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RESUMO

O cancer é uma neoplasia maligna caracterizada pela perda do controle do crescimento e a
capacidade de invadir diferentes tecidos e 6rgdos. Apresenta altas incidéncias com supremas
taxas de mortalidade, e o0 seu tratamento quimioterapico vem causando diversas complicacdes
no organismo, levando-se a busca de novos farmacos. O DNA, é bastante estudado no
planejamento de novos compostos antitumorais pois interacdes com esta biomolécula, através
de intercalacdes, ligacGes nos sulcos e atracdes eletrostaticas sdo importantes para a morte
celular tumoral. Proteinas plasméticas, como a albumina (BSA), sdo também utilizadas nestes
estudos para verificar as propriedades farmacocinéticas dos farmacos. Nestes estudos,
moléculas contendo porcdes quinolina e tiossemicarbazonas sdo consideradas promissoras por
possuirem atividade antitumoral ja descrita. Neste sentido, elas foram escolhidas para serem
estudadas neste trabalho, que teve como objetivo sintetizar doze novos derivados da série 2-
(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamidas e avaliar seu potencial antitumoral através da
investigacdo da capacidade de interacdo com o ctDNA e a BSA. Todos os compostos foram
sintetizados com éxito utilizando tiossemicarbazidas substituidas e o aldeido 4quinolina-
carboxaldeido, em temperatura ambiente, e suas estruturas quimicas elucidadas
satisfatoriamente por meio das técnicas de RMN *H e RMN 3C, técnicas bidimensionais de
COSY !H-'H, HSQC H-1C e DEPT, infravermelho (1V) e espectrometria de massas (MS),
apresentando rendimentos entre 65,70 e 91,02% e sinais diagnésticos de formacdo das
tiossemicarbazonas (LqlT/JF-88 = & 9,02 ppm: H-C=N; & 10,38 e 6 12,14 ppm: NH). A
atividade de ligacdo ao ctDNA e a BSA dos derivados foi estudada através das técnicas
espectroscopicas de absorcdo, fluorescéncia e dicroismo circular (DC), em diferentes
concentragdes, verificando-se que todos os compostos possuem afinidade de interacdo com
estas biomoléculas. O derivado que teve destagque nesses estudos foi o JF-92, apresentando 0s
maiores valores de Kb e Ksv tanto para o ctDNA quanto para a BSA, além de promover
alteracOes da elipticidade e no empilhamento de bases do DNA, verificados no DC. Estudos de
docking molecular também comprovaram a capacidade de ligagéo dos derivados, verificando-
se que 0 JF-92 se liga ao DNA por intercalacdo e ligagdo nos sulcos e interage com a BSA entre
0s subdominios 1A e Il1A. Estes dados possibilitam inferir que padrdes de substituicdes sdo
importantes para a melhor eficécia de ligacdo e que estudos adicionais devem ser realizados

para prever os mecanismos de interacdo entres 0s outros compostos e o ctDNA e BSA.

Palavras-chave: DNA. Albumina. Espectroscopia. Absorgéo. Fluorescéncia.



ABSTRACT

Cancer is a malignant neoplasm characterized by loss of growth control and the ability to invade
different tissues and organs. It presents high incidence with supreme mortality rates, and its
chemotherapy treatment has caused several complications in the body, leading to the search for
new drugs. DNA is well studied in the design of new antitumor compounds because interactions
with this biomolecule through intercalations, linkages in the sulci and electrostatic attractions
are important for tumor cell death. Plasma proteins, such as albumin (BSA), are also used in
these studies to check the pharmacokinetic properties of the drugs. In these studies, molecules
containing quinoline and thiosemicarbazone moieties are considered promising because they
have antitumor activity already described. In this sense, they were chosen to be studied in this
work, whose objective was to synthesize twelve new derivatives of the series 2-(quinolin-4-
ylmethylene)hydrazinecarbothioamides and to evaluate their antitumor potential by
investigating the interaction capacity with ctDNA and BSA. All compounds were successfully
synthesized using substituted thiosemicarbazides and 4quinoline-carboxaldehyde aldehyde at
room temperature and their chemical structures satisfactorily elucidated by *H NMR and *C
NMR techniques, two-dimensional techniques of COSY H-'H, HSQC H-*C and DEPT,
infrared (1V) and mass spectrometry (MS), yielding between 65.70 and 91.02% and diagnostic
signals of thiosemicarbazones (LgIT/JF-88 =6 9.02 ppm: HC = N; & 10.38 and 6 12.14 ppm:
NH). The binding activity to ctDNA and BSA of the derivatives was studied by spectroscopic
techniques of absorption, fluorescence and circular dichroism (DC) in different concentrations,
all compounds having an affinity for interacting with these biomolecules. The JF-92 derivative,
with the highest Kb and Ksv values for both ctDNA and BSA, also promoted changes in
ellipticity and stacking of DNA bases, verified in DC. Molecular docking studies have also
demonstrated the ability of the derivatives to bind, with JF-92 being bound to DNA by
intercalation and ligation in the grooves and interacting with the BSA between sub-domains
I1A and I11A. These data make it possible to infer that substitution patterns are important for
better binding efficacy and that further studies should be performed to predict the interaction

mechanisms between the other compounds and ctDNA and BSA.

