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Resumo

Para o desenho de drogas com maior compatibilidade com o sitio de ligacdo é extremamente impor-
tante ter conhecimento do alvo molecular a que se destina o firmaco e da sua maneira de interacao,
ou seja, é preciso estudar a regido onde sera feita a conexdo com o ligante e o mecanismo da rea-
¢do. A ampla gama de aplicacdes para compostos organicos derivados de base de Schiff na indus-
tria quimica estende-se desde catalisadores, estabilizadores, intermedidrio de sintese e corantes. No
contexto biolégico, estes compostos tem sido empregado devido as suas atividade contra bacterias,
fungos, virus, inflamacgdo e neoplasias. Esta classe de moléculas apresentam relevante flexibilidade
sintética e apresentam alta seletividade e sensibilidade em relacdo ao &tomo de uma metaloenzima.
Diante da relevancia destes compostos no contexto biolégico foram sintetizados e caracterizados
nessa disserta¢do alguns derivados de base de Schiff. Visando estudar a biodisponibilidade do ponto
de vista farmacocinético, estes compostos foram sujeitos a estudos de interacdo com a proteina BSA,
através do mapeamento e monitoramento das mudancas das linhas de RMN frente a titulacdo com
a proteina e os constantes de ligacdo K; foram determinadas. Os compostos obtidos foram sujeito a
estudos de interagdo teorico-experimental com a proteina tirosinase que esta envolvida com a mela-
nogénese e um marcador neoplésico altamente relevante. A partir do estudo realizado, infere-se que
os compostos devidamente sintetizados e caracterizados apresentaram moderada interacdo com a
BSA, forte interacdo com ions cobre, indicando uma possivel coordenacdo dos compostos com o me-
tal, além da forte interacdo da NW-F e AMTAC 02 com a enzima tirosinase. Finalmente estudos de
inibicao de atividade enzimatica foram conduzidos com o composto acridinico AMTACO1 e os resul-
tados mostraram que este composto inibe a proteina com valores de dose resposta IC50 de 8,8.10 78,
mesma ordem de grandeza que o inibidor comercial 4dcido kéjico, o que qualifica o composto AM-

TACO1 como um potente inibidor da enzima tirosinase.

Palavras chave: Interacao. Schiff. Tirosinase. BSA. RMN.



Abstract

For the design of drugs with greater compatibility with the binding site, it is extremely important to
the molecular target for which the drug is intended and its mode of interaction, that is, it is necessary
to study the region where the connection with the ligand and the mechanism of the dog. The wide
range of applications for organic compounds derived from Schiff base in the chemistry ranges from
catalysts, stabilizers, synthesis intermediates and colorants. At the biological context, these com-
pounds have been employed due to their activity against bacteria, fungi, viruses, inflammation and
neoplasms. This class of molecules presents significant flexibility synthetic and have high selectivity
and sensitivity to the atom of a metalloenzyme. In view of the relevance of these compounds in the
biological context were synthesized and characterized in this dissertation some Schiff base derivati-
ves. Aiming to study the bioavailability of the from a pharmacokinetic perspective, these compounds
were subjected to interaction studies with the BSA protein, through the mapping and monitoring of
the changes of the NMR lines against titration with the protein and the Kd binding constants were
determined. The obtained compounds were subjected to studies of the theoretical-experimental in-
teraction with the protein tyrosinase that is involved with the melanogenesis and a highly relevant
neoplastic marker. Based on the study, it is inferred that The duly synthesized and characterized
compounds presented moderate interaction with BSA, strong interaction with copper ions, indica-
ting a possible coordination of the compounds with the As well as the strong interaction of NW-F and
AMTAC 02 with the enzyme tyrosinase. Finally, studies of Inhibition of enzyme activity were con-
ducted with the acridine compound AMTACO1 and the results showed that this compound inhibits
the protein with IC 50 dose response values of 8.8.10-8, same order of magnitude as the kojic acid
commercial inhibitor, which qualifies the compound AMTAC 01 as a potent inhibitor of the enzyme

tyrosinase.

keywords: Interaction. Schiff. Tyrosinase. BSA. NMR.
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1 INTRODUCAO

A farmacocinética e a eficdcia de drogas preparadas para o combate de doencas sao bastante
dependentes da interacao destas com alvos biolégicos especificos presentes no organismo humano.
Por este motivo, se faz cada vez mais necessario o planejamento racional de fArmacos baseado na
estrutura (Figura 1), onde sdo feitas modificacoes estruturais em compostos de partida ja estudados
previamente, visando a melhoria da biodisponibilidade, redu¢do de toxicidade e ampliacdo da espe-

cificidade do farmaco (8).

Modificacio estrutural
[Idenﬁﬁcagﬁo do alvo molecularj

Biorreceptor

Bioligante

Otimizacio de
compestos

Estratégias de
design molecular

Bioensaios (in vifro
e i1 vivo)

Triagem. Testes Clinicos
Computacional

Hibridagdo Molecular

;

Bioisosterismo

|
@

Farmaco

Figura 1 — Etapas para o planejamento racional de firmacos.

1.1 Estratégias de planejamento racional de farmacos

No planejamento racional de firmacos, é de suma importancia ter conhecimento do alvo
molecular a que se destina o firmaco e da sua maneira de interacdo, ou seja, é preciso estudar a
regido onde serd feita a conexdo com o ligante e o mecanismo da reacdo, pois desta forma tem-se o
design de um composto com maior compatibilidade com relacao ao seu sitio de ligacao (9). Em geral,
estes receptores/alvos moleculares sio compostos de estruturas proteicas ou enzimas. Tais enzimas,
compostas por aminodcidos, possuem dtomos doadores de elétrons como enxofre e nitrogénio, pos-
sibilitam a proximidade e consequentemente proporcionam a ocorréncia de ligacées covalentes ou
interacdes intermoleculares nao covalentes com farmacos desenhados especificamente para garantir

maxima eficiéncia.

Estes alvo bioldgicos proteicos fazem a ligacdo com a droga numa drea especifica da mo-

lécula responsével pela ativacao ou bloqueio de alguma resposta bioldgica, chamada de sitio ativo.



Capitulo 1. INTRODUCAO 13

Portanto, a formacdo do complexo receptor-ligante serd realizada de acordo com alteracdes na con-
formacdo de cada molécula participante para o encaixe mais estavel das mesmas e na forma mais
bioativa da proteina. A etapa de anélise conformacional é bastante enfatizada no estudo de modela-
gem molecular devido as inameras variacdes possiveis, tanto do susbtrato quanto da enzima traba-
lhada (10, 11). As possiveis interagdes ndo covalentes existentes entre o alvo bioldgico e o ligante sdo:
ligacoes de hidrogénio, interagdes idnicas, interacdes hidrofébicas, interagdo cation - 7, interacées 7

stacking e complexacdo por metais (12).

1.1.1 Ligagées de hidrogénio

As ligacoes de hidrogénio possuem relevancia biolégica por possuirem interacdes de maior
forca dentre as interacdes nao covalentes, ao contrdrio das demais interagdes intermoleculares, pos-
suem o papel de direcionar as ligacdes de acordo com sua angulacao, portanto, a nivel intramolecu-
lar, sdo responsaveis pela manutencio da estabilidade de conformacdes bioativas de macromolécula.
Além disso, a interacao das ligacoes de hidrogénio presentes em moléculas de dgua auxiliam as in-
teragdes soluto-soluto, pois dessa forma o ligante apolar é levado com maior facilidade ao sitio ativo
apolar da proteina, fendmeno que gera o ambiente para a ocorréncia de interagdes hidrofébicas (12).
As interacoes de hidrogénio ocorrem entre d&tomos aceitadores de elétrons e o &tomo de hidrogénio
quando ligados a 4tomos de grande eletronegatividade, e correspondem ao principal tipo de intera-

¢do existente entre ligante e receptor.

1.1.2 Ligacdo ibnica

As interacoes idnicas se tratam de forcas eletrostaticas resultantes da interacdo de duas es-
pécies polarizadas, as quais suas cargas se atraem ou se repelem. Sua forca de ligacdo depende pri-
mordialmente da distancia intermolecular das cargas e da constante dielétrica do meio. As forcas
eletrostéticas sao interessantes na quimica de macromoléculas pela presenca de grupos ionizéveis
nos aminoacidos componentes de diversas proteinas, sendo possivel manter interacoes eletrostati-
cas com farmacos constituidos de cargas positivas ou negativas, facilitando o reconhecimento mole-

cular ligante-receptor (13, 14).

1.1.3 Ligacdes cdtion-t

As interacdes cation-7 sdo determinadas por forca eletrostatica, envolvendo a ligacdo entre
espécies catidnicas com compostos arométicos. Geralmente residuos de aminodcidos positivamente
carregados costumam interagir com aminodcidos dotados de anel aromadtico, como por exemplo, a

interacdo entre o 4cido glutamico (Glu) e a Tirosina (Tyr), ilustrado na Figura 2. Como descrito na lite-
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OH
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Figura 2 — Interacdo cation-7 entre o 4cido glutamico e a tirosina.

ratura, estas interacdes sao relevantes primordialmente para residuos de Arginina (Arg) e Triptofano
(Trp) no estudo estrutural de enzimas do tipo catecol oxidases. Dentre as intera¢gdes nao covalentes
constituintes deste tipo de enzima, 25% sdo oriundas de ligacdes entre residuos de Trp. Apesar de
ser bastante recorrente em sistemas biol6gicos, encontra-se uma grande dificuldade em reforgar a
contribuicdo singular das ligacdes céation-7 nesses casos por conta da complexidade da interagao,
que decerto envolvem forcas de Van der Waals e efeitos de polarizacao, isto é, devido ao niimero de

interagbes que ocorrem ao mesmo tempo (15, 16).

1.1.4 Interagdo m-r stacking

Outro tipo de interacdo de alta relevancia bioldgica é a ©-7 stacking, ligacdo ndo covalente
entre duas moléculas aromaéticas as quais suas ligagoes 7 se encontram paralelas ao plano (Figura 3).
Sdo interessantes por estabilizarem conformacgdes estruturais com a agregacao de cadeias laterais de
proteinas e de 4cidos nucleicos, bem como na atuacao no reconhecimento de receptores, tendo em
vista a recorrente presenca de anéis aromaticos na estrutura quimica de firmacos em geral (16). Em
particular, as interagdes -7 stacking sdo a base para o mecanismo de agdo de compostos intercala-
dores de DNA, sendo o caso da acridina, grupo conhecido por suas propriedades anticancerigenas
(1). Estudos tedricos utilizados para o célculo das energias de interagdo de intercalagdo da proflavina
com pares de bases do DNA corroboram com resultados experimentais relatados, onde a configura-
¢do do sistema se estabiliza quando o eixo principal do composto intercalador se encontra alinhado

com os pares de bases do DNA, indicando intera¢des 7 stacking entre os anéis aromaticos.

Adicionalmente, na literatura admite-se que a contribuicao da densidade eletronica do anel
aromadtico tem efeito na relacdo de dependéncia com a forca de interacdo. Interacoes stacking do
tipo fracas sdo resultantes das repulsdes elétron-elétron que ocorrem em moléculas ricas em elétrons
devido ao aumento de densidade eletronica sobre o anel. Com a presenca de grupos retiradores de
elétrons, a densidade eletronica diminui e consequentemente as repulsoes entre elétrons diminui,
aumentando a forca da interacdo. Por outro lado, moléculas menos favorecidas em elétrons tem
sua interacdo stacking elevada com a presenca de grupos eletrodoadores, e no caso da presenca de

grupos retiradores de elétrons, se diminui significativamente a forca de interacao n-7 (17).
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SEFEFEo
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HaN N NH,

Figura 3 — Configuracdo da proflavina entre os pares de bases Guanina: Citosina atuando como
agente intercalador de DNA a esquerda e estrutura quimica da proflavina a direita (1).

1.1.5 Complexacdo com metais

Por ultimo temos a interacdo de complexacao por metais, que € bastante recorrente em ma-
cromoléculas, evidentemente pela deficiéncia em elétrons do metal e a simétrica distribuicao eletr6-
nica nas moléculas biolégicas. Este fato que faz com que proteinas se atraiam facilmente aos 4&tomos
metdlicos (18). Em processos envolvendo metalosenzimas, ou seja, enzimas que possuem metal na
sua constituicao, tem-se a possibilidade de desenhar moléculas/farmacos com afinidade especifica

pelo metal em questao (19).

1.2 Termodiniamica de interacGes

A compatibilidade do receptor pelo fairmaco é mensurada pela forca destas ligacoes, sendo
medida de acordo com a mudancga na energia livre de Gibbs (AG) do sistema, quando se faz uma
comparacdo das substancias livres com o complexo formado (ligante-receptor). Para intera¢des de
importancia biolégica, a reacdo deve ser espontdnea (AG < 0) (20).A mudanca na energia livre é
composta de 2 componentes energias independentes, a entalpia (AH) e a entropia (AS), através da

equacao 1.1.

