dois
experimentos em triplicata. As células coradas com anexina-V-PE (anexina-V positiva e 7-

AAD negativa) foram consideradas no estagio inicial de morte celular.
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4.5.3 Andlise do Ciclo Celular

A andlise do ciclo celular foi realizada com o reagente Guava® Cell Cycle (Guava
Technologies, Hayward, CA), de acordo com as instru¢cbes do fabricante. As células da
linhagem HT-29 foram privadas de SBF durante 24 horas para sincronizagao do ciclo celular
e depois tratadas com o derivado inddlico (5, 10 ¢ 30 uM) e 1.25 nM de colchicina (Sigma-
Aldrich) em DMSO/RPMI durante 24 horas. Apds o tratamento, as células foram
tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0.25%), lavadas com PBS e depois ressuspensas (densidade de
1 x 10° células/pogo) com 100 pL do tamp&o de ligacdo contendo, o iodeto de propidio (PI).
Em seguida, a suspenséo foi incubada no escuro durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, as células foram analisadas por citdmetro de fluxo (Guava Easycyte Mini - Guava
Technologies, Hayward, CA). Na anédlise de citometria foram contados 5.000 eventos,
conforme sugerido pelos protocolos de Guava Easycyte kits. Foram realizados dois

experimentos em triplicata.

4.5.4 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como media + desvio padrdo e por analise de
variancia (ANOVA), seguido por teste de Turkey. Valores de P menor que 0.05 (p <0.05)
foram considerados como indicativo de significancia e representado por: *p <0.05,
**p < 0.01 e ***p <0.001. Os calculos foram realizados utilizando o software de estatistica
GraphPad Prism 7.0 (San Diego California, USA).

4.6 Determinacao do Valor de Log P

Os valores de log P dos derivados inddlicos-tiossemicarbazonas foram obtidos
utilizando o programa ACD/ChemSketch 12.0 (ACD/Labs, Advanced Chemistrytry
Development).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estudo Quimico

As rotas sintéticas para preparacdo dos compostos indolicos-tiossemicarbazonas
(LqIT/LT) e 4-tiazolidinonas (LgIT/LTC e LqIT/LTA) foram eficazes e obtiveram
rendimentos satisfatorios, sendo necessario apenas lavagens com &gua destilada, etanol ou

diclorometano e recristalizacdo com metanol ou &cido acético.

5.1.1 Esquema Geral de Sintese

O esquema abaixo representa a rota de sintese empregada na obtencdo dos compostos
indolicos-tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas (Esquema 13).

Esquema 13 — Rota sintética empregada na preparagdo dos compostos indélicos-tiossemicarbazonas e
4-tiazolidinonas.
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5.2 Mecanismo reacional para formacdo dos derivados hidrazina carbotioamidas
substituidos (LqIT/LT)

O mecanismo geral representa a formagdo dos compostos intermediarios, ou seja, as
tiossemicarbazidas substituidas, e é caracterizado por um ataque simultaneo do nitrogénio da
hidrazina ao carbono da tiocarbonila e a deslocalizacdo dos elétrons pi para o nitrogénio
vizinho conduzindo a sintese da tiossemicarbazida (Esquema 14). Os rendimentos reacionais
variam entre 70 e 90% (TENORIO et al., 2005). Como as tiossemicarbazidas tem um
potencial toxico, em virtude da presenca do grupamento NHy, elas séo empregadas na quimica
medicinal como produtos intermediarios para a sintese das tiossemicarbazonas (AQUINO,
2007).

Esquema 14 — Mecanismo reacional de adi¢do conduzindo ao intermediario tiossemicarbazida

substituido.
m (Y H H H H

N . . e e \ / — N N
R, N=—=C=—=S H,N NH, R/N\CK}N'\N'H R1/ . \NH2
1 2

S

5.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas e resultados espectroscopicos para os derivados

0n—~0n

hidrazina carbotioamidas substituidos:

N-(naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (LglT/LT-34)

H\N HN
H N/ S

Formula Molecular: C11H11NsS.
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Massa Molecular: 217.28g/mol.

Solido branco; Rendimento: 68%; PF: 139°C; Rf: 0.59 (n-hexano/acetato de etila 9:1)

RMN BC (5ppm, DMSO-d¢ 100MHz): 181.2, 135.2, 133.6, 129.7, 128.0, 125.9,
125.9, 125.3, 125.3, 124.7, 122.6.

IV (v cmt KBr): 3350 (NHs), 3302 (NH), 3250 (NH), 3048 (CH), 1214 (C-N).

N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-01)

L O
H N/ S

Formula Molecular: C7HgNsS.

Massa Molecular: 167.23g/mol.

Solido branco; Rendimento: 97%; PF: 136-138°C; Rf: 0.44 (n-hexano/acetato de etila
7:3)

RMN *H (5ppm, DMSO-ds 300MHz): 9.51 (s, 1H, NH), 9.14 (s, 1H, NH), 7.65-7.63
(m, 2H, fenil), 7.32-7.26 (m, 2H, fenil), 7.11-7.06 (m, 1H, fenil), 4.80 (s, 2H, NH>).

IV (v cm? KBr): 3395 (NH2), 3100 (NH), 1650 (LIMA, 2014).

N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LqIT/LT-45)

H\N HNOC%
H N/ S

Formula Molecular: CgH11NsS.

Massa Molecular: 181.26g/mol.

Solido branco; Rendimento: 90%; PF: 142°C; Rf: 0.35 (n-hexano/acetato de etila 1:1).
RMN H (ppm, DMSO-ds 300MHz): 9.57 (s, 1H, NH), 9.03 (s, 1H, NH), 7.49 (d,
2H, fenil, J= 7.5 Hz), 7.10 (d, 2H, fenil, J= 8.4 Hz) 4.75 (s, 2H, NH>), 2.26 (s, 3H,
CHy).
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e RMN 13C (8ppm, DMSO-ds 100MHz): 179.9, 137.1, 133.6, 128.9, 124.0, 20.9.
e IV (vem KBr): 3247 (NHy), 3194 (NH), 2922 (NH), 1279 (C=S). (LIMA, 2014).

N-(4-etil-fenil)-hidrazina-carbotioamida (Lql T/LT-44)
H HN CH,CHj
'~ »
N
/
H,N S

Formula Molecular: CoH13N3S.
Massa Molecular: 195.28g/mol.
e Sélido branco; Rendimento: 95%; Rf: 0.2 (n-hexano/acetato de etila 4:6)
e RMN H (ppm, DMSO-ds 400MHz): 9.50 (s, 1H, NH), 9.04 (s, 1H, NH), 7.49 (d,

2H, fenil, J= 8.4 Hz) 7.14 (d, 2H, fenil, J= 8.4 Hz), 4.80 (s, 2H, NH>), 2.55 (g, 2H,
CHy), 1.16 (t, 3H, CHs).

e IV (vem? KBr): 3279 (NH), 3189 (NHz), 2960 (NH), 1279 (C=S) (LIMA, 2014).

5.3 Mecanismo reacional e rota sintética dos derivados 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-
fenil-hidrazina-carbotioamidas (LgIT/LT)

Para obtencdo das novas moléculas 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-

carbotioamidas (LglIT/LT) substituidas foi realizada a seguinte rota sintética (Esquema 15).

Esquema 15 — Rota de sintese dos novos compostos ind6licos-tiossemicarbazonas.

CHO H NH—R,
Rz\/ \ ‘<
N
[ /
& N ——N s
H NH—R; H R, \/
\N AcOH | ’ \
C
H2N/ s Etanol A ”

egecsReps¥e

R, = -H; -Br; -CHj, -OCH,
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A sintese dos derivados inddlicos-tiossemicarbazonas caracteriza-se por uma reagao
de condensacdo. O &cido acético atua como catalisador protonando a carbonila da funcéo
aldeido do indol formando o ion oxdnio. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico do par de
elétrons do nitrogénio N-1 da hidrazina ao carbono positivo do aldeido formando um
hemiaminal protonado e uma réapida transferéncia do proton do nitrogénio para o oxigénio
(fendmeno denominado prototropismo). Decorrente a isto, ocorre a deslocalizacdo dos
elétrons do nitrogénio com posterior eliminacdo de agua. Por fim, o nitrogénio que agora se
encontra positivo é desprotonado pela molécula de agua gerando um composto com a funcao
imina (ligacdo azometinica), formando o derivado inddlico-tiossemicarbazona (Esquema 16).

Esquema 16 — Mecanismo de reacdo catalisada por acido acético a partir do indol-3-carboxaldeido e
tiossemicarbazida, ambos substituidos, para obtencéo do derivado indol-tiossemicarbazona.

H
‘o; +o/ H NH—R;
H H >N‘<
R, H*
4 Ry Hol s
N N
H
. A NH—R;
H,0 \N
=/
S
Rz\/ \ \H 1,0
X ’ N
N
H NH—R
— S
Ra
> \
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5.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas e resultados espectroscopicos para os derivados

indélicos-tiossemicarbazonas substituidos:

2-(5-metoxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LglT/LT-90)
H NH
\
N
7
N s

A\

N
H

HsCO

Formula Molecular: C17H16N4OS.
Massa Molecular: 324.40g/mol.

e Sélido amarelo; Rendimento: 35%; PF: 206-208°C; Rf: 0.59 (n-hexano/acetato de etila
1:1).

e RMN H (§ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.62 (s, 1H, NH), 11.56 (s, 1H, NH-indol),
9.66 (s, 1H, NH-Ar), 8.41 (s, 1H, CH=N), 7.86 (d, 1H, pos. 7 indol, J=2.8Hz), 7.75 (d,
2H, pos. 2,6 fenil, J=8Hz), 7.67 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.36 (d, 2H, pos. 3,5 fenil, J=
8.4Hz), 7.33 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.15 (t, 1H, pos. 4 fenil, J=7.2Hz), 6.85 (dd, 1H,
pos. 6 indol, J=2.8Hz e 2.4Hz), 3.79 (s, 3H, OCHy).

e RMN 3C (5ppm, DMSO-d¢ 100MHz): 173.9, 154.5, 141.2, 139.2, 131.9, 131.6,
128.17,124.6, 124.5, 123.7, 112.6, 112.5, 110.7, 103.4, 55.0.

e IV (vemt KBr): 3339 (NH), 1545 (C=N), 1489 (N-CS-N), 1211 (C=S).

2-(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-91)
H HN
\ ‘\<
N
__/
N S

A\

N
H

H;C

Formula Molecular: C17H16N4S.
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Massa Molecular: 308.40g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 89.4%; PF: 221-223°C; Rf: 0.88 (n-hexano/acetato de
etila 4:6).

e RMN H (5ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.62 (s, 1H, NH), 11.58 (s, 1H, NH-indol),
9.65 (s, 1H, NH-Ar), 8.40 (s, 1H, CH=N), 7.97 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.87 (s, 1H, pos.
4 indol), 7.73 (d, 2H, pos. 2,6 fenil, J=8.4Hz), 7.38 (t, 2H, pos. 3,5 fenil, J=7.2Hz),
7.33 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8Hz), 7.17 (t, 1H, pos. 4 fenil, J=7.2Hz), 7.04 (d, 1H, pos.
6 indol, J=8Hz), 2.42 (s, 3H, CHa).

e RMN ¥C (5ppm, DMSO-d¢ 100MHz): 174.0, 141.1, 139.2, 135.3, 131.1, 129.3,
128.2, 124.6, 124.3, 124.16, 124.12, 121.2, 111.6, 110.4, 21.3.

e |V (vcem? KBr): 3336 (NH), 1546 (C=N), 1485 (N-CS-N), 1249 (C=S).

2-(5-metdxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (Lql T/LT-92)
H NH CHs
\
N
7 g
S

A\

N
H

HsCO

Formula Molecular: CigH1sN+OS.
Massa Molecular: 338.43g/mol.

e Sélido amarelo; Rendimento: 83.8%; PF: 210-211°C; Rf: 0.88 (n-hexano/acetato de
etila 4:6).

e RMN H (8ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.57 (s, 2H, NH), 9.57 (s, 1H, NH-Ar), 8.39
(s, 1H, CH=N), 7.85 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.66 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.58 (d, 2H, pos.
3,5 fenil, J=8.4Hz), 7.33 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8.8Hz), 7.16 (d, 2H, pos. 2,6 fenil,
J=8.4Hz), 6.86 (d, 1H. pos. 6 indol, J=8.8Hz), 3.79 (s, 3H, OCHj3), 2.29 (s, 3H, CHs).

e RMN C (5ppm, DMSO-d6 100MHz): 174.0, 154.5, 141.1, 136.6, 133.7, 131.9,
131.5, 128.6, 124.5, 123.9, 112.6, 112.5, 110.7, 103.4, 55.0, 25.5.

e |V (vcm?KBr): 3264 (NH), 1553 (C=N), 1439 (N-CS-N), 1198 (C=S).

2-(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (Lql T/LT-93)
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H NH CHs
\ *\<
N
-/
N s

A\

N
H

H;C

Formula Molecular: C1gH18N4S.
Massa Molecular: 322.43g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 38.1%; PF: 224-225°C; Rf: 0.83 (n-hexano/acetato de
etila 4:6).

e RMN H (6ppm, DMSO-d6 400MHz): 11.56 (s, 2H, NH), 9.56 (s, 1H, NH-Ar), 8.39
(s, 1H, CH=N), 7.95 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.86 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.57 (d, 2H, pos.
3,5 fenil, J=8Hz), 7.32 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8.4Hz), 7.19 (d, 2H, pos. 2,6 fenil,
J=8Hz), 7.04 (d, 1H, pos. 6 indol, J=8.4Hz), 2.41 (s, 3H, CHs-indol), 2.31 (s, 3H,
CHs).

e RMN C (5ppm, DMSO-d6 100MHz): 174.1, 141.0, 136.6, 135.3, 133.8, 131.0,
129.3, 128.6, 124.3, 124.2,124.1,121.1, 111.6,110.4, 21.3, 20.5.

e |V (vcem? KBr): 3343 (NH), 1543 (C=N), 1488 (N-CS-N), 1211 (C=S).

N-(4-etil-fenil)-2-(metdxi-1H-indol-3-il-metileno)-hidrazina-carbotioamida (LqIT/LT-94)

H\ NHOCHZCH3
N
4
N S
HCO

A\

N
H

Férmula Molecular: C19H20N4OS.
Massa Molecular: 352.48g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 68.6%; PF: 213-214°C; Rf: 0.80 (n-hexano/acetato de
etila 4:6).
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e RMN !H (ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.56 (s, 2H, NH), 9.57 (s, 1H, NH-Ar), 8.36
(s, 1H, CH=N), 7.85 (d, 1H, pos. 2 indol J=2.8Hz), 7.65 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.60 (d,
2H, pos. 3,5 fenil J=8.4Hz), 7.35 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8.8Hz), 7.20 (d, 2H, pos. 2,6
fenil, J=8.4Hz), 6.86 (d, 1H, pos. 6 indol, J=8.8Hz), 3.79 (s, 3H, OCHj3), 2.59 (q, 2H,
CH>), 1.95 (t, 3H, CHs).

e RMN BC (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 174.0, 154.4, 141.1, 140.0, 136.8, 131.9,
131.5,127.4,124.5, 123.9, 112.6, 112.5, 110.7, 103.4, 55.0, 27.6, 15.6.

e IV (vcem? KBr): 3317 (NH), 1547 (C=N), 1499 (N-CS-N), 1206 (C=S).

N-(4-etil-fenil)-2-(metil-1H-indol-3-il-metileno)-hidrazina-carbotioamida (Lgl T/LT-95)

H\ NH—<i>—CH2CH3
N
/
N s
HaC

A\

Formula Molecular: C19H20NaS.
Massa Molecular: 336.45g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 69.5%; PF: 214-215°C; Rf: 0.35 (n-hexano/acetato de
etila 1:1).

e RMN H (8ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.57 (s, 2H, NH), 9.57 (s, 1H, NH-Ar), 8.39
(s, 1H, CH=N), 7.96 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.86 (d, 1H, pos. 2 indol, J=2.8Hz), 7.60 (d,
2H, pos. 3,5 fenil, J=8.4Hz), 7.32 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8.4Hz), 7.22 (d, 2H, pos. 2,6
fenil, J=8.4Hz), 7.05 (d, 1H, pos. 6 indol, J=8.4Hz), 2.59 (q, 2H, CH>), 2.42 (s, 3H,
CHzs-indol), 1.19 (t, 3H, CH3).

e RMN 2C (8ppm, DMSO-d6 100MHz): 174.1, 141.0, 140.2, 136.8, 135.3, 131.1,
129.3,127.4,124.3,124.2,124.1, 121.2, 111.6, 110.4, 27.6, 21.3, 15.6.

e IV (vcm™ KBr): 3327 e 3158 (NH), 1542 (C=N), 1493 (N-CS-N), 1250 (C=S).

2-(5-metoxi-1H-indol-3-il-metileno)-N-naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida (LglT/LT-
96)
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H HN
\
N

/

H3CO, ——N S

\

N
H

Formula Molecular: C21H1sN4OS.
Massa Molecular: 374.46g/mol.

e Sélido amarelo; Rendimento: 40%; PF: 205-206°C; Rf: 0.55 (n-hexano/acetato de etila
1:1).

e RMN H (§ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.71 (s, 1H, NH), 11.57 (s, 1H, NH-indol),
9.90 (s, 1H, NH-Ar), 8.48 (s, 1H, CH=N), 8.02-7.97 (m, 2H, naftil), 7.89 (d, 1H, pos.
2 indol, J=4Hz), 7.86 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.76-7.54 (m, 5H, naftil), 7.34 (d, 1H, pos.
7 indol, J= 8.4Hz), 6.85 (d, 1H, pos. 6 indol, J=8.8Hz), 3.66 (s, 3H, OCHz-indol).

e RMN ¥C (Sppm, DMSO-d6 100MHz): 176.0, 154.5, 141.6, 135.2, 133.6, 132.0,
131.7, 130.0, 128.1, 126.3, 126.1, 126.0, 125.6, 125.3, 124.6, 122.5, 112.5, 112.3,
110.8, 103.9, 55.2.

o IV (vem? KBr): 3349 (NH), 1550 (C=N), 1488 (N-CS-N), 1203 (C=S).

2-(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)-N-naftaleno-2-il)-hidrazina-carbotioamida  (LgIT/LT-

97)
o
H;C —N/ S

\

N
H

Formula Molecular: C21H1gN4S.
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Massa Molecular: 358.46g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 38.8%; PF: 206-208°C; Rf: 0.76 (n-hexano/acetato de
etila 4:6)

e RMN H (5ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.72 (s, 1H, NH), 11.59 (s, 1H, NH-indol),
9.90 (s, 1H, NH-Ar), 8.48 (s, 1H, CH=N), 8.06 (s, 1H, pos. 2 indol), 8.04-7.98 (m, 2H,
naftil), 7.89 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.86-7.84 (m, 2H, naftil), 7.59-7.55 (m, 3H, naftil),
7.33 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8.4Hz), 7.03 (d, 1H, pos. 6 indol, J=8.4Hz), 2.33 (s, 3H,
CHa-indol).

e RMN ®¥C (5ppm, DMSO-d¢ 100MHz): 175.7, 1415, 135.4, 135.1, 133.7, 131.8,
129.7, 129.4, 128.2, 126.2, 126.0, 125.3, 125.1, 124.3, 124.2, 122.3, 121.2, 111.6,
110.5, 21.3.

e |V (vcem? KBr): 3350 (NH), 1551 (C=N), 1489 (N-CS-N), 1222 (C=S).

2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-98)

O
.

Iz

Formula Molecular: C16H1aNaS.
Massa Molecular: 294.37g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 38%; PF: 215-216°C; Rf: 0.76 (n-hexano/acetato de etila
4:6)

e RMN H (5ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.69 (s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH-indol),
9.62 (s, 1H, NH-Ar), 8.43 (s, 1H, CH=N), 8.23 (d, 1H, pos. 4 indol, J=7.6Hz), 7.91
(d, 1H, pos. 2 indol, J=2.8Hz), 7.66 (d, 2H, pos. 5,6 fenil, J=8Hz), 7.44 (d, 1H, pos. 7
indol, J=7.6Hz), 7.38 (t, 2H, pos. 5,6 indol, J= 7.6 Hz), 7.23-7.14 (m, 3H, pos. 3,4,5
fenil).

e RMN 3¥C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 174.4, 141.2, 139.2, 137.0, 131.3, 128.1,
124.9,124.8, 124.0, 122.6, 121.8, 120.7, 111.8, 110.9.

e IV (vcm™ KBr): 3413 (NH), 1556 (C=N), 1499 (N-CS-N), 1247 (C=S).
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2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamida (Lql T/LT-99)
H NH
\
N
7
N S

A\

N
H

Br.

Formula Molecular: C16H13BrNaS.
Massa Molecular: 373.27g/mol.

e Solido amarelo; Rendimento: 66.8%; PF: 220-222°C; Rf: 0.63 (n-hexano/acetato de
etila 4:6)

e RMN H (5ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.86 (s, 1H, NH), 11.63 (s, 1H, NH-indol),
9.75 (s, 1H, NH-Ar), 8.39 (s, 1H, CH=N), 8.37 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.97 (d, 1H, pos.
4 indol, J=2.8Hz), 7.71 (d, 2H, pos. 2,6 fenil, J=8.4Hz), 7.41 (d, 1H, pos. 7 indol,
J=8.8Hz), 7.38 (t, 2H, pos. 3,5 fenil, J=7.6Hz), 7.34 (d, 1H, pos. 6 indol, J=8.8Hz),
7.18 (t, 1H, pos. 4 fenil, J=7.6Hz).

e RMN 3¥C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 174.4, 1405, 139.3, 135.7, 132.3, 128.1,
125.7,125.4,124.7,124.2, 123.8, 113.9, 113.3, 110.6.

e IV (vcm™ KBr): 3345 (NH), 1545 (C=N), 1483 (N-CS-N), 1212 (C=S).

2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il)-hidrazina-carbotioamida (LgIT/LT-

50)
O
Br —N/ s

\

N
H

Formula Molecular: C2oH15BrN4S.
Massa Molecular: 423.33 g/mol.
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Solido branco; Rendimento: 77%; PF: 205-207°C; Rf: 0.54 (CHCIl3/MeOH 9.5:0.5)
RMN H (8ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.88 (s, 1H, NH), 11.69 (s, 1H, NH-indol),
9.99 (s, 1H, NH-Ar), 8.46 (s, 2H, indol), 8.00 (s, 1H, CH=N), 8.00-7.43 (m, 7H,
naftil), 7.41 (s, 1H, indol), 7.33 (m, 1H, indol).