Keywords: DNA. Albumin. Spectroscopy. Absorption. Fluorescence.
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1 INTRODUCAO

O céancer é umas das doencas que mais afetam a populacdo mundial devido,
principalmente, a sua alta incidéncia e mortalidade. E basicamente caracterizado por alteracdes
fenotipicas que conferem potenciais proliferativos que, em estagios bastante avangados,
também adquirem a capacidade de invasdo e metéstase. Estas diversas alteragdes sdo
primordiais para o crescimento do cancer (BIST et al. 2017; FIETELSON et al. 2015; SIEGEL,;
MILLER; JEMAL, 2015).

Dentre as diversas formas de tratamento (radioterapia, imunoterapia e quimioterapia), a
quimioterapia é a modalidade terapéutica mais frequentemente usada para o tratamento do
cancer. Os principais medicamentos utilizados agem basicamente contra a replicacdo do DNA,
interferindo na maquinaria celular ou impedindo o crescimento do cancer com a inibicdo de
repectores e quinases (DOBBELSTEIN, MOLL, 2014). Entretanto, a célula cancerigena
modifica o microambiente, constituido por células, vasos sanguineos, tecidos e outros
elementos estromaticos chamado, entdo, de microambiente tumoral, o qual oferece um
ambiente mais propicio para seu estabelecimento e progressdo. Este fenémeno provoca
problemas para o tratamento quimioterapico utilizado nos pacientes portadores desta doenga,
causando resisténcia, toxicidade e aparecimento de outros efeitos indesejaveis, como baixa
imunidade, nauseas, vomitos, perda de cabelos, fadiga, entre outros (AKHTAR et al. 2016;
CAMPQOS, 2010; KLEM; JOYCE, 2014; NICOLUSSI et al. 2016; ROESE; FONTANA;
PEREIRA, et al. 2018).

O DNA, como sendo um dos principais alvos terapéuticos de farmacos antitumorais, é
bastante estudado por participar ativamente do processo de replicacdo das células cancerigenas.
Farmacos gue possuem a capacidade de se ligar ao DNA sdo utilizados de longa data para a
atividade anticancer, pois conseguem interferir em todo o funcionamento do ciclo celular,
resultando na inibig&o do crescimento tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011; RESCIFINA
et al. 2014; ZHU et al. 2014). As moléculas organicas interagem com o DNA através de
diferentes formas, tais como liga¢do nos sulcos, intercalagdo entre os pares de bases e atragéo
eletrostatica. Estes modos de interacdo podem mudar de acordo com as propriedades fisico
quimicas dos farmacos, mas, independente do tipo de ligacdo, esta interacdo € de grande
relevancia para o planejamento de novos compostos com direcionamento a esta biomolécula
(Bl etal. 2008; GIRI et al., 2017; NARVA et al. 2016). Estes podem ser avaliados por meio de
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técnicas espectroscopicas, verificando alteracdes nos espectros de absorcdo, fluorescéncia e
dicroismo circular (DC) (ALAM et al. 2018; ALMEIDA et al. 2015; LAFAYETTE etal. 2017)

Para o melhor entendimento do potencial farmacolégico dos farmacos, o estudo de suas
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas também deve ser explorado. Uma das
maneiras de investigar estas propriedades é através do estudo de sua capacidade de ligagdo com
a proteina albumina do soro bovino (BSA), que mimetiza a aloumina do soro humano (HSA)
(RAHMAN et al. 2017). Esta proteina esta presente em abundancia no sistema biologico, sendo
capaz de se ligar a diferentes substancias, com a funcao de transporta-las neste sistema. Devido
a isto, a compreensdo da interacdo entre compostos e a BSA é de primordial importancia para
elucidar os mecanismos de acdo dos farmacos com propriedades terapéuticas e obter
informac@es a cerca do carreamento destas moléculas no plasma (ISHTIKHAR; RABBANI;
KHAN, 2014). Neste contexto, moléculas que possuem a habilidade de se ligar ao DNA bem
como interagir com a BSA sdo alvos de grande interesse para a proposi¢do de novos farmacos.
Podemos destacar os derivados contendo o nucleo quinolina e a por¢do tiossemicarbazona em
sua estrutura. Ambos possuem importantes propriedades farmacoldgicas, como antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antiparasitaria e, inclusive, antitumoral (BLAU, 2013; PINHEIRO et al.
2010; MARELLA et al. 2013; OLIVEIRA et al. 2015; PINZ et al. 2017). A capacidade de
interagir com a BSA também é discutida, onde sdo analisadas através de técnicas
espectroscopicas de absorcdo e fluorescéncia, observando-se possiveis alteracdes nos seus
perfis espectrais apos o contato BSA-ligante (THIRUNAVUKKARASU et al. 2017; YU et al.
2013).