AG=AH-TAS (1.1

Nestes tipos de interacdes, a mudanca na entalpia se correlaciona com as forcas nao covalen-
tes, como as de Van der Waals, ligacoes de hidrogénio e idnicas. Ja a entropia, a parte da energia do
sistema que se transforma em calor, se modifica com o grau de desordem do sistema, ou seja, através
de mudancas conformacionais/configuracionais ou relacionadas ao solvente, como por exemplo, a
energia de solvatacdo ou interacdes hidrofébicas. A energia livre de Gibbs estd atrelada a constante de

equilibrio de dissocia¢do K; de uma reacgdo, de acordo com a equacao 1.2. Por conseguinte, podemos
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afirmar que a atividade farmacodinamica entre ligantes e receptores também podem ser definidas

pelas constantes de associacdo K,=1/K,;, como ilustrado no esquema abaixo:

AG=-RTInKy, (1.2)

L+R< LR Ky=—— (1.3)

O esquema reflete a proporcionalidade das concentragdes do ligante e do receptor biolégico
antes e apds a interagdo. A concentracao do complexo ligante-receptor é inversalmente proporcional
a constante de dissociagcdo da reacao, isto é, quanto maior a K;, menor é a possibilidade de encon-
trar o complexo ligante-receptor em solucdo, e consequentemente teremos maior concentracdo dos
ligantes e receptores livres. Por outro lado, quanto menor o valor da K;, maior € a interacdo entre a
droga e a proteina. Em resumo, os valores para K; nos casos de interacdo fraca tem valores acima
de 10 mM, ja em interacdes muito fortes se alcanga valores de 10~'6M. Por outro lado, é vélido usar
outros parametros para medir a eficicia de um farmaco, como a sua taxa de inibicdo com relagdo
ao seu receptor. Na inibicdo enzimdatica hd uma minima formacdo do complexo ligante-receptor e o
substrato pode chegar a permanecer intacto no sistema. Seguindo esta linha de raciocinio, o inibidor
ird desativar a acao biolégica desencadeada pela reagdo do substrato com a enzima, evitando rea-
¢oes indesejadas para o organismo e isso € possivel com o planejamento de fAirmacos com atuacao

inibidora para um dado receptor (21, 22, 23).

1.3 Cinética enzimatica

Em termos de cinética enzimadtica de uma Enzima E, o mecanismo proposto para a reacao
de conversdo de um substrato S a um produto P pode ser descrito pelas constanstes de velocidade

kl,k_l (§ kg

E+S —m— ES — —E+P

ky

A reagdo em geral se trata da conversao de um substrato a um produto catalisado pela en-
zima, porém é notéavel que parte do substrato ndo se une a enzima, ocasionando a reversibilidade
de reacdo. A velocidade de formacdo do complexo ES é calculada pela variagdao da concentracao do
complexo por tempo de reagdo

Vr = k1[E][S] (1.4)
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Com a formacdo do complexo ES, a reacao pode caminhar para duas dire¢des: pode ocorrer
a reversibilidade do processo, separando o ligante (substrato) do receptor (enzima), ou pode formar
o produto a medida que se libera a enzima, levando a equacdo de velocidade do desaparecimento do
complexo, integrado pela soma da velocidade da reacdo reversivel com a velocidade da formacao do

produto:

Vy = k_1[ES) + k2[ ES] (1.5)

Afirmando que a concentracao do complexo permanece constante, em outras palavras, a ve-
locidade da formacao do complexo ES é equivalente a velocidade de desaparecimento (estaciondaria)
temos entao

k1[E][S] = k_1[ES] + k2 [ ES] (1.6)

Tendo em vista que a concentracado total de enzima utilizada para formar o complexo ES
corresponde a soma da concentracdo da enzima livre e a concentracido do complexo formado, [E]r =

[E]+ [ES], podemos facilmente calcular

_ [Elr[S]
[ES]= Ko+ 18] (1.7)

onde Ky, =(k—1+ k»)/ k1 é a constante de Michaelis-Menten (24, 25).

Em reacOes enzimadticas, a velocidade inicial estd intimamente relacionada com a dissocia-
¢ao do complexo ES a enzima livre e produto. No ponto em que a enzima encontra-se totalmente

complexada, podemos assumir que a velocidade maxima V},,,» = k2[E] 1 e a velocidade inicial (25)

kZ[E]T[S] _ Vmax[s]
Ku+I[S]  Ku+ISI’

Assumindo a velocidade da reacdo V = V4. /2, podemos facimente verificar que Ky, = [S]. Em ou-

Vi =ko[ES] =

(1.8)

tras palavras, a equacao de Michaelis-Menten descreve a partir de qual concentracao de substrato
a velocidade de reacdo é maxima. Isso é de extrema relevancia para o célculo de afinidade entre
ligante-receptor, pois valores pequenos de Kj; demonstram uma alta afinidade do substrato pela en-
zima, visto que a concentracao de substrato se encontra baixa no momento em que a velocidade da
reacdo é metade do seu valor maximo, em outras palavras, se a Kjs € pequeno, significa que a enzima
complexou em grande parte com o substrato. Do lado oposto, valores altos de Kp; mostram que a
enzima desenvolveu a metade da velocidade méxima apenas com concentragées altas de substrato,
isto é, mesmo se houver bastante substrato, a enzima formara pouca quantidade de complexo ES.
Para facilitar célculos experimentais, se faz a linearizacdo da curva de Michaelis-Menten, gerando a

equacao Lineweaver-Burk(Figura 4)

(1.9
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(a) am (b)

Slope = Ky Vings .
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Figura 4 — Gréafico de Michaelis-Menten (a) e sua linearizacdo com o Grafico de Lineweaver-Burk (b).

No caso de uma inibi¢do da atividade enzimadtica, é desejavel obter valores altos da constante
de Michaelis-Menten, dessa forma se terd conhecimento da eficiéncia do inibidor, pois se é neces-
sdria uma concentra¢do maior de substrato para que a velocidade méxima da reagdo seja obtida,
isso entdo significa que a enzima detém baixa compatibilidade com seu substrato. Por outro lado a
constante k¢q; = Vinax/[E]r pode medir e eficiéncia enzimética, definindo a quantidade méaxima de
substrato que é convertida em enzima em certa quantidade de tempo, Tabela 1 mostra valores tipicos

de parametros cinético de algumas enzimas.

Tabela 1 — Dados cinéticos de reacdes enzimaticas.

Enzima Substrato Ky Kear Keat /K
(mol.L71) (s (mol/L)~1.s1
Quimiotripsina Ester N-acetiltirosinaetil 1,5x10~2 0,14 9,3

Pepsina Ligacoes Peptidicas 3,0x10~4 0,5 1,7x103
tRNA sintetase Tirosina + tRNA 9,0x10~* 7,6 8,4x103
Ribonuclease Citidina-2",3’-fosfato ciclica | 7,9x10~3 | 7,9x102 1,0x10°
Anidrase carbénica HCO3~ 2,6x1072 | 4.0x10° 1,5x107
Fumarase Fumarato 5x1076 | 8.0x102 1,6x108
Tirosinase L-DOPA 0,8 1,0x107 133,75

Em sintese, os dados de cinética enzimética proporcionam a efetividade do planejamento
racional de fairmacos, pois definem se a estrutura molecular de determinada droga é compativel para
a inibicdo do receptor para o qual foi desenhado de acordo com os parametros cinéticos. Com este
fim, para o estudo preliminar de qualquer droga, inclusive das antineopldsicas, tem-se a preocupacao

em definir o alvo de estudo com base no tipo especifico de doenca e seu provavel mecanismo de acao

fisiologica.
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1.4 Proteinas alvo para o estudo de drogas antineoplasicas

Em geral, os firmacos ao serem introduzidos no organismo podem existir na forma livre ou
permanecerem ligados a proteinas carreadoras presentes no plasma sanguineo, e isso terd depen-
déncia das propriedades quimicas da molécula. Porém a interacao do formaco com seu respectivo
receptor (reacdo que gera atividade biolégica) serd realizada apenas no momento em que o ligante
estiver em sua forma livre, pois através de processos de difusdo e/ou transporte especifico mediado

pelo alvo biolégico, a droga poderd alcancar o seu alvo molecular com eficécia.

Fortes interacoes entre o firmaco e proteinas carreadoras diminuem a biodisponibilidade
da droga, ou seja, a fracdo do farmaco disponivel para atuacdo é reduzida na corrente sanguinea
quando h4a forte interacdo entre as mesmas, pois a distribuicdo da droga é afetada devido a formacao
do complexo proteina-droga. Interagées fracas também diminuem a distribuicdo do farmaco, etapa
determinante da farmacocinética. Portanto para a eficiéncia na biodisponibilidade, é recomendado o
design de moléculas detentoras de moderada interacdo com proteinas carreadoras (26). A principio,
a presente dissertacdo terd foco no estudo de interagdes ligante-receptor com a albumina, pois a
mesma auxilia na avaliacdo da biodisponibilidade do fadrmaco, e para alvo molecular enzimaético,

serdo enfatizados os estudos com a proteina receptora Tirosinase.

1.4.1 Albumina Sérica

A albumina é a proteina mais importante constituinte do plasma sanguineo, representando
60 % em termos de concentragdo das proteinas carreadoras ndo especificas presentes no sangue.
E bastante conhecida a sua caracteristica funcional de ligacdo a substancias endégenas, como por
exemplo, a bilirrubina, dcidos graxos, ester6ides, cations divalentes e toxinas, além de uma varie-
dade de substancias exégenas (drogas) (27, 28, 29). Devido a esta forte interacdo albumina-ligante,
existe uma dependéncia destas ligagdes com a farmacocinética e os efeitos fisioldgicos de drogas no

organismo humano, afetando o processo de distribui¢do da droga.

A albumina sérica bovina (BSA) vem sendo bastante utilizada em estudos de interacdo devido
ao seu baixo custo e disponibilidade (Figura 5). Sua homologia de aproximadamente 80% em rela-
¢do a sequéncia de aminodcidos da Albumina Sérica Humana (HSA) a torna uma excelente proteina

modelo para estudos biomiméticos (30, 31).

Estruturalmente a BSA é um polipeptideo de cadeia inica composto estruturalmente em 66%
de a-hélices e 34% em conformacdo f§ e peso molecular de 66 kDa, possuindo 582 residuos de ami-
noécidos em comparacdo com a HSA que possui 585. Dentre estes residuos, uma grande porcao é

caracterizada pelos aminoacidos asparagina, 4cido glutadmico, alanina, leucina e lisina, e em peque-



Capitulo 1. INTRODUCAO 20

Figura 5 — diferenca estrutural entre a albumina sérica humana (a esquerda) e albumina sérica bovina
(a direita).Os locais indicados como Sudlow se referem ao sitio de ligacao hidrofébico.

nas proporcdes sdo encontrados em sua estrutura os residuos de triptofano e metionina. A principal
diferenca estrutural entre as duas albuminas séricas € a distancia entre os subdominios I e II (Figura
5), além da presenca de dois residuos de triptofano na BSA e na HSA apenas um (32). Sua carga
negativa em pH fisiolégico confere a albumina o poder de carrear drogas carregadas positivamente
com facilidade (33). Com rela¢do a sua farmacodinamica, estudos recentes identificam valores mo-
derados da constante de dissociacdo K; do complexo albumina-farmaco (intervalo de 1073 - 1074M,
enquanto valores de alta afinidade podemo chegar a 10~"M. Valores acima de 10~3M indicam fracas

interacdes entre a albumina e a droga (34).

1.4.2 Tirosinase

A tirosinase é reconhecida como uma metaloenzima por conter dois &tomos de cobre aco-
plados em seu sitio ativo, tendo a funcao de catalisar a velocidade da reacao de conversao de tirosina
em melanina, composto responsavel principalmente pela pigmentacdo da pele e consequentemente
pela protecdo da pele contra os raios ultravioletas do sol. A melanogénese ocorre dentro dos melané-

citos, célula localizada na epiderme, constituindo o local em que se encontra a enzima tirosinase.

Contudo, alteracdes na atividade cinética desta enzima possibilitam a formacao de desor-
dens de pigmentacdo, chamados de melasma. A hiperpigmentacao é caracterizada pelo apareci-
mento de manchas de pele causado pelo aumento de atividade da tirosinase, ja a despigmentacao é
relativa a reducao de sintese de melanina. A hiperpigmentacdo é um dos sintomas mais aparentes
de cancer de pele, sendo conhecido por melanoma o cancer mais letal. O melanoma é formado pelo
crescimento de melandcitos anormais, processo resultante de multiplas muta¢gées no DNA. Estudos
realizados em melanécitos aberrantes inferem a presenca exagerada da enzima tirosinase em 100%
das células analisadas, fato que incita o uso da tirosinase como um alvo molecular para tratamento

das células tumorais do melanoma (35, 36, 37).
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Com relacdo a sua estrutura, os &tomos de cobre da tirosinase estdo fortemente acoplados
antiferromagneticamente, ligados a uma ponte de ions hidroxila ou oxigénio molecular e cada metal

se encontra conectado a trés moléculas de histidina, como demonstrado na Figura 6.