RMN 3C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 176.2. 140.9, 135.8, 135.4, 133.65, 132.5,
130.1, 128.0, 126.4, 126.2, 125.9, 125.6, 125.6, 125.3, 125.3, 123.8, 122.6, 113.8,
113.3, 110.7.

IV (v cm™ KBr): 3320 (NH), 3200 (NH), 3164 (NH), 1228 (C=S).

MS (m/z): calculado: 422.0201; encontrado: 423.3289.

2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftaleno-1-il)-hidrazina-carbotioamida (Lgl T/LT-51)

O
—N/ S

\

N
H

Formula Molecular: C2oH16Na4S.

Massa Molecular: 334.43 g/mol.

Solido branco; Rendimento: 95%; PF: 185-187°C °C; Rf: 0.44 (CHCIl3/MeOH 9:1).
RMN 'H (8ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.67 (s, 2H, NH), 9.84 (s, 1H, NH-Ar), 8.47
(s, 1H, CH=N), 8.35 (d, 1H, indol, J=7.2Hz), 8.03-7.95 (m, 2H, naftil), 7.92 (d, 1H,
indol, J=2.7Hz), 7.89 (d, 1H, J= 8.2Hz, naftil), 7.69 (d, 1H, J= 7.2Hz, indol), 7.63-7.51
(m, 3H, naftil), 7.46 (d, 1H, J= 8.1Hz, naftil), 7.20 (t, 1H, J= 7.5Hz, indol), 7.09 (t,
1H, J=7.5Hz, indol).

RMN 3C (8ppm, DMSO-ds 100MHz): 176.2, 141.3, 137.0, 135.7, 133.68, 131.3,
130.3, 128.0, 126.5, 126.0, 125.9, 125.8, 125.4, 124.0, 122.9, 122.6, 122.1, 120.5,
111.7,111.0.

IV (v cm™ KBr): 3319 (NH), 3158 (NH), 1243 (C=S).
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e MS (m/z): calculado: 344.1096; encontrado: 344.4328.
2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (Lgl T/LT-52)

H NH CHsy
\
N—<
-/
N S

Br.

Iz

Formula Molecular: C17H15BrN4S.
Massa Molecular: 387.30g/mol.

e Sélido branco; Rendimento: 58.67%; PF: 223-224°C; Rf: 0.8 (n-hexano/acetato de
etila 2:8)
e RMN H (§ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.84 (s, 1H, NH), 11.58 (s, 1H, NH-indol),

9.66 (s, 1H, NH-Ar), 8.37 (s, 1H, CH=N), 8.34 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.97 (s, 1H, pos.
4 indol), 7.55 (d, 2H, pos. 3,5 fenil, J=8.4Hz), 7.41 (d, 1H, pos. 7 indol, J=8.8Hz),
7.34 (dd, 1H, pos. 6 indol, J=8.8Hz), 7.19 (d, 1H, pos. 2,6 fenil, J=8Hz), 2.30 (s, 3H,
CHy).

e RMN ¥C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 174.4, 140.3, 136.7, 135.7, 133.9, 132.2,
128.6, 125.7, 125.2, 124.3, 123.8, 113.9, 113.3, 110.6, 20.5.

e |V (vcem? KBr): 3283 (NH), 1553 (C=N), 1513 (N-CS-N), 1192 (C=S).

2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LgIT/LT-53)
H NH CHg
\
N
7 <
N S

A\

N
H

Formula Molecular: C17H16Na4S.
Massa Molecular: 308.40g/mol.
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e Sélido amarelo; Rendimento: 32%; PF: 195-197°C; Rf: 0.55 (CHCIl3/MeOH 9:1)

e RMN H (300 MHz, DMSO) &: 11.66 (s, 1H, NH), 11.49 (s, 1H, NH-indol), 9.50 (s,
1H, NH-Ar), 8.39 (s, 1H, CH=N), 8.20 (d, 1H, J= 7.5Hz, indol), 7.88 (d, 1H, J=
2.7Hz, indol), 7.44 (d, 1H, J= 7.5Hz, indol), 7.48 (d, 2H, J= 8.4Hz, fenil), 7.23-7.11
(m, 2H, indol), 7.17 (d, 2H, J= 8.1Hz, fenil), 3.43 (s, 3H, CH3).

e RMN ¥C (DMSO, 75MHz) §: 174.6. 141.2 137.1, 136.7, 134.2, 131.2, 128.7, 128.7,
125.1,125.1, 124.1, 122.7, 121.8, 120.7, 111.9, 111.0, 20.6.

IV (v cm™ KBr): 3409 (NH), 3314 (NH), 3164 (NH), 1245 (C=S).

e MS (m/z): calculado: 308.1096; encontrado: 308.4007.

2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-etil-hidrazina-carbotioamida (Lgl T/LT-58)
H NH
\
N ‘—(: :}
Br —N/ S

\

N
H

Formula Molecular: C1gH17BrNaS.
Massa Molecular: 401.32 g/mol.

e Sélido branco; Rendimento: 86% PF: 220-222°C; Rf: 0.46 (CHCIls/MeOH 9:1).

e RMN H (8ppm, DMSO-ds 300MHz): 11.81 (s, 1H, NH), 11.25 (d, 1H, J= 3Hz, NH-
indol), 8.25 (s, 1H, CH=N), 8.27 (d, 1H, J= 3.9Hz, indol), 7.98 (d, 1H, J= 2.4Hz,
indol), 7.87 (d, 1H, J= 5.4Hz, NH), 7.43-7.40 (m, 1H, indol), 7.35-7.21(m, 5H, fenil),
7.21-7.17 (m, 1H, indol), 3.82 (t, 2H, J=5.7Hz, CH>), 2.38 (t, 2H, J= 6.9Hz, CH>).

e RMN ¥C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 176.0, 140.1, 139.2, 135.7, 132.0, 128.5,
128.5, 128.4, 128.4, 126.1, 125.5, 125.3, 123.6, 113.8, 113.3, 110.7, 44.9, 34.8.

e IV (vcem? KBr): 3420 (NH), 3365 (NH), 3200 (NH), 1240 (C=S).

e MS (m/z): calculado: 400.0357; encontrado: 401.3234.

2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-etil-hidrazina-carbotioamida (Lgl T/LT-59)
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Formula Molecular: C1gH1sNaS.
Massa Molecular: 322.46 g/mol.

e Solido branco; Rendimento: 95%; PF: 197-199°C °C; Rf: 0.51 (CHCI3/MeOH 9:1).

e RMN 'H (3ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.60 (s, 1H, NH), 11.22 (s, 1H, NH-indol),
8.28 (s, 1H, CH=N), 7.98 (d, 1H, indol, J=5.4Hz), 7.84 (d, 1H, indol, J=7.8Hz), 7.79
(d, 1H, J= 2.7Hz, NH), 7.42 (d, 1H, J= 8.1Hz, indol), 7.39-7.18 (m, 5H, fenil), 7.15-
7.10 (m, 2H, indol), 3.85 (quart., 2H, J= 7.2Hz, CH,), 2.95 (t, 2H, J= 7.8Hz, CHy).

e RMN 3¥C (8ppm, DMSO-ds 100MHz): 175.8, 140.6, 139.2, 137.0, 131.0, 128.5,
128.5, 128.4, 128.4, 126.2, 123.8, 122.6, 121.8, 129.5, 111.7, 111.0, 44.7, 34,8.

e IV (vcem™ KBr): 3365 (NH), 3256 (NH), 3200 (NH), 1235 (C=S).

e MS (m/z): calculado: 322.1252; encontrado: 322.4273.

5.3.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados indélicos-tiossemicarbazonas

As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-
N-fenil-hidrazina-carbotioamidas sdo apresentadas na Tabela 3. Os derivados inddlicos-
tiossemicarbazonas mostraram ponto de fusdo na faixa de pureza e rendimentos reacionais
entre 35 a 95%.
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Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-
metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamidas.

Compostos Rend. (%) PF °C Aspecto Rf / eluente
LglIT/LT-90 35.0 206-208 So6lido amarelo 0.59 (n-Hex/AcOEt 1:1)
LglIT/LT-91 89.4 221-223 Sélido amarelo 0.88 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LglIT/LT-92 83.8 210-211 So6lido amarelo 0.88 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LglIT/LT-93 38.1 224-225 So6lido amarelo 0.83 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LqgIT/LT-94 68.6 213-214 Sélido amarelo 0.80 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LqIT/LT-95 69.5 214-215 Sélido amarelo 0.35 (n-Hex/AcOEt 1:1)
LqIT/LT-96 40.0 205-206 Sélido amarelo 0.55 (n-Hex/AcOEt 1:1)
LqIT/LT-97 38.8 206-208 Sélido amarelo 0.76 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LqIT/LT-98 38.0 215-216 Sélido amarelo 0.76 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LglIT/LT-99 66.8 220-222 So6lido amarelo 0.63 (n-Hex/AcOEt 4:6)
LqIT/LT-50 77.0 205-206 Sélido branco 0.54 (CHCIs/MeOH 9.5:0.5)
LqIT/LT-51 95.0 185-187 Sélido amarelo 0.44 (CHCIs/MeOH 9:1)
LglIT/LT-52 58.6 223-224 So6lido branco 0.8 (n-Hex/AcOEt 2:8)
LqIT/LT-53 32.0 195-197 Soélido amarelo 0.55 (CHCIs/MeOH 9:1)
LqIT/LT-58 86.0 220-222 Sélido branco 0.46 (CHCls/MeOH 9:1)
LqIT/LT-59 73.0 197-199 Sélido branco 0.51 (CHCIs/MeOH 9:1)

5.3.3 Rendimentos reacionais dos derivados indélicos-tiossemicarbazonas

Os compostos indolicos-tiossemicarbazonas obtiveram rendimentos reacionais entre

35-95% (Tabela 4). O LqglIT/LT-51 apresentou o melhor rendimento (95%), em contraste com
0 LgIT/LT-50 (77%) substituido com bromo na posi¢do 5 do indol. A presenca do halogénio
aumentou a eletrofilia da carbonila do aldeido indolico favorecendo o ataque da hidrazina
como visualizado com o LqgIT/LT-99 (66.8%), e também com o0s outros derivados
halogenados. A substituicdo por metoxi contribuiu para o rendimento do LqlT/LT-92
(83.8%), mas ndo do LgIT/LT-90 (35%). O p-toluil provavelmente aumentou a nucleofilia da
hidrazina (efeito indutivo positivo), favorencendo o ataque. Isto ja ndo foi observado com o
LgIT/LT-93 que por possuir o grupo metila diminuiu a eletrofilia da carbonila do indol, ao

contrario do composto LglT/LT-91, onde foi necessario maior tempo reacional e adicdo de
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mais quantidade de catalisador ao meio reacional para otimizar o rendimento. Ali et al.
(2014), mostraram os derivados tiossemicarbazonas substituidos obtidos a partir da isatina
possuindo fldor, nitro e metila apresentando rendimentos entre 77-94% e os menores valores

foram obtidos com os grupos retiradores de elétrons (flor e nitro).
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Tabela 4 — Derivados tiossemicarbazonas com seus respectivos substituintes, rendimentos e tempo

reacional.

Composto R1 R2 Rend. (%) Tempo (h.)
R, FHO H NH—R,
o )
N N S

H NH—R; H R,

\, — > Q

/ AcOH, EtOH, T.A

HoN S 1-2 horas N
LqIT/AT-90 OCHy ) 35.0 1
LqITAT01 CHs O 89.4 2
LaIT/LT-02 OCHs 1 83.8 1
LqIT/LT-93 CHs CL 38.1 1
LqIT/LT-94 OCHs O T 686 1
LgiTAT95 cHo ST 695 1
LqIT/LT-96 OCHs 40.0 1
LqIT/LT-97 CHs 38.8 1
LqIT/ALT-98 H \)© 38.0 1
LqiTT99 B O 66.8 1
LqIT/LT-50  Br 77.0 1
LqITLT-51 H 95.0 1
LaiTT52  Br L 58.6 1
LgIT/LT-53 H A@ 32.0 1
LqITLT58 B “ 860 1
LgITLT59 H S 730 1
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54  Mecanismos reacionais da formacdo dos Acidos  2-[(1H-indol-3il-
metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

A reacdo de Michael envolve a adicdo de um nucletfilo (doador de Michael) a um
eletrofilo (aceptor de Michael), este Gltimo apresentando uma insaturacdo entre os carbonos a
e B referente a um grupo retirador de elétrons, de modo que diversos nucledfilos foram
utilizados concomitantemente com muitos aceptores de Michael (LING et al., 1996) e dentre
estas modificacbes temos a reacdo denominada tia-Michael a qual envolve um nucleéfilo de
enxofre como doador de Michael. Esta reagdo surge como uma das mais importantes
metodologias para se obter a formacdo da ligagédo C-S (TROST e KEELEY, 1975).

A reacdo de tia-Michael pode ser visualizada por dois caminhos (Esquema 17), adi¢édo
tia-Michael em um dos carbonos da funcdo C=C, seguido de aminolise na carbonila adjacente
ou aminolise inicial com consequente adi¢do tia-Michael no carbono vizinho. Isto acontece
devido a reatividade do anidrido maléico e seus derivados frente a dinucleofilos (BHARTI et
al., 2003). Semelhantemente a tiouréia, as tiossemicarbazonas sdo versateis 1,3-
dinucleofilos. Ademais, as tiossemicarbazonas apresentam as formas tautoméricas tiol e tiona
em equilibrio, observavel nas vibragcdes da espectroscopia de absorcdo do infravermelho
(ANTONINI et al., 1977), essa caracteristica molecular é responsavel pela etapa de adi¢do tia-
Michael ao anidrido maléico.

Assim, o mecanismo reacional para a formacdo dos derivados 4-tiazolidinonas com o
grupamento &cido na posicdo 5 do anel ocorreu com o deslocamento do par de elétrons do
nitrogénio induzindo o ataque nucleofilico do enxofre a qualquer um dos carbonos a-f
insaturados do anidrido maléico. Em seguida, ocorre a protonacdo do intermediario enolato
para sua estabilizacdo eletronica (AQUINO, 2007). Por uma proximidade espacial entre o
grupamento amina e a carbonila do nucleo anidridico ha um ataque intramolecular do
nitrogénio ao carbono da carbonila (amindlise), rearranjando a molécula para a formacéo do

heterociclo substituido na posic¢éo 5 (Esquema 17).
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Esquema 17 — (A) Mecanismo de adic¢do tia-Michael seguida de amindlise para obtencdo das 4-
tiazolidinonas. (B) Esquema da mesma reacao iniciada pela amindlise seguida da adicdo tia-Michael.

H . .
A )\ ' ’ ° 3
+ P ———
R \N/..i[(..\m 0: _—
H
. H'/_\ )\ ) B o
S .
Jde e — Ay
R N Y . /\\ /‘o,
o N )
N b N 0
R1/ \H 0. " "
H o)
)\ ) on
R; \N/ \(8
N
Rﬂ/
o)
o)
OH

5.4.1 Caracteristicas Fisico-quimicas e Espectroscopicas para Acidos 2-[(1H-indol-3-il-

metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Acido 2-[(5-met6xi-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acético
(LqlT/LTA-90)



Acido

98

HsCO

\ COOH

I=z

Formula Molecular: C21H18N4O4S.

Massa Molecular: 422.46g/mol.

Solido laranja; Rendimento: 28.3%; PF: 254-255°C; Rf: 0.65 (n-hexano/acetato de
etila 2:8)

RMN H (8ppm, DMSO-d¢ 300MHz): 12.86 (s, 1H, OH), 11.52 (s, 1H, NH-indol),
8.43 (s, 1H, CH=N), 7.48 (s, 1H, pos. 4 indol), 7.71 (s, 1H, pos. 2 indol), 7.53 (t, 1H,
pos. 4 fenil, J=5.4Hz), 7.47 (d, 2H, pos. 2,6 fenil, J=5.1Hz), 7.42 (d, 2H, pos. 3,5 fenil,
J=5.4Hz), 7.36 (d, 1H, pos. 7 indol, J= 6.6Hz), 6.86 (d, 1H, pos. 6 indol, J=6.3Hz),
4.55 (t, 1H, CH, J=4.8Hz), 3.84 (s, 3H, CH30), 3.13 (d, 2H, CH2, J=6Hz).

RMN C (Sppm, DMSO-ds 100MHz): 173.6, 171.8, 160.9, 154.6, 153.5, 135.3,
132.0, 131.8, 129.0, 128.5, 128.2, 125.1, 123.8, 112.6, 111.6, 103.8, 53.20, 42.44,
37.09.

IV (v cm™ KBr): 3384 (NH-indol), 1720 (C=0), 1609 (NC=0), 1562 e 1487 (C=N),
1261 (N-N=C), 1235 (NCS).

2-[(5-metdxi-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-(p-toluil)-tiazolidin-5-il

acético (LglT/LTA-92)
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CHj;

HsCO

\ COOH

N
H

Formula Molecular: C22H20N404S.
Massa Molecular: 436.48g/mol.

e Sélido verde claro; Rendimento: 35.8%; PF: 256-257°C; Rf: 0.54 (n-hexano/acetato de
etila 2:8).

e RMN H (8ppm, DMSO-ds 400MHz): 12.76 (s, 1H, OH), 11.52 (s, 1H, NH-indol,
J=2.4Hz), 8.42 (s, 1H, CH=N), 7.84 (d, 1H, pos. 2 indol, J=2.4Hz), 7.70 (d, 1H, pos. 4
indol, J=2.8Hz), 7.35-7.26 (m, 5H, Ar-H), 7.23-7.16 (dd, 1H, indol, J=2.8Hz,
J=2.4Hz), 4.54 (t, 1H, CH, J=3.9Hz), 3.84 2.38 (s, 3H, OCHs3) 3.11 (d, 2H, CHa,
J=3.9Hz), 2.38 (s, 3H, CHa).

e RMN ¥C (5ppm, DMSO-d¢ 100MHz): 173.6, 171.8, 161.0, 154.6, 153.4, 138.0,
132.7,131.9, 131.8, 129.4, 127.9, 125.1, 112.6, 111.6, 103.8, 55.19, 42.3, 37.1, 20.7.

Acido 3-(4-etil-fenil)-2-[(5-metil-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxotiazolidin-5-il
acético (LglT/LTA-95)

CH,CHj3

H;C

\ COOH



Acido
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Formula Molecular: C23H22N403S.

Massa Molecular: 434.51g/mol.

Sélido marrom; Rendimento: 31%; PF: 260-262°C; Rf: 0.59 (n-hexano/acetato de etila
2:8)

RMN 38C (§ppm, DMSO-ds 100MHz): 173.7, 171.7, 160.5, 153.7, 144.1, 135.4,
133.0, 131.9, 129.3, 128.2, 127.9, 124.7, 124.1, 121.8, 111.6, 111.4, 42.3, 36.9, 27.8,
21.5,15.4.

IV (vcm™ KBr): 3320 (NH-indol) 1723 (C=0), 1608 (NC=0), 1582 e 1509 (C=N),
1394 (NCS),1253 (N-N=C).

2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acetico

(LgIT/LTA-98)

/N‘ﬂ/

——N S

\ COOH

Iz

Formula Molecular: CooH1sN4Os3S.

Massa Molecular: 392.43g/mol.

Solido bege; Rendimento: 56.4%; PF: 248-250°C; Rf: 0.7 (n-hexano/acetato de etila
2:8)

RMN H (8ppm, DMSO-ds 400MHz): 11.65 (d, 1H, NH-indol, J=2.4Hz), 8.42 (s, 1H,
CH=N), 8.18 (d, 1H, pos. 4 indol, J=6Hz), 7.77 (d, 1H, pos. 2 indol, J=2.8Hz), 7.52-
7.38 (m, 6H, Ar-H), 7.23-7.16 (m, 2H, Ar-H), 4.54 (t, 1H, CH, J=3.9Hz), 3.13 (d, 2H,
CHz2, J=3.9Hz).

RMN C (8ppm, DMSO-ds 100MHz): 173.7, 171.7, 160.6, 154.0, 137.2, 135.4,
132.2,129.0, 128.6, 128.2, 124.5, 122.8, 121.9, 120.9, 112.0, 111.8, 42.4, 36.9.
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IV (v em KBr): 3410 (NH-indol), 1719 (C=0), 1613 (NC=0), 1579 e 1427 (C=N),
1389 (NCS), 1364 (N-N=C).

Acido 2-[(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acético
(LgIT/LTA-99)

Acido

N:<
/
N

\ COOH

Br

Iz

Formula Molecular: C20H1sBrN4OsS.

Massa Molecular: 471.33g/mol.

Solido bege; Rendimento: 57.1%; PF: 252-254°C; Rf: 0.47 (n-hexano/acetato de etila
2:8)

RMN !H (§ppm, DMSO-ds 300MHz): 12.79 (s largo, 1H, CO.H), 11.84 (d, 1H, NH-
indol, J=2.4Hz), 8.42 (s, 1H, CH=N), 8.35 (d, 1H, indol, J=4Hz) 7.82 (d, 1H, pos. 2
indol, J=3Hz), 7.56-7.32 (m, 7H, Ar-H), 4.58 (t, 1H, CH, J=6Hz), 3.15 (d, 2H, CHz,
J=6Hz).

RMN 2C (8ppm, DMSO-ds 100MHz): 173.6, 171.4, 161.0, 153.5, 135.8, 134.4,
133.2,129.0, 128.5,128.1, 126.1, 125.2, 124.2, 114.0, 113.4, 111.3, 42.5, 36.9.

IV (v cm™ KBr): 3410 (NH-indol), 1716 (C=0), 1614 (NC=0), 1573 e 1524 (C=N),
1387 (NCS), 1351 (N-N=C).