Estudos prévios realizados com os derivados tiossemicarbazonas destacam o seu
potencial anticancer, sendo capaz de inibir o crescimento de diferentes linhagens celulares
tumorais, interagindo com a dupla hélice do DNA e a enzima topoisomerase, funcionalidades
estas importantes para a interrupcdo do ciclo celular (OLIVEIRA et al. 2015; OLIVEIRA et al.
2017). Derivados acridinicos, analogos aos derivados quinolinas, também possuem relevancia
quanto a capacidade de se ligar ao DNA e a enzima topoisomerase, demonstrando que a
presenca de anéis aromaticos facilita a sua interacdo com estas biomoléculas (ALMEIDA et al.
2015; ALMEIDA et al. 2016).

Diante disto, este trabalho teve como objetivo sintetizar doze novos derivados
quinolina-tiossemicarbazonas com o intuito de avaliar a capacidade destes de interagir com a
molécula de DNA e a proteina albumina através de técnicas espectroscopicas de absorcao,
fluorescéncia e dicroismo circular, a fim de verificar o potencial terapéutico dos farmacos

produzidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver novas alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer atraves da sintese dos

derivados 4-quinolina-tiossemicarbazonas substituidos.

2.2 ESPECIFICOS

Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de 12 novos derivados 4-quinolina-

tiossemicarbazonas substituidos;
Elucidar as estruturas quimicas através de técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono (RMN *3C), DEPT, COSY !H-'H, HSQC H-

13C, espectroscopia no infravermelho (V) e espectrometria de massas (MS);

Analisar a interacao dos derivados com o DNA e albumina, atraves de técnicas espectroscépicas

de absorcao UV-visivel, fluorescéncia e dicroismo circular;

Realizar estudos in silico das propriedades farmacocinéticas dos derivados;

Simular computacionalmente, através de estudos de docking molecular, a interacdo BSA-
ligante e DNA/topoisomerase-ligante.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 CANCER

A palavra “cancer” ¢ um termo utilizado para definir um conjunto de doencas que
possuem a capacidade de se desenvolver desordenadamente, podendo, muitas vezes, invadir
diferentes tecidos e oOrgdos e espalhar-se para outras regifes do corpo, um processo
habitualmente chamado de metastase. E considerada uma das principais causas de mortes em
todo 0 mundo. Foram relatados mais de 200 mil 6bitos/100.000 habitantes de ambos os sexos
em 2015, no Brasil, e estima-se, ainda, que aproximadamente 600 mil novos casos de cancer
sejam descritos para o0 ano de 2018 (BRASIL, 2018; INCA, 2017).

A intensa proliferacdo das células cancerigenas pode determinar a formacéao de tumores,
visto que esta proliferacdo € um fator importante para o desenvolvimento e progressdao do
cancer. Este processo sobrevém através da alteracdo da expressao e/ou atividade alterada de
proteinas, a partir de numerosas mutacdes genéticas e/ou epigenéticas, relacionadas ao ciclo
celular (BIST et al. 2017; FIETELSON et al. 2015).

Algumas outras caracteristicas, adquiridas por estas células, sdo descritas por Hanahan
e Weinberg (2011) (Figura 1) e consideradas primordiais para o desenvolvimento da célula
tumoral e sua complexidade. Incluem: 1- sustentada sinalizacdo proliferativa, 2- resisténcia a
morte celular, 3- evasao dos supressores de crescimento, 4- replicacdo imortal, 5- inducéo da

angiogénese e 6- ativacdo da invasdo e metastase.

Figura 1 — Principais alteragdes celulares que permitem o desenvolvimento de células tumorais.
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Pode-se dizer que os tumores tém em comum a proliferacdo celular de forma rapida e
anormal, com perda da diferenciacdo celular, mesmo com toda a diversidade e heterogeneidade
existente entre eles (BIST et al. 2017). Séo tecidos complexos compostos por diferentes tipos
celulares que interagem entre si, incluindo as células normais que, quando recrutadas,
participam ativamente na tumorigénese. Como consequéncia, ocorre a redefini¢do do estroma,
composto por elementos estromaticos (fibroblastos, matriz extracelular, vasos sanguineos e
linfaticos) que, constituindo grande parte da massa tumoral, contribui para o desenvolvimento
e progressao do cancer. Forma-se, assim, todo o microambiente necessario para o crescimento
e estabelecimento das células cancerosas, provocando efeitos profundos na eficécia terapéutica
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; CAMPOQOS, 2010; KLEM; JOYCE, 2014).