His His

His

His

Figura 6 — Representacdo do sitio ativo da enzima tirosinase (2).

Encontrada em praticamente todos os seres vivos, a tirosinase foi amplamente caracterizada
ndo s6 em mamiferos, como também em bactérias e fungos. Dentre estas, a que mais se assemelha
a tirosinase dos mamiferos é a dos fungos (Agaricus bisporus)(38), fato este que a torna interessante
para estudos preliminares de interacdo droga-receptor. Conhecida também como polifenol oxidase,
a tirosinase participa de diversos processos cataliticos para a producao da melanina (Figura 7). A
etapa determinante ocorre inicialmente com a hidroxilacdo da tirosina levando a formacao da dopa
(3,4-dihidroxilfenilalanina). Posteriormente a tirosinase oxida a dopa em dopaquinona, levando a

uma cadeia de reacdes espontaneas em pH fisiolégico.

NH, NH, NH,
OH OH OH
Tirosinase o Tirosinase 0
0, \'.}?o O :}0
OH f 8]
HO HO o
L-Tirosina L-DOPA o-Dopaquinona

Figura 7 — Reac¢Ges envolvidas na melanogénese(2).

O mecanismo completo pode ser encontrado na Figura 8 que mostra a ativagdo da enzima
com um substrato fendlico reagindo com a ponte binuclear de cobre como etapa inicial, ocasionando
a formacao de um radical fenoxilo com a abstracdo do H* oriundo do substrato. Durante a transfe-

réncia eletrénica ocorre a formacao de duas espécies radicalares intermedidrias, que seguidamente
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dardo origem a transferéncia de um oxigénio da enzima para o substrato formando o sistema enzima-

subtrato. Por fim, o complexo é desidrogenado levando a obtencdo da quinona (39).

Durante a reacao catalitica, os ions cobre da enzima se transformam 3 vezes. Iniciando a
reacao tem-se a forma met (Cu(Il)-Cu(Il)) que apés a sua ativagdo é reduzida a espécie deoxy (Cu(l)-
Cu(D) a qual se liga ao oxigénio molecular para resultar na forma oxy-ligado em forma de ponte
u-n%:n? [(Cu(I)-Cu(l).O,]. A desestabilizacdo da ligacao O-O por fim ativa a acdo de catdlise. Em
contrapartida, estudos recentes afirmam que a inibicao da atuacgdo da tirosinase consiste na mono-
oxigenacdo dos compostos oxigenados utilizados como subtrato, eliminando um dos ions cobre do

sitio ativo através de reducao, convertendo a oxy tirosinase a sua forma inativa (Cu(II)-Cu(0)) (40).
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Figura 8 — Mecanismo de reacdo do substrato com a enzima tirosinase (2).

1.4.3 Inibidores da atividade catalitica da tirosinase
A inibicdo enzimaética da tirosinase é relatada cientificamente de acordo com o seu alvo de

atuacao. Especificamente sdo abordadas as seguintes classificacdes de substratos inibidores:

a) Agente redutor para a reducdo da dopaquinona a dopa, evitando a obtencdo de dopacromo e

consequentemente de melanina;
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b) Compostos contendo ti6is que consomem o substrato, desativando-o para a formac¢ao de mela-

nina;

¢) Uso de 4cidos e bases (inativadores ndo especificos) para provocar a desnaturacdo da enzima,

inibindo a atividade catalitica;

d) Uso de inibidores especificos para a tirosinase, os quais se ligam reversivelmente a enzima e re-

duzem sua atividade catalitica.

f) Substratos que formam ligacdo covalente com a tirosinase, inativando a enzima de forma irrever-

sivel (substrato suicida);

Em geral, os compostos utilizados para inibicao da tirosinase e que sdo extensamente deta-
lhados em literatura sdo dotados de grupos oxigenados (Figura 9), possibilitando assim sua interagao
com os ions cobre da enzima. Como exemplos conhecidos temos os flavonoides, as chalconas e as N-
benzilbenzamidas, ou derivados dos citados. O 4cido Kéjico, composto padronizado como controle
positivo experimentalmente, é um dos inibidores mais descritos em literatura devido a sua poténcia
e efetividade na inibicdo da enzima. Possui um efeito competitivo inibit6rio na atividade da mono-

fenolase e efeito misto inibitério na atividade da difenolase da tirosinase de cogumelo.

Dando espaco as novas perspectivas no que tange a descoberta de farmacos, a influéncia
das semicarbazonas na atividade catalitica da tirosinase vem sendo cada vez mais analisada, tanto
experimentalmente quanto através de medidas teéricas, tendo em vista a facilidade de quelagdo do
enxofre presente no grupo com os ions cobre da enzima. Especificadamente, um grupo de tiose-
micarbazonas aromaticas demonstrou forte atividade inibitéria, inibindo em 50% (IC50) a atividade
da tirosinase com a concentragdo de 1,1x10~% M. Neste mesmo relato, estudos de relacao estrutura-
atividade (SAR) sugerem que a presenca de grupo hidrofébicos nas posicoes substituintes do anel

melhoram a atividade inibitéria destes compostos (41).

o i OH
| HO Q. - | !
HO._ _,,L_] Y o [
| OH H. oM |
N e B
a b C d

Figura 9 — Estrutura quimica de conhecidos inibidores da tirosinase. (a) Acido Kéjico (3) ; (b) Kaemp-
ferol (flavonoide) (4); (c) N-Benzilbenzamida (5); (d) Chalcona (6).
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1.5 Uso de bases de schiff e derivados como drogas terapéuticas

As bases de Schiff possuem como caracteristica um grupo azometina com ligacdo C=N (Fi-
gura 10(a), podendo haver no carbono dois substituintes de qualquer natureza e um substituinte
qualquer no nitrogénio, excetuando-se o hidrogénio. Esse grupo confere ao composto caracteristicas
semelhantes as moléculas biolégicas naturais, tendo em vista a presenca desta funcionalidade em
sitios ativos constituintes da célula animal, interferindo com facilidade em processos celulares (42).
Dentre estas, existem duas classes que se destacam por suas interessantes atividades farmacolégicas:

as semicarbazonas Figura 10 (c) e tiosemicarbazonas, Figura 10 (b).

5 1
Rj R’ 5 )k " R
N:< \N N —i ;
2 e 13 R
R R R
(a) (b)
0 R1
R’ J—k N—<
“-,':Il rl}l/ e R2
R4 RE (c)

Figura 10 — Estrutura molecular geral de (a) uma base de Schiff, (b) uma tiosemicarbazona e (c) uma
semicarbazona.

Caracteristicas recorrentes nestas bases como, por exemplo, a extrema deslocalizagdo eletr6-
nica e constituicao feita por &tomos de distintas polarizabilidades permitem interacdes entre os mes-
mos e uma ampla variedade de dcidos de Lewis, favorecendo a formacgdo de compostos de coordena-
¢do independente da natureza metdlica (7). O d&tomo de nitrogénio (N) possui baixa polarizabilidade
, enquanto o enxofre (S) e o oxigénio (O) é altamente polarizdvel devido ao seu tamanho (base mole).
Este fato, de acordo com as propriedades doadoras ou aceitadoras de elétrons dos 4&tomos presentes
nos grupos substituintes R, pode proporcionar extensas possibilidades de coordena¢do (mono-, bi-

ou poli-dentado) (43, 44, 45), como demonstrado na Figura 11.

Como resultado da deslocalizacao eletronica, pode ocorrer um equilibrio tautomérico, exis-
tindo na forma tiol ou tiona (Figura 12). A forma tiona tem caracteristica neutra, j4 o tiol é repre-
sentado na forma de anion, e ambos possuem a capacidade de coordenar-se a centros metdlicos de

maneira eficaz (Figura 11). Este fato implica positivamente na interacdo entre estas bases e os sitios
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Figura 11 - Diferentes formas de coordenacgdo entre semicarbazonas/ tiosemicarbazonas e 4&tomos
metdlicos (adaptado da referéncia (7)).

ativos de enzimas importantes para o tratamento de células tumorais e consequentemente na sua

inativacdo com relacdo a multiplicacao de células tumorais (46).

X HX

HM J\ —_— I /I\
TMH NHa H‘N““N’f NH 5

Figura 12 — Tautomeria Tiol-Tiona em semicarbazonas/ tiosemicarbazonas

Com base nas caracteristicas citadas, o sucesso na atividade biolégica destas moléculas tam-
bém depende da interacdo com as macromoléculas presentes no organismo humano. Portanto, as-
pectos fisico-quimicos como forcas eletrostaticas, de Van Der Waals, hidrofébicas e ligacoes de hi-
drogénio sao importantes para mensurar a forca de ligagcdo entre biomoléculas e tais bases de schiff,

e consequentemente para elaborar um mecanismo de acao bioldgica de tais drogas (47).

Desta maneira, é possivel inferir que a modificagdo de seus substituintes R promove uma
variacdo significativa na sua atividade biolégica por menor que seja a mudanca estrutural em decor-
réncia das alteragdes nas propriedades do composto, ampliando as possibilidades estruturais para

estudo da obtencao destas substancias na drea da pesquisa oncoldgica.

1.5.1 Tiosemicarbazonas

As tiosemicarbazonas sdo amplamente estudadas por conterem uma grande variedade de

efeitos farmacologicos, desde a agdo antiinflamatéria (48) até a inibicdo de células tumorais (49). O
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interesse em tais moléculas surgiu entre as décadas de 40 e 50, quando Domagck (50, 51) obteve
sulfonamidas derivadas de tiosemicarbazonas para o tratamento da tuberculose, com resultado em
sua atividade biolégica abaixo do nivel satisfatério. Porém, as tiosemicarbazonas, também estudadas
posteriormente por Behnisch e colaboradores (52), demonstraram uma forte resposta antitubercu-
lose, e desde entdo foram sintetizados inlimeros compostos tiosemicarbazénicos com finalidades
terapéuticas e bastante eficazes em relacao ao combate de uma série de microorganismos (bactérias,
fungos, virus e protozoérios) (53, 54, 55, 56). Em especial deve ser ressaltada a grande contribuicao
desta classe de compostos na-producao de moléculas que agem contra células cancerigenas, sendo a
primeira destas a piridina-2-carboxaldeido tiosemicarbazona e derivados, sintetizada por Brockman

et al em 1956.

Sua avaliacao sobre a atividade antitumoral in vivo em células leucémicas de linhagem L1210
induzida em camundongos mostra a reducao do tumor em 50% em comparacao a células nao trata-
das, porém, em seu trabalho, ainda seria desconhecido o mecanismo de acao de tais moléculas no
sistema bioldgico (57). Atualmente sdo reportados os mecanismos de agdo das tiosemicarbazonas
em células tumorais sob diversas perspectivas, incluindo a inibicdo de enzimas primordiais para a
sintese de DNA, impedindo a proliferacdo do tumor a nivel celular (58),fato que sera discutido mais
adiante na presente dissertacdo. Diante do mencionado, é justificavel o interesse na obtencdo de no-
vas estruturas moléculares baseadas em tiosemicarbazonas e acridinas, uma vez que a utilizacdo das
mesmas em sistemas biolégicos e sua interagdo com enzimas podem ser favorecidas por suas propri-
edades quimicas e fisicas particulares citadas no capitulo anterior, que podem se alterar conforme a

mudanca estrutural de cada substéancia sintetizada.

1.5.2 Acridinas

As acridinas sdo compostos mesclados por trés anéis aromdticos, sendo um destes piridi-
nicos em sua posicdo central. Sua acdo antitumoral conhecida a torna uma molécula atrativa para
estudos com base na inibicao enzimatica de proteinas alvo para tratamento de drogas antineoplasi-

cas.

A amsacrina ( figura 13-B) é a melhor derivacado da acridina (figura 13-A) ja conhecida com
relacdo a sua atividade antileucémica. Desde sua descoberta em 1970, vém sendo utilizado como um
potente agente intercalador de DNA, atividade que impede que processos de replicacdo acontegcam,
conduzindo as células tumorais a morte. Seu poder através da interferéncia na atividade da topoi-
somerase, enzima necessdria para o crescimento celular que quebra e reorganiza as fitas de DNA, a
torna uma das drogas mais estudadas para o tratamento de cancer (59). Estudos recentes relatam a

funcao dos grupos funcionais existentes na amsacrina, onde a parte acridinica estaria responsavel
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Figura 13 — Estrutura da molécula (A)acridina, (B)m-AMSA (N-[4- (acridin-9- ilamino- met6xi- fenil]
-metanosulfonamida), (C) acridina- tiazolidin e (D) acridina- tiosemicarbazona.

pela interacdo com o DNA (intercalacdo) e restante da molécula teria a funcdo de interagir com a

proteina topoisomerase e realizar a clivagem do DNA (60).