2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-(p-toluil)-tiazolidin-5-il  acético

(LgIT/LTA-53)
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CHj3

\ COOH
N

Formula Molecular: C21H1sN4O3S.
Massa Molecular: 406.46g/mol.

e Sélido amarelo; Rendimento: 19%; PF: 251-253°C; Rf: 0.52 (n-hexano/acetato de etila
2:8)

e RMN *H (5ppm, DMSO-ds 300MHz): 12.74 (s largo, 1H, CO,H), 11.66 (d, 1H, NH-
indol, J=2.4Hz), 8.43 (s, 1H, CH=N), 8.22 (dd, 1H, pos. 4 indol, J= 3.6, 2.1Hz), 7.78
(d, 1H, pos. 2 indol, J=2.4Hz), 7.44 (dd, 1H, pos. 7 indol J= 1.8, 3.6Hz), 7.34-7.16 (m,
6H, Ar-H) 4.53 (t, 1H, CH, J=6.3Hz), 3.13 (d, 2H, CH,, J=6Hz), 2.38 (s, 3H, CHa).

¢ RMN C (6ppm, DMSO-ds 100MHz): 136.7, 134.7, 123.7, 116.8, 101.4, 100.1, 95.8,
95.1,92.4,90.9, 87.4, 85.7, 84.94, 83.8, 75.0, 74.8, 5.3, - 0.05, - 16.2.

e IV (vem? KBr): 3615 (NH-indol), 1724 (C=0), 1608 (NC=0), 1562 e 1513 (C=N),
1365 (NCS), 1249 (N-N=C).

5.4.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados 4-tiazolidinonas

As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos da série Acidos 2-[(1H-indol-3-il-
metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos sdo apresentadas na
Tabela 5. Os derivados 4-tiazolidinonas mostraram ponto de fuséo na faixa de pureza e

rendimentos reacionais entre 19 a 57%.
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Tabela 5 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos para os compostos da série Acidos 2-[(1H-
indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

Compostos Rend. (%) PF °C Aspecto Rf / eluente

LgIT/LTA-90 28 254-255 Sélido amarelo 0.65 (n-Hex/AcOEt 2:8)
LgIT/LTA-92 35 254-255 Sélido verde claro 0.54 (n-Hex/AcOEt 2:8)
LglT/LTA-95 31 260-262 Sélido marrom 0.59 (n-Hex/AcOEt 2:8)
LgIT/LTA-98 56 248-250 Sélido bege 0.70 (n-Hex/AcOEt 2:8)
LgIT/LTA-99 57 252-254 Sélido bege 0.47 (n-Hex/AcOEt 2:8)
LgIT/LTA-53 19 251-253 Sélido amarelo 0.53 (n-Hex/AcOEt 2:8)

5.4.3 Rendimentos reacionais dos derivados 4-tiazolidinonas

Os derivados 4-tiazolidinonas obtiveram rendimentos reacionais entre 19-57% (Tabela
6). Dawood et al. (2015), sintetizaram 4-tiazolidinonas substituidos com nucleos cumarinicos
obtidos a partir do anidrido maleico e &cido acético (15 mL), e tempo reacional entre 8-10
horas, no entanto, obtiveram rendimentos entre 65-68%. O 4&cido acético utilizado na
metodologia de sintese otimizou o rendimento por aumentar a nucleofilia do enxofre (forma
tiol), e isto favorece o ataque nucleofilico do enxofre a qualquer um dos carbonos a-$
insaturados do anidrido maléico. As moléculas LqlIT/LTA-90 e LqlT/LTA-53 apresentaram
0s menores rendimentos 28% e 19%, respectivamente. Isto pode ser explicado devido a
ocorréncia de perdas no processo de recristalizacdo dos compostos (falhas no work-up),
mesmo com 0s seus substituintes (metoxi) contribuindo para a nucleofilia do enxofre. Em
contraste, o LqIT/LTA-98 e o LqIT/LTA-99 que apesar de ndo possuirem grupos quimicos
favoraveis para nucleofilia, apresentaram os melhores rendimentos (56 e 57%), contudo foi

necessario um maior tempo reacional para conclusdo das respectivas reacdes.
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Tabela 6 — Derivados 4-tiazolidinonas com seus respectivos substituintes, rendimentos e tempos
reacionais.

Composto R: R> Rend. (%) Tempo (h.)

R, Ry

H Oto>= H 0,
OH
H H 0 N
N N S NS S
\N 2 N —~ v R
/ Tolueno I
DMF N
S N
/N Refluxo / R/
6-9 horas o

H H

LqIT/LTA-90 \/© OCH, 28 8
LqIT/LTA-02 /\©\ CHs 35 6

CH,CH;

LqIT/LTA-95 CHs 31 9
H

LqIT/LTA-98 \)@ 56 9

LqIT/LTA-99 \/© Br 57 9

LqIT/LTA-53 A@\ H 19 8

5.5 Mecanismo reacional dos derivados 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-
4-ona (LqIT/LTC)

A formacdo da 4-tiazolidinona ocorre em duas etapas: a primeira etapa € atraves do
mecanismo de S-alquilacdo que se inicia pela condensacdo do cloroacetato de etila com o
atomo de enxofre a partir da forma tiol. Na segunda etapa, ocorre um ataque intramolecular
do par de elétrons livre do nitrogénio (N-4) na carbonila da funcéo éster, sequido da liberacdo
de etanol, o qual leva a formacdo do heterociclo ndo substituido na posicdo 5 do anel
(Esquema 18) (JOLLY et al., 1990; ALVES et al., 1993; GURSOY et al., 1997; ABBADY et
al., 2003).
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Esquema 18 — Mecanismo de reacéo da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona a
partir do derivado tiossemicarbazona e cloro acetato de etila.
NHR4

\N/HNQ<’)1 — N\#\:SH /\O)J\/j .
Ry H\;\rl/R1 ‘O_)
\
—~(\ e
- N (\‘H/j - \
{ H
R YeY: T

Iz

As propriedades eletronicas e estéricas do substituinte na posicdo N-4 das
tiossemicarbazonas parece ser um fator determinante para a formacéo do anel 4-tiazolidinona.
Estudos anteriores sobre estes compostos revelaram que substituintes, tais como fenil ou
alquil conduzem a formagcéo da 4-tiazolidinona por perda de etanol (KUCUGUZEL et al.,
2006).

5.5.1 Caracteristicas Fisico-quimicas e Espectroscopicas para a serie 2-(1H-indol-3-il-

metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos

2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona
(LqIT/LTC-54)
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Br

Iz

Formula Molecular: C22H1sBrN4OS.

Massa Molecular: 463.35g/mol.

Sélido bege; Rendimento: 35%; PF: 280-282°C; Rf: 0.58 (CHCIs/MeOH 9:1).

RMN H (8ppm, DMSO-ds 300MHz): 11.79 (s, 1H, NH), 8.40 (m, 1H, indol), 8.24
(m, 1H, indol), 8.07 (s, 1H, CH=N), 8.07 (m, 1H, naftil), 7.76-7.57 (m, 5H, naftil),
7.42 (m, 1H, naftil), 7.35 (m, 1H, indol), 7.32 (m, 1H, indol), 4.18-4.41 (m, 2H, CH>).

IV (v cm™ KBr): 3345 (NH), 3053 (NH), 2977 (NH), 1707 (CO).

MS (m/z) calculado: 462.0150; encontrado: 463.3497.

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-tiazolidin-4-ona (LqI T/LTC-55)

N S
\N/ \/\
\ N

oy

Iz

Formula Molecular: C22H16N4OS.

Massa Molecular: 384.45g/mol.

Solido branco; Rendimento: 45%; PF: 265-267°C; Rf: 0.59 (CHCIl3/MeOH 9.5:0.5).
RMN 'H (3ppm, DMSO-ds 300MHz): 11.62 (s, 1H, NH), 8.27 (s, 1H, =CH-), 8.23 (d,
1H, J= 8.4Hz, indol), 8.23 (d, 1H, pos. 2 indol, J=2.1Hz), 8.08 (d, 1H, J= 8.1Hz,
indol), 7.79-7.76 (m, 1H, naftil), 7.69-7.58 (m, 5H, naftil), 7.44 (m, 1H, naftil), 7.20
(m, 2H, indol), 4.38 (d, 1H, J=17.1Hz, CH»), 4.21 (d, 1H, J=17.4Hz, CH>).
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e RMN 3C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 172.3, 161.5, 153.8, 137.1, 133.9, 132.0,
132.0, 139.3, 129.3, 128.3, 127.1, 127.1, 126.5, 125.8, 124,4, 122.6, 122.4, 121.9,
120.7, 111.9, 111.7, 32.4.

e 1V (vcem? KBr): 3394 (NH), 1613 (CO).
e MS (m/z) calculado: 384.1045; encontrado: 384.4536.

2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(p-toluil)-tiazolidin-4-ona (LqI T/LTC-56)
S
N
~ \V\
\ N
(6]

Formula Molecular: C19H15BrN4OS.

Br

N
H

Massa Molecular: 427.32g/mol.

e Solido branco; Rendimento: 32%; PF: 295°C; Rf: 0.56 (CHCI3/MeOH 9.5:0.5).

e RMN H (6ppm, DMSO-ds 300MHz): 11.83 (s, 1H, NH), 8.40 (m, 2H, indol), 7.82 (s,
1H, CH=N), 7.43 (d, 2H, J= 8.7Hz, fenil), 7.35-7.24 (d, 2H, indol), 7.28 (d, 2H, J=
8.7Hz, fenil), 4.11 (s, 2H, CH2), 2.37 (s, 3H, CHg).

e RMN BC (8ppm, DMSO-ds 100MHz): 171.98, 153.2, 138.05, 135.7, 135.7, 133.1,
132.5, 129.4, 1294, 129.4, 127.9, 127.9, 127.9, 127.9, 127.9, 125.1, 114.0, 113.4,
111.4.

e |V (vcem? KBr): 3255 (NH), 1608 (CO).
e MS (m/z) calculado: 426.0150; encontrado: 427.3176.

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(p-toluil)-tiazolidin-4-ona (Lql T/LTC-57)

| \N/NYN%

N
H
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Formula Molecular: C19H16N4OS.
Massa Molecular: 348.42g/mol.

e Sélido branco; Rendimento: 72%; PF: 274-276°C; Rf: 0.57 (CHCIls/MeOH 9.5:0.5).

e RMN !H (5ppm, DMSO-ds 300MHz): 11.64 (s, 1H, NH), 8.42 (s, 1H, CH=N), 8.22
(d, 1H, J= 6.6Hz, indol), 7.77 (d, 1H, J= 2.4Hz, indol), 7.45 (d, 1H, J= 6.6Hz, indol),
7.32 (d, 2H, J= 8.4Hz, fenil), 7.25 (d, 2H, J= 8.4Hz, fenil), 7.21-7.14 (m, 2H, indol),
4.07 (s, 2H, CH2), 2.38 (s, 3H, CHz).

e RMN ®¥C (5ppm, DMSO-ds 100MHz): 172.0, 154.4, 153.7, 138.0, 137.1, 123.6,
132.0, 129.4, 129.4, 129.4, 129.4, 127.9, 127.9, 127.9, 127.9, 124.4, 122.6, 120.7,
32.1.

e IV (vcem? KBr): 3405 (NH), 1722 (CO).

e MS (m/z) calculado: 348.1045; encontrado: 348.4215.

5.5.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas dos derivados 4-tiazolidinicos ndo substituidos na

posicdo 5 do anel

As caracteristicas fisico-quimicas dos compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-
hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos sdo apresentadas na Tabela 7. Os derivados 4-
tiazolidinicos mostraram ponto de fusdo na faixa de pureza e rendimentos reacionais entre 35
a72%.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-
metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos.

Compostos Rend. (%) PF°C Aspecto Rf / eluente
LqIT/LTC-54 35 280-282 Sélido branco 0.58 CHCI3/MeOH 9:1
LqlT/LTC-55 45 265-267 Sélido branco 0.59 CHCI3/MeOH 9.5:0.5
LqIT/LTC-56 32 295 Solido branco 0.56 CHCIs/MeOH 9.5:0.5
LqIT/LTC-57 72 274-276 Solido branco 0.57 CHCIs/MeOH 9.5:0.5

5.5.3 Rendimentos reacionais dos derivados 4-tiazolidinonas ndo substituidos na posi¢ao

5 do anel

Os derivados 4-tiazolidinonas apresentaram rendimentos reacionais entre 35-72%
(Tabela 8). Essa diferenca de rendimento € justificada pela presenca de substitituintes que

diminuem a nucleofilia do enxofre ndo facilitando a S-alquilagéo entre o &tomo de enxofre e 0
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carbono metilénico do cloroacetato de etila. Isto pode ser visualizado com o0s compostos
LqIT/LTC-54 e LgIT/LTC-56 que exibiram rendimentos de 35% e 32%, respectivamente, e
ambos possuem o bromo substituido reduzindo a nucleofilia do tiol. O LgIT/LTC-57
substituido com o grupo p-toluil apresentou o maior rendimento (72%), no entanto, sendo
necessario um maior tempo reacional.

Aquino (2007), obteve os derivados 4-tiazolidinonas com rendimentos entre 50-86%,
sendo 0s compostos com o0s maiores rendimentos substituidos por grupamentos metila e
metoxi e 0s menores rendimentos apresentando o grupo nitro e o atomo flior. Benmohammed
et al. (2014), sintetizaram os derivados 4-tiazolidinonas com rendimentos entre 91-80%
utilizando o bromoacetato de etila. O incremento do rendimento reacional pode ser explicado
em razdo do bromo do estér ser um melhor grupo de partida comparando-se ao cloro, com

isso favoreceu o ataque nucleofilico do enxofre.

Tabela 8 — Derivados 4-tiazolidinonas ndo substituidos na posi¢do 5 do anel com seus respectivos
substituintes, rendimentos e tempos reacionais.

Composto R1 R2 Rend. (%)  Tempo (h.)
R, Ry
H
N / \ CH3COONa/EtOH A / N
T CICH2000Et Y
Refluxo
16-24 horas /
|-|/ H 1 0

LqIT/LTC-54 Br 35 16

LqIT/LTC-55 H 45 18
LqIT/LTC-56 /\©\

5.6 Caracterizacdo estrutural dos derivados 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-

Br 32 24

LqlT/LTC-57 72 22

hidrazina-carbotioamidas (LqIT/LT)

Todas as tiossemicarbazonas podem apresentar-se em tautomerizagdo tiona-tiol por

possuirem o grupo tiona e um proton adjacente ao grupo tiona. A auséncia do estiramento v
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(S-H) em 2500-2600 cm™ e a presenca do estiramento v (N-H) em 3100-3300 cm™ no
espectro de infravermelho dos compostos sugere que todos os derivados permanecem na
forma tiona no estado solido (BHARTI et al., 2003). A confirmagdo da forma tautomérica
tiona foi observada pela presenca das bandas de absor¢do em intensidades variando entre
fraca, média e forte a 1192-1250 cm™ devido a deformacéo axial v (C=S). No espectro de
absorcéo do 1V foi possivel observar os estiramentos referentes a C=N na regido entre 1537-
1556 cm* corroborando com estudos anteriores destes derivados (HARIBABU et al., 2016).
As bandas de absor¢do estendendo-se de aproximadamente 1513-1439 cm™ foram atribuidas
ao estiramento (v) do grupo N-CS-N (ALVES et al., 1993; ERGENC et al., 1999).

Conforme apresentado na Tabela 9 é possivel visualizar as principais bandas de
absorcdo do espectro de infravermelho para os compostos inddlicos-tiossemicarbazonas

sintetizados, e a Figura 14 mostra o espectro de absor¢do no IV para o composto LqgIT/LT-94.

Figura 14 — Espectro de absorc¢do no IV para o composto LqlT/LT-92 (Pastilhas de KBr).
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Tabela 9 — Principais frequéncias de absorcdo observadas nos espectros de absor¢do no IV para 0s
compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamidas.

Compostos NH (v) C=N(v) N-CS-N (v) C=S (v)
LqIT/LT-90 3339 (m) 1545 (F) 1489 (m) 1211 (F)
LgIT/LT-91 3336 (m) 1546 (F) 1485 (m) 1249 (m)
LqIT/LT-92 3264 (m) 1553 (F) 1439 (m) 1198 (f)
LqIT/LT-93 3343 (m) 1543 (F) 1488 (m) 1211 (F)
LqIT/LT-94 3317 (m) 1547 (F) 1499 (m) 1206 (F)
LqlT/LT-95 3327(m) e 3158 (m) 1542 (F) 1493 (m) 1250 (F)
LqIT/LT-96 3349 (m) 1550 (F) 1488 (m) 1203 (F)
LqIT/LT-97 3350 (m) 1551 (F) 1489 (m) 1222 (m)
LqIT/LT-98 3413 (m) 1556 (F) 1499 (m) 1247 (f)
LqIT/LT-99 3345 (m) 1545 (F) 1483 (m) 1212 (F)
LgIT/LT-50 3320 (m) e 3164 (m) 1541 (F) 1493 (m) 1228 (F)
LgIT/LT-51 3319 (m) e 3158 (M) 1547 (F) 1468 (m) 1243 (m)
LqIT/LT-52 3283 (m) 1553 (F) 1513 (m) 1192 (m)
LqIT/LT-53 3334 (m) e 3164 (m) 1546 (F) 1489 (m) 1245 (m)
LgIT/LT-58 3340 (F) e 3365 (m) 1537 (F) 1504 (m) 1240 (m)
LgIT/LT-59 3256 (m) e 3365 (M) 1541 (F) 1494 (m) 1235 (m)

F = forte; m = média; f = fraco

Na caracterizagdo estrutural dos derivados indolicos-tiossemicarbazonas foi possivel
diferenciar os simpletos apresentados no espectro RMN *H sendo pertencentes ou ndo ao NH
do anel inddlico. No presente estudo, estes picos foram confirmados através da analise do
espectro de COSY !H-'H do composto LqIT/LT-51 (Figura 15). Neste, observou-se a
correlacdo do hidrogénio NH do indol, com o hidrogénio da posi¢do 2 do anel indolico, foi
visualizado também a correlagdo entre o hidrogénio do grupo azometina (HC=N) com o
hidrogénio da posi¢do 4 do nucleo indol. A confirmagdo do pico da azometina (HC=N) foi
evidenciada por meio do espectro HSQC *H *C do mesmo composto (Figura 16), onde foi
analisada a correlacdo entre os deslocamentos quimicos em 8.48 & ppm com 141.00 & ppm,
estes respectivos deslocamentos estdo de acordo com diversos trabalhos relatados na literatura
(BENMONHAMMED et al., 2014; HARIBABU et al., 2016).



Figura 15 — Espectro de COSY *H-'H do derivado LqIT/LT-51.
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Figura 16 — Espectro de HSQC **C-!H do derivado LgIT/LT-51.
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Assim, nos espectros de RMN 'H, o simpleto presente entre 11.56-11.86 & ppm foi
atribuido ao hidrogénio do grupo NH hidrazinico. Ja para o hidrogénio caracteristico da
funcdo azometina (HC=N), o deslocamento quimico foi demonstrado em campo magnético
com valores entre 8.22-8.48 & ppm, de acordo com estudos envolvendo tiossemicarbazonas
(PINGAEW et al., 2013; DILOVIC et al., 2008). O hidrogénio NH indélico foi observado em
11.22-11.69 & ppm. Além disso, em todas as estruturas, os hidrogénios indolicos e aromaticos
apareceram entre 6.85-8.37 & ppm. O deslocamento quimico do protdbn NH aromaético
apareceu na regido entre 9.50-9.99 & ppm, exceto para os compostos LqIT/LT-58 e LqIT/LT-
59, onde foi observado simpletos em 7.87 e 8.47 & ppm, respectivamente. Isto ocorreu em
virtude da presenca do grupamento espagador entre a posi¢cdo N-4 das tiossemicarbazonas e o
anel fenil produzir efeito indutivo positivo. Dessa forma, o deslocamento quimico para o NH
aromatico destes derivados surgiu em campo magnético mais alto, ou seja, mais blindado de

elétrons.
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Eventualmente, podem ocorrer situacfes nas quais dois, ou mais, ndcleos de
hidrogénios em um dado campo magnético, solvente e ambientes quimicos diferentes
aparecam equivalentes em deslocamento quimico. No caso das estruturas LqIT/LT-51,
LgIT/LT-92, LqIT/LT-93, LglT/LT-94 e LqIT/LT-95 foi observado que o hidrogénio ligado
ao nitrogénio indolico e o hidrogénio do nitrogénio hidrazinico apresentaram-se em simpletos
com os deslocamentos quimicos equivalentes. Nestes casos, hd uma equivaléncia acidental
apesar de serem visivelmente ndo equivalentes do ponto de vista estrutural. A equivaléncia
acidental de deslocamento quimico pode ser detectada pelo uso de um instrumento de campo
magnético maior, pela troca de solvente e temperatura (SILVERTEIN, 2013).

Como as tiossemicarbazonas aromaticas podem ser consideradas bases de Schiff, elas
podem existir nas formas isoméricas Z ou E, dependendo do substituinte do aldeido ultilizado
na sintese (KARABATSOS et al., 1964) que nos compostos sintetizados deste trabalho foi o
ndcleo indol. Como regra geral, as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos tendem a formar
preferencialmente o isdbmero E, termodinamicamente mais estavel, enquanto que nas
derivadas de cetonas assimétricas a proporcdo entre E e Z depende da estrutura dos
substituintes ligados a carbonila (COSTA et al., 2003).

Em alguns casos, a presenca do isdmero Z pode ser promovida por ligacfes de
hidrogénio intramoleculares, especialmente relacionada com os anéis de piridina e quinolina,
entre o hidrogénio hidrazinico e nitrogénio do anel. Por exemplo, se pelo menos um atomo de
hidrogénio estiver presente no nitrogénio terminal (N-4), ocorre uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular com o nitrogénio iminico (azometina). Este padrdo é geralmente associado
com uma configuracdo E estericamente mais favordvel. Ao contrério, quando o nitrogénio
terminal é completamente substituido e se torna uma amina tercidria, 0 hidrogénio
hidrazinico forma uma ligacdo de hidrogénio intramolecular com o nitrogénio da quinolina ou
piridina, forcando a ligacdo C=N a uma configuracdo Z (OTA et al., 1998; BISCIGLIE et al.,
2015). Em outros casos, o impedimento estérico é o fator principal em equilibrio entre os
isomeros (WEST et al., 1992; ALl et al., 2012).

Diante disto, todos os compostos sintetizados foram obtidos na configuracdo E, e
isto foi confirmado através da espectroscopia de RMN *H, o qual foi observado o sinal do
grupo NH na faixa de 9-12 & ppm, em comparagdo ao isdmero Z que possui o sinal
caracteristico de NH variando em 14-15 ppm (SERDA et al., 2013). Além disso, nos
experimentos de sintese dos derivados indolicos-tiossemicarbazonas foi analisado o

aparecimento de apenas uma mancha na CCD, indicando a presenca de apenas uma forma
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isomérica E gerada, confirmado porteriormente por espectroscopia 2D RMN NOESY (do
inglés, Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy).