Desta forma, com o maior conhecimento sobre a biologia dos tumores, se faz necessario
qgue seu estudo aborde como o microambiente tumoral contribui para a tumorigénese
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; PIETRAS; OSTMAN, 2010). Durante este processo, a
célula incorpora caracteristicas que permitem sua proliferacdo anormal, ativando muitas vias
de transducdo de sinal, resultando também na selecdo de células com mutacdo (es) que
fornecem sobrevivéncia e vantagens proliferativas (FEITELSON et al. 2015).

Neste cenario, a utilizacdo de terapias que consigam retardar ou, até mesmo, eliminar o
tumor é a alternativa empregada durante vérias décadas. Os principais tipos de tratamentos que
sdo utilizados na clinica séo a cirurgia, radioterapia e a quimioterapia, além da imunoterapia e,
em alguns casos, transplantes de medula dssea. Dentre os quimioterapicos antineoplasicos
existe uma classificacdo, sendo divididos em: agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibi6ticos
antitumorais e inibidores mitéticos. Os agentes alquilantes polifuncionais sdo os mais antigos e
mais usados, exercendo sua atividade basicamente através da interagdo com o DNA. Os
antimetabolitos atuam inibindo a biossintese de moléculas essenciais para o processo de divisdo
celular. Outra classe, denominada antibidticos antitumorais, ndo agem em ciclos celulares
especificos, mas possui atividade inibitdria da sintese de proteinas e DNA. J& os inibidores
mitoticos exercem sua funcdo na proteina tubulina (proteina formadora dos microtibulos e do
fuso mitdtico), impedindo a migracdo dos cromossomos durante a metafase (ALMEIDA et al.
2005; INCA 2018).

Sabe-se que 0 uso de farmacos isolados (monoterapia) é comprovadamente ineficaz para
o tratamento do céncer, sendo necessario a utilizacdo destes associados a outros tipos de
tratamentos, visando uma maior eficécia e erradicagdo do tumor. Porém, os efeitos indesejaveis
causados pela grande maioria dos quimioterapicos, por atuarem de forma nao especifica, traz a

necessidade de mais estudos a respeito dos mecanismos de acdo e desenvolvimento de
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moléculas mais seletivas e direcionadas para alvos especificos, como por exemplo, a molécula
de DNA (HANAHAN; WEINBERG, 2011; KUMAR et al. 2017).

Alguns compostos utilizados na clinica para a terapia do cancer, como a Doxorrubicina,
Amsacrina, 5-Fluorouracil e Mitoxantrona (Figura 2), foram avaliados quanto a sua capacidade
de ligacdo ao DNA, sendo suas atividades anticancerigenas provenientes de suas propriedades
de interacdo com esta biomolécula (LEI; WANG; WU, 2012; JANGIR et al. 2012; JANGIR et
al. 2011; SHAHABADI; HEIDARI, 2012). Sabendo-se disso, 0 estudo de novos farmacos
através da analise de sua capacidade de interagdo com o DNA é bastante promissor, podendo

ser bastante explorado como uma via de inibigdo de células tumorais.

Figura 2 — Estruturas quimicas dos derivados utilizados na terapia anticancer. (1) Doxorrubicina; (2) Amsacrina;
(3) 5-Fluorouracil; (4) Mitoxantrona.
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Diversos efeitos indesejaveis também tém sido detectados com o uso destes farmacos
para a terapia anticancer. Dentre eles, podemos citar a fadiga, perda de apetite, baixa imunidade
para outras doencas, perda de cabelos, entre outros (NICOLUSSI et al. 2016; ROESE;
FONTANA; PEREIRA, et al. 2018). Outro fator bastante preocupante € a resisténcia das células
ao tratamento, nao s6 pela ineficacia terapéutica, mas também pela recidiva do tumor em outros
locais do corpo, sendo distantes ou ndo. Estas recorréncias geralmente se desenvolvem
justamente a partir de células tumorais que sobreviveram ao tratamento antineoplasico prévio
(ABDELMOEZ et al. 2017). Por isso, buscar novos compostos que promovam menor
resisténcia e melhor eficacia, considerando o DNA como um dos alvos terapéuticos a serem

estudados, é de primordial importancia para o desenvolvimento de novos farmacos.

3.1.1 DNA como alvo terapéutico
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A molécula de DNA é uma dupla hélice que compreende duas cadeias antiparalelas
complementares contendo fosfato de aglcar e bases nitrogenadas, ligadas entre si por ligacGes
de hidrogénio, as quais estabilizam sua estrutura. O enrolamento das cadeias forma sulcos
maiores e menores que proporcionam suporte para o reconhecimento de proteinas e uma regido
que favorece a ligacdo de pequenas moléculas (ALI; BHATTACHARYA, 2014).