Compostos acridinicos unidos a tiosemicarbazonas (figura 13- D) também foram descritos
para atividade antitumoral obtendo valores satisfatérios de constante de ligacao, indicando alta afi-
nidade de interacdo com o DNA, com valores maiores do que a interacdo amsacrina-DNA citada an-
teriormente. Também foi notado que a substituicdo pelo anel aromatico presente ao lado do grupo
das tiosemicarbazonas afeta a interacdo do composto com o DNA devido ao volume do ligante e

fatores rotacionais da molécula (61).

1.6 Técnicas de estudos de interacdo Ligante-Alvo Biolégico

A ressondncia magnética nuclear (RMN) é uma das técnicas espectroscopicas mais pode-
rosas em quimica e uma ferramenta indispensavel para o estudo de complexos de sistemas tipo
héspede-hospedeiro ("host-guest”). Principalmente no que diz respeito a elucidar as estruturas dos
varios complexos existentes na forma de agregados, pares de ions ou sistemas encapsulados. Sendo
assim, a RMN identifica os diferentes nicleos nas moléculas, através do seu deslocamento quimico. A
presenca de uma molécula hospede dentro do raio de interagao de uma molecula hospedeira provoca
uma alteracdo consideravel nos ambientes eletronicos dessas moléculas. Desde que os deslocamen-

tos quimicos dependem do ambiente eletrénico no qual este niicleo esta imerso, uma mudanca nos
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sinais no espectro de RMN poderdo ser observadas e este principio bdsico é utilizado para estudar
os fenémenos de interacao tipo h6spede-héspedeiro. As forcas motrizes para este tipo de interagdo
sdo as vdrias interagdes secunddrias entre moléculas, tais como ligacao de hidrogénio e interacdo pi-
pi. Assim, a RMN também serve como uma técnica importante para estabelecer a presenca destas

interaccdes num complexo héspede-hospedeiro (62).

Diversos fatores interferem nos resultados obtidos por RMN. Um aspecto crucial da andlise
por RMN nestas interac6es é o tempo necessario para a aquisicdo de dados em comparacdo com o
tempo em que as moléculas permancem interagindo ou ligadas umas a outras . Em muitos casos, 0s
eventos de ligacao sdo muito mais rdpidos do que a escala de tempo de aquisicdo de dados, nesse
caso a saida é um sinal médio para as moléculas individuais e o complexo. A escala de tempo de
RMN é da ordem de milissegundos, o que em certos casos quando a reacdo de ligacao é rapida, limita

a precisao da técnica.

Diversos estudos demonstram a utilidade da técnica nestes tipos de aplicacoes. Em um des-
tes estudos, usando as alteracdes nos deslocamentos quimicos dos grupos amino e amido do sistema
piridina-dendrimero PAMAN, foi possivel calcular a energia de interacao de hidrogénio neste sistema
(63). Em outro estudo similar, foi possivel determinar precisamente os &tomos envolvidos (64), assim
como a afinidade entre drogas aminadas e um dendrimero carboxilado, pela titulacao do dendrimero
com diversas drogas e posterior monitoramento dos deslocamentos quimicos juntamente com expe-
rimentos NOESY bidimensionais. Foi possivel demonstrar neste estudo que moléculas catidonicas do
farmaco interage fortemente com a superficie anidnica do dendrimero enquanto firmacos aniénicos

ficam localizados no ntcleo e na superficie do dendrimero.

Em outro contexto molecular, interacdo de compostos de coordenacao a base de ruténio e
moléculas do tipo cucurbiturila foram estudas por RMN, sendo verificado que os modos de ligacao
para os complexos sdo completamente diferentes para diferentes moléculas de cucurbiturila. Por
exemplo nos sistemas de curcubiturula de sete membros somente quatro prétons aromaticos por
molécula de ligante participam no processo de ligacdo, enquanto que todos os prétons aromaticos

do ligante formam uma parte do complexo quando € utilizado um sistema de oito membros.
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2 OBJETIVOS

Como objetivo geral, tem-se o intuito de analisar os derivados de bases de schiff (AMTAC’s e

NW’s) como potenciais inibidores das enzima tirosinase, bem como a sua biodisponibilidade.

2.1 Objetivos Especificos

Sintetizar os derivados de bases de schiff;

Caracterizar os derivados de bases de schiff;

Verificar a interacdo dos compostos com a BSA, Cobre e a Tirosinase através da constante de

dissociacdo;

Testar a atividade inibitéria dos compostos com relacao a tirosinase;

Realizar o docking molecular da interacdo dos compostos com a tirosinase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais e reagentes

Osreagentes: 4-Fluorfenil isotiocianato (FCgH4NCS), 4-Nitrofenil isotiocianato (NO,Cg H4NCS),
4-Clorofenil isotiocianato (CIC¢H4NCS), 5-Hidroximetil-1,3-benzodioxol (CgHgO3), Alcool piperoni-
lico (CgHgOs3), Di6xido de Manganés (MnO3), fosfato de potéssio dibdsico anidro (K,HPOy,), fosfato
de potassio monobasico anidro (KH,PO,), enzima tirosinase do cogumelo 1000 U/mg, Albumina Sé-
rica Bovina (BSA) e sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4.5H,0) sdo da marca Sigma Aldrich. A
Hidrazina Hidratada 80% (NH,NH,. xH,0) é proveniente da marca Acros Organics. Os solventes:

Acetona, Acetato de Etila, Etanol e Hexano sdo da marca Sigma Aldrich.

3.2 Sintese dos compostos acridincos

A AMTAC 01 (R= H) e AMTAC 02 (R=0CHj3) foram sintetizadas no Laboratério de Quimica
e Inovacao Terapéutica tendo sua metodologia descrita em literatura (65). O esquema reacional é

ilustrado na Figura 15.
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Figura 14 — Esquema sintético das AMTACs.

3.3 Sintese dos compostos tiosemicarbazénicos

Sintese do aldeido do safrol (piperonal) precursor

A1 g de élcool piperonilico em 50 mL de diclorometano foram adicionados 8,55 g de di6xido
de manganés. A mistura foi agitada durante 5 horas, onde a formacao do produto foi acompanhada

por CCD (Cromatografia em Camada Delgada).
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Sintese das semicarbazidas precursoras

0,4 mL (0,5 g) de 4-fenilisotiocianato foi adicionado em 20 mL de diclorometano, seguida-
mente 0,2 mL de hidrazina foi incorporada a mistura, notando-se imediatamente a formacao de pre-

cipitado. A reacgdo foi agitada durante 1 hora e monitorada por CCD.

Sintese das tiosemicarbazonas

6,6x10~% mol de piperonal foi adicionado em uma solucéo de 6,6x10~% mol de 4-fenil tiosemi-
carbazida em 50 mL de etanol anidro. Em seguida foi acrescentado 1,5 mL de dcido acético. A reacao
foi deixada sob agitacao e refluxo por 24 horas e ap6s isto o produto lavado com etanol e monitorado

por CCD.

o 441 3-benzodioxol-5-il)-1{4-Nuorbenzilideno)tiosemicarbazona
44{1,3-benzodioxol-3-il)-1{4-clorohenzilideno)tiosemicarbazona
41 3-benzodioxal-5-il)-1{4-nitrobenzilideno)tiosemicarbazona

Figura 15 — Esquema sintético das tiosemicarbazonas.

3.4 CaracterizacOes estrutural dos compostos

Para caracterizacdo das amostras e estudos de interacdo foi utilizado um espectrémetro de
ressondncia magnética nuclear da marca Varian Unity Plus 400 MHz da Central Analitica - Departa-
mento de Quimica Fundamental (DQF). A caracterizacdo das AMTACs foram realizadas em DMSO-
d6, ja o grupo das NWs foram caracterizadas em acetona-d6. Para a caracterizacao foram coletados os
espectros unidimensionais de 'H e 13C e bidimensionais: COSY, HMBC e HSQC de 10 mg de amostra

numa soluc¢do de 500 uL de solvente .

3.5 Estudos de interacdo com proteinas

Os estudos de interacao dos cinco compostos com BSA foram realizados com a titulacado das
amostras com proteina em 6 concentracoes: 1,5, 3,0, 4,5, 6,0, 7,5 € 9,0 mM. Foram utilizadas 1,0 mL de
acetona-d6 para solubilizar 15 mg de cada amostra. Os estudo de interacdo das cinco amostras com
a enzima tirosinase de cogumelo foram feitos titulando-se as amostras com a enzima em 5 concen-

tracoes: 70, 140, 210, 290 e 350 uM. Foram utilizadas 1000 uL de acetona-d6 para solubilizar 15 mg de
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cada amostra. Obtendo-se o a diferenca de deslocamento (A0) a partir dos espectros em diferentes
concentracoes, foi realizado um fitting ndo-linear no programa Graphpad Prisma, onde se calculou a
constante de dissociacao para cada hidrogénio das moléculas. Todos os estudos de interacdo foram

realizados a temperatura de 27°C.

3.6 Estudo tedrico de interacao

Partindo da estrutura de PDBID: 2y9x (tirosinase com ligando de tropolona), ao receptor fo-
ram removidas todas as cadeias. Também foi removido todos os hidrogénios e moléculas de dgua.
Para assegurar a carga inteira, também foi removido a ligacao tioéter entre His85 e Cys83. Os hidrogeé-
nios foram adicionados utilizando a ferramenta Quimera "AddH”, e "Add Charges Tool” Foi utilizada

para adicionar cargas ao receptor, utilizando cargas do campo de forca de Amber ff14SB.

Para o ligante natural Tropolona foi removido todos os &tomos da estrutura 2y9x de PDB, ex-
ceto a unidade tropolone na cadeia A. Em seguida, usamos a Ferramenta "AddFor” do programa Qui-
mera para adicionar os hidrogénios e depois calculamos as cargas usando a ferramenta "Add Charge
Tool” do Chimera. O resultado foi salvo no arquivo tropolone.mol2. O arquivo mol2 das moléculas
foram baixados do ”"Zinc database” (ZINC 02506503). Para as outras tiosemicarbazonas foram usados
usados a ferramenta "Build structure” do Chimera usando o SMILES R=F: S=C(NN=Cc2ccc10COc1c2)
Nc3ccce(F)ee3 ZINC 02506503 R=N0O2: O=N(=0) c3ccc (NC(=S)NN=Cc2ccclOCO clc2)cc3 R=Cl:
S=C (NN=C c2ccc10COc1c2)N c3ccc(Cl)cc3. As cargas foram calculadas usando o SQM como dis-

posto no Chimera, através da ferramenta "Add charges”.

O ligante natural (tropolone) foi atracado a proteina. A tropolona foi posicionada no volume
correcto e rodado o programa DockThor. A RMSD entre a estrutura original (raio X) e a tropolona aco-
plada foi de 3.129 A. Para os calculos de docking, usamos o portal DockThor (http: //www.dockthor.Incc.br).
Em todos os casos, os pardmetros de acoplamento utilizados foram os mesmos. A grade foi centrada
em 4,9; 25,1; 96,1 A, com dimensodes de 6 Aem cada sentido. O espacamento da grade foi de 0,25
A. Um algoritmo genético foi utilizado com 1.000.000 de avaliagdes, um tamanho inicial da popula-
¢ao de 1.000 individuos e um total de 30 execucdes. As estruturas finais nao foram minimizadas de

energia.

3.7 Estudo de inibicio da atividade enzimatica

A atividade da tirosinase foi realizada com um leitor de microplacas ELISA da marca Bio-rad,
onde foram adicionados 50 uL de enzima tirosinase de concentragdo final 1,6 nM a 50 uL de solucdes

de L-DOPA EM 9 concentracoes diferentes: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, e 0.9 mM. Ap6s o feito,
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os dados registrados foram tratados no programa Graphpad Prism chegando a obtenc¢do do grafico

de Michaelis-Menten e de Lineweaver-Burk.

As medidas foram realizadas com um leitor de microplacas ELISA da marca Bio-rad, onde
cada poco da microplaca suportou 40 uL da solucdo de L-DOPA 0,5 mM, 10 uL da solugido inibidora
(AMTAC 01 e Acido Kéjico) em 5 concentracdes (100, 80, 60, 40 e 20 nM) e 50 uL de solucio da enzima
tirosinase resultando na concentracao final de enzima na solu¢do em 1,6 nM. A leitura foi realizada a

cada 1 minuto durante 20 minutos e os dados foram tratados pelo programa Graphpad Prism.
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4 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS

Ressonancia magnética nuclear (RMN) é sem duvida a técnica espectroscopica mais pode-
rosa para elucidar estruturas moleculares, uma vez que podem fornecer sob condi¢ées biologicas
relevantes, ndo somente informacdes de estruturas conformacionais mas também informacdes de-
talhadas de interacdo. A maioria dos estudos por RMN inicia com obtencao e andlise do espectro
de proton da amostra, analisando parametros deslocamento quimico, constantes de acoplamento e
relacdo de intensidade de sinais. Ao tentar analisar a estrutura de uma molécula e / ou seu compor-
tamento em solucdo por RMN, deve-se considerar como explorar diversos fendmenos para obter as

informacdes desejadas e, a partir disso, selecione a (s) técnica (s) apropriada (s).