Neste trabalho, o composto LgIT/LT-90 foi o escolhido para elucidacdo do
isomerismo dos derivados obtidos. Com isso, atraves do espectro NOESY (Figura 17) foi
observado o sinal NOE entre os hidrogénios do NH hidrazinico (=N-NH-) em 11.62 5 ppm e
da azometina (-CH=N-) em 8.41 6 ppm. Entretanto, ndo foi detectado o sinal referente a
interacdo espacial entre o hidrogénio da posi¢do 2 do indol e o hidrogénio da azometina (—
CH=N) como mostrado na Figura 18. No entanto, foi visualizado no espectro de COSY ‘H-'H
do derivado indol-tiossemicarbazona LqIT/LT-51 (ver Figura 15), a correlacdo entre o
hidrogénio azometinico e o hidrogénio da posi¢do 4 indol (*Jun) (OTA, et al., 1998; KAISER,
2000). Logo, sendo indicativo da configuracdo E como principal produto dos derivados
sintetizados desta série, e assim corroborando com estudos de cristalografia de difracdo de
raio-X e espectroscopia 2D NOESY de tiossemicarbazonas que confirmam a preferéncia da
configuracdo E para estes compostos (LIU et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).
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Figura 17 — Espectro 2D RMN NOESY do composto LglT/LT-90.
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Figura 18 — Derivado inddlico-tiossemicarbazona nas configuragdes diastereoisoméricas E e Z.
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Para uma melhor visualizacdo dos resultados, a Tabela 10 apresenta 0s principais

deslocamentos quimicos dos espectros de RMN !H para os compostos inddlicos-

tiossemicarbazonas sintetizados, e a Figura 19 ilustra o espectro de RMN H para o derivado

LqlT/LT-91.

Figura 19 — Espectro de RMN *H para o composto LqlT/LT-90, destacando-se os simpletos referentes
aos grupos NH hidrazinico, NH aromético e NH indélico (DMSO-ds; 400 MHz).
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Tabela 10 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN *H para
tiossemicarbazonas da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamidas.

Compostos NH NH (Indol) NH-Ar CH=N Outros
LqIT/LT-90 11.62 11.56 9.66 8.41 3.79 (OCHs)
LqIT/LT-91 11.62 11.58 9.65 8.40 2.42 (CHa)
LqIT/LT-92 11.57 11.57 9.57 8.39 3.79 (OCHs)
LqIT/LT-93 11.56 11.56 9.56 8.39 2.41 (CHs)
LqIT/LT-94 11.56 11.56 9.57 8.36 3.79 (OCHs)
LqIT/LT-95 11.57 11.57 9.57 8.39 2.42 (CHa)
LqIT/LT-96 11.71 11.57 9.90 8.48 3.66 (OCH3)
LqIT/LT-97 11.72 11.59 9.90 8.48 2.33 (CH3)
LqIT/LT-98 11.69 11.60 9.62 8.43 -
LqIT/LT-99 11.86 11.63 9.75 8.39 -
LqIT/LT-50 11.88 11.69 9.99 8.00 -
LqIT/LT-51 11.67 11.67 9.84 8.47 -
LqIT/LT-52 11.84 11.58 9.66 8.37 2.30 (CHa)
LqIT/LT-53 11.66 11.49 9.50 8.39 3.43 (CHa)
LqIT/LT-58 11.81 11.25 7.87 8.25 2.38 € 3.82 (CH,)
LqIT/LT-59 11.60 11.22 8.47 8.22 2.95 e 3.85 (CH,)

Na espectroscopia de RMN *C todas as moléculas em DMSO mostraram
deslocamentos quimicos em concordancia com as provaveis estruturas. Todos 0s compostos
apresentaram dois sinais em 173.9-176.2 e 139.7-141.6 & ppm atribuidos a tiocarbonila e ao
carbono azometinico, respectivamente. Estes resultaldos estdo compativeis com o0s
encontrados na literatura (AFRASIABI et al., 2004; CHEN et al., 2004). Os picos referentes
aos carbonos metilénicos do grupamento espacador dos compostos LqlT/LT-58 e LgIT/LT-59
apresentaram-se no deslocamento quimico na regido entre 34.8 e 44.9 6 ppm e, 33.8 € 44.7 3
ppm, respectivamente. Em adicdo, os sinais variando entre 103.4-140.2 6 ppm foram devidos
aos atomos de carbono dos aneis inddlicos e fenilicos presentes nas estruturas.

A Tabela 11 exibe os principais deslocamentos quimicos no espectro de RMN *3C

para 0s compostos indélicos-tiossemicarbazonas e a Figura 20 apresenta os sinais referentes
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as ressonancias dos carbonos da azometina e tiocarbonila na espectroscopia de RMN *C para
0 composto LgIT/LT-91.

Figura 20 — Espectro de RMN *C para o composto LglIT/LT-90, ilustrando as ressonancias dos
atomos de carbono do grupo azometinico (CH=N) e tiocarbonila (C=S) (DMSO-ds; 100 MHz).
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Tabela 11 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN 3C para os
compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-fenil-hidrazina-carbotioamidas.

Compostos C=S CH=N Outros

LqIT/LT-90 173.9 141.2 55.0 (OCHs)
LglIT/LT-91 174.0 141.1 21.3 (CHa)

LqIT/LT-92 174.0 141.1 55.0 (OCHs) e 20.5 (CHy)
LqIT/LT-93 174.1 141.0 21.3 (CHa-indol) e 20.51 (CHs)
LqIT/LT-94 174.0 141.1 55.0 (OCHs), 55.0 (CH2) e 15.6 (CHs)
LqIT/LT-95 1741 141.0 27.6 (CH2), 21.3 (CHz-indol) e 15.6 (CHs)
LqIT/LT-96 176.0 141.6 55.2 (OCHs,)
LqIT/LT-97 175.7 1415 21.3 (CH3)

LqlIT/LT-98 174.4 141.2 -

LqIT/LT-99 174.4 140.5 -

LqIT/LT-50 176.2 140.9 -

LgIT/LT-51 176.2 141.3 -

LqIT/LT-52 174.4 140.3 20.5 (CH3)

LqIT/LT-53 174.6 141.2 20.6 (CH3)

LqIT/LT-58 176.0 140.1 34.82 e 44.98 (CH,)
LqIT/LT-59 175.8 139.7 34.88 e 44.71 (CHy)

5.7 Caracterizacdo estrutural dos Acidos 2-[(1H-indol-3il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-

fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos

Na espectroscopia de absor¢do no infravermelho, o estiramento da carbonila na
posicdo 4 do anel tiazolidinona foi detectado na faixa de 1608-1614 cm™, ressaltando a
confirmagdo da ciclizagdo dos derivados tiossemicarbazonas. Também foi observada uma
banda de média intensidade na regido de 1365-1394 cm* aparecendo no espectro de absorgio
do IV de todas as 4-tiazolidinonas, correspondente a deformag&o angular do grupo funcional
NCS (EL-GENDY et al., 1990). Duas bandas, uma na regido de 1427-1524 cm™ e outra em
1562-1582 cm, foram atribuidas as vibragdes de estiramento da funcdo C=N, azometina e
exociclica, respectivamente, para todas as estruturas quimicas obtidas (AQUINO, 2007). A

Figura 21 ilustra o espectro de absor¢do no IV do derivado LglT/LTA-98, sendo possivel
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observar a banda de absor¢do de intensidade forte correspondente a NC=0O do anel 4-

tiazolidinona, confirmatorio da ciclizacéo.

Figura 21 — Espectro de absorcdo no IV para o composto LglT/LTA-98 (Pastilhas de KBr).
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A Tabela 12 mostra os resultados das principais frequéncias de absor¢do observadas

nos espectros de absor¢do do IV para os compostos da série acidos 2-[(1H-indol-3-il-

metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

Tabela 12 — Principais frequéncias de absorcéao

observadas nos espectros de IV para 0s compostos da

série Acidos 2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

Compostos C=0 (v) NC=0 (v) C=N (v) NCS (v)  N-N=C (v)
LqIT/LTA-90 1720 (m) 1609 (F) 1583 (m) e 1562 (F) 1389 (m)  1211(m)
LqIT/LTA-95 1723 (m) 1608 (F) 1509 (m) e 1582 (F) 1394 (m) 1253 (m)
LqIT/LTA-98 1719 (m) 1613 (F) 1427 (e 1579 (m) 1364 (m) 1248 (m)
LgIT/LTA-99 1716 (m) 1614 (F) 1524 (m)e1573(F)  1387(m) 1351 (m)
LqIT/LTA-53 1724 (m) 1608 (F) 1513 (m) e 1562 (F) 1365 (m) 1249 (m)

F = forte; m = média; f = fraco

No estudo de RMN'H, a formacdo do heterociclo foi indicada pelos sinais

caracteristicos dos hidrogénios do grupo SCH do anel 4-tiazolidinona, que foram

identificados como um tripleto entre 4.53

a 4.58 & ppm, devido ao acoplamento com o0s

hidrogénios metilénicos do grupo acetil, os quais mostraram sinais desdobrados em dupleto
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ou dois duplos dupletos entre 3.13-3.15 & ppm. Resultados semelhantes foram apresentados
em estudos anteriores (VERCOSA et al., 2009). Conforme ilustrado na Figura 22, o espectro
de RMN H! da estrutura LglT/LTA-90 exibe o deslocamento quimico caracteristico para o
préton da funcdo OH em 12.81 & ppm, assim, evidenciando a reacdo de ciclizacdo da
tiossemicarbazona e a substituicdo na posi¢do 5 do anel por um grupo &cido.

Entretanto, o composto LqIT/LTA-98 ndo apresentou o sinal largo caracteristico
referente ao hidrogénio do grupamento acido carboxilico entre 13.2-10.0 ppm no espectro de
RMN H, e isto ocorre em razdo da possivel velocidade de troca rapida intermolecular entre
os hidrogénios acidos das moléculas. Contudo, na espectroscopia vibracional de absorcdo do
IV foi observada uma discreta banda de absorcdo do OH da funcédo acida na faixa aproximada
de 3500 cm! contiguo a banda do NH, com isso sugerindo a presenca do grupamento acido na

posicdo 5 do anel 4-tiazolidinona nos compostos sintetizados (SILVERTEIN, 2013).

Figura 22 — Espectro de RMN *H para o 2-[(5-met6xi-1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-
fenil-tiazolidin-5-il acético (LgIT/LTA-90), destacando-se os tripleto e dupleto referentes aos grupos
CH e CH; (DMSO-ds; 300 MHz).
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Os resultados analisados dos espectros de RMN H para os principais deslocamentos
quimicos dos compostos 4-tiazolidinonas substituidos na posicdo 5 do anel podem ser

visualizados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN H para os
2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il

compostos da  série
acéticos substituidos.

Acidos

Compostos COOH NH (Indol) CH=N CH CH;
LqIT/LTA-90 12.86 11.52 8.43 4,55 3.13
LgIT/LTA-92 12.76 11.52 8.42 4.54 3.13
LqIT/LTA-98 - 11.65 8.42 4.54 3.13
LqIT/LTA-99 12.79 11.84 8.42 458 3.15
LqIT/LTA-53 12.74 11.66 8.43 453 3.13

Nos espectros de RMN *3C foram analisados os deslocamentos quimicos referentes
aos carbonos dos grupos COOH e NC=0, entre 136.7-173.7 & ppm e 134.7-171.8 5 ppm,
respectivamente, confirmando a formacgéo do heterociclo (SEEBACHER et al., 2004). Os

compostos ainda apresentaram um importante sinal entre 123.7-161.0 ppm relativo ao

carbono da funcdo C=N exociclica, além da ressonancia do atomo de carbono da funcao

azometina (CH=N) com deslocamento quimico em 153.5-116.8 3 ppm, em concordancia com

estudo realizado por Vercosa et al (2009). Os demais sinais, especificamente os dos carbonos

inddlicos, aromaticos, metilénicos e metilas, estdo de acordo com as estruturas propostas. A
Figura 23 mostra o espectro de RMN *3C para o composto LglT/LTA-98, destacando as
ressonancias dos atomos de carbono do grupo acido (COOH) e carbonila (C=0) do anel 4-

tiazolidinona e o (C=N) da azometina e exociclica.
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Figura 23 — Espectro de RMN *C para o composto LglT/LTA-98, ilustrando as ressonancias dos
atomos de carbono do grupo acido (COOH) e carbonila (C=0) do anel 4-tiazolidinona (DMSO-ds; 100
MH2z).
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A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos dos principais deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN *C para os compostos da série acidos 2-[(1H-indol-3-il-

metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il acéticos substituidos.

Tabela 14 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN BH para os
compostos da série  Acidos 2-[(1H-indol-3-il-metileno)hidrazono]-4-oxo-3-fenil-tiazolidin-5-il
acéticos substituidos.

Compostos COOH NC=0 C=N CH=N Outros
LqIT/LTA-90 173.6 171.8 160.9 153.5 154.6 (C-O)
LqIT/LTA-92 173.6 171.8 161.0 153.4 154.6 (C-0)
LqIT/LTA-95 173.7 171.7 160.5 153.5 -
LqIT/LTA-98 173.7 171.7 160.6 154.0 -
LqIT/LTA-99 173.6 171.7 161.0 153.5 425 (CH) e 36.9 (CH,)

LqIT/LTA-53 136.7 134.7 123.7 116.8 -
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5.8 Caracterizacdo estrutural dos derivados da serie 2-(1H-indol-3-il-metileno-
hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos

Os derivados ciclizados exibiram bandas na espetroscopia de absorcdo do
infravermelho variando em 1398-1362 cm ™! caracteristica da vibragdo de NCS, assim,
confirmando o fechamento do anel tiazolidinona (EL GENDY et al. 1990; ULOSOY et al.,
2002). As bandas de absorcdo de intensidade moderada e forte foram observadas em 1571-
1579 cm™ e 1608-1613 cm™* correspondentes ao C=N (DESAI e DODYIA, 2014). Conforme
observado na Figura 24, o espectro de absor¢éo do IV apresentou a absorbancia da carbonila
(NC=0) na regi&o entre 1701-1722 cm™?, condizente com a absor¢do de C=0 em anéis v-
lactamas (amidas ciclicas com 5 atomos) que absorvem entre 1700 e 1750 cm™ em média
intensidade (SILVERTEIN, 2013). A Tabela 15 apresenta as principais frequéncias de
absorcdo dos espectros do infravermelho para os compostos da série 2-(1H-indol-3-il-
metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos.

Figura 24 — Espectro de absorcéo no IV para o composto LglT/LTC-55 (Pastilhas de KBr).
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Tabela 15 — Principais frequéncias de absorcdo observadas nos espectros de IV para 0os compostos da
série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos.

Compostos NH (v) NC=0 (v) C=N (v) NCS (v) N-N=C (v)
LqIT/LTC-54 3345 (m) 1707 (F) 1572 (m) e 1608 (F) 1398 (m) 1236 (f)
LqIT/LTC-55 3394 (F) 1721 (F) 1579 (m) e 1613 (F) 1362 (f) 1251 (f)
LqIT/LTC-56 3255 (m) 1701 (F) 1571 (m) e 1608 (F) 1386 (m) 1245 (m)
LqIT/LTC-57 3405 (F) 1722 (F) 1578 (F) e 1613 (F) 1383 (F) 1248 (F)

F = forte; m = média; f = fraco

No espectro de RMN *H do composto LqIT/LTC-54 (Figura 25) foi possivel observar
apenas um simpleto referente ao NH do indol em 11.79 & ppm e o deslocamento quimico na
regido entre 4.41-4.33 5 ppm referente ao grupamento metileno (SCHy) presente na posicdo 5
do heterociclo, desdobrado em multipleto que em virtude de problemas na homogeneidade do
campo magnético apresentou leve distor¢do no sinal (VERCOSA et al., 2009).

Os demais derivados ciclizados mostraram deslocamentos entre 4.07-4.35 & ppm
(ERGENC et al., 1994). Todos os sinais correspondentes aos hidrogénios metilénicos foram
desdobrados em simpletos ou multipleto, exceto no espectro RMN 'H do composto
LglT/LTC-55 (Figura 26) que os deslocamentos quimicos foram sinais apresentados como
dois dupletos em 4.32-4.38 & ppm e 4.21-4.16 6 ppm. Isto ocorreu devido ao acoplamento
entre o0s hidrogénios metilénicos ndo-equivalentes geminais, Hi e H2 ndo estarem relacionados
por simetria (proquiralidade), e sdo diastereotdpicos, de modo que mostram sinais distintos no
RMN !H. Este fendmeno ndo foi observado nos demais derivados 4-tiazolidinonas ndo
substituidos pela falta do carbono assimétrico (KUCUGUZEL et al., 2006; KUCUGUZEL et
al., 2002). Além disso, os protons da funcdo azometina CH=N foram observados na regido
entre 7.82-8.42 6 ppm (BENMOHAMMED et al., 2014).
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Figura 25 — Espectro de RMN *H para o 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(naftaleno-
1-il)-tiazolidin-4-ona (LglT/LTC-54), destacando-se os deslocamentos quimicos referentes aos grupos
CH=N e CH, (DMSO-ds; 300 MHz).
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Figura 26 — Espectro de RMN H para o 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-3-(naftaleno-1-il)-
tiazolidin-4-ona (LglT/LTC-55), destacando-se os deslocamentos quimicos referentes ao hidrogénios
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Para uma melhor visualizagdo dos resultados obtidos na espectroscopia de RMN H, a
Tabela 16 mostra os principais deslocamentos quimicos observados para 0s compostos 4-
tiazolidinonas.

Tabela 16 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN H para os
compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos.

Compostos CH=N SCH2 Outros
LqIT/LTC-54 8.07 4.41-4.33 -
LqIT/LTC-55 8.27 4.38-4.21 -
LqlT/LTC-56 7.82 411 2.37 (CHa)
LqIT/LTC-57 8.42 4.07 2.38 (CHs)

A espectroscopia de RMN *3C para os derivados 4-tiazolidinonas ndo substituidos na
posicdo 5 apresentou o carbono do grupo carbonila (C=0), metilénico (SCH2), (C=N)
azometinico e exociclico nos deslocamentos quimicos variando entre 171.9-172.3 & ppm,
32.1-32-4 6 ppm, 153.2-153.8 & ppm, 154.4-161.5 & ppm, respectivamente. Estes resultados
corroboram com os estudos de Kigikguzel et al. (2002), evidenciando o fechamento do anel
das estruturas ciclizadas a partir dos compostos tiossemicarbazonas. A Figura 27 representa o
espectro de RMN *C para o composto LqgIT/LTC-55, mostrando as ressonancias dos 4tomos
de carbono da carbonila (C=0) e do metileno (SCH2) do anel 4-tiazolidinona. Os
deslocamentos quimicos referentes aos carbonos aromaticos e indolicos estdo de acordo com
0s respectivos compostos. Os principais sinais referentes as ressonancias dos carbonos,
obtidos na espectroscopia de RMN *3C dos compostos 4-tiazolidinonas podem ser observados
na Tabela 17.
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Figura 27 — Espectro de RMN **C para o composto LqIT/LTC-55, ilustrando as ressonancias dos
atomos de carbono da carbonila (C=0) e do metileno (CH2) do anel 4-tiazolidinona (DMSO-ds; 100

MH2z).
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Tabela 17 — Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN H para os
compostos da série 2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-tiazolidina-4-ona substituidos.

Compostos NC=0 C=N CH=N SCH:2
LglIT/LTC-55 172.3 161.5 153.8 32.4
LqIT/LTC-56 171.9 - 153.2 -
LqIT/LTC-57 172.0 154.4 153.7 32.1

5.9 Estudo Bioldgico
5.10 Atividade Antiproliferativa

Os compostos sintetizados nesse estudo, pertencentes as classes das
tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas, foram avaliados para sua atividade antiproliferativa in
vitro frente a 7 linhagens celulares tumorais humanas derivadas de 7 tipos de isolados clinicos
de céncer (SNC, mama, ovario, renal, pulméo, cdlon e leucemia), de acordo com o0s
protocolos estabelecidos pelo NCI (BOYD e PAULL, 1995). A linhagem celular ndo-tumoral
HaCaT (queratinocito humano imortalizado) foi inserida na avaliagdo da atividade

antiproliferativa para simular células humanas normais, uma vez que as células imortalizadas
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compartilham com as células tumorais a caracteristica de mitose rapida, no entanto, ausente
de oncogenes.

Este ensaio in vitro permite avaliar a atividade antitumoral através da exposicao de
células tumorais humanas, em fase exponencial de crescimento com diferentes concentracdes
dos compostos sintetizados. Além disso, observar se essas moléculas induziram a interrupcao
na taxa de crescimento sem morte celular (atividade citostatica), se provocou a morte celular
(atividade citocida) ou estimulou a proliferagéo celular.

A atividade antiproliferativa é representada pelo Glso (concentracdo molar do
composto que inibe 50% do crescimento celular). Desse modo, foi verificado para todos 0s
compostos testados que o valor da média de Glso variou entre 1.01 uM (LqIT/LT-51) - 84.65
UM (LgIT/LTC-57). Os resultados de Glso para todas as moléculas nas linhagens avaliadas

estdo resumidos na Tabela 18.

Tabela 18 — Valores de Glso (UM) para os derivados inddlicos-tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas.

Linhagens LT-50 LT-51 LT-53 LTC-54 LTC-55 LTC-56 LTC-57 LT-58 LT-59 DOX

U.251 7.32 0.92 8.11 48.81 72.52 54.71 90.16 7.49 7790 0.08
(glioma)

MCF-7 0.95 <0.726 2.52 6.06 34.88 59.52 >100 6.81 1554  0.04
(mama)

K-562

. 6.18 0.01 0.16 12.41 38.57 0.01 >100 2.12 0.17 0.42
(leucemia)

786-0

(rim) 6.56 <0.726 3.99 29.09 62.08 39.85 79.14 7.58 76.29  0.06
NCI/ADR-
res (ovario, 6.99 <0.726  11.72 >100 >100 96.60 >100 8.48 >100 0.05
resisténcia)
OVC,A.R_3 1.60 <0.726 3.88 5.12 25.74 98.50 >100 8.22 >100 0.12
(ovério)

HT-29

, 6.56 0.01 1.45 27.34 96.86 >100 >100 7.87 >100 0.13
(c6lon)
HaCaT*
(queratindcito  6.15 <0.726 0.99 6.23 62.98 54.00 >100 8.85 >100 0.51
humano)

* Linhagem celular ndo-tumoral.