O mecanismo de reparo e dano do DNA € uma das principais formas de eliminar lesdes
que causam diversos tipos de mutacdes, mantendo assim, a estabilidade e integridade do
genoma. Defeitos e/ou mudancas nestes mecanismos podem ocasionar o desenvolvimento e
progressao de diversos tipos de cancer (MAJIDINIA et al. 2017).

Moléculas que se ligam ao DNA podem maodificar suas fungdes fisioldgicas, inibindo
sua replicacdo, transcricdo ou expressdo da informacdo genética nas células-alvo e,
consequentemente, seu crescimento celular (RESCIFINA et al. 2014; ZHU et al. 2014).

A alquilagéo e a intercalagdo ao DNA s&o as principais formas de interacdo com a
biomolécula e muitos compostos também atuam interagindo com o DNA através de ligacdes
nos sulcos e atracOes eletrostaticas (Figura 3). Intercalantes e ligantes no sulco sdo mais comuns
para moléculas pequenas que se ligam direta e seletivamente a dupla cadeia de DNA (GIRI et
al., 2017; NARVA et al. 2016; OZLUER; KARA, 2014; PALANIMUTHU; SAMUELSON,
2013; RESCIFINA et al. 2014).

Figura 3 — Representa¢do dos modos de interacdo entre ligantes e a molécula de DNA.

Atragdo Ligagao sulco Ligagao sulco Intercalagio
eletrostatica maior menor

Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2017, p. 1540).

Na intercalacdo, aneis aromaticos dos ligantes inserem-se entre os pares de bases do
DNA, aumentando a distancia entre as bases nitrogenadas, sendo um modo de ligagdo néo
covalente. A ligagdo no sulco também é um tipo de ligagdo ndo covalente, onde regides dos

farmacos interagem com os sulcos maiores e menores da molécula de DNA. Ja as que se ligam
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eletrostaticamente, ao longo da face exterior da dupla hélice, possuem espécies catidnicas que
interagem com a porcdo fosfato do DNA carregada negativamente. Muitas moléculas podem
exibir mais de um modo de interacdo, dependendo das propriedades estruturais dos farmacos
(ALMEIDA et al. 2017; KABIR; HOSSAIN; KUMAR, 2013; OZLUER; KARA, 2014).

3.1.1.1 Interagéo ligantes-DNA

O estudo dos tipos de interacdes de farmacos com a molécula de DNA pode ser
auxiliado por meio de técnicas espectroscépicas de absorcao, fluorescéncia e dicroismo circular
(DC). As espectroscopias de absorcédo e fluorescéncia sdo técnicas analiticas muito utilizadas
nos estudos de sistemas bioldgicos, fornecendo informacgdes estruturais das diferentes
substancias quimicas organicas, tais como os derivados quinolinicos, e ajudando na melhor
compreensdo da complexidade de macromoléculas biolégicas (FERREIRA et al. 2014; ITO,
2004). O DC também é usado para identificar e avaliar conformacGes e possiveis alteracoes
estruturais de biomacromoléculas como, por exemplo, 0 DNA ap6s o contato com outras
substancias (KARAMI et al. 2017; LAFAYETTE et al. 2013; PSLIKOVA et al. 2012;
SHANKARAIAH et al. 2016).

O pico méximo de absorcéo de luz do DNA é verificado em aproximadamente 260 nm
(Figura 4) (BRESCIA, 2012; CHARAK et al. 2012) porém, ele ndo emite luz. No espectro de
DC do ctDNA, observa-se duas bandas caracteristicas. A banda negativa, a 247 nm, € referente
a sua elipticidade e a banda positiva em 277 nm é devido as interacdes no empilhamento das
bases, sendo caracteristica da conformagdo helicoidal B direita (Figura 4) (KARAMI et al.
2017). Quando o DNA interage com substancias quimicas, estes espectros podem sofrer
alteracdes nos comprimentos de onda, detectando-se deslocamentos das intensidades maximas
e verificando também alteracdes na elipticidade do DNA, quando comparados em sua forma
livre (ALAM et al. 2018; ANITHA et al. 2013; MA et al. 2011; NETO; LAPIS, 2009;
PLSIKOVA et al. 2012; TEMERK et al. 2015).
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Figura 4 — Espectro de absorcdo e DC do ctDNA na concentracdo de 100 uM.
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Fonte: Préprio autor.

Os efeitos que podem ser verificados, apds esta interacdo, sao: (i) efeito hipercrémico,
0 qual corresponde ao aumento da intensidade de luz; (ii) efeito hipocrdmico, sendo
considerado uma diminuicdo da luz; (iii) e (iv) efeitos hipsocrdmico e batocrémico,
caracterizados pelo deslocamento do pico maximo para a regido do azul e vermelho,
respectivamente. Estas mudancas séo Uteis para determinar possiveis interacdes entre ligantes
e biomoléculas, podendo predizer, nos estudos com o DNA, o potencial antitumoral destes
compostos avaliados (ANITHA et al. 2013; GAO et al. 2010; JANNESARI et al. 2013;
JANOVEC et al. 2011; SHAHABADI; HEIDARI, 2012).