Desta forma, durante a elucidagdo estrutural de uma molécula, a primeira evidéncias de aco-
plamento entre nticleos pode ser usado para indicar a localizac¢do de ligacdes quimicas. Quando a
localizacao de todas as relacdes de ligacao dentro da molécula for estabelecida, uma estrutura gros-
seira da molécula é definida. As proximidades espaciais entre nticleos e entre prétons em particular,
podem ser usados para definir relacdes estereoquimicas dentro de uma molécula e assim resolver
questdes de configuracdo e conformacao. A caracteristica tiinica da RMN Espectroscopia, ea princi-
pal razdo para sua superioridade sobre qualquer outra solucdo-estado Técnica de elucidagdo de es-
truturas, € a sua capacidade de definir relacdes dentro de uma molécula ou mesmo entre moléculas.
Tais detalhes requintados sdo geralmente obtido correlacionando um nticleo com outro explorando

os fendmenos de transferéncia de magnetizacao e polarizagao.

A experimentos de correlacdo homonuclear COSY ("COrrelation SpectroscopY”), identifica
nucleos que compartilham um acoplamento J entre os prétons, operando sobre duas ou trés liga-
¢oes quimicas. Essas informacdes podem, portanto, serem usadas para indicar a caminho da ligac3o.
Os experimentos de correlacdo heteronuclear de varias ligacdes HMQC ("heteronuclear multiple-
quantum correlation”)ou HSQC ( heteronuclear single-quantum Correlacao) identificam os heteroa-
tomos aos quais os prétons estdo diretamente ligados e podem, por exemplo, fornecer atribuicées
de carbono a partir de atribuicdes de protons previamente estabelecidas. Os desvios quimicos de
prétons também podem ser dispersos de acordo com o heterodtomo, ajudando assim a atribuicao
do préprio espectro de protons. As correlacdes heteronucleares de longo alcance sobre tipicamente
duas ou trés ligacées, heteronuclear multiple-bond correlation (HMBC), fornecem informacdes im-
portantissima sobre o esqueleto da molécula e podem ser utilizado para inferir a localizacao de li-
gacdes carbono-carbono ou carbono-heterodtomo. Essas correlacdes podem ser particularmente

valiosas quando as correlacdes proton-préton sao ausentes.
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Devido a complexidade estrutural dos compostos desenvolvidos nesta dissertagdo, foram co-
letados e analisados ndo somente espectros unidimensionais de 'H e '3C, mas também espectros
bidimensionais do tipo COSY (que estabelece correlacdo entre prétons vizinhos), HSQC (que estabe-
lece correlacao entre prétons e carbonos quimicamente ligados), HMBC (que estabelece correlacao

entre protons e carbonos quimicamente ligados a longa distancia).

4.1 Caracterizacoes dos compostos acridinicos

Inicialmente a perspectiva de sintese para os compostos seria a obtencdo de uma estrutura
ndo ciclizada. Porém, através das anélises de RMN, foi possivel verificar que ocorreu uma ciclizacao
espontanea das moléculas decorrente do ataque nucleofilico entre o nitrogénio do grupo da semicar-
bazona e o carbono C7, formando um anel de 5 membros ligado a acridina, como podemos observar

na figura abaixo.
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Figura 16 — Representacgdo da ciclizacdo das AMTACs.

A ciclizacdo espontanea de acridinas é amplamente reportada em estudos prévios, fato que
mostra sua grande susceptibilidade de formacgdo devido a forte basicidade do N-H18, tornando-o
um bom nucleéfilo em comparacao com o nitrogénio N19 vizinho. O nitrogénio N19 por sua vez esta
conectado a uma ligacdo dupla, onde consequentemente a forca de ligacdo é maior e assim tem sua

nucleofilicidade diminuida.

Os espectros de RMN 'H da AMTAC 01 resultaram em picos em 9,82 ppm, provenientes do
N-H17 da acridina. Tal grupo se encontra menos blindado por estar conectado préximo aos elétrons
7 ressonantes dos anéis aromaticos. Com isso, o deslocamento quimico se dispée move para o lado
esquerdo do espectro. Os picos correspondentes as ligacoes C-H alifaticas presentes no carbono C8 e
C12 estdo encontram-se 8,54 e 8,38 ppm. Por estarem localizados a distancia acima de 3] de qualquer
outro hidrogénio da molécula, todos os sinais relatados anteriormente aparecem como singletos no

espectro. Os deslocamentos dos hidrogénios H2, H3, H4 e H5 localizados na area da acridina se posi-
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Figura 17 — Espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) da (a) AMTACO01 e (b) AMTAC 02, (c) espectros
de 13C de ambos compostos .

cionam na regido aromética do espectro (entre 6-8 ppm), estando sobrepostos os sinais multipletos
dos H2 e H5 em 7,00 e 7,02 ppm. Os H3 e H4 estdo dispostos em 7,26 e 6,82 ppm, aparecendo em
forma de tripletos no espectro devido ao acoplamento com dois hidrogénios vicinais (3]J). Também
estdo sobrepostos e acoplados entre si os deslocamentos entre 7,3 e 7,4 ppm referentes aos H14, H15
e H16, dificultando a identificacao da multiplicidade. O espectro de RMN da AMTACO2 possui padrdo
de sinais semelhantes ao espectro da AMTAC 01, diferenciando-se pelo deslocamento relacionado a
metoxila (OCH3) presente no carbono C16. Na regido aromdtica, temos uma grande sobreposi¢do de

sinais multipletos que evidenciam acoplamentos de longa distancia entre os hidrogénios.

Apesar da sobreposicdo de sinais foi possivel caracterizar cada hidrogénio aromatico através

das técnicas de RMN bidimensionais. Cada carbono foi assinalado conforme os espectros bidimen-
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Figura 18 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) da AMTACO01 e AMTAC 02 .

sionais de HSQC, os quais demonstram seus acoplamentos heteronucleares H-C via uma (1J) ligacao,

e o espectro unidimensional de RMN 13C, apresentando os assinalamentos descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Assinalamento dos compostos acridinicos.

Assinalamento AMTACO1 AMTACO2

0(13C) | 6(1H) | 6(13C) | 6(1H)

1 139.11 — 139.08 ——

2 127.50 | 7.00 114.81 | 6.88

3 130.63 | 7.26 130.52 | 7.26

4 120.89 | 6.82 120.84 | 6.82

5 115.44 | 7.02 115.52 | 7.02

6 111.81 —— 112.04 ——

7 69.24 — 69.30 ——

8 161.30 | 8.54 161.17 | 8.50

9 112.81 — 112.87 —

10 108.60 —— 108.65 ——

11 161.30 —— 161.70 —
12 148.05 | 8.38 148.78 | 8.40

13 134.05 — 129.02 ——
14 127.30 | 7.36 126.80 | 6.99
15 129.33 | 7.33 129.06 | 7.31
16 131.08 | 7.35 160.86 ——
17 — 9.82 9.79
OCHS3 —— —— 55.76 3.71

O espectro de correlacdo homonuclear 1H-1H (COSY) da AMTAC 01 demonstra a proximi-
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dade entre H17 e H2 . Também é notével no espectro de COSY a auséncia de picos correlacionados
aos hidrogénios H8 e H12, confirmando seu isolamento aos hidrogénios aromdticos numa distancia
de até 3]. Além disso, podemos identificar os deslocamentos referentes aos acoplamentos dos hidro-
génios vicinais, onde o H3 correlaciona com o H2 e H4, ja o H4 correlaciona com H3 e H5.
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Figura 19 — Espectros (A) COSY e (B) HSQC da AMTACO1 (400 MHz, DMSO-d6) mostrando as corre-
lacoes e os assinalamentos.

A disposicado do carbono C7 (foi definida pela andlise do espectro de HMBC, indicando cor-
relacOes a longa distancia do mesmo com um hidrogénio do anel aromético da molécula acridina.
Esta atribuicao foi validada observando as correlagdes do hidrogénio H8 e H5 com o carbono qua-
terndrio em questdo. O espectro de HMBC também foi capaz de deduzir a posicdo do carbono e
hidrogénio H12 observando suas correlacdes de longa distdncia com o deslocamento do hidrogénio

H14, diferenciando o H12 do HS.
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Figura 20 — Numeracdo usada para a molécula de AMTACO01(A) e o diagrama mostrando as correla-

¢oes de longa distancia (B) e as atribuicdes podem ser reconhecidas no espectro HMBC
(C) da AMTACO1.

4.2 Caracterizacido dos Compostos tiosemicarbazonicos.

Os espectros das moléculas 1,3-Benzodioxol-4fenil-tiosemicarbazona foram coletados em

condicdes equivalentes aos compostos AMTACs, obtendo desta maneira informacdes sobre o per-

fil estrutural dos compostos.

R=F (NW-F)
NO, (NW-NO,)

Cl (NW-Cl)

Figura 21 — Composto tiosemicarbazonicos.
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Para a molécula isoestrutural contendo fltor, o H1 mostra um singleto em 6,07 ppm, sinal
caracteristico do grupo CHj; no anel benzodioxol. O H4 (6,90 ppm) aparece no espectro como um
dubleto devido ao acoplamento com o H6 (7,17 ppm). J4 o singleto do H5 em 7,59 ppm possui ape-
nas 1 sinal por estar isolado de qualquer hidrogénio numa distancia de até 3] da molécula, e esta
deslocado no espectro préoximo ao hidrogénio H13 (7,69 ppm) , sendo este ultimo relacionado ao

grupo fenil do lado oposto ao benzodioxol.

Tabela 3 — Assinalamento dos compostos tiosemicarbazonicos.

NW-F NW-NO, NW-CI Assinalamento
1H 13C IH ISC IH ISC IH 13C
6,07 | 102,63 | 6,10 101,81 | 6,13 102,60 1 (CH2) 1
- 149,35 - 148,54 - 143,11 - 2
- 150,55 - 149,99 - 152,03 - 3
6,90 108,93 | 6,93 108,15 | 6,90 106,91 | 4 (CHar) 4
7,59 106,09 | 7,59 105,39 | 7,48 134,82 | 5 (CHar) 5
7,17 | 125,36 | 7,21 124,65 | 7,39 121,51 | 6 (CHar) 6
- 129,51 - 128,33 - 126,85 - 7
8,17 | 143,51 | 8,24 143,78 | 8,34 130,96 8 (=CH) 8
9,93 - 10,31 - 9,92 - 9 (NH) 9
- 177,67 - 175,63 - 133,20 - 10
10,65 - 10,93 - 10,81 - 11 (NH) 11
- 159,76 - 145,32 - 141,81 - 12
7,69 128,17 | 8,24 123,34 | 7,81 123,61 | 13 (CHar) 13
7,12 115,29 | 8,24 123,34 | 7,39 114,77 | 14 (CHar) 14
- 162,17 - 166,96 - 153,41 - 15

O sinal localizado em 8,17 ppm corresponde ao H8 tendo maior deslocamento de todas as li-
gacoes H-C devido a presenca de ligacdo dupla no grupo HC=N, deixando o hidrogénio dessa ligacdo
desblindado. Seguindo esta mesma linha de raciocinio, os sinais dos H9 e H11 se encontram desloca-
dos em campo baixo por conta da ressonancia do nitrogénio com o grupo tiol, fazendo referéncia aos
deslocamentos 9,93 e 10,65 ppm, respectivamente. Por fim, o sinal 7,12 ppm correspondente ao H14
se encontra préximo a faixa de deslocamento do H5 no espectro, porém estruturalmente visualiza-
se uma distancia bastante significativa entre os hidrogénios, posi¢des confirmadas pelos espectros

bidimensionais.

Os outros dois compostos andlogos ao NW-F foram assinalados da mesma maneira, diferen-
ciando apenas o NW-NO2 com sinais sobrepostos no deslocamento em 8,24 ppm, sinal constituido
pelos hidrogénios H8, H13 e H14. Estes dois ultimos sinais se encontram mais deslocados para a
esquerda no espectro, diferente de seus compostos isoestruturais. Isso ocorre devido a presenca do
grupo NO», por ser um grupo retirador de elétrons acaba desblindando os hidrogénios préximos a

ele.O espectro de COSY nos mostra as correlacdes entre os hidrogénios aromaéticos vizinhos H13 e
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Espectro de 'H da NW-F

Espectro de 'H da NW-NO2

‘a, 13,14

Figura 22 - Espectro de 'H dos compostos tiosemicarbazonicos.

H14 e também entre os H4 e H6, proporcionando o correto assinalamento das estruturas sintetiza-

das.