Neste estudo, foi adotado o critério de poténcia para os compostos testados, 0s

mesmos parametros empregados por Fortes et al. 2016, onde os compostos com Glsg < 3 uM
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foram considerados como altamente ativos e aqueles que possuiram valores de Glso entre 3-6
MM foram analisados como possuindo boa atividade. Os compostos com Glsp entre 6-12 uM
foram considerados com moderada atividade. E 0s que apresentaram valores de Glso entre 12-
24 1M, com baixa atividade e aqueles com Glso superior a 24 uM, considerados inativos.

Das moléculas sintetizadas, os derivados indodlicos-tiossemicarbazonas exibiram
promissora atividade antiproliferativa, destacando os derivados LgIT/LT-50, LqIT/LT-51 e
LqIT/LT-53 (Figura 28), os quais apresentaram valores de média de Glso= 5.29, 1.01 e 3.81
KM, respectivamente. O composto LqIT/LT-51 foi o mais ativo da série, se destacando frente
as linhagens de co6lon (HT-29) e leucemia (K-562) com valores de Glso=0.01 uM, para ambas
as linhagens. Ja o composto LglT/LT-50 demonstrou atividade frente as linhagens de mama
(MCF-7, Glso=0.95 uM) e ovério (OVCAR3 Glso = 1.60 uM).

Os compostos LglT/LT-50 e LqIT/LT-51 apresentam caracteristicas relevantes em
suas estruturas. Além do esqueleto da tiossemicarbazona, ambas as moléculas possuem ainda
o0 grupamento 1-naftil substituido na posi¢do N-4 da tiossemicarbazona e o nucleo do indol
(presente também nos demais derivados), evidenciando apenas uma diferenca, o atomo de
bromo como substituinte deste nucleo heterociclo na posicdo 5 do anel. A importancia do
grupamento naftil esta relacionado ao aumento da lipofilicidade do composto (Tabela 19), o
que facilitaria o transporte através das membranas bioldgicas, assim, permitindo a interacdo
do composto com seu alvo biolégico (CONGIU e ONNIS, 2013). Adicionalmente, no
composto LqlT/LT-51, verifica-se a auséncia da substituicdo do nucleo indol pelo 4&tomo de

bromo quando comparado ao LglT/LT-50.

Figura 28 — Estrutura dos derivados ind6licos LqlT/LT-51, LglT/LT-50 e LgIT/LT-53.
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Tabela 19 — Valores de LogP para os derivados inddlicos-tiossemicarbazonas.

Composto R: R> LogP

R4 —
o
N
H

NH-RZ

LglT/LT-50 Br 5.25

LglT/LT-53 Br 3.91

LglT/LT-58 Br 4.60

“CL
O
0

LglT/LT-59 H 3.77
R, o
N
Nd\
] S
— N
R4
\)
N
H

5.63
LglT/LTC-54 Br

“CL
“CL

LglT/LTC-56 Br 5.12

LglT/LTC-57 H 4.29
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Estudos demonstram a importancia da substituicdo por halogénios no anel indol para
um aumento da atividade antiproliferativa (SALEH et al., 2014; SAITO et al., 2011). No
entanto, neste trabalho, este ndo parece ter sido o fator principal para o incremento da
atividade antiproliferativa. O fato se deve a relevancia da presenca do nucleo indol na relagédo
estrutura-atividade, e isto é corroborado através dos numeros, onde cerca de 80% das
moléculas candidatas a firmacos possuem em sua estrutura nucleos heterociclos, dentre eles o
indol (MACK et al., 2010). O composto LqlIT/LT-53, de maneira semelhante ao LqIT/LT-51,
evidencia a auséncia da substituicdo na posi¢do 5 do ndcleo indol. A diferenca entre esses
compostos é observada no nitrogénio 4 da tiossemicarbazona pela presenca da substituicdo 1-
naftil, o qual é possivel correlacionar a existéncia deste grupamento com efeito estérico. O
LqlIT/LT-53 apresentou atividade citostatica frente as linhagens K-562 (Glso= 0.16 uM) e HT-
29 (Glso=1.45 pM).

As demais tiossemicarbazonas avaliadas, LqlT/LT-58 e LqIT/LT-59, revelaram
resultados paradoxais. Enquanto o LqIT/LT-58 (média de Glsp > 7.17 pM) apresentou
atividade citostatica moderada para a grande maioria das linhagens testadas, o LqlT/LT-59
(média de Glsg > 41.73 uM) foi inativo frente a 7 linhagens tumorais. Ambos 0s compostos
foram altamente ativos para a linhagem K-562 onde foi possivel observar resultados como
Glso= 2.12 uM para 0 LgIT/LT-58 e Glso= 0.17 uM para o LqIT/LT-59, onde nesse ultimo
caso a atividade antiproliferativa foi especifica para essa linhagem. A introducdo de um grupo
espacador alifatico de dois carbonos entre 0 N-4 da tiossemicarbazona e o anel fenil, como
encontrado em ambos os derivados, parece ndo ter exercido efeitos positivos para a atividade
antiproliferativa. Tal resultado também pode ser observado nos trabalhos de Oliveira et al.
(2015) onde esta substituicdo ndo favoreceu ao incremento da atividade citostatica dos
derivados 2-tiofeno-tiossemicarbazonas.

Complementarmente, dados na literatura revelam as tiossemicarbazonas possuindo
como alvo bioldgico o ferro. Este metal esté relacionado em sua maior quantidade as células
cancerigenas, tais como as células leucémicas (LE e RICHARDSON, 2002; GOU et al.,
2016). O aumento de ferro nas células neoplasicas reside no fato destas demandarem seu
maior consumo pela presenca de enzimas envolvidas com a sintese de DNA e a proliferagdo
celular requererem este metal como co-fator (ANDREWS, 1999). Assim, neste trabalho foi
possivel observar que todos 0s compostos tiossemicarbazonas testados apresentaram 0S
melhores valores de Glsg frente as células leucémicas (Tabela 15) quando comparado com as

outras linhagens tumorais testadas.
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As 4-tiazolidinonas avaliadas neste estudo sdo produtos de uma modificacdo
bioisostérica ndo classica empregada como técnica no planejamento de farmacos. No entanto,
essa modificacdo estrutural ndo foi benéfica para a atividade antiproliferativa dos derivados
avaliados neste estudo. Os compostos LQIT/LTC-54 e LqIT/LTC-55 (Figura 29) sdo
bioisosteros ndo classicos do LglT/LT-50 e LqIT/LT-51, respectivamente. E possivel
observar, através dos valores da média de Glso (LqIT/LTC-54 > 19.29 uM versus LqIT/LT-50
> 529 puM e LgIT/LTC-55 > 56.23 puM versus LqgIT/LT-51 > 1.01 pM) que o
comprometimento dos atomos do sistema NNS da tiossemicarbazona para a formacéo do anel
da 4-tiazolidinona causou uma diminuicdo drastica na resposta biolégica. Adicionalmente, é
possivel notar uma boa atividade antiproliferativa do composto LqIT/LTC-54 para as
linhagens MCF-7 (Glso= 6.06 uM) e OVCARS3 (Glso= 5.12 uM), no entanto, ainda inferiores
aos resultados encontrados para o composto LgIT/LT-51 (ver tabela 15). J& o composto
LgIT/LTC-55 foi inativo para todas as linhagens testadas. Os compostos LqIT/LTC-56 e
LqIT/LTC-57 sdo biois6steros ndo classicos do LgIT/LT-53 os quais possuem em sua
estrutura a substituicdo p-toluil. Mais uma vez, pode ser observado a inatividade dos
compostos frente a todas as linhagens tumorais testadas, a excecdo da linhagem de K-562 em
que o composto LgIT/LTC-56 apresentou um valor de Glso= 0.01 uM.

As 4-tiazolidinonas se apresentam como estruturas privilegiadas no desenvolvimento
de novas moléculas com atividade anticancer (RASHID et al., 2014; SALA et al., 2013).
Entretanto, a formacdo deste nucleo heterociclo a partir de derivados tiossemicarbazonas
parecem ndo exercerem aumento da atividade bioldgica, como apresentado nos trabalhos de
Costa et al. (2015), corroborando com os resultados do presente estudo, onde os derivados
LqIT/LTC-54 — LgIT/LTC-57 se mostraram inativos frente as linhagens testadas.

Esses resultados podem ser justificados pela conservacdo do sistema NNS das
tiossemicarbazonas serem importantes como centros doadores de ligacdo de hidrogénio com o
alvo biol6gico (PAPE et al., 2016). De fato, isto é constatado com trabalhos de Bisciglie et al.
(2015), em que a formacao de complexos metalicos com tiossemicarbazonas produziu a perda
do equilibrio tautomérico tiol-tiona e, consequentemente, a diminuicdo da atividade

antiproliferativa in vitro.
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Figura 29 — Tiossemicarbazonas LgIT/LT-50 e LqIT/LT-51 e suas respectivas ciclizagdes.
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Além disso, a ciclizacdo da tiossemicarbazona leva a restricdo da conformacéo
molecular. A formacdo de um anel tiazolidinona, a presenca de um grupo funcional rigido
(=N-N=) e o impedimento estérico por grupamentos volumosos, tais como p-toluil, 1-naftil e
o indol impossibilitaram a alteracdo conformacional da molécula.

A estratégia de planejamento de farmacos por rigidificacdo molecular contribui para a
seletividade do farmaco ao seu receptor bioldgico, visto que a restricdo da conformacéo
direciona o composto bioativo para um alvo especifico (PATRICK, 2013). No presente
estudo, 0 aumento da atividade com os derivados ndo ciclizados sugere que a maior
flexibilidade conformacional das tiossemicarbazonas possa favorecer a interacdo com
diversos alvos bioldgicos, e, por conseguinte, resultados satisfatorios no ensaio

antiproliferativo in vitro.

5.11 Estudo de interacdo do DNA

Moléculas pequenas se ligam ao DNA e alteram e/ou inibem o seu funcionamento, o

gue o torna um alvo terapéutico para varios farmacos em uso clinico ou que estdo em ensaios
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clinicos avangados (SIRAJUDDIN, ALI e BADSHAH, 2013). Nesta perspectiva, como 0
derivado inddlico-tiossemicarbazona LglT/LT-51 foi o mais promissor da série no ensaio
antiproliferativo in vitro, foi também avaliado quanto a sua interagdo com ctDNA, monitorada
através de espectrofotometria de absorcdo UV-Visivel. A Figura 30 apresenta o espectro de
absorcdo do LglIT/LT-51 com a concentragédo de 25 pM na auséncia e presenca de ctDNA (0-
100 pM).

Figura 30 — (a) Espectro de absor¢do do LgIT/LT-51 (25 uM) com concentragdes crescentes de
CtDNA (0-100 uM). [ctDNA] = 0 (preto), 10 (vermelho), 20 (verde), 40 (amarelo), 60 (azul), 80 (rosa)
e 100 (azul claro) pM. Seta ( X ) se refere ao efeito hipercromico. (b) Grafico correspondente a
[DNA]/(ea-¢5) em fungéo da concentracdo crescente do ctDNA.
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O LqgIT/LT-51 apresentou o pico maximo de absorcdo em 334 nm. A adicdo de
ctDNA a solucdo néo resultou em alteracGes caracteristicas no comprimento de onda no pico
méaximo de absorc¢do, isto é, ndo apresentou efeito batocrémico (desvio para o vermelho) ou
efeito hipsocrémico (desvio para o azul). Entretanto, foi observado que a presenca e 0s niveis
crescentes da concentracdo de ctDNA aumentou a absorcdo (efeito hipercromico),
apresentando valor de hipercromicidade em torno de 13% na concentracdo de 100 uM de
CtDNA (Tabela 15). Shahabadi e Heidari (2012) mostraram resultados similares entre a
interacdo do DNA e o farmaco metformina exibindo efeito hipercromico de 9.7%.

Os efeitos hipocrdomico e hipercromico sdo caracteristicos da alteracdo da
conformacéo da dupla hélice do DNA, apos a ligacdo com o composto (LAFAYETTE et al.,
2013). Geralmente, o hipocromismo combinado com o desvio para o vermelho séo
considerados como indicacdo da intercalacdo de pequenas moléculas ao DNA devido ao

empilhamento dos cromdforos entre as bases nucleotidicas (ALMEIDA et al., 2015;
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SIRAJUDDIN, ALI e BADSHAH, 2013; WANG et al., 2011). A presenga de um Unico efeito
hipercromico sugere uma forma diferente de intercalacdo entre o derivado LqIT/LT-51 e o
DNA. O hipercromismo reflete as mudancas na conformacéo da estrutura do DNA que ocorre
apos sua interacdo com o farmaco (KASHANIAN e DOLATABADI, 2009). A forca da
interacdo causa desorganizagédo da estrutura helicoidal do DNA, provocando desnaturacéo da
estrutura e resultando no aumento da absorbancia (ALEKSIC e KAPETANOVI, 2014).

O modelo de McGhee e Von Hippel (1974) foi utilizado para estimar o valor da
constante de ligacdo (Kb) do espectro. O composto LgIT/LT-51 liga-se ao ctDNA com o
valor da constante de ligacdo em 4.3 x 10* M (Tabela 20). Os valores da constante de ligacéo
para intercaladores tipicos e corantes organicos interagindo com o DNA estdo na faixa de 10*
a 10% M (IHMELS e OTTO, 2005) e indicam uma ligacdo de forca moderada com o DNA
(JANGIR et al., 2012).

Tabela 20 — Dados da espectroscopia de absor¢do UV-vis do composto LgIT/LT-51 com o ctDNA (0-
100 uM).
Composto Mmax livre  Amax ligado  Coeficiente de extingdo  Hipercr. (%) K, (M1)P
molar (g, M?)

LqIT/LT-51 334 nm 334 nm 18.440 13 4.3 x 10

a8 Hipercromismo resultante da formacdo do complexo entre o composto LgIT/LT-51 (25 uM) e ctDNA (100
H1M) em comparagdo com os ligantes livres.
b, Ky, constante de ligacéo obtida entre o LqIT/LT-51 e o ¢tDNA (0-100 puM).

Diversos estudos de interacdo com o DNA revelaram que o aumento da afinidade da
ligacdo com o ctDNA é resultado da influéncia positiva dos grupos doadores de hidrogénio
(HASSAN et al., 2016; PAKRAVAN e MASOUDIAN, 2015; BENNER et al., 2014). E isto é
confirmado em virtude da presenca dos grupos NH na estrutura da hidrazina-carbotioamida
do composto LgIT/LT-51, influenciando moderadamente a constante de ligag&o ao ctDNA.

Os derivados de hidrazina e semicarbazida foram sintetizados e analisados para
verificacdo da interagdo com o DNA por métodos de espectroscopia do UV-Vis e técnicas de
IV, evidenciando a importancia significativa desses scaffolds para a ligagdo ao DNA
(JANARDAN et al., 2014).

Recentemente, Almeida et al. (2015) mostrou a intercalacdo do derivado 2-(acridina-9-
il-metileno)-N-(naftaleno-1-il)hidrazina-carbotioamida com a constante de ligag&o no valor de
8.47 x 10° M, onde foi possivel evidenciar a relevancia da presenca do anel 1-naftil e do
grupo hidrazina-carbotioamida na interacdo com o DNA. Além disso, a relacdo entre a
presenca estrutural do anel acridinico e o composto LgIT/LT-51 apresentar o heterociclo indol



138

e o0 grupo 1-naftil, corroboram com a importéncia da planaridade do anel aromético para o
aumento da afinidade com o DNA (RESCIFINA et al., 2014).

A interacdo do LqlT/LT-51 com DNA foi confirmada através da espectroscopia de
emissdo da fluorescéncia utilizando o aumento ou diminuicdo da intensidade da fluorescéncia
para se obter o comprimento de onda o qual o derivado emite luz e a partir deste resultado
verificar a supressao da fluorescéncia do composto apds a ligacdo com o DNA. Os estudos de
fluorescéncia podem fornecer informacBes sobre a ligagdo de pequenas moléculas com
biomacromoléculas em nivel molecular, tais como mecanismo de ligacdo e a constante de
supressdo da fluorescéncia (GENG et al., 2013; Bl et al., 2012).

Os espectros de fluorescéncia foram monitorados com concentracao fixa do composto
LqIT/LT-51 (15 uM) e concentragdes crescentes de ctDNA (0-100 pM). A Tabela 21
apresenta os dados de emissdo da fluorescéncia do derivado indolico-tiossemicarbazona com
propriedades de emissdo e excitagcdo nos comprimentos de onda de 435 e 335 nm,
respectivamente. Os resultados mostraram a diminuicdo da emissdo da fluorescéncia do
composto LqlIT/LT-51 na presenca do ctDNA (Tabela 21).

A supressao da intensidade da fluorescéncia na presenca do DNA pode ser observada
quando estdo envolvidos ligantes do sulco (JOSHI et al., 2014; MATTI et al., 2013),
interacOes eletrostaticas (PAU e GUCHHAIT, 2011), ligacGes de hidrogénio (LU et al., 2010)
ou interacOes hidrofdbicas (CUI et al., 2011; KURBANOGLU et al., 2016).

Tabela 21 — Dados da espectroscopia de emisséo de fluorescéncia do composto LgIT/LT-51 (15 uM) e
concentragdes crescentes de ctDNA (0-100 uM).

Composto ) excitagio )\ emissio Ksv (M1)2

LqlT/LT-51 335 nm 435 nm 1.19 x 10°

4 Ksv, Stern-Volmer, constante de supressdo da fluorescéncia obtida a partir da extincdo da
fluorescéncia do ctDNA por LqlT/LT-51.

A analise quantitativa da fluorescéncia foi determinda através do grafico da
intensidade relativa da fluorescéncia versus a concentracdo do ctDNA (Figura 31), obtendo-se
a Ksv pela equagédo de Stern-Volmer (LAKOWICZ, 2006). O derivado LqIT/LT-51
apresentou Ksv = 1.19 x 10° M, confirmando a interagdo com o ctDNA (SIRAJUDDIN, ALI
e BADSHAH, 2013).

De acordo com estudos de Lafayette (2016), o derivado indolico 3-amino-5-(1H-indol-

3-ilmetileno)-2-tioxo-tiazolidin-4-ona apresentou 0 maior valor para supressdo da emissao
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com Ksv = 1.81 x 10* M, assim assegurando a participagdo do grupamento NH inddlico na

interacdo com os pares de bases nucleotidicas do DNA.

Figura 31 — (a) Espectro de fluorescéncia do composto LgIT/LT-51 (15 uM) com concentracdes
crescentes de ctDNA (0-100 uM). [ctDNA] =0 (preto), 10 (vermelho), 20 (verde), 40 (amarelo), 60
(azul), 80 (rosa) e 100 (azul claro) pM. Seta (y) se refere a supressdo da fluorescéncia. (b) Grafico
correspondente a intensidade relativa de fluorescéncia da ligacdo do composto ao ctDNA.
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Alguns intercaladores possuem substituintes volumosos préximos a por¢édo
intercaladora, estes substituintes sdo acomodados no sulco maior e no sulco menor quando
ligados ao DNA. Este tipo de intercalagdo ¢ denominado “threading” (RESCIFINA et al.,
2014). O composto LgIT/LT-51 possui na sua estrutura o grupamento volumoso 1-naftil
substituido na posicdo N-4. Além disso, apresenta o sistema NNS da tiossemicarbazona e o
NH do nucleo indol, os quais podem atuar como centros de ligacdo de hidrogénio. Dessa
forma, poderia sugerir uma intercalagdo “threading” para esta molécula.

Em adicdo a isto, o derivado indélico-tiossemicarbazona apresentou na anédlise da
espectroscopia de absorcdo do UV-vis, efeito hipercromico sem deslocamento do
comprimento de onda e Kb na faixa de 10 indicativo de intercalacdo, mas uma forma
diferente de intercalagdo (KASHANIAN e DOLATABADI, 2009). No entanto, a confirmacao
do tipo da interacdo apenas podera ser afirmada com a realiza¢do do estudo de espectroscopia
do dicroismo circular, onde é possivel observar se ocorreu alteragcdes na estrutura da dupla
hélice e/ou na regido dos sulcos do DNA.

Fendmenos que conduzem a supressdao da emissdo da fluorescéncia refletem a

interacdo entre o composto e 0 ctDNA, e isto é condizente com os resultados apresentados na
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andlise da espectroscopia de absor¢do (GAO et al., 2010). Ambas as constantes Stern—\Volmer
(Ksv) e de ligacdo (Kb) do LgIT/LT-51 indicam extin¢do estatica, devido a formagdo do
complexo entre o composto sintetizado e o ctDNA. De modo complementar, a reducédo da
emissdo de fluorescéncia do LqgIT/LT-51 foi acompanhada por uma mudaca aparente no
comprimento de onda maximo na gama de 8 nm (A\ = 8 nm), caracterizando sua liga¢do ao

CtDNA (CUI et al., 2014).
5.12 Inibicdo da Topoisomerase lla

A topoisomerase Il é reconhecida como um importante alvo bioldgico para descoberta
de novos farmacos anticancer (NITISS, 2009). Com a evidente participacdo do nucleo indol e
do grupo 1-naftil presentes na estrutura do composto LgIT/LT-51 nos resultados da atividade
antiproliferativa in vitro e interacdo com o DNA. Este derivado indolico-tiossemicarbazona
foi selecionado para o estudo da capacidade de inibicdo da topoisomerase llo, com a
finalidade de investigar um possivel mecanismo de acdo para esse novo composto. Neste
sentido, o LqIT/LT-51 foi testado no ensaio do DNA de plasmideo pUC19. Este teste consiste
em avaliar a atividade enzimatica topoisomerase Ilo. na auséncia e na presenca da molécula
sintetizada, seguido por anélise de eletroforese em gel de agarose (ALMEIDA et al., 2016).