Derivados sintéticos contendo anéis aromaticos e/ou heterociclicos tém sido submetidos
a inumeros estudos por conta de seus potenciais antitumorais. S&o considerados promissores
devido, principalmente, as suas estruturas planas e porcdes aromaticas que conferem a
capacidade de interagir com a dupla cadeia de DNA. Esta caracteristica planar pode ocasionar
efeitos hipercromicos e hipocrémicos, nos espectros de absor¢do do DNA, bem como grandes
alteracbes em ambas as bandas positivas e negativas nos espectros de CD devido a intercalagéo
dos ligantes entre as bases nitrogenadas do DNA. Contudo, quando h& ligacdes aos sulcos,
pode-se observar pequenas ou nenhuma alteracdo nas bandas de CD. Heterodtomos como o
nitrogénio, enxofre e oxigénio possibilitam o0 aumento da forca do complexo ligante-DNA
através de ligacOes de hidrogénio, correlacionando-se com atividades antitumorais. E se, nas
estruturas quimicas, um ou mais heteroatomos existirem, a porcdo cromofora intercaladora
promove uma melhor interacdo (AKHTAR et al. 2016; ALMEIDA et al. 2015; ALMEIDA et
al. 2016; LAFAYETTE et al. 2017; OZKAY et al. 2010; THAMILARASAN et al. 2016).



26

As interacBes ligantes-DNA também podem ser estudadas por meio de técnicas de
modelagem molecular, utilizando métodos computacionais para a predicdo de conformacdes
dos ligantes bem como seus possiveis modos de ligacdo. Dentre estas técnicas, o docking
molecular é o mais utilizado (HARIBABU et al. 2015; SUBASTRI et al. 2015).

Existem variados estudos na literatura utilizando o estudo de docking para auxiliar na
visualizacdo da formacdo de complexos entre ligantes e biomoléculas. Sdo baseados em
algoritmos de busca para a obtencdo de possiveis conformacdes e orientacfes dos ligantes,
indicando a melhor forma de interacdo (EL-SONBATI et al. 2016; LIU et al. 2014).

3.2 ALBUMINA

As albuminas séricas sdo a proteinas mais abundantes do plasma, com muitas funcGes
fisioldgicas e alta capacidade de ligacdo com varias substancias. Por isso, atuam como
transportadoras de diversos ligantes enddgenos e exdgenos, incluindo &cidos graxos,
aminoacidos e nutrientes, sendo capaz de vincular também metais e produtos farmacéuticos a
locais de ligacdo especificos (BOSE, 2016; DA SILVA et al. 2013; ROY et al. 2017; SINGLA;
LUXAMI; PAUL, 2016). Elas sdo principais alvos moleculares para investigacdo de agentes
cancerigenos, podendo fornecer ricas informacdes a respeito das propriedades bioldgicas dos
farmacos, tais como distribuigdo, metabolismo e eficAcia (RAHMAN et al. 2017).

A albumina do soro bovino (BSA) faz parte deste grupo de proteinas amplamente
estudadas devido a sua estrutura terciaria homdloga de 76% com a albumina do soro humano
(HSA), além do baixo custo e boa disponibilidade. A BSA ¢ constituida de trés grandes
dominios (I, 11 e II1), similares em estrutura e classificados em A e B. Estes dominios sdo
divididos em nove algcas (L1-L9) por 17 ligacGes dissulfeto. As regiGes onde ocorre o
armazenamento dos compostos sdo frequentemente localizadas em cavidades hidrofébicas
(subdominios I1A e I11A), conhecidas como sitios I e 1l de sudlow (Figura 5) (BELATIK et al.
2012; DA SILVA, et al. 2013; DA SILVA, et al. 2014; ROY et al. 2017; SURYAWANSHI et
al. 2016).

Comparativamente, a BSA possui dois residuos de triptofano (Trp) denominados Trp-
134 e Trp-212, situados nos subdominios IB e IIA, enquanto que a HSA contém apenas o
residuo Trp-214, no subdominio IIA (DA SILVA et al. 2014). O residuo Trp-134 esta
localizado na superficie da estrutura da BSA e 0 Trp-212 nos bolsos de ligacao hidrofobicos
(ABDI et al. 2012; BELATIK et al. 2012).
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Figura 5 — Estrutura da albumina do soro bovino com seus respectivos subdominios e residuos de triptofano.

BSA

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

Habitualmente, a ligacdo entre medicamentos e proteinas acontece reversivelmente
através de interacGes quimicas como, por exemplo, ligagdes ibnicas, interacBes de Van der
Waal, ligacBes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas, com as hidroxilas, carboxilas ou outras
regides disponiveis nos aminoacidos que formam sitios de ligacdo (ISHTIKHAR; RABBANI,
KHAN, 2014; SINGH; MEHTA, 2006).