Figura 23 — Espectro bidimensional COSY da molecula NW-E

Com relagdo ao espectro de HMBC, observam-se correlagdes de até 3] como a proximidade

entre os hidrogénios e carbonos da parte benzodioxol da molécula: H n° 4 com os carbonos C2 e C7,
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o H6 correlacionando com os H2, H8, e H5, e o H5 préximo aos carbonos C6, C8, e C2. O hidrogénio
H8 correspondente ao H-C=N se mostra préximo aos H5, H6, e H7. J4 a parte fenilica oposta ao
benzodioxol apresenta correlacées do H14 com os carbonos C12 e C15, e também do H13 com os
carbonos C12 e C15. Finalizando, com o espectro de HSQC se tornou possivel assinalar os carbonos
correspondentes a cada hidrogénio. Os assinalamentos dos carbonos que apresentavam auséncia de

hidrogénio foram identificados pelo espectro de HMBC.
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Figura 24 — Espectro bidimensional HSQC da molecula NW-E
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Figura 25 — Espectro bidimensional HMBC da molecula NW-E
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5 ESTUDOS DE INTERACAO COM PROTEINAS

5.1 Estudos de interacdao com a proteina BSA

De todas as moléculas encontradas nos organismos vivos, as proteinas sdo as mais abundan-
tes e diversas do ponto de vista funcional. Quase todos os processos de vida se baseia nesta classe de
moléculas, como por exemplo, a partir de enzimas controla-se o metabolismo, a estrutura formando
coldgeno nos 0ssos, e a presenca as proteinas contrateis nos musculos . A albumina € a proteina mais
abundante nos organismos vertebrados (até 40 mg / ml) e a proteina plasmaética mais proeminente
(cerca de 60% do teor total de proteinas do plasma). E uma das primeiras proteinas descobertas e
mais intensamente estudadas (66). A investigacdo da amplitude de ligacdo e mecanismo de interacao
de pequenas moléculas com albuminas séricas € crucial para a compreensao da farmacodinamica e
farmacocinética do foirmaco, uma vez que a natureza ea forca dessa interacdo tém grande influén-
cia na absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo do fairmaco (67, 68). Ao abordar a avaliacao da
afinidade de pequenas moléculas pelas albuminas, a albumina sérica bovina (BSA) é geralmente sele-
cionada como modelo relevante, devido a sua similaridade estrutural com a albumina sérica humana

(76%) (69, 70), seu baixo custo e ampla disponibilidade.

Tendo em vista a importancia de proteinas plasmadticas no contexto farmacolégico, as mo-
léculas obtidas neste trabalho foram submetidas a estudos de interagdo com a proteina BSA. Figura
26 mostra os espectros do composto AMTACO1 quando sujeito a concentracdes de BSA variando de 0
a 9,0 mM. Inspec¢do visual do espectro revela a mudanca nos deslocamentos quimicos da molécula,

confirmando a intera¢do entre a AMTACO1 e a proteina BSA.

Por exemplo, o sinal relativo ao grupo N-H;7(~ 9.0 ppm) sofre modificacdes em sua posicao
revelando que este grupo participa diretamente na interacao com a proteina. Levando em conta este
sinal, podemos calcular as variacdes medidas para cada concentracao especifica de proteina, e o gra-
fico assume a forma mostrada na Figura 28(A) e (B) para as AMTACs. Para efeito de exemplificacdo, o
mesmo tipo de gréfico foi levantado para o sinal relativo ao grupo NH;; dos compostos tiosemicar-

bazonicos NW-E NW-NO2 e NW-Cl e sdo mostrados na Figura 28 (C,D e E).

O gréfico de regressdo nao linear evidencia a saturacao na interacdo de formacgao complexo
proteina-ligante, a medida em que se adiciona maior quantidade do composto. Isso significa que nao
ha mais pontos de interacdo na proteina livres, ou seja, todos os sitios de interacao estdao ocupados

interagindo com as drogas analisadas.
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Figura 26 — Efeito da titulagcdo da proteina BSA no espectro de 'H do composto acridinico AMTACO],
evidenciando os grupos de protons interagindo com a proteina.
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Figura 27 — Regressao nao linear para obtencdo das constantes de ligacdo do K; do composto AM-
TACO1(A), AMTACO02(B).

As constantes de ligacdo K; do complexo acridina-BSA e tiosemicarbazona-BSA foram cal-
culadas a partir dos graficos mostrados na Figura 28 e os resultados sao resumidos na Tabela 4. Como
pode ser verificado todos 0s compostos apresentam constantes na regido de alguns milimolar, indi-
cando interacdes moderadas com a proteina BSA, valores estes recomendados para uma boa dispo-
nibilidade deste farmaco do ponto de vista farmacocinético. Entre os compostos acridinicos, Tabela
4 permite nos concluir que o composto AMTACO1 interage em torno de 4 vezes mais fortemente com
a BSA que o composto AMTACO02, fato que pode estar atribuido a presenca do grupo metoxila na

AMTAC 02, diminuindo de certa forma a interacao entre a enzima e o composto. Dentre os compos-
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Figura 28 — Regressdo ndo linear para obtencao das constantes de ligacdo do K; dos compostos NW-
F(A), NW-NO, (B) e NW-CI(C) com a proteina BSA.

tos tiosemicarbazdnicos podemos concluir que NW-NO; interage mais fortemente com a proteina
BSA, provavelmente pela presenca do grupo NO,, um forte grupo retirador de elétrons, possibilitando
maior interacdo com 4reas privilegiadas eletronicamente . Finalmente é notdvel que a molécula NW-
Cl apresenta a interacao mais fraca com a BSA, indicando que a mesma pode apresentar uma maior
biodisponibilidade do ponto de vista farmacocinético, quando a mesma é comparada com as outras
moléculas obtidas neste trabalho. Sendo assim, nota-se que grupos retiradores de elétrons podem fa-

vorecer a interacdo entre o BSA e os compostos, ja grupos doadores de elétrons diminuem a interagao

analisada.

Tabela 4 — Tabela com as constantes K; para interacao com a proteina BSA

Molécula | K; (mM)
AMTACO1 1.1
AMTACO02 4.1
NW-F 6.0
NW-NO, 2.0
NW-CI 16.0
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5.2 Investigacdo de interacdo com cobre

Em comparac¢do a compostos organicos, a quimica inorganica medicinal oferece oportuni-
dades no design de agentes terapeuticos (71, 72, 73). Diversas potencialidades podem ser exploradas
devido ao amplo nimero de coordenacdo, geometria, estados redox, caracterisiticas cinéticas e ter-
modinamicas dos metais. Exemplo deste sucesso no tratamento de varias neoplasias é o caso da
cisplantina. Embora este composto seja bastante efetivo no tratamento de cancer, a cura através
deste composto tem sido limitada por efeitos colaterais decorrentes da dosagem deste fairmaco (74).
Além disso o fendmeno de resisténcia ao tratamento tem encorajado estudos de desenvolvimento de

novas drogas (75, 76, 77).

Diante tais desafios, houve um grande estimulo no desenvolvimento de novas estratégias
de combate ao cancer baseado em outros metais capazes de fornecer propriedades farmacolégicas
melhoradas e objetivando diferentes alvos (78). Neste contexto, compostos a base de cobre tem sido
extensivamente estudados (79, 80, 81, 82) partindo da premissa que metais endégenos podem ser

menos téxicos para celulas normais que celulas tumorais.

Diante da importancia desses compostos organometélicos estudos de interacdo dos com-
postos obtidos neste trabalho foram feitos com cobre e novamente as constantes de ligacao foram
determinadas com base no variacao dos deslocamentos quimicos a medida que cobre foi titulado a
estes compostos (Tabela 5). O objetivo desse estudo foi verificar a afinidade entre os compostos e o
ion cobre, tendo em vista a presenca deste metal no sitio ativo da enzima tirosinase. Embora estes
estudos nao possam confirmar a forma¢do de um composto de coordenacao, os valores de K; ex-
tremamente baixos ( nM), evidenciam uma grande afinidade destes compostos ao Cu*?em todos os
sitios contendo hidrogénio da molécula, sendo as diferencas dentro da margem de uma ordem de
grandeza. Entretanto valores de K; dentro desta ordem de grandeza (mM), fornecem uma forte evi-
déncia de interacdo destes compostos com o metal e ndo com outros grupos que compde a molécula

de um receptor.

Tabela 5 — Tabela com as constantes K; para interacdao com Cu*2.

Molécula | K; (nM)
AMTACO1 2.3
AMTACO02 0.9

NW-F 2.8
NW-NO, 2.0
NW-CI 0.2

Ao contrario daresposta de afinidade com a BSA, os compostos obtiveram resultados de forte

afinidade, onde os compostos AMTAC 02 e NW-CI que apresentaram menor compatibilidade com a
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BSA em comparacdo com seus compostos isoestruturais, mostraram maior afinidade. J4 a AMTAC
01 que demonstrou maior afinidade com a BSA se comparado com a AMTAC 02, neste caso tem-se
o oposto, revelando menor afinidade da mesma com relacdo ao cobre. Esses resultados sdo impor-
tantes para se prever com antecedéncia uma possivel intera¢do com o sitio ativo da enzima estudada
neste trabalho, portanto neste caso a AMTAC 02 e a NW-Cl sdo dois compostos com possivel atividade

de forte interacdo com a tirosinase e consequentemente com forte atividade inibitdria.

5.3 Estudos de interacdo a tyrosinase

Diante da importancia tecnoldgica e farmacéutica em obter inibidores para a proteina tiro-
sinase, estudos de interacdo dos compostos obtidos neste trabalho com a tirosinase foram efetuados
por RMN. Diferentemente do que foi feito para os dois casos anteriores (proteina BSA e Cu*?), todas
as interacoes foram mapeadas e um valor de K foi atribuido a cada 'H do ligante. Figura 29 mostra
o resultado deste mapeamento para as moléculas de acridina. Analisando os resultados, que a inte-
racdo destes compostos com a tirosinase se da de forma difusa, onde diversos proténs participam da

interacdo com a proteina com valores de K; com valores variando de 10~> a 10~8Mol ~1.

Os valores relativos a constante de dissociacdo da amtac 02 demonstram uma alta afinidade
a tirosinase (menor K; da ordem de 10~8 - determinado via deslocamento do grupo metoxila 3.71
ppm), o que pode viabilizar seu uso como um potencial candidato a firmaco. Comparando os va-
lores de K; com as perceptiveis variacdes no deslocamentos quimicos apresentadas no apéndice E,
temos uma proporcionalidade entre estes dois pardmetros, ou seja, quanto maior a diferenca de des-
locamentos (Ad), menor a constante de dissociagdo e maior a afinidade entre o composto e a enzima.
Tomemos como exemplo os hidrogénios H3 e H12 que demonstraram menor intera¢cdo com a tirosi-
nase, cujos valores sdo maiores para a constante de dissociacdo, ja os hidrogénios H18 e H8 possuem
maior interacdo apresentando valores de K; 10 vezes menores se comparados com os hidrogénios
citados anteriormente, devido a forte acidez destes dois hidrogénios citados em relacdo aos hidrogé-
nios restantes. Como o grupo da metoxila apresentou maior afinidade dentre os demais hidrogénios,
é sugestivo que a interacdo da enzima e a molécula amtac 02 ocorre nesta regido. Alguns sinais no
espectro de RMN 1H se encontram sobrepostos ou com alta multiplicidade. Nestes casos ndo foi
possivel definir de forma ndo ambigua uma constante de dissociacdo para os hidrogénios correspon-

dentes ao assinalamento, devido a imprecisao nos deslocamentos nestes sinais.

Afinidades similares foram obtidas com a molécula AMTACO1, porém diferencas foram ob-
servados na regido aromaético do hidrogénio H14. AMTACO01 apresentou menor afinidade em com-

paracdo com AMTAC 02 nesta regido. Este fato pode ser atribuido a auséncia da metoxila na AM-
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Figura 29 — Mapeamento estrutural das interacdes de grupos de protons e a proteina tirosinase para
as acridinas AMTACO01(A) e AMTACO02(B).
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TACO1, deduzindo-se que esse grupo desempenha um papel chave na interacdo com a tirosinase.
Além destes, outras especies quimicas realizarem uma interacao efetiva com a tirosinase. Por exem-
plo, hidrogénios H8 e H18 possuem altos valores de constante de dissociagao (da ordem de 10~7). As
demais constantes de dissociacdo apresentaram valores 10-100 vezes maiores do que os hidrogénios

anteriormente citados, tendo portanto menor interacdo com a proteina.

Por outro lado os resultados de mapeamento das interaces das tiosemicarbazonas com a
proteina tirosinase (Figura 30) revelam certas peculiaridades. A andlise minuciosa e comparativa re-
vela a presenca de um forte interacgdo (K;=7.319x10~2 M) entre o grupo 1-3 benzo-dioxol da NW-F em
relagdo ao mesmo grupo das moléculas NW-NO2 (Ky= 1,029x10~*M) e NW-CI (K= 9,253x10~6M).
Interessantemente esta forte interacdo presente na molécula NW-F apresenta ordem de grandeza se-
melhante aos valores obtidos para as interacdes com cobre (regido de nM-Tabela 5), sugerindo uma
maior proximidade do grupo 1-3 benzo-dioxol ao centro metélico de cobre na proteina. Analoga-
mente a molecula NW-Cl apresentam por¢des moleculares que interagem bastante anidlogas a NW-E
mas com interagoes menos pronunciadas(K;=10"°-10~7 M). Finalmente é visivel o niimero inferior
de interacoes e de menor forga (K;=10"%-10-6 M) apresentadas pela molécula NW-NO2 com a pro-

teina tirosinase.