Como demonstrado na Figura 32, o DNA circular de plasmideo pUC19 pode existir
em trés diferentes conformacg6es topologicas: DNA circular superhelicoidal, DNA circular
relaxado e DNA linear. Todos com a sequéncia idéntica, mas migram em taxas diferentes no
gel de agarose. Em virtude da sua natureza compactada, 0 DNA superhelicoidal migra mais
rapido através do gel agarose, em comparacdo ao DNA linear e 0 DNA relaxado (migracéao
mais lenta).

Desse modo, quando a enzima topoisomerase lla atua, 0 DNA de plasmideo migra
como uma Unica banda e mais lentamente na forma relaxada. Em contraste, a inibicdo da
topoisomerase llo resulta no padrdo de banda similar ao DNA de plasmideo (Linha 1. Figura
32), por apresentar a banda de migracdo do DNA superhelicoidal.

A atividade do LqIT/LT-51 como inibidor Topo lla foi visualizada através da
formacdo de topoisémeros (moléculas com tamanho e sequéncias idénticas, mas diferem na
topologia) nas concentragfes de 50 e 100 de uM. Ambas as concentragdes avaliadas nédo
induziram a inibicéo total similar ao controle positivo m-AMSA. O padrdo de migracao da m-
AMSA mostra a formacdo do DNA linear (quebra do DNA circular), resultado do efeito
inibitorio da religacdo das fitas do DNA clivadas pela enzima topoisomerase (complexo de

clivagem). Os farmacos inibidores da Topo Il podem ser divididos em dois grupos: “os
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venenos de topoisomerase” que formam um complexo ternario farmaco-enzima-DNA,
induzindo quebras sucessivas no DNA, inibindo a religacdo dessas clivagens e conduzindo a
apoptose de células cancerigenas. E os inibidores Topo Il os quais inibem diretamente a
atividade catalitica ATPase da enzima (NITISS, 2009).

Figura 32 — Ensaio da Inibicdo da Topoisomerase 11 do composto LgIT/LT-51.

Linha 1. DNA pUC19; Linha 2. DNA pUC19 + Topoisomerase IlI; Linha 3. DNA pUC19 +
Topoisomerase 1l + m-Amsa (100 uM); Linha 4. DNA pUC19 + Topoisomerase Il + composto
LqIT/LT-51 (100 uM); Linha 5. DNA pUC19 + Topoisomerase Il + m-Amsa (50 uM); Linha 6. DNA
pUC19 + Topoisomerase Il + composto LgIT/LT-51 (50 uM).
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O sitio ativo das enzimas topoisomerases é rico em arginina e lisina com carga
positiva condensada permitindo interacdes eletrostaticas com os grupos fosfato do DNA
carregados negativamente (ABDEL BAR, 2009). O derivado LqIT/LT-51 possui
grupamentos possiveis de formar interagdes entre 0 DNA e a Topo lla. Além disso, Huang et
al. (2010), mostraram através de estudos de modelagem molecular que as tiossemicarbazonas
possuem o sistema hidrazina-carbotioamida se posicionando na entrada do sitio ativo da
enzima e um atomo de nitrogénio realizando forte ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral
NH da lisina. No entanto, o LgIT/LT-51 por apresentar substituintes volumosos na sua
estrutura (indol e 1-naftil) pode ocasionar um impedimento estérico na sua conformacdo,
interferindo a interacdo com o sitio ativo da enzima, o que resultou na inibicdo parcial da
Topo lla (Figura 32). Contudo, isto poderd ser confirmado com estudos de modelagem
molecular, onde de fato é analisado as possiveis interaces entre 0 composto LglT/LT-51 e a
topoisomerase lla.

Além disso, as tiossemicarbazonas atuam frente a topoisomerase Illo sendo capaz de
causar inibicdo do efeito catalitico da enzima (YALOWICH et al., 2012). Huang et al. (2010),
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propuseram o mecanismo de inibicdo através do estudo de modelagem molecular em que as
tiossemicarbazonas interagiram com o dominio ATPase da enzima bloqueando a hidrolise do
ATP. Os derivados indolicos também exibem atividade inibitoria frente a topoisomerase 11. A
série indenoindolona-tiosemicarbazonas foi sintetizada e avaliada o seu potencial inibitério
Topo Il (KASHYAP et al., 2013).

Nesta perspectiva, o presente trabalho mostrou o derivado inddlico-tiossemicarbazona
LgIT/LT-51 apresentando interacdo ao DNA nos ensaios de espectroscopia de absorbancia no
UV-vis e emissdo de fluorescéncia, e sabe-se que os intercaladores de DNA podem interferir
significativamente com a funcdo da topoisomerase por uma inibi¢do interfacial, onde o
composto se liga entre 0 DNA e a enzima formando um complexo ternério e induzindo a
morte celular (MARCHAND e POMMIER, 2012). Estes resultados envolvendo atividade
anticancer de tiossemicarbazonas e indois possibilitam o planejamento de novos inibidores
Topo Il e o desenvolvimento de agentes terapéuticos para o cancer associando alvos
biolégicos como, a topoisomerase e 0 DNA.

5.13 Anélise da Apoptose

Com a finalidade de analisar a influéncia do derivado inddlico tiossemicarbazona
LgIT/LT-51 em linhagens tumorais humanas, a linhagem de adenocarcinoma colorretal (HT-
29) foi selecionada para proceder o experimento de verificacdo da morte celular por ter
demonstrado maior sensibilidade no ensaio antiproliferativo in vitro com SRB. O composto
LqIT/LT-51 se destacou frente a linhagem de HT-29 com valor de Glso=0.01 uM (ver Tabela
16).

Na primeira etapa do teste foi avaliada a capacidade de inducdo da exposicdo de
fosfatidilserina (PS) (marcada com Anexina-V-PE), caracteristico da morte celular apoptotica,
juntamente com a analise da integridade da membrana celular (marcada com 7-AAD).
Durante o estagio inicial de morte celular, a anexina-V liga-se a PS translocada para face
externa da membrana, enquanto que a 7-AAD liga-se ao DNA ap0s a perda da integridade da
membrana, indicando o estagio tardio de morte celular, isto ocorre se as células estiverem
duplamente coradas. As células marcadas apenas com 7-AAD sao consideradas debris.

O tratamento com LqIT/LT-51 (5, 20, 30 ¢ 50 uM) conduziu a morte celular
concentracdo-dependente nas células de HT-29 durante 24 horas por ter diminuido a
viabilidade celular em 25.5, 26.5, 43.6 e 76.2%, nas respectivas concentracoes (Figura 33). Na
menor concentragdo utilizada (5 uM), foi possivel observar o estagio inicial da morte celular,

com 12.6 + 1.6% de células apresentando exposi¢do de PS e sem a perda da integridade da
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membrana. Para 0s outros tratamentos, as células foram analisadas no estagio tardio de morte
celular,com 14.4 £ 1.1, 26.9 + 2.6 e 43.6 + 1.6% de células nas concentragdes de 20, 30 e 50
uM do composto LqIT/LT-51, respectivamente, e apresentando ambos a exposi¢do de PS e o
comprometimento da integridade da membrana (Figura 33).

O ensaio de externalizacdo de PS detectou quatro categorias celulares: (a) Células
viaveis, sem disfuncdo da membrana e ndo foram fluorescentes (Anexina(-)/7- AAD(-)); (b)
Apoptdticas, mas vidveis (Anexina(+)/7-AAD(-)), foram coradas com anexina-V, mas nao
com 7-AAD; (c) Células marcadas ambos com anexina-V e 7-AAD (Anexina(+)/7-AAD(+)),
possuem principalmente algum grau de integridade da membrana, embora apresentem a
permeabilidade danificada ainda se coram com a anexina-V (d) Células n&o-viaveis
(Anexina(-)/7-AAD(+)), apresentam a perda completa da integridade da membrana e séo
incapazes de se ligar a anexina-V.

Dessa forma, os resultados sugerem que o tratamento com LqIT/LT-51 induziu a
morte celular concentracdo-dependente. Possivelmente, através da apoptose, por ter ocorrido a

externalizacao da fosfatidilserina antes de perder a integridade da membrana.

Figura 33 — Inducgdo da morte celular por LgIT/LT-51 em células da linhagem tumoral HT-29.

As células foram tratadas durante 24 horas com o veiculo (DMSO 0.1%) e LqIT/LT-51 (5, 20, 30 e 50
uM). Os resultados foram apresentados como média = desvio padrio de dois experimentos
independentes em triplicata, na porcentagem das células coradas apenas com anexina-V (estagio
inicial de morte celular), duplamente coradas com anexina-V e 7-AAD (estagio tardio de morte
celular), coradas apenas com 7-AAD (células mortas ou debris celulares) e ndo-coradas (células
viaveis). Um total de 5000 eventos foram coletados por experimento. ANOVA seguido por teste de
Turkey. **p < 0.01, ***p < 0.001, estatisticamente diferente do veiculo.
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5.14 Andlise do Ciclo celular

No presente estudo, a influéncia do LqIT/LT-51 sobre o ciclo celular da linhagem HT-
29 foi avaliada e identificada as células em quatro fases diferentes do ciclo, baseado na
quantidade de DNA: G1 - antes da sintese e duplicacdo de DNA, quando as células
certificam-se que as condig¢des sdo favoraveis para divisdo celular, S - sintese do DNA, G2/M
— quando as células apresentam a duplicacdo do DNA e estdo preparadas para a mitose, e a
fase Sub-G1 - onde as células possuem menor quantidade de DNA devido a fragmentacdes do
DNA durante o processo de destrui¢do celular ou interrupgéo da realizag&o do experimento.

Nesse experimento, as celulas foram tratadas com as duas concentragfes mais baixas
(5 ¢ 10 uM), com a finalidade de miminizar os efeitos citotoxicos e a acumulagdo de células
na fase Sub-G1. A linhagem HT-29 também foi tratada com a concentracdo intermediaria
citotoxica (30 uM), no propdsito de observar se a mesma afeta o ciclo celular antes de induzir
a parada da fase Sub-G1. Cochicina (1.25 nM) foi utilizada como controle positivo, por
promover a parada do ciclo celular na fase G2/M.

Interessantemente, todas as concentragcdes produziram a interrupcdo na fase G2/M e
com o efeito mais pronunciado nas menores concentracdes (Tabela 22). Este efeito foi
acompanhado por diminuigédo da populacdo na fase G1, seguindo o mesmo perfil apresentado
pela Colchicina (Tabela 22). Colchicina € um composto natural conhecido por se ligar a
tubulina, um componente do microtdbulo, conduzido a sua desestabilizacdo e assim
impedindo as células progredirem para a mitose (RAVELLI et al, 2004). De acordo com
Jordan e Wilson (2004), os agentes que tem como alvo os microtibulos induzem a parada do
ciclo na fase G2/M seguida por apoptose. De fato, o tratamento com 30 uM do LqIT/LT-51,
concentracdo citotoxica como mostrado na Figura 33, também promoveu a parada do ciclo
celular na fase G2/M. Dessa forma, sugerindo que o derivado indélico-tiossemicarbazona
induziu a interrupcdo em G2/M das células HT-29, impedindo-as de entrarem na mitose, e
consequentemente conduzido a morte celular.

Além disso, existe uma relacdo entre a inibicdo da Topo Il e a interrupcdo do ciclo
celular. Estudos mostraram que a parada do ciclo celular na fase G2/M ocorreu em células
cancerigenas tratadas com os “venenos da topoisomerase” (BUCHER, 2008). Esta correlagédo
se deve ao fato da enzima topoisomerase lla se encontrar superexpressa na fase G2/M do
ciclo (BISCEGLIE et al., 2014). Desse modo, € possivel sugerir um mecanismo de acdo para

o0 derivado indolico-tiossemicarbazona LqIT/LT-51, ja que o composto apresentou inibicdo
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parcial da topoisomerase lla (ver Figura 32), e consequentemente a parada do ciclo celular na
fase G2/M.

Os derivados tiossemicarbazonas sdo relatados por inibirem a Topo Il
(PRABHAKARAN et al., 2013; BISCEGLIE et al., 2014) e esta inibicdo também pode
associar-se com a interacdo a0 DNA, visto que os farmacos “venenos de topoisomerase”
formam um complexo ternério entre a enzima-DNA-farmaco, impedindo a religagdo das fitas
clivadas do DNA, formando fragmentos toxicos ao genoma e conduzido a morte celular
(LARA et al., 2017). Como o LgIT/LT-51 também apresentou interacdo ao DNA mostrando
constantes de ligacdo e supressdo da fluorescéncia (ver Tabelas 20 e 21) compativeis com
uma boa interacdo ao DNA, torna plausivel que este novo composto atue em mdaltiplos alvos

terapéuticos do cancer envolvidos com a inducdo da morte celular.

Tabela 22 — Porcentagem de células em diferentes fases do ciclo celular de HT-29, ap6s 24 horas de
tratamento com (DMSO 0.1%), Colchicina (1.25 nM) e LqTI/LT.51 (5, 10 e 30 uM).

Tratamento Sub-G1 Gl S G2/M
Veiculo (DMSO 0.1%) 3.5+0.7 469+2.1 172+1.2 325+23
Cochicina (1.25 nM) 3.5+0.6 146 +1.8*** 59+ 1.3*** 76.0 £ 1.7***

LglT/LT-51 (5 uM) 20%0.5 10.7 £ 0.8*** 6.8 £ 1.4*** 880.5 £ 2.4***
LglT/LT-51 (10 uM) 16+£03  26.7+13*** 55+04*** 866.2 £ 1.2%**
LglT/LT-51 (30 uM) 48+08 349+14*** 73+0.8*** 53.1 + 1.3***

4LqIT/LT-51 promoveu a parada do ciclo celular de HT-29 na fase G2/M com menores concentracoes.
*QOs resultados sdo apresentados como media + desvio padrdo, na porcentagem de células de dois
experimentos independentes em triplicata. Total de 5000 eventos foram coletados por experimento.
ANOVA seguido por teste de Turkey. **p < 0.01, ***p < 0.001, estatisticamente diferente do veiculo.

Uma das habilidades das células cancerigenas é apresentar o aumento da capacidade
proliferativa, favorecendo a propagacdo de mutacGes e contribuindo para instabilidade
genética (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Neste sentido, terapias que possam interferir e
limitar esta capacidade sdo atrativas para o desenvolvimento de farmacos, e o LqIT/LT-51

apresentou-se um composto promissor para ser investigado como novo agente anticancer.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

v Foram sintetizadas trés séries pertencentes a classe das tiossemicarbazonas e 4-
tiazolidinonas, todas apresentando como substituinte o anel indolico e variando, entre
eles, os substituintes da posicao 5 do heterociclo indol, o N-4 da tiossemicarbazona e a

posicdo 5 do anel 4-tiazolidinona.

v' Os compostos foram sintetizados através de eficientes metodologias de sintese e
purificacdo, apresentando rendimentos reacionais satisfatérios. Todos foram
caracterizados fisico-quimicamente, bem como por métodos espectroscopicos
unidimensionais e bidimensionais. Os espectros analisados apresentaram-se

consistentes com as respectivas estruturas quimicas.

v A configuragdo diastereoisomérica dos compostos indélicos-tiossemicarbazonas foi
determinada como configuragcdo E, confirmada a partir de métodos espectrocopicos
2D RMN NOESY.

v O LqIT-LT-51 foi o derivado mais promissor na atividade antiproliferativa in vitro. A
formacéo do anel 4-tiazolidinona ndo ocasionou aumento da atividade dos compostos
avaliados, sendo a modificacdo dos substituintes da posicdo N-4 mostrando-se mais

efetiva para o incremento da atividade.

v O composto LgIT/LT-51 também foi avaliado quanto a sua capacidade de interacdo
com o DNA, mostrando o Kb compativel com uma boa interacdo ao ctDNA (4.30 x
10* M), No ensaio de fluorescéncia, apresentou o Ksv = 1.19 x 10° M. Este
composto possui 0 nucleo indol, o sistema NNS e o 1-naftil, o que torna uma estrutura

favoravel para ligacdo ao DNA.

v O derivado inddlico-tiossemicarbazona LglIT/LT-51 exibiu inibigdo parcial frente a
enzima topoisomerase lla, em comparagdo com a m-AMSA, inibidor total enzimatico.
Dessa forma, sugerindo a atuacdo em mais um alvo biologico do cancer para este

composto correlacionado com a interagdo ao DNA.
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v" A linhagem de HT-29 foi tratada com o LqIT/LT-51 e apresentou a externalizagdo da
PS sem afetar a integridade da membrana, caracterizando o estagio inicial da apoptose.
Na analise do ciclo celular apresentou a maior porcentagem de células na fase G2/M,
sugerindo um mecanismo de acdo associado com a inibicdo da Topo Il e interacdo
com DNA, ambos séo alvos terapéuticos do cancer que conduzem a parada do ciclo e

a morte celular.

Diante dos resultados e conclusdo apresentados neste trabalho, verifica-se a importancia
em prosseguir os estudos com os compostos indolicos. Desse modo, temos como

perspectivas:

v Avaliar a atividade anti-inflamatéria dos derivados ind6licos-tiossemicarbazonas e
correlacionar com a atividade anticancer, de modo que possam apresentar efeito em
mualtiplos alvos biologicos;

v’ Utilizar técnicas de espectroscopia de dicroismo circular e viscosidade com o0s
derivados inddlicos-tiossemicarbazonas, para ampliar os estudos sobre a interacdo
com o DNA;

v" Verificar a interacdlo ao DNA e a inibicdo da topoisomerase lla do composto
LgIT/LTC-55 com a finalidade de analisar a influéncia da rigidificagdo molecular na
atividade comparado ao LqlT/LT-51;

v Avaliar as alteracBes ultramorfol6gicas das células HT-29 tratadas com o derivado
indolico-tiossemicarbazona LqIT/LT-51 através de microscopias eletrbnicas de
transmissao e de varredura, e também microscopia de fluorescéncia confocal;

v Realizar a atividade antitumoral in vivo dos compostos sintetizados e a avaliacdo
antiproliferativa in vitro, interagio com DNA e topoisomerase lla dos demais

compostos sintetizados deste trabalho.
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Abstract

In this study, we report the synthesis and structural characterization of a series of
thiosemicarbazone and 4-thiazolidinones derivatives, as well as their in vitro antiproliferative
activity against eight human tumor cell lines. For the most potent compound further studies
were performed evaluating cell death induction, cell cycle profile, ctDNA interaction and
topoisomerase llo inhibition. A synthetic three-step route was established for compounds (2a-
e and 3a-d) with yields ranging from 32-95%. Regarding antiproliferative activity,
compounds 2a-e and 3a-d showed mean Glso values ranging between 1.1 uM (2b) - 84.65
UM (3d). Compound 2b was the most promising especially against colorectal adenocarcinoma
(HT-29) and leukemia (K562) cells (Glso = 0.01 uM for both cell lines). Mechanism studies
demonstrated that 24h-treatment with compound 2b (5 pM) induced phosphatidylserine
residues exposit ion and G2/M arrest on HT-29 cells. Moreover, 2b (50 pM) was able to
interact with ctDNA and inhibited topoisomerase Ilo activity. These results demonstrate the
importance of thiosemicarbazone, especially the derivative 2b, as a promising candidate for

anticancer therapy.

Keywords: Medicinal chemistry; anticancer therapy; cellular death; DNA interaction;

topoisomerase inhibition.
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1 Introduction

Cancer remains a major health problem with 14.1 million new cases and 8.2 million
deaths by cancer in 2012 worldwide [1]. Although chemotherapy is one of the main
therapeutic options for cancer, this form of treatment has limitations such as the possibility of
severe adverse effects and the development of resistance. Moreover, as cancer is a group of
diseases, there is no specific treatment for some kinds of tumors. In this context, the
continuous research and development of new chemical entities is of great relevance for cancer
therapy [2].

Among the available cancer therapeutic targets, DNA remains as an attractive target
for the development of new drugs that can bind to its structure and artificially alter and/or
inhibit its function [3]. Extensive chemical and biochemical studies have characterized a
variety of molecules that can react with DNA, conferring various pharmacological effects,
such as antibiotic, antitumor, antiviral or antiprotozoal [4]. Once drugs bind to DNA and
protein interfaces, the activity of enzymes that metabolize the DNA, such as topoisomerase
can be inhibited by the induction of cell death [5].

Topoisomerases are ubiquitous enzymes that alter DNA topology by relieving
supercoiling-associated tension in double stranded DNA. These enzymes can perform their
function by transiently cutting one strand (type I topoisomerases, Topl) or both DNA strands
(type II topoisomerases, Top2) [6]. The ubiquitous presence and crucial biological roles of
topoisomerases explain their prevalence as therapeutic target [5]. Moreover, it is widely
known that cancer cells possess high levels of topoisomerase activity and show remarkable
sensitivity to DNA-targeted drugs [7].

Most clinical drugs that target Topl or Top2 convert the topoisomerase-associated
DNA breaks (known as topoisomerase cleavage complexes) into irreversible DNA damage
that initiates the apoptotic program [8]. These topoisomerase-targeted drugs, referred to as
topoisomerase poisons, stabilize the topoisomerase cleavage complexes by preventing DNA
religation [6]. In addition to their role in the initiation of apoptosis, a growing number of
studies show that Topl and Top2 also participate directly in the execution of the apoptotic
program [9]. Since topoisomerase inhibitors can trigger cell death by apoptosis, the
elucidation of the relationship between these mechanisms provide opportunities to develop
novel therapeutic strategies.

In this context, thiosemicarbazones arise as a promising class of molecules, due to

their reported antiproliferative activity in human tumor cell lines [10-12] and associated
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mechanisms of action, including the ability of interacting with DNA and topoisomerase
inhibition [13-16]. Recent studies in our research group have shown that thiophene-
thiosemicarbazone and acridine-thiosemicarbazone derivatives are promising for antitumor
activity, presenting the ability to interfere in the cell cycle and to interact with DNA [12,14].
Additionally, the indole nucleus has also been disclosed as a privileged structure in the design
of new molecules [17-19].