Estas interacdes podem ocasionar o aumento da solubilidade de farmacos no plasma e
facilitar sua distribuicdo para os alvos biologicos, influenciando também na estabilidade e
toxicidade durante a quimioterapia, e, consequentemente, desempenhar papel fundamental na
eficacia farmacoldgica (BOSE, 2016; HEBIA et al. 2014; HU et al. 2005; SEDIGHIPOOR et
al. 2017). Nesta perspectiva, avaliar a afinidade de um farmaco com a BSA, é um fator
importante para obtencdo de tratamentos mais eficazes e espera-se, com isso, que 0S
diagnosticos e terapias passem a utilizar essas interagdes como mais uma nova alternativa para
obtenc&o de resultados (HU et al. 2005; YAMASAKI et al. 2013).

Uma maneira de monitorar a eficacia dos farmacos no organismo e obter seus
parametros fisicos quimicos € estudar essas proteinas atraves de técnicas espectroscopicas de
absorcdo e fluorescéncia, pois, alteraces no seu perfil espectral sdo capazes de informar certas
mudancas estruturais e moleculares, quando em contato com as substancias de estudo
(MOREIRA et al. 2015; SINGLA; LUXAMI; PAUL, 2016). Essas alteracGes sao bastante Uteis
para posterior analise de suas mudancas causadas pelo ligante, investigando-se 0 mecanismo

de interacdo por meio dos efeitos de aumento ou diminuigéo da luz e desvios para a regido do
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vermelho e azul (MISHRA et al. 2014). Estudos através de docking molecular também séo Gteis
para facilitar a anélises destas interacbes (CHAVES, et al. 2015).

Na espectroscopia de fluorescéncia, é interessante notar a capacidade da proteina em
emitir luz através de seus aminoacidos aromaticos. Os residuos da BSA, quando excitados em
280 nm, exibe uma emissao de fluorescéncia intrinseca na faixa de 320 a 400 nm. A ligag&o de
substancias aos residuos de triptofano, fenilalanina ou tirosina pode gerar alteraces do sinal
fluorescente e, consequentemente, melhor entendimento das mudancas estruturais (Figura 6)
(ESWARAN et al. 2016; SINGLA; LUXAMI; PAUL, 2016). Esta supressao pode ser induzida
através de transferéncias de energia, formacao de complexos, rearranjos moleculares e colisGes
moleculares. Dentre a BSA e a HSA, a emissdo dos residuos Trp séo as mais significativas por

conta da natureza quimica do microambiente onde estao situados (MOREIRA et al. 2015).

Figura 6 — Espectro de emissdo da BSA apresentando diminuicdo da intensidade de fluorescéncia na presenca de
um extintor.
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Fonte: Adaptado de Eswaran et al. (2016, p. 6).

Pode-se, ainda, mencionar os mecanismos de interagcdo de fa&rmacos e albumina através
de duas formas: mecanismo estatico e mecanismo dinamico. No mecanismo de extingédo
estatica, o ligante (fluoréforo) ao entrar em contato com a albumina se complexa a esta no
estado fundamental, resultando em alteragOes significativas nas propriedades de absorc¢do da
proteina. A extin¢do dindmica afeta somente o estado excitado dos fluor6foros quando colide
com a proteina, sem alterar os espectros de absor¢cdo (ESWARAN et al. 2016; KALAIVANI et
al. 2013; MISHRA, 2014; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, et al. 2011,
PRABHAKARAN et al. 2013).
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Estas informacdes sdo Uteis e valiosas para, assim, encontrar a maneira como as diversas

substancias quimicas podem interagir no meio biolégico e causar efeitos terapéuticos.

3.2 QUIMICA MEDICINAL

A quimica medicinal é considerada uma ciéncia multidisciplinar, envolvendo as mais
diversas esferas, tais como descoberta, planejamento, identificacdo, preparacao e interpretacdo
dos diferentes modos de acdo de substdncias biologicamente ativas (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). Sabendo-se a necessidade da busca por novos farmacos, ela
tem contribuido para a maior parte destas descobertas através dos planejamentos e modificacdes
moleculares (VERCOZA et al. 2009).

As estratégias de planejamento de farmacos séo consideradas bastante importantes na
descoberta de novos compostos, possibilitando originar e propor substancias com menores
efeitos indesejaveis, menor toxicidade, maior efeito farmacoldgico e que proporcionem menos
rejeicdo dos usuarios e maior sucesso nos tratamentos. Porém, a identificacdo de moléculas
bioativas ainda € um dos maiores desafios (BARREIRO E BALZANI, 2009; LIMA, 2007).