Realizando uma andlise comparativa é possivel perceber que o composto NW-F apresen-
tou maior interacao nas dreas mais distantes do &tomo de fltor, pontualmente nos hidrogénios do
grupo benzodioxol, indicando um possivel efeito eletronico indireto do fliior com relacdo a sua ca-
pacidade de interagir com o anel aromatico fluorado, permitindo maior interacdo no lado oposto da
molécula(83). No caso da NW-CI tem-se a suposi¢cdo que a interacao mais forte com o sitio ativo da
tirosinase ocorre em dreas diferentes, apresentando constantes de dissociacio na mesma ordem de
grandeza em diversos hidrogénios da molécula. Para a NW-NO os valores de Kd pode nos dizer que
a interacdo acontece no nitrogénio NH; 1 do grupo das tiosemicarbazonas, levando a crer que nesta
molécula em particular o mecanismo de uma possivel interacao possa se dar devido a presenca deste

grupo tiol.

Sob outra perspectiva, na anélise realizada nao foi possivel identificar se houve alguma inte-
ragdo entre a tirosinase e os grupos substituintes das tiosemicarbazonas (Cl, F e NO,), entao é pos-
sivel que a interacdo possa ter acontecido pelos grupos citados e os dados coletados ndo serem su-
ficientes para afirmar este fato. Além disso, alguns picos no RMN 'H nao puderam ser analisados
devido a sobreposicao de dois ou mais sinais, entdo alguns hidrogénios que poderiam realizar uma

boa interacdo ligante-receptor ndao puderam ser identificados.
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Figura 30 — Mapeamento estrutural das interacdes de grupos de protons ds tiosemicarbazonas NW-F
(A), NW-NO2 (B), NW-CI (C) e a proteina tirosinase .
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Tabela 6 — Tabela com as constantes K, para interacdo com a proteina tirosinase.

Molécula | Ky (uM)
AMTACO01 0.530
AMTACO02 0.016
NW-F 0.007
NW-NO, 2.700
NW-CI 0.520

5.4 Estudo tedrico das interacdes

A abordagem de atracamento molecular (docking molecular) foi usada neste trabalho para
uma melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na interacao dos compostos tiosemicarbazo-
nicos e a proteina tirosinase. Estes estudos se ddo através de fungbes que avaliam a quantidade de
energia despendida nestas interacées (Lybrand, 1995). Tais fun¢oes levam em conta algumas varia-
veis tais como a polaridade da superficie de cada molécula e as suas formas geométricas. Portanto,
nao basta uma proteina ter a geometria necessdria para interagir com um ligante se as energias nao
sdo compativeis. Ou seja, devem-se levar em consideragdo tanto os locais de ligacdo de cada proteina
como as energias destas interacées. Esse processo de ancoramento molecular pode ser simulado por

diferentes softwares, tais como o AutoDock 3.0 (84), DOCK (85), HEX (86) e HADDOCK (87).
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Figura 31 — Resultados de ancoramento molecular dos compostos acridinicos AMTACO1 (A) e AM-
TACO02 (B) a proteina tirosinase.
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Figura 31 mostra as estruturas mais representativas obtidas obtidas pelo procedimento de
ancoramente das acridinas a proteina tirosinase. Como pode ser verificados ambas proteinas apre-
sentam modos distintos de ligagdo ao sitio ativo da enzima, onde o composto AMTACO01 interage com
o sitio ativo da tirosinase via por¢ado do anel acridinico Figura 31 (A), enquanto o composto AMTAC02
via grupo metoxila da por¢do benzénica(Figura 31 B), corroborando com o estudo de interacdo com
ions cobre realizado previamente. Além disso, de acordo com estes resultados, o oxigéncio da meto-
xila no composto AMTACO02 estaria coordenado ao cobre da enzima enquanto nenhuma ligagcdo de

coordenacao estaria previsto para o compoosto AMTACO1.

Analogamente, Figura 32 mostra estruturas de menor energia (esquerda), assim como suas
interades detalhadas (direita), dos complexos tiosemicarbazonas- tirosina, revelando alguns aspec-
tos interessantes desta interacdo. Pode ser facilmente observado pelas estruturas geradas, que para
todos os casos as moleculas de tiosemicarbazonas interagem com o sitio de metalo-proteico pela
lado da porcao benzo-dioxol destes compostos, ficando a porcao restante da molécula exposta ao
solvente, corroborando os resultados experimentais de interacdo (Figura 30). Embora a molécula
NW-F néo possua nenhuma ligacao tipo 7 stacking com a proteina, a grande proximidade com o
centro métalico e o grande ntimero de interacdes polares estabilizam de forma efetiva a molécula no

sitio ativo da proteina.
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6 ESTUDOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Uma reacdo quimica é inerentemente acompanhada por mudancas na estrutura eletronica
das moléculas envolvidas e estas alteracdes podem ser detectadas diretamente, na maioria dos ca-
sos via métodos espectroscopicos. Nos casos mais simples, as medida das propriedades 6ticas dos
produtos e substratos serao feitas de forma independente.. Em tais casos, a formac¢do do produto ou
o consumo do substrato pode ser medida em tempo real, isto é, uma "curva de progresso"pode ser
facilmente determinada. A magnitude da absorvancia - ou, no caso da fluorescéncia, a intensidade
daluz emitida - é linearmente proporcional a concentra¢do da molécula absorvedora ou emissora de
luz . Com base nessa linearidade, as variagées na concentracao do produto (ou do substrato) podem
ser monitoradas em tempo real. Tendo em vista que o produto da reacdo enzimadtica da tirosinase é o
composto dopaquinona e que este composto absorve radiacao em 475 nm, ndo houve problema em
obter uma curva de progresso para atividade enzimadtica da tirosinase (Figura 33), usando espectros-

copia na regido do UV-vis.
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Figura 33 — Estudo cinético da atividade enzimdtica da tirosinase frente ao substrato natural L-dopa,
mostrando a conversao deste substrato ao produto dopaquinona para diferentes concen-
tracdes de substrato.

Em casos mais complexos onde produtos e ou substratos ndo possuem propriedades espec-
troscépicas mensurdveis, existe ainda uma oportunidade para o monitoramento cinético de uma rea-
¢do enzimatica via métodos indiretos. Neste contexto, o procedimento se baseia em levar o produto a
sofrer uma segunda rea¢do quimica instantanea (nao necessariamente enzimadtica) e que resulte em
um composto opticamente ativo (absorvedor de luz ou fluorescente). Adicionalmente, se a segunda
reacdao quimica é compativel com as condicoes fisico-quimicas da reacdo enzimética de interesse

(pH, temperatura, etc.) e o seu produto ndo interfere com a ativdade da enzima, esta abordagem



Capitulo 6. ESTUDOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA 55

mais complexa também pode estabelecer uma medi¢do em tempo real. Por outro lado, se a segunda
reacdao ndo é compativel com a reacao enzimética, a abordagem do tempo final pode ser aplicada ao
invés da determinacdo em tempo real. Em tais casos, a reacdo enzimadtica é normalmente iniciada
num volume relativamente grande e aliquotas sdo retiradas da reacdo em diferentes intervalos de
tempo. Estas aliquotas sao tratadas para parar imediatamente a reac¢do enzimdtica (normalmente
por aplicacdo de pH ou temperatura extremos, ou reagentes de desnaturagdo de proteinas fortes, por

exemplo, dcido tricloroacético) e depois a segunda reaccao quimica de geracao de sinal € realizada.

6.1 Obtendo os parametros cinéticos da tirosinase

Como prelidio para determinacao dos parametros cinéticos da enzima, é necessario deter-
minar a velocidade inicial da reacdo. para tal tarefa a reacdo é iniciada pela adicdo do substrato
ou da enzima a solucao e, apds mistura completa da amostra, a deteccao é iniciada o mais rapida-
mente possivel. Durante a reacdo enzimatica, a concentragdo do substrato diminui gradualmente ao
longo do tempo. Dessa forma, a medigdo da velocidade inicial deve ser realizada de modo a que a
diminuicdo na concentracdo do substrato seja negligencidvel. Isto € importante devido ao fato que
a diminuicao da concentracao do substrato é acompanhada por uma diminuicaé da velocidade de
reagdo (inclinacdo da reta tangente a curva de progresso). Como pode ser verificado na Figura 33,
em altas concentracdes de substrato, a curva de progresso € aproximadamente linear; Enquanto que
em baixas concentragdes de substrato, a velocidade inicial é quase independente da concentragdo
do substrato L-dopa. Visando a determinacdo das velocidades iniciais com erros inferiores a 10%,
usamos como como regra geral, medidas de concentra¢des do produto durante o periodo que a con-
centracdo do substrato Ldopa ndo diminua mais de 10%. Além disso, para a determinacao precisa dos
parametros, os valores de concentracao do substrato devem cobrir uma ampla faixa. Naturalmente,
desde que ndo haja estimativa sobre o valor do Ky, deve ser realizada uma amostragem iterativa de
tentativa e erro do intervalo certo. Uma vez que o Ky, é estimado, as medicdes devem ser definidas
de modo que os valores pré-ajustados de concentracao de substrato cubram a regido de aproximada-

mente 0,2-5 K com pelo menos 8 concentracdes de substrato uniformemente colocadas.

Uma vez determinada as velocidades iniciais para cada concentracao de substrato é possivel
plotar as curvas de Michaelis-Mentem e Lineweaver-Burk. Figura 34 mostra os gréaficos resultan-
tes, mostrando o comportamento tipico de curvas deste tipo com pontos dispersos na faixa apro-
priada para determinacdo dos parametros cinéticos. e Apds os procedimentos de ajustes nao linear
(Michaelis-Mentem) ou linear (lineweaver-Burk) foram determinados os principais parametros ciné-
ticos, V;;,4x=0,012 e K3;=0,37. Finalmente o pardmetro K;,;=V;4x/Er= 1714,28 foi calculado. Estes

parametros foram calculados com o intuito de padronizar o experimento, validando a atividade da
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enzima tirosinase sem a adicdo de possiveis inibidores para posteriormente se fazer a comparacao

da atividade inibitéria com a atividade de catalise da enzima natural.
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Figura 34 — Curva de Michaelis-Menten e grafico de Lineweaver Burk. Através destes graficos foi pos-
sivel determinar as constantes Ky;= 0,37 M e V,;,4x= 0,012 s~! da enzima tirosinase.

6.2 Avaliacdo da atividade inibitéria

Diante da grande afinidade apresentanda pelos compostos obtidos neste trabalho a tirosi-
nase, foi também testado a capacidade de inibicdo desta enzima com o composto acridinico AM-
TACO1. Figura 36 mostra o efeito de inibicdo da atividade enzimatica da tirosinase pelo composto
AMTACO1. Assumindo um ajuste ndo linear para o comportamento da curva, foi possivel concluir

que a AMTACO1 inibiu a enzima com uma dose resposta ICsg (AMTACO01)=8.8x10"8M.
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Figura 35 - Efeito inibitorio da atividade enzimética usando a acridina AMTACOL1.

Para efeito de comparacao estudos de inibicao foram conduzidos também com o inibidor co-

mercial da tirosinase (4cido kéjico). A partir destes resultados (Figura 36) foi determinado o IC5 (kéjico)



Capitulo 6. ESTUDOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA 57

=2.0x10~8M. Dessa forma o composto AMTACO1 executa a inibi¢do da enzima na mesma ordem de
grandeza que o 4cido kéjico o que qualifica o composto AMTACO1 como um potente inibidor da en-

zima.

Inibigdo Acido Kéjico
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Figura 36 — Efeito inibitorio da atividade enzimdtica usando o inibidor natural 4cido kéjico.
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7 CONCLUSOES

Compostos acridinicos e tiosemicarbazonicos foram sintetizados e estruturalmente caracte-
rizados usando ndo somente a ressonancia magnética nuclear unidimensional. Diante da comple-
xidade estrutural das moléculas apresentadas neste trabalho foi necessério lancar mao de técnicas
de RMN bidimensionais (*H, 13C, espectroscopia de correlacio homonuclear COSY, espectroscopia
de correlacao heteronuclear HSQC, HMBC). No caso dos compostos acridinicos observou-se uma ci-
clizacao espontanea da estrutura quimica e no caso das tiosemicarbazonas comprovou as estruturas

propostas.

Estudos de interacdo dos compostos obtidos nessa dissertacao com a proteina BSA, revela-
ram os compostos sintetizados apresentam interacoes moderadas com a proteina BSA, o que viabiliza

sua biodisponibilidade do ponto de vista farmacocinético.