Continuing our studies with thiosemicarbazone derivatives, this study aimed to
synthesize a new series of thiosemicarbazone and 4-thiazolidinones exploring the indole
heterocycle. The antiproliferative activity of the new series was evaluated in a panel of eight
human tumor cell lines and the most active derivative (compound 2b) was selected for
evaluation of cell death induction, cell cycle profile, DNA interaction and topoisomerase

inhibition.
2 Results and Discussion

2.1 Synthesis of thiosemicarbazone and 4-thiazolidinones derivatives

The synthesis of thiosemicarbazone (2a-e) and 4-thiazolidinones (3a-d) derivatives
was performed in three steps (Scheme 1). First, a nucleophilic addition reaction between
hydrazine and substituted isothiocyanates afforded a thiosemicarbazide. Then, the synthesized
thiosemicarbazides reacted with indole-3-carboxaldehyde, in the presence of a catalytic
amount of AcOH, via condensation reaction, leading the thiosemicarbazones [12].
Afterwards, the obtained thiosemicarbazone derivatives were treated with ethyl-2-
chloroacetate and sodium acetate affording the respective N-3-substituted-4-thiazolidinones
[20, 21]. The yields ranged from 32 to 95%
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Compound R R,
2a 1-naphtyl Br
2b 1-naphtyl H
2c p-tolyl H
2d 2-phenetyl Br
2e 2-pheneyl H
3a 1-naphtyl Br
3b 1-naphtyl H
3c p-tolyl Br
3d p-tolyl H

Scheme 1. Synthesis of thiosemicarbazones (2a-e) and 4-thiazolidinone (3a-d) derivatives.
Reagents and conditions: (a) CHCI,, room temperature; (b) AcOH (few drops), EtOH, room
temperature; (c) CICH2COOEt, sodium acetate, EtOH, reflux.

After crystallization, the thiosemicarbazone (2a-e) and 4-thiazolidinones (3a-d)
structures were determined by *H and *C NMR, IR and high-resolution mass.

In general, the IR spectrum of thiosemicarbazones 2a-e displayed stretching of C=N
and C=S bonds around 1537-1547 and 1203-1243cm™?, respectively. Thus, the predominance
of the thione form of the synthesized thiosemicarbazones was confirmed through the absence
of absorption in the 2500-2600 cm™ region [22, 23]. For the 4-thiazolidinones 3a-d, the IR
spectra showed bands at 1398-1362 cm ~* characteristic of NCS bending vibration, providing
evidence of ring closure [24, 25]. Finally, the IR spectra of 3a-d displayed C=0 absorbance in
the 1701-1722 cm™? region [26].

All the compounds synthesized showed in *H NMR signals at & 7.88-7.17 ppm
corresponding to protons related to a phenyl group besides a singlet between 6 7.32 and 8.47
ppm attributed to azomethine group (H-C=N), wh ich is in accordance with the reports
involving thiosemicarbazones [27, 28]. Moreover, the protons of 4-thiazolidinone ring (S-
CHa) occurred between § 4.07 and 4.41 ppm [29]. The N-H aromatic (N*) proton signals
appeared at 6 9.50-9.99 ppm region, except for 2d and 2e. The presence of a spacer group in
N* of thiosemicarbazone 2d and 2e promoted na electron-releasing inductive effect shifting to
downfield region (8 7.79 and 7.87 ppm, respectively) the N-H aromatic (N*) proton signals.
Finally, the other signals related to thiosemicarbazone, such as N-H hydrazine proton pre
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sented chemical shifts at 6 11.49-11.60 ppm region and N-H indole ring showed a singl et
peak in the range of 6 11.22 and 11.83 ppm.

Similarly, in the *C NMR spectra, the chemical shift of azomethine group (H— C=N)
appeared at region 6 138.0-153.8 ppm while C=S group occurred in the range & 174.6-179.8
ppm, both comparable to the literature [30, 31]. The carbon of carbonyl group of 4-
thiazolidinone ring occurred between 171.9 and 172.3 6 ppm beside signals in 6 20.64 - 44.9
ppm region attributed to methylene, methyl and spacer groups. In addition, HRMS analysis
confirmed the identity of all the synthesized compounds.

The relative configuration (E or Z) of thiosemicarbazone depends on the aldehyde
substituent [32]. For the 2a-e and 3a-d series, indole-carboxaldehyde was used. In the 'H
NMR spectrum analysis, it was possible to detect a single peak, referring to a chemical shift
of 7.32 to 8.47 & ppm for the singlet azomethine hydrogen. Furthermore, it was also observed
in our experiments the appearance of a single spot in thin layer chromatography (TLC),
indicating the presence of a single isomeric form.

In this study, compound 2b, the most promising compound in the series, was chosen
for elucidation of isomerism of the derivatives synthetized. Thus, in 2D NMR NOESY
spectrum, it was observed the spatial correlation between the hydrogen of =N-NH- at 6 11.68
ppm and azomethine (-CH=N-) at 6 8.49 ppm, as well as no spatial interaction between the
hydrogen in position 2 of the indole (-CH=C-) at 6 7.92 ppm and the hydrogen azomethine (-
CH=N-) at 6 8.47 ppm (See supplementary material). These results suggested the E
configuration, which corroborates the crystallographic studies of X-ray and NOESY spectrum

of E-thiosemicarbazone presented in the literature [12, 33].

2.1 Evaluation of the antiproliferative activity in human tumor cell lines

Considering that different cell lines display different sensitivities toward the same
cytotoxic compound, the antiproliferative activity of thiosemicarbazone (2a-e) and 4-
thiazolidinones (3a-d) were evaluated in vitro against eight different human cancer cell lines
[U251 (glioma), MCF-7 (breast), NCI-ADR/RES (multidrug resistant ovary carcinoma), 786-
0 (renal), NCI-H460 (non-small cell lung cancer), OVCAR-3 (ovary), HT-29 (colon), and K-
562 (leukemia)] according to the National Cancer Institute of United States protocols (NCI-
US) [34]. The antiproliferative activity of each compound was also evaluated in vitro against
spontaneously transformed keratinocytes from histologically normal skin (HaCat cells).

Doxorubicin was employed as the positive control [35].



183

The antiproliferative activity was represented as the Glso (concentration of compound
that inhibits 50% of cell growth, Table 1) and the mean values ranged between 1.1 pM
(compound 2b) and 84.65 uM (compound 3d). Based on this mean values expressed as
logarithm, Fouche et al. (2008) [36] described four levels of activity named inactive (mean
log Glso > 1.50), weak activity (1.50 > mean log Glso > 1.10), moderate activity (1.10 > mean
log Glso > 0) and potent activity (mean log Glso < 0). Considering these criteria, compounds
2e and 3a-d were considered inactive while 2a, 2c and 2d showed a moderate activity besides
2b that presented a potent antiproliferative activity (Table 1).

These results suggest that transforming thiosemicarbazone 2a-d into N-3-substituted-
4-thiazolidinones 3a-d by a non-classical bioisosteric modification resulted in lack of
antiproliferative effects (Table 1). Between thiosemicarbazone derivatives, the absence of
bromine in the indole ring associated to the 1-naphthyl group connected to N* (2b) resulted in
better antiproliferative activity (mean log Glso = -0.69, potent activity) with selectivity against
colorectal adenocarcinoma (HT-29) and leukemia (K562) cell lines (Glso = 0.01 uM, for both
cell lines). The substitution o f the naphthyl group (2b) for the p-toluyl (2c) or 2-phenethyl
(2e) resulted in moderate (mean log Glso = 0.39) to inactive (mean log Glso > 1.47) results,
respectively (Table 1).

The strategy for the design of derivatives in this study was based on previous studies
by our research group [12,14]. The best compounds evaluated by Oliveira et al. (2015) and
Almeida et al. (2015) presented mean log Glso of 0.75 and 0.88, respectively, characterizing
these compounds as being of moderate activity. Our proposal for molecular modification of
thiophene and acridine heterocycles by the heteroaromatic nucleus of indole increased
substantially antiproliferative activity (mean log Glso = -0.69).

The introduction of an aliphatic spacer group between N*-thiosemicarbazone and the
phenyl ring, as found in 2d and 2e, did not exert a positive effect on the cytostatic activity.
Oliveira et al. (2015) [12] described that this kind of substitution did not improve the
cytostatic activity of 2-thiophene-thiosemicarbazone derivatives. Moreover, the presence of a
bromine in the indole ring (2d) improved the antiproliferative activity of the 2-phenethyl
thiosemicarbazone derivatives. Thus, while 2e was inactive, 2d showed a moderate
antiproliferative activity (Table 1).

Therefore, the presence of an aromatic group at N* seemed to be the main factor for
the biological activity displayed by this series of compounds (2a-e) while the substitution in

the indole nucleus of thiosemicarbazones afforded a secondary contribution.
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In order to simulate the behavior of compounds against normal cells, the HaCat cell
line (immortalized human keratinocyte) was inserted into the evaluation panel. Inactive
compounds (2e, 3b, 3c and 3d) were shown to be non-cytotoxic. On the other hand, the most
potent compound of the series (2b), also presented cytostatic effect in this lineage (Glso =
0.50 pM). However, the results presented in vitro cytotoxicity do not necessarily have
repercussions on in vivo toxicity assays. Oliveira et al. (2015) [12] chose, in their
antiproliferative in vitro study, a potent compound against tumor cells that was also cytotoxic
in the HaCat lineage. Subsequently, the acute toxicity of this compound was evaluated, in

which no severe clinical side effects were observed.



Table 1. In vitro antiproliferative activity (GlIso® in uM) of thiosemicarbazone and 4-thiazolidinone based indole-derivative
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R4 R4
H H
\N’N N\R \N/N\ S
HN S HN R/N
2a-e 3a-d

2a 2b 2c 2d 2e 3a 3b 3c 3d
Cell Lines R = 1-naphtyl R = 1-naphtyl R = p-toluyl R = 2-phenethyl R =2-phenethyl R = 1-naphtyl R = 1-naphtyl R = p-toluyl R = p-toluyl Dox

Ri1=Br Ri=H Ri=H R1=Br Ri=H R1=Br Ri=H R1=Br Ri=H
U251 7.32 0.92 8.11 7.49 77.90 48.81 72.52 54.71 90.16 0.14
MCF 7 0.95 0.25 2.52 6.81 15.54 6.06 34.88 59.52 >100 0.07
NCI-ADR/RES 6.18 6.48 1.46 7.14 38.74 12.41 38.57 64.58 >100 0.77
786-0 6.56 0.25 3.99 7.58 76.29 29.09 62.08 39.85 79.14 0.11
NCI-H460 6.99 0.38 11.72 8.48 >100 >100 >100 96.60 >100 0.09
OVCAR-3 1.60 0.21 3.88 8.22 >100 5.12 25.74 98.50 >100 0.22
HT29 6.56 0.01 1.45 7.87 >100 27.34 96.86 >100 >100 0.23
K562 5.29 0.01 0.16 2.12 0.17 >100 >100 0.01 >100 0.93
mean log Glsp 0.63 M -0.69 P 0.39 M 0.81 M >1.47 | >1.40 1 >1.77 | >1.36 | >1.98 | -0.68 P
HaCat 6.15 0.59 0.99 7.85 >100 6.23 62.98 54.00 >100 0.20

Glso (uM) concentration that inhibits cell groth by 50% after 48 h exposition; Glso was determided from nonlinear regression analysis by using
ORIGIN 8.0 software (OriginLab Corporation). Experiments was conducted in triplicate. Dox: doxorubicine, positive control.
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2.2 Cell Cycle and Cell Death Analyses of Compound 2b

Based on antiproliferative activity (Table 1), compound 2b was chosen for analyses of
cell cycle and cell death on colorectal adenocarcinoma cell line (HT-29, Glsg = 0.01 puM,
Table 1). In the first set of experimen ts, the induction of phosphatidylserine (PS) exposure
was evaluated by the ability of annexin-V to bind OS residues translocated to the outer face of
the cell membrane during the early stage of cell death, while 7-AAD binds to the DNA only
after loss of cell membrane integrity.

After 24h, compound 2b reduced HT29 cells viability (unstained cells) in a
concentration-dependent manner and increased double stained cell subpopulations (PS
residues exposition along with lack of cell membrane integrity) and 7-AAD stained (only lack
of cell membrane integrity) in a similar profile. Only at the lowest concentration (5 M), 2b
increased (12.6 + 1.6 %) the cell subpopulation with PS residues exposition without lack of
membrane integrity (Figure 1). These data suggested that compound 2b induces cell death in a
concentration-dependent way, possibly through externalizing phosphatidylserine residues

prior to membrane integrity lack.

24 hours
100+ wmm Vehicle
— 2b 5 M
so{ ", —— 2b 20 g
ils == 2b 30 uyM
L2 end ek mw 2b 50 uM
E R
s
= o wEE wEE
2[]_ xs R HEE|
n-

Viables Early Late Dead

Figure 1. Compound 2b induces cell death in HT-29 cells. Cells were treated for 24 h with
vehicle (DMSO 0.1%) and compound 2b (5, 20, 30 and 50 uM). Results are expressed as
mean + standard error from two independent experiments in triplicate, in percentage of
cells stained with annexin-V only (early cell death), double stained with annexin-V and 7-
AAD (late cell death), stained with 7-AAD only (dead cells or cellular debris) and
unstained (viable cells). A total of 5000 events were collected per experiment. ANOVA
followed by Tukey’s Multiple Comparison Test. **p < 0.01, ***p < 0.001, statistically
different from vehicle.
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Furthermore, 2b (5, 10 and 30 pM) induced G2/M arrest, more pronouncedly in smaller

concentrations, followed by a decrease in G1- and S-phase populations (Table 2).

These results were similar to those obtained for colchicine (1.25 nM, positive control),
a natural product that binds to tubulin leading microtubule destabilization and prevents
mitosis progress [37]. Moreover, the induction of G2/M arrest by microtubule-targeting
agents can be followed by induction of programmed cell death process [38]. Consequently,
the promotion of cell cycle arrest in G2/M phase by 2b (Table 2) can induce programmed cell

death process initialized by PS residues externalization (Figure 1).

Table 2. Influence of 2b on HT29 cells cycle after 24h-exposition

Treatments Sub-G1 Gl S G2/M
Vehicle 3.5+£07 46.1+2.1 172+1.2 325+23
Colchicine 1.25nM 35+06 146+ 1.8*** 59+ 1.3*** 76,0+ 1.7%**
5uM 2005 10.7£0.8*** 6.8+ 1.4*** 80.5+ 2.4***
2b 10 uM 1.6+0.3 26.7+1.3*** 55+04**  66.2+1.2%**
30 uM 48+0.8 349+ 1.4***  73+08*%** 531+13*%**

Distribution of cells in the different phases of cell cycle, after 24 h of treatment with (DMSO 0.1%),
Colchicine (1.25 nM) and derivative 2b (5, 10 and 30 uM). Mean (%) * standard error of two
independent experiments in triplicate. A total of 5000 events were collected per experiment. ANOVA
followed by Tukey’s Multiple Comparison Test. **p < 0.01, ***p < 0.001, statistically different from
vehicle.

One of the features of cancer cells is presenting sustained proliferative capacity, which
favors the propagation of mutations and contributes to genetic instability, one of the
characteristics of tumorigenesis [39]. Thus, therapies that interfere and limit this capacity are

desirable, to which compound 2b has proved to be a promising alternative.

2.3 DNA binding properties of compound 2b

Indole derivative biological activities have been associated to DNA binding power and
correlated to apoptosis of cancer cells since this type of death can be attributed to the
alteration of nucleic acid structure, function or stability [40]. Moreover, interaction between
indole compounds and specific regions of nucleic acid can modulate several key cell

processes as DNA replication [41].
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Aiming to understand the means by which 2b exerts G2/M arrest on HT-29 cells, the
mode of interaction of 2b with DNA was evaluated. Generally, small organic compounds can
interact to DNA by intercalation, DNA-groove binding or by attractive electrostatic
interactions [42]. Monitoring UV-Visible absorption in Tris-HCI buffer (10 mM, pH 7.6), 2b
showed maximum absorption peak at 334 nm and calf thymus DNA (ctDNA) did not
demonstrate absorption at the same A, when they were analyzed separately. Titration of
increasing amounts of ctDNA into 2b solution led to increased absorption (hyperchromic
effect), presenting hyperchromicity of 13 % at 100 uM of ctDNA. Both hyperchromic and
hypochromic effects are characteristic of conformational alterations of the DNA double helix
after compound binding [43]. Generally, hypochromism combined with a redshift is
considered an indicative of intercalation of small molecules to the DNA due to the stacking of
the chromophore pairs [3, 14, 44]. Besides, the hyperchromic effect suggests changes on
DNA conformation and structure (denaturation) [4, 45]. Therefore, the UV-Visible absorption
result suggested that 2b promoted changes on DNA conformation.

Using the model proposed by McGhee and Von Hippel (1974) [46] the binding

constant value (Kb) of 2b was estimated in 4.3 x 10* m! (Table 3). Binding constant values

in the range of 10* are typical of complexes formed between DNA and organic dyes [42],

indicating moderate binding to DNA [47].

Table 3. UV-Vis absorption and fluorescence emission data of derivative 2b in the absence

and presence of ctDNA.

Amax Extinction
Coefficient A A
Free  Bound T S
Compound (g) M Hyperchr.?2 Hyperchr.2 excitation emission Ky M
2b 334nm 334nm 18.440 13% 4.3 x10% 335 nm 435nm  1.19x 103

2Hyperchromicity for complexes formed by compound 2b and 100 uM of ctDNA in comparison to free ligands.

The positive influence of hydrogen donor groups on ctDNA binding affinity is
observed in several studies [48-50]. Here, the presence of NH groups in the hydrazine-
carbothioamide portion of 2b could contribute to ctDNA binding ability. Janardan et al.
(2014) [51] have synthesized hydrazine and semicarbazide derivatives with DNA binding
properties confirmed by UV-Vis and IR techniques. For both intercalation and groove bind,

DNA and organic compound interactions occur by hydrogens and Van der Waals bonds [52].
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Compounds bearing typical aromatic rings such as pyrrole, furan or benzene as lateral chain
with torsional freedom, can bind to the DNA groove producing little or no structural
rearrangement of the DNA helix, unlike intercalators [4, 53].

Almeida et al (2015) [14] showed that derivative 2-(acridin-9-ylmethylene)-N-

(naphtalen-1-yl)-hydrazinecarbothioamide intercalates DNA with a binding constant value of
8.47 x 10° ML, The presence of the naphthlen ring and hydrazine-carbothioamide group

strengthens their interaction with DNA. In addition, acridine ring is the structural difference
compared to derivative 2b and confirms the importance of planarity of the aromatic ring in the
increased affinity to DNA [54].

Moreover, fluorescence spectroscopy was used to confirm the interaction between 2b
and ctDNA, since fluorescence quenching studies can give some information on the binding

of small molecules to biomacromolecules on the molecular level [55, 56]. Fluorescence
spectra of 2b (15 uM; Aexcitation 335 nm; Aemission 435 nm) were monitored in the absence

and presence of increasing amounts of ctDNA (0-100 pM) demonstrating that increases in
ctDNA concentration promoted decrease on 2b fluorescence emission (Figure 2). Suppression
in fluorescence intensity in the presence of DNA can be observed when groove binding agents
[57, 58], electrostatic [59], hydrogen bonding [60] or hydrophobic interactions are involved
[61].

Quantitative analysis of fluorescence quenching was determined from the plot of the
relative intensity of fluorescence versus the concentration of ctDNA, and the fluorescence

suppression constant (Ksv) was obtained using the Stern-Volmer equation [62]. Derivative 2b
presented a Ksv value of 1.19 x 103 M'l, indicating the interaction with ctDNA [3].

Emission-quenching phenomena reflect the interaction between the derivative and ctDNA,
consistent with the electronic absorption spectroscopy results [63]. Both Ksv and Kb
constants of the derivative 2b indicate static quenching due to complex formation between the
new derivative and ctDNA. Moreover, the reduction of fluorescence emission by derivative
2b was accompanied by an apparent change in the maximum wavelength of fluorescence
emission, with a shift of 8 nm that is indicative of a physical interaction with ctDNA [64].
These DNA-binding results could explain the cell cycle arrest and the topoisomerase-DNA
interface interaction that were evaluated by topo Ila inhibition assay and that can be related to

apoptosis pathway.
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Figure 2. Fluorescence spectra of derivative 2b (15 puM) with increasing concentration of
ctDNA. Insert: corresponding the fluorescence intensity of bound derivative to ctDNA.

2.4 Topoisomerase lla assay

Topoisomerase (Topo) inhibitors are molecules that impair the enzymatic activity by
forming of a ternary complex (DNA-Topo-compound) or by catalytic inhibition, resulting in
cell death by apoptosis [9, 65, 66]. Some antitumor drugs already used in clinical practice
have topoisomerase as biological target, such as doxorubicin and daunorubicin (anthracycline
group), etoposide and teniposide (epipodophyllotoxins group), amsacrine (acridines group)
and some thiosemicarbazones [67, 68]. However, these drugs present many side effects,
which prompts the development of new topoisomerase inhibitors [69].

Among the mammalian topoisomerases, Topo lla is preferentially expressed in
proliferating cells consisting in an important target for the discovery of new antitumor drugs
[8]. Compound 2b was evaluated in the DNA plasmid relaxation assay. This assay consisted
in the evaluation of topo lla enzymatic activity in the absence and presence of the compound
followed by electrophoresis analysis [70]. As demonstrated in Figure 3, the circular plasmid
pUC19 can exist in three different topological conformations: supercoiled circular DNA,
nicked circular DNA and linear DNA, all of which have identical sequences, but migrate at
different rates through agarose gel. Owing to their compact nature, supercoiled DNA
topoisomers migrate faster through agarose in comparison to linear DNA, nicked circular
DNA, or relaxed DNA. When topo lla is active, the plasmid migrates as a single band and
much more slowly. On the other hand, inhibition of topo Ila results in a similar band pattern

compared to plasmid DNA (first lane). The activity of 2b as topo Il inhibitor was visualized
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by the formation of topoisomers for both tested concentration, but the inhibition was partial

when compared to the positive control used (m-AMSA).

Topo Il + m-Amsa 2b m-Amsa 2b
PUC19 NoDrug 100 pM 100 pM 50 uM 50 pM

Nicked DNA

Linear DNA

Supercoiled
DNA

Figure 3. Effect of derivative 2b on inhibition of Topo Ila. Inhibition of Topolla-induced
DNA relaxation by derivative 2b and m-AMSA as positive control. Native supercoiled
pUC19 was incubated for 30 min at 37°C with 4 units of human Topo Ila in the absence or
presence of ligands at concentrations of 50 and 100 pM.

The topo Il inhibition probably corroborates other mechanisms of action identified in
this work, such as cell cycle arrest and phosphatidylserine residues exposition to the external
plasma membrane surface. The formation of DNA topoisomers indicates that the cleavage
complex was stabilized which could be due to alkylation of the thiol residues in the DNA-
topo Il complex by the thiosemicarbazone moiety [71].