Embora os estudos de interacdo dos compostos obtidos com Cu*? via NMR fornece evidencia
da formacao de compostos de coordenagao, valores obtidos de constante de ligacao para estes siste-
mas mostraram-se bastante proveitoso para inferir aspectos estruturais da interagdo com a proteina

tirosinase.

Estudos de interacdo com a proteina tirosinase evidenciaram a grande afinidade da tiose-
micarbazona NW-F pela enzima tirosinase, quando comparada aos outros compostos obtidas nesta
dissertacdo. Finalmente resultados de modelagem destas interacdes ndo somente corroboraram os
resultados experimentais, mas também permitiu uma compreensdo mais aprofundada dos mecanis-
mos envolvidos nestas interacoes, fornecendo explicacdes qualitativas dos resultaos obtidos experi-

mentalmente.

A grande afinidade dos compostos motivou testes de inibicdo de atividade enzimaética da ti-
rosinase. Resultados mostraram uma potente inibicdao da ativiade enzimadtica pela AMTACO1, sendo
comparével em ordem de grandeza ao inibidor comercial dcido kéjico. Sendo assim, os resultados
apresentados nesta dissertacdo mostra também o papel promissor destes compostos frente a inibi-
¢do de enzimas envolvidas em neoplasias, contribuindo de forma significativa no desenvolvimento
de drogas para esta finalidade. Como perspectiva futura temos a andlise da atividade inibitéria dos
demais compostos sintetizados, visando a efetiva agdo dos mesmos como potencial inibitor da tiro-

sinase.
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Apéndice A — Espectros da caracterizagdo por RMN da NW- ClI
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Figura Al. Espectro de RMN 'H da NW-CI
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Figura A2. Espectro de RMN *C da NW-CI
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Figura A3. Espectro bidimensional COSY da NW-CI
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Apédice B - Espectros da caracterizagdo por RMN da NW-NO;
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Figura B1. Espectro de RMN C da NW-NO:

67



‘ EtOH
|
| 5 :
H| |‘ [ |
| I w'|lr. \‘ \
- —_— S Acetona
1
8,13,14
5 4 EtOH
6
" | L
5 1 1 1o 5 s R (‘-_;pm) ‘ > 1 )
Figura B2. Espectro de RMN 'H da NW-NO>
8,13,14 5 ¢ 4
Jl | |
a0
95
1 Lico
s- — . 105
4/_ [ o Lito
115
130
14, 13 —=——— q o L1725
6F 7/ g 130
1 e
=135
8\ 1 . 110
12— :
_j 150
2/ 135

T T T T T T T T T T
102 w00 98 96 94 9F 90 &8 86 B4 &
Deslccamenta (ppm)

Figura B3. Espectro bidimensional HSQC da NW-NO:

T T T T T T T T T T T T T
2 80 7& F6 Y4 71 A0 6B 66 64 62 &0 58

600

550

500

I-450

k400

k350

k300

k250

k200

k150

k100

F-50

T {ppm}



Apéndice C- Espectros e graficos da interacdo com BSA
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Figura C1. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n® 17, 8, 12, 15, 3, 5, 6, 2 e 4 do
composto AMTAC 02 da interagdo com a BSA em 5 concentragdes: 0,075, 0,06, 0,045, 0,03,

e 0,015 M.
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Figura C2. Espectro de RMN H para os hidrogénios n® 11, 9, 8, 13, 5, 6, 14, 4 e 1 do
composto NW-F da interagdo com a BSA em 5 concentragbes: 0,075, 0,06, 0,045, 0,03, e

0,015 M.
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Figura C3. Espectro de RMN !H para os hidrogénios n° 11, 9, 8, 13, 5, 6, 14, 4 e 1 do
composto NW-CI da interagdo com a BSA em 5 concentracfes: 0,075, 0,06, 0,045, 0,03, e

0,015 M.
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Figura C4. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 8, 13, 5, 6, 14, 4 e 1 do composto
NW-NO:2 da interagio com a BSA em 5 concentragdes: 0,075, 0,06, 0,045, 0,03, e 0,015 M
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Figura C5. Espectro de RMN H para os hidrogénios n° 11 e 9 do composto NW-NO; da
interacdo com a BSA em 5 concentrages: 0,075, 0,06, 0,045, 0,03,e 0,015 M



Apéndice D- Espectros e gréaficos e constantes de dissociacdo da interacdo com
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Figura D1. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 17, 8,12, 14 3 e 4 do composto
AMTAC 01 da interacdo com ions cobre em 5 concentracBes: 0,3144 nM, 0,6288 nM,

0,9432 nM, 1,2576 nM e 1,572 nM.
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Figura D2. Espectro de RMN !H para os hidrogénios n° 17, 8, 12, 15, 3, 5, 6, 2 e 4 do
composto AMTAC 02 da interagdo com ions cobre em 5 concentragdes: 0,3144 nM, 0,6288

nM, 0,9432 nM, 1,2576 nM e 1,572 nM.
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Figura D3. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 11, 9, 8, 13, 14, 5, 6, 14,4 E 1 do
composto NW-F da interacdo com ions cobre em 5 concentrages: 0,3144 nM, 0,6288 nM,
0,9432 nM, 1,2576 nM e 1,572 nM.
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Figura D4. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 11, 9, 8, 13, 14,5, 6, 14,4E 1 do
composto NW-CI da interacdo com ions cobre em 5 concentracdes: 0,3144 nM, 0,6288 nM,
0,9432 nM, 1,2576 nM e 1,572 nM.
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Figura D5. Espectro de RMN H para os hidrogénios n° 11, 9, 8, 13,14, 5, 6, 14, 4 e 1 do
composto NW-NO:2 da intera¢do com ions cobre em 5 concentragfes: 0,3144 nM, 0,6288
nM, 0,9432 nM, 1,2576 nM e 1,572 nM.
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Apéndice E- Espectros, graficos e constantes de dissociacdo da interacao das
moléculas com a enzima tirosinase

70w I I

0 pM |

Figura E1. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 17, 8 e 12, do composto AMTAC 01
com a enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70 , 140, 210, 290 e 350 uM
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Figura E2. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 14, 3, 2, 5 e 4 do composto AMTAC
01 com a enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70 , 140, 210, 290 e 350 uM.
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Figura E3. Gréficos de Regressdo ndo linear para os H17, H8, H14 E H4 do composto AMTAC 01,

relacionando a variacgéo de deslocamento com a concentracgéo de enzima tirosinase adicionada.

Tabela E1. Valores das constantes de dissocia¢io Kd da interagdo com a tirosinase para cada

Deslocamento (ppm) Kad R?
9,82 (H17) 5,373.10" | 0,9997
8,54 (H8) ~8,75.107 | 0,9996
8,38 (H12) 2,286.10°5 -
7,36 (H14) 1,435.10° -
7,26 (H3) 4,202.107 | 0,9986
6,82 (H4) ~1,032.10° | 0,9977

hidrogénio da AMTAC 01



78

H17 Hsj H12

210 pM I~

140 pM | j

. I

= o

0 [E: g
Dot [}

Figura E4. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 17, 8 e 12, do composto AMTAC 02
com a enzima tirosinase em 5 concentragoes: 70, 140, 210, 290 e 350 pM.
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Figura E5. Espectro de RMN H para os hidrogénios n° 15, 3, 5, 6, 2, e 4 do composto
AMTAC 02 com a enzima tirosinase em 5 concentracdes: 70 , 140, 210, 290 e 350 uM.
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composto AMTAC 02 com a enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70 , 140, 210, 290 e 350
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Figura E7. Graficos de Regressdo ndo linear para os H17, H8, H14 E H4 do composto
AMTAC 02, relacionando a variacdo de deslocamento com a concentracdo de enzima
tirosinase adicionada.

Tabela E2. Valores das constantes de dissocia¢cdo Kq da interagcdo com a tirosinase para cada

Deslocamento (ppm) Kad R?
9,79 (H17) 4,128.107 | 0,9999
8,50 (H8) 3,958.107 | 0,9999
8,40 (H12) 9,66.108 | 0,9993
7,31(H15) 3436107 | 1
7,26 (H3) 8,439.106 -
6,88 (H2) 8,339.106 -
6,82 (H4) 1,435.105 -
3,71 (OCHs) 1,665.10 | 0,9995

hidrogénio da AMTAC 02.
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Figura E8. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 11 e 9 do composto NW-F com a
enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70, 140, 210, 290 e 350 pM.
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Figura E9. Espectro de RMN H para os hidrogénios n°® 8 do composto NW-F com a enzima

tirosinase em 5 concentrages: 70, 140, 210, 290 e 350 puM.
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Figura E10. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 13, 5, 6, 14 E 4 do composto NW-F com a
enzima tirosinase em 5 concentracfes: 70, 140, 210, 290 e 350 uM.
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Figura E11. Espectro de RMN H para o hidrogénio n° 1 do composto NW-F com a enzima
tirosinase em 5 concentrages: 70, 140, 210, 290 e 350 puM.

Tabela E3. Valores das constantes de dissocia¢io Kd da interagdo com a tirosinase para cada

Deslocamento (ppm) Kg R?
10,65 (H11) 5,175.10* | 0,9755
8,17 (H8) 2,939.108 | 0,9998
7,69 (H13) 1,496.103 | 0,9971
7,59 (H5) 3,249.107 | 0,9971
7,12 (H14) ~2,8.10° | 0,9989
6,90 (H4) 1,44.107 | 0,9965
6,07 (H1) 7,319.10° | 0,9997

hidrogénio da NW-F.
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Figura E12. Gréficos de Regressdo néo linear para os H8, H5, H4 e H1 do composto NW-F,
relacionando a variacdo de deslocamento com a concentracao de enzima tirosinase adicionada.
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Figura E13. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 11 e 9 do composto NW-Cl com a
enzima tirosinase em 5 concentraces: 70, 140, 210, 290 e 350 pM.
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Figura E14. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 8 do composto NW-CI com a enzima
tirosinase em 5 concentragdes: 70 , 140, 210, 290 e 350 uM.

Deslocamento (ppm)

H13 || H5 M H6 H4 ||l\
350 uM W s Il H14 L
290 uM | \'\ \ll\‘ f
(290uM M W, I v
| I ﬁ
210 HM .‘"u"“; m \‘"‘,vH. "\l‘_\l\l .
| r
’|| “'\ \H
140 uM "ﬂ,:'”x Tl ,,;lx}‘t\
/| I I
70 uM L h Il
oM [
0 uM N N '\ I
H ‘Jllh.mUJL; A M\, JHUJLJ - _,JU| U‘LL -

.5 7.4 73
Deslocamento (ppm)

84

Figura E15. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 13, 5, 6, 14 E 4 do composto NW-Cl com a
enzima tirosinase em 5 concentracoes: 70, 140, 210, 290 e 350 uM.
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Figura E16. Espectro de RMN *H para o hidrogénio n® 1 do composto NW-CI com a enzima
tirosinase em 5 concentragdes: 70, 140, 210, 290 e 350 uM.

Deslocamento (ppm) Kad R’
10,81 (H11) 9,692.107 0,9999
8.34 (H8) 8,639.107 .
7,81 (H13) ~2,695.105 | 0,984
7,48 (HS) ~4,94310% | 0,9985
6,13 (H1) 5421.107 | 0,9994

Tabela E4. Valores das constantes de dissocia¢io Kd da interagdo com a tirosinase para cada
hidrogénio da NW-CI.
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Figura E17. Graficos de Regresséo néo linear para os H11, H8, H5 e H1 do composto NW-Cl,
relacionando a variac¢éo de deslocamento com a concentragdo de enzima tirosinase adicionada.
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Figura E18. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 11 e 9 do composto NW-NO2 com
a enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70, 140, 210, 290 e 350 uM.
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Figura E19. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 5, 6 e 4 do composto NW-NO:
com a enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70, 140, 210, 290 e 350 pM.
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Figura E20. Espectro de RMN *H para os hidrogénios n° 1 do composto NW-NO2com a
enzima tirosinase em 5 concentragdes: 70, 140, 210, 290 e 350 uM.



Deslocamento (ppm) Kad R?
10,93 (H11) ~2,721.10% | 0,9993
7,59 (H5) ~2158 |0,9598
6,10 (H1) ~1,029.10 | 0,9433

Tabela E5. Valores das constantes de dissociagcdo Kq da interagcdo com a tirosinase para cada

hidrogénio da NW-NO:..

H11

0.3

T T T
0 198107 29107 3)%10 7 4910 °7
[Tyrosinase] (Mol/L)

0.03

H1

0.024

A8 (ppm)

T T T
18107 2%10 7 3%10 7 43810 7
[Tyrosinase] (Mol/L)

Figura E21. Graficos de Regressdo nao linear para os H11 e H1 do composto NW-NOz,

relacionando a variacdo de deslocamento com a concentracdo de enzima tirosinase adicionada.
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