Indole derivatives are also known for their inhibitory activity against topo Il. Some
indenoindolone-thiosemicarbazones were synthesized and evaluated for their potential in
inhibiting topo Il. Kashyap et al. (2013) in their study evaluated the capacity of inhibition of
topoisomerase of indeneindolones. It was found that two derivatives of the series could inhibit
the enzyme activity, without DNA intercalation [72]. In this way, this pharmacophore may
also have contributed to the biological action of derivative 2b.

It is worthwhile to highlight that there is a relationship between inhibition of topo 11
and cell cycle arrest. Recent studies show that the cell cycle arrest observed in cancer cells
treated with topo Il poisons is primarily in the G2/M phase [73]. These data corroborate our
results, where the compound 2b could cause arrest at the G2/M phase of the cell cycle. This
suggests indole-thiosemicarbazone derivative, in particular compound 2b, as candidate for

anticancer therapy.
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3 Conclusions

This study showed the antiproliferative activity of thiosemicarbazones and 4-
thiazolidinones indole-based derivatives, with emphasis on derivative 2b that presents
important chemical characteristics such as the presence of the indole, thiosemicarbazone and
naphthalene moieties. As far as our results have suggest, 2b can interact with DNA and
inhibit topo lla that probably could explain PS residues externalization and G2/M arrest in

HT-29 cells highlighting as a promising candidate for use in anticancer therapy.

4 Experimental Section
4.1 Chemistry

All reagents used in this study are commercially available (Sigma-Aldrich, Acros
Organics, Vetec). The melting points were determined on Quimis 340 (Quimis, Brazil)
apparatus and are uncorrected. IR spectra were measured on Bruker IFS-66 IR
spectrophotometer (Bruker, Germany) using KBr pellets. NMR spectra were recorded on
Varian UnityPlus spectrometer 400 MHz (400 MHz for *H and 100 MHz for 13C) or a Bruker
AMX-300 MHz (300 MHz for 'H and 755 MHz for *C) instruments by using
tetramethylsilane as an internal standard. DMSO-ds was purchased from Sigma-Aldrich.
HRMS were performed on a MALDI-TOF Autoflex 1ll (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA). The chemical shifts were reported in & units, and coupling constants (J) were reported
in Hertz (Hz). The multiplicities were given as s (singlet), d (doublet), t (triplet), m
(multiplet), dd (double doublet). TLC development was conducted on 0.25 mm silica gel

plates (Merck, silica gel 60 F2s4 in aluminium foil.

4.1.2 General procedure for compounds 2a-e

Substituted thiosemicarbazide (1 mmol) and 3-5 drops of acetic acid were added to a
solution of indole-3-carboxaldehyde (1 mmol) in ethanol (10 mL). The reaction was
processed under magnetic stirring for 2h at room temperature. The precipitate was filtered off,
washed with ethanol then dried in desiccator under vacuum. Additional amount of desired
compound could be recovered from the filtrate after cooling. After drying, the product was

recrystallized from ethanol [12].

4.1.2.1 (E)-2-(5-bromo-1H-indol-3-ylmethylene)-N-(naphthalen-1yl)hydrazinecarbothi
oamide (2a)
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White powder; MP: 205-207°C; Yield: 77%; Rf: 0.54 (CHCls/MeOH 9.5:0.5) NMR H (300
MHz, DMSOQ) 6: 7.33 (m, 1H, indole), 7.41 (s, 1H, indole), 8.46 (s, 2H, indole), 8.00 (s, 1H,
=CH-), 8.00-7.43 (m, 7H, naphtyl), 9.99 (s, 1H, NH), 11.69 (s, 1H, NH), 11.88 (s, 1H, NH).
NMR 13C (75 MHz, DMSO) &: 110.73, 113.38, 113.86, 122.69, 132.53, 133.65, 135.42,
135.80, 140.98, 176.21. IR (KBr, cm™1): 3320.50 (NH), 3200.00 (NH), 3164.90 (NH), 750.00
(CS). HRMS m/z [M + H]" calcd for C20H15BrN4S: 422.0201; found: 423.3289.

4.1.2.2 (E)-2-(1H-indol-3ylmethylene)-N-(naphthalen-1-yl)hydrazinecarbothioamide
(2b)

White powder; MP: 185-187°C; Yield: 95%; Rf: 0.44 (CHCls/MeOH 9:1). NMR 'H (300
MHz, DMSO) &: 7.09 (t, 1H, J= 7.5Hz, indole), 7.20 (t, 1H, J= 7.5Hz, indole), 7.46 (d, 1H, J=
8.1Hz, naphtyl), 7.63-7.51 (m, 3H, naphtyl), 7.69 (d, 1H, J= 7.2Hz, indole), 7.89 (d, 1H, J=
8.2Hz, napthyl), 7.93 (d, 1H, J= 2.7Hz, indole), 8.03-7.95 (m, 2H, naphtyl), 8.37 (d, 1H, J=
7.9 Hz, indole), 8.51 (s, 1H, =CH-), 9.87 (s, 1H, NH), 11.69 (s, 2H, NH). NMR 13C (75 MHz,
DMSO) 6: 111.07, 111.75, 120.55, 122.17, 122.64, 122.92, 124.01, 125.40, 125.88, 125.97,
126.08, 126.51, 128.06, 130.38, 131.38, 133.68, 135.70, 137.06, 141.34, 176.22.IR (KBr,
cm1): 3319.51 (NH), 3158.5 (NH), 773.75 (CS) HRMS m/z [M + H]* calcd for CaoH16N4S:
344.1096; found: 344.4328.

4.1.2.3 (E)-2-(1H-indol-3-ylmethylene)-N-(p-toluyl)hydrazinecarbothioamide (2c)

White powder; MP: 195-197°C; Yield: 32%; Rf: 0.55 (CHCIs/MeOH 9:1). NMR H (300
MHz, DMSO) &: 3.43 (s, 3H, CHs), 7.17 (d, 2H, J= 8.1Hz, fenil), 7.48 (d, 2H, J= 8.4Hz,
phenyl), 7.23-7.11 (m, 2H, indole), 7.44 (d, 1H, J= 7.5Hz, indole), 7.88 (d, 1H, J= 2.7Hz,
indole), 8.20 (d, 1H, J= 7.5Hz, indole), 8.39 (s, 1H, =CH-), 9.50 (s, 1H, NH), 11.49 (s, 1H,
NH), 11.66 (s, 1H, NH). NMR C (DMSO, 75MHz) §: 20.64, 111.03, 111.98, 120.79,
121.83, 122.77, 124.13, 125.19, 125.19, 128.70, 128.70, 131.29, 134.26, 136.74, 137.11,
141.23, 174.62. IR (KBr, cm™1): 3409.4 (NH), 3314.1 (NH), 3164.9 (NH), 744.1 (CS). HRMS
m/z [M + H] calcd for C17H16N4S: 308.1096; found: 308.4007.

4.1.2.4 (E)-2-((5-bromo-1H-indol-3-yl)methylene)-N-phenethylhydrazinecarbothio-amide
(2d)
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White powder; MP: 220-222°C; Yield: 86%; Rf: 0.46 (CHCI 3 /MeOH 9:1). NMR *H (300
MHz, DMSO) &: 2.38 (t, 2H, J= 6.9Hz, CH>), 3.82 (m, 2H, J= 5.7Hz, CH>), 7.21-7.17 (m, 1H,
indole), 7.43-7.40 (m, 1H, indole), 7.98 (d, 1H, J= 2.4Hz, indole), 8.27 (d, 1H, J= 3.9Hz,
indole), 7.35-7.21(m, 5H, phenyl), 7.87 (d, 1H, J= 5.4Hz, NH), 8.25 (s, 1H, =CH-), 11.25 (d,
1H, J= 3Hz, NH), 11.81 (s, 1H, NH). NMR C (75 MHz, DMSO) §: 34.82, 44.98, 110.75,
113.34, 113.89, 123.67, 125.31, 125.57, 126.18, 128.44, 128.44, 128.56, 128.56, 132.07,
135.76, 139.26, 140.13, 176.09 (CS). IR (KBr, cm™1): 3420.25 (NH), 3365.13 (NH), 3200.00
(NH), 1737.84 (CS). HRMS m/z [M + H]* calcd for CigH17BrN4S: 400.0357; found:
401.3234.

4.1.2.5 (E)-2-((1H-indol-3-yl)methylene)-N-phenethylhydrazinecarbothioamide (2e)

White powder; MP: 197-199°C; Yield: 73%; Rf: 0.51 (CHCI 3/MeOH 9:1). NMR Iy (300

MHz, DMSO) §: 2.95 (t, 2H, J= 7.8Hz, CH2), 3.85 (quart., 2H, J= 7.2Hz, CHy), 7.15-7.10 (m,

1H, indole), 7.42 (d, 1H, J= 8.1Hz, indole), 7.39-7.18 (m, 5H, phenyl), 7.79 (d, 1H, J= 2.7Hz,
NH), 7.84 (d, 1H, indole, J=7.8Hz), 7.98 (d, 1H, indole, J=5.4Hz), 8.28 (s, 1H, =CH), 11.22

(s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH). NMR 13C (75 MHz, DMSO) &: 34.88, 44.71, 111.03, 111.76,
120.57, 121.83, 122.60, 123.82, 126.20, 128.47, 128.47, 128.57, 128.57, 131.06, 137.04,
139.27, 140.68, 175.84 (CS). IR (KBr, cm™1): 3365.00 (NH), 3256.37 (NH), 3200.00 (NH),

746.08 (CS). HRMS m/z [M + H]Jr calcd for C18H18N4S: 322.1252; found: 322.4273.

4.1.3 General procedure for compounds 3a-d

A solution of 1 mmol of thiosemicarbazones, 1.1 mmol of ethyl-2-chloroacetate, and 4
mmol of sodium acetate anhydrous in 20 mL of ethanol was stirred until reflux to the
completion of the reaction (16-24 h). After, the solution was cooled to 0° C, the precipitate

was collected with filter under vacuum and washed with hot methanol and water [20,21].

4.1.3.1 (E)-2-(E)-(5-bromo-1H-indol-3ylmethylene)hydrazono)-3 (naphthalen-1
vl)thiazolidin-4-one (3a)

White powder; MP: 280-282°C; Yield: 35%; Rf: 0.58 (CHCI 3/MeOH 9:1). NMR ' (300

MHz, DMSO) 6: 4.41-4.33 (m, 2H, CH2), 7.32 (m, 1H, indole), 7.35 (m, 1H, indole), 8.24
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(m, 1H, indole), 8.40 (m, 1H, indole), 7.42 (m, 1H, naphtyl), 7.76-7.57 (m, SH, naphtyl), 8.07
(m, 1H, naphtyl), 8.07 (s, 1H, =CH-), 11.79 (s, 1H, NH). IR (KBr, cm_l): 3345.7 (NH),

3053.8 (NH), 2977.5 (NH), 1707.48 (CO). HRMS m/z [M + H]Jr caled for C22H15BrN4OS:
462.0150; found: 463.3497.

4.1.3.2 (E)-2-(E)-(1H-indol-3-ylmethylene)hydrazono)-3-(naphthalen-1-yl)thiazolidin-4-
one (3b)

White powder; MP: 265-267°C; Yield: 45%; Rf: 0.59 (CHCI 3/MeOH 9.5:0.5). NMR *H (300
MHz, DMSO) &: 4.35 (d, 1H, J= 17.1Hz, CH>), 4.19 (d, 1H, J= 16.2Hz, CH>), 7.20 (m, 2H,
indole), 8.08 (d, 1H, J= 8.1Hz, indole), 8.23 (d, 1H, J= 8.4Hz, indole), 7.44 (m, 1H, naphtyl),
7.69-7.58 (m, 5H, naphtyl), 7.79-7.76 (m, 1H, naphtyl), 8.27 (s, 1H, =CH), 11.62 (s, 1H, NH).
NMR BC (75 MHz, DMSO) &: 32.40, 111.75, 111.98, 120.79, 121.95, 122.46, 122.69,
124.42, 125.83, 126.52, 127.13, 127.13, 128.34, 129.37, 129.37, 132.01, 132.01, 133.91,
137.10, 153.89, 161.51, 172.32 (CO). IR (KBr, cm™): 3394.93 (NH), 1613.64 (CO). HRMS
m/z [M + H]" calcd for C22H1sN4OS: 384.1045; found: 384.4536.

4.1.3.3 (E)-2-(E)-(5-bromo-1H-indol-3-ylmethylene)hydrazono)-3-(p-toluyl)thiazolidin-4-one
(3¢)

White powder; MP: 295°C; Yield: 32%; Rf: 0.56 (CHCI s/MeOH 9.5:0.5). NMR *H (300
MHz, DMSO) é: 2.37 (s, 3H, CH3), 4.11 (s, 2H, CH>), 7.28 (d, 2H, J= 8.7Hz, phenyl), 7.43
(d, 2H, J= 8.7Hz, phenyl), 7.35-7.24 (d, 2H, indole), 8.40 (m, 2H, indole), 7.82 (s, 1H, =CH),
11.83 (s, 1H, NH). NMR C (75 MHz, DMSO) §: 111.42, 113.45, 114.01, 125.17, 127.93,
127.93, 127.93, 127.93, 129.49, 129.49, 129.49, 129.49, 132.58, 133.10, 135.78, 135.78,
138.05, 153.22, 171.98 (CO). IR (KBr, cm™): 3255.75 (NH), 1608.29 (CO). HRMS m/z [M +
H] calcd for C19H1sBrN4OS: 426.0150; found: 427.3176.

4.1.3.4 (E)-2-(E)-(1H-indol-3ylmethylene)hydrazono)-3-(p-toluyl)thiazolidin-4-one (3d)

White powder; MP: 274-276°C; Yield: 72%; Rf: 0.57 (CHCI 3/MeOH 9.5:0.5). NMR *H (300
MHz, DMSO) 6: 2.38 (s, 3H, CH3), 4.07 (s, 2H, CH>), 7.25 (d, 2H, J= 8.4Hz, phenyl), 7.32
(d, 2H, J= 8.4Hz, phenyl), 7.21-7.14 (m, 1H, indole), 7.45 (d, 1H, J= 6.6Hz, indole), 7.77 (d,
1H, J= 2.4Hz, indole), 8.22 (d, 1H, J= 6.6Hz, indole), 8.42 (s, 1H, =CH-), 11.64 (s, 1H, NH).
NMR 23C (DMSO, 75MHz) §: 32.14, 120.77, 122.69, 124.47, 127.96, 127.96, 127.96, 127.96,



196

129.49, 129.49, 129.49, 129.49, 132.01, 132.64, 137.11, 138.02, 153.70, 154.49, 172.00
(CO). IR (KBr, cm™): 3405.71 (NH), 1722.24 (CO). HRMS m/z [M + H]* calcd for
C1oH16N4OS: 348.1045; found: 348.4215.

4.2 Biological Assay
4.2.1 Cell culture conditions

Eight different human cancer cell lines [U251 (glioma), MCF-7 (breast), NCI-
ADR/RES (multidrug resistant ovary carcinoma), 786-0 (renal), NCI-H460 (non-small cell
lung cancer), OVCAR-3 (ovary), HT-29 (colon), and K-562 (leukemia)] were kindly provided
by National Cancer Institute at Frederick (NCI-USA). The immortalized human keratinocyte
(HaCaT) cell line was kindly provided by prof. Dr. Ricardo Della Coletta (University of
Campinas). All cell lines were maintained in RPMI 1640 (Gibco, USA) supplemented with
5% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Gibco) and 1% (v/v) penicillin:streptomycin (Nutricell,
1000 U/mL:1000 g/mL) in a humidified atmosphere with 5% CO2, at 37°C. For the

experiments, HaCaT and CHO-K1 we re used between passages 5 to 12.

4.2.2 Samples preparations

Compounds 2a-e and 3a-d (5 mg) were initially diluted in DMSO (50 pul) followed by
the addition of 950 pL of RPMI 1640/FBS 5% (working solution). Final concentrations (0.25,
2.5, 25 and 250 pg/mL, for an tiproliferative assay; 5, 10, 20, 30 and 50 uM, for flow
cytometry experiments of 2b) were obtained by serial dilution in RPMI 1640/FBS 5%.
Doxorubicine (0.025, 0.25, 2.5 and 25 pg/mL, final concentration) and Colchicine (1.25nM,
final concentration) were used as positive controls on antiproliferative and cell cycle assays,

respectively.

4.2.3 Antiproliferative assay

The in vitro antiproliferative activity assay was performed as described by Monks et
al. (1991) [74]. Each cell line was plated in 96-well plates (100 pL cells/well) for 24h and
then exposed to the derivatives 2a-e and 3a-d in different concentrations at 37° C, 5% of CO»
in air for 48 hours. Final DMSO concentration (< 0,25%) did not affect cell viability. Before
(To plate) and after (T1 plates) sample addition, cells were fixed with 50% trichloroacetic acid

and cell prolife ration determined by spectrophotometric quantification (540 nm) of cellul ar
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protein content using sulforhodamine B assay. The Glso (concentration expressed in M
inhibiting 50% of cell growth or cytostatic effect) were determined through non-linear
regression analysis using the concentration-response curve for each cell line in software
ORIGIN 8.0%® (OriginLab Corporation) [74, 75].

4.2.4 Cell treatments for Cytometry assays:

For the flow cytometry experiments, HT-29 (human colorectal adenocarcinoma,
epithelial, adherent) cells were seeded in 6 well plates (2 x 10° cells/well) and incubated for
24 h prior to treatments.

4.2.5 Measurement of phosphatidylserine externalization

Phosphatidylserine externalization was analysed with Guava Nexin Assay Kit (Guava
Technologies, Hayward, CA) in accordance with manufacturer’s instructions. After 24 h, HT-
29 cells were treated with 2b (5, 20, 30 and 50 uM) for 24 h, harvested (Trypsin-EDTA
0.25%) and resuspended at a density of 1 x 10° cells in 100 pL of phosphate buffered saline
(PBS). The binding buffer containing annexin-V-PE and 7-AAD was added to the cells (100
puL/sample) and the suspension was incubated in the dark for 20 min at room temperature.
After that, cells were analyzed (5000 events/replicate) by flow cytometry (Guava Easycyte
Mini — Guava Technologies, Hayward, CA).

4.2.6 Cell Cycle analyses

Cell cycle analyses were performed with the Guava Cell Cycle reagent (Guava
Technologies, Hayward, CA) in accordance with manufacturer’s instructions. After the first
24h, HT-29 cells were deprived of FBS for 24 h (cell cycle synchronization). After that, cells
were treated with 2b (5, 10 and 30 uM) and Colchicine (1.25 nM) for 24 h, harvested

(Trypsin-EDTA 0.25%) and resuspended at a density of 1 x 107 cells in 100 uL of PBS. The

binding buffer containing propidium iodide (PI) was added to the cells (100 pL) and
suspension was incubated in the dark f or 20 min at room temperature. Finally, cells were

analyzed (5000 events/replicate) by flow cytometry (Guava Easycyte Mini).

4.2.7 DNA interaction

4.2.7.1 Preparation of the ct-DNA solution
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Calf thymus DNA (ctDNA) was purchased from Sigma and was used without further
purification. The solution of ctDNA in Tris-HCI (0,01 M, pH 7.6) buffer was sonicated for 5
min and the DNA concentration was determined using the molar extinction coefficients 6600
M1 cm™ at 260 nm [76]. The purity of DNA was determined by monitoring the rate value of
A260/A280. DNA concentration was expressed as micromolar equivalents of the base pairs.

4.2.7.2 UV-vis absorption measurements

The derivative 2b was dissolved in DMSO at a concentration of 1 mM (stock solution)
from which the working solutions were prepared by dilution using Tris-HCI (0.01 M, pH 7.6)
buffer at concentrations ranging from 10 to 80 puM. Under optimized concentration, the
compounds were titrated with increasing concentrations of ctDNA. Before the measurements,
the system was stirred and incubated at room temperature for 10 minutes. The measurements
were performed in a rectangular quartz cuvette with a path length of 1cm. The intrinsic
binding constant (Kb) was obtained by fitting the data to equation 1 [46]:

[DNA]/(ea — €f) =[DNA]/(eb— €f) + 1/ Kb (ep — €f) (1)

where, €a; €b and ef are the apparent, bound, and free extinction coefficients, respectively.
Plot fitting of [DNA]/(ga — €r) vs. [DNA] used Kb obtained from the ratio of the slope to the Y
intercept. The binding data were fitted using a SigmaPlot 10.0 software.

4.2.7.3 Fluorescence Measurements

Fluorescence measurements of non-bound derivative were performed with 15 pM of
compound 2b in 0.01 M Tris buffer, pH 7.6. Emission spectra were recorded in the region
370-700 nm using an excitation wavelength of 220-400 nm. All measurements were
performed at 25 °C in a rectangul ar 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 directly into the cell containing the derivatives. The
behavior suppression emission was analyzed by the Stern-Volmer equation was obtained
through the equation (2) [62]:

Fo/F=1+Ksv[Q] )

where, Fo and F are the fluorescence intensities in the absence and presence of indoles

derivatives. Ksy is the constant linear suppression. [Q] is the concentration of derivatives. The
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plot of relative emission intensity (Fo/F) versus [Q] was used to obtain the constant from the
linear regression. The binding data were fitted using a SigmaPlot 10.0 software.

4.2.8 In vitro topoisomerase Il inhibition assay

Human topoisomerase Ila inhibition activity was determined as previously described
by Almeida et al. (2016) [70]. Briefly, 100 ng pUC19 DNA plasmid (from Sigma) and 4.0
unit of recombinant human (p170) topoisomerase Il (Sigma-Aldrich) in relaxation buffer
without or with 2b or amsacrine (m-AMSA) were incubated for 30 min at 37° C. The tested
concentrations were 50 and 100 pM. Reactions were terminated with 1% SDS and digested
with proteinase K. Then, the reaction products were analyzed by electrophoresis gel stained

with Ethidium Bromide and photographed under UV light.

4.2.9 Statistical analyses

The results were expressed as the mean + standard error and by analysis of variance
(ANOVA), one-way followed by Tukey tests. P values lower than 0.05 (p<0.05) were
considered as indicative of significance and represented by: *p<0.05, **p<0.01 and
*#%p<0.001. The calculations were performed using the statistical software GraphPad Prism

version 7.0, San Diego California, USA.
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