Uma das estratégias bastante utilizada na quimica medicinal é a simplificacdo
molecular, empregada com o intuito de realizar a reducdo de nucleos arométicos e/ou outras
regides das moléculas de forma planejada (preservando as subunidades farmacofdricas).
Possibilita, além da otimizacdo das rotas sintéticas, 0 melhoramento da estrutura do composto,
avaliando-o biologicamente apds esta modificacdo (BARREIRO, 2002; LIMA, 2007; VIEGAS
JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Esta simplificacio foi empregada para obtenc&o do
nacleo quinolina a partir do nucleo acridina, porcdo da molécula responsavel pela interacdo

com a dupla hélice do DNA, sendo um fator importante para a acdo antitumoral (Figura 7).

Figura 7 — Estratégia de simplificacdo molecular utilizando o ndcleo acridina para obtencdo do ndcleo quinolina.
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Fonte: Proprio autor.

Com esta reducdo, ainda é possivel verificar a agdo terapéutica dos fa&rmacos, mostrando

que esta estratégia € de grande relevancia, no &mbito quimico e bioldgico, na obtencéo de
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inovacdes terapéuticas para as mais diversas doengas, entre elas, o cancer (AMARAL et al.
2017).

3.1.2 Nucleo Quinolinico

A quinolina é um composto organico heterociclico, isolado por Runge pela primeira vez
em 1834 (Figura 8) e também conhecida como benzopiridina ou benzazina. Com férmula
molecular CoH7N, é caracterizada por uma estrutura de dois anéis fundidos por orto-
condensacdo do benzeno com a piridina, estando presente em diversos compostos naturais e
substancias terapéuticas (FERLIN et al. 2005; MARELLA et al. 2013).

Figura 8 — Estrutura do anel quinolinico.
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Fonte: MARELLA et al. (2013).

Dentre as metodologias desenvolvidas para se obter o ndcleo quinolinico, a sintese de
Skraup € o processo de ciclizagdo mais importante, no qual a anilina reage com o glicerol em
meio acido e, posteriormente, é ciclizada, oxidada e desidratada, formando o ndcleo quinolinico
(Figura 9). Outras metodologias como o método de Doebner-von Miller, reagdo de Combes e a
sintese de Friedlander também sdo utilizadas para obtencdo deste nacleo (AFFELDT, 2011;
PINHEIRO et al. 2010).

Figura 9 — Representacdo da sintese de Skraup para obtencéo do ntcleo quinolinico.
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Fonte: Proprio autor.
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Este nucleo possui diferentes atividades terapéuticas, sendo considerado bastante
importante no contexto da descoberta de farmacos devido as suas propriedades
anticonvulsivante, antifngica, anti-inflamatdria, analgésica, antibidtica e antiparasitaria
(PINHEIRO et al. 2010; MARELLA et al. 2013; PINZ et al. 2017). Os derivados quinolinicos
sdo bastante utilizados na sintese de moléculas como compostos parentais, principalmente para
a obtencdo de farmacos com atividades antipalUdicas e antimicrobianas. Sugere-se que a
presenca de atomos e grupos eletronegativos nas posi¢cGes meta e para do anel quinolinico,
como o Cl, Br e NO, diminuem a atividade antimicrobiana (JAIN et al. 2016).

Uma série de derivados trifluormetil quinolinicos, analogos a Meflogquina, foram
estudados para demonstrar seu potencial farmacolégico frente ao virus ZIKA. As moléculas
apresentaram inibicdo de mais de 75% da replicacdo do virus e, quando comparadas com a
Mefloquina, exibiram atividade farmacoldgica cinco vezes maior (BARBOSA-LIMA et al.
2017).

Outras atividades bioldgicas sdo descritas para os derivados deste nlcleo como, por
exemplo, hipotensora, anti HIV e atividades de inibicdo da COX-2. Seus analogos também
foram estudados em relacdo a capacidade de reparacdo do DNA e de inibicdo da enzima
topoisomerase, concluindo, assim, que substituicdes no anel quinolinico em posi¢des adequadas
promove o aumento do efeito farmacolégico de uma molécula bioativa (DAVE;
RAHATGAONKAR, 2011; GASPAROTTO et al. 2006; GHODSI et al. 2016).

Outros estudos demonstram atividade citotoxica frente a linhagem de células de mama
MCF-7 e T47D devido, possivelmente, ao aumento de suas propriedades lipofilicas apos a
substituicdo do anel quinolinico nas posi¢fes C-7 e C-8, atravessando a membrana celular de
forma mais eficaz (Figura 10). Estes compostos apresentaram valores de 1Cso <5 uM para a
linhagem MCF-7 e <25 uM para a linhagem T47D (GHODSI et al. 2016).
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Figura 10 — Derivados quinolinicos com melhor atividade citotdxica nas linhagens de células de cancer de mama
MCF-7 (a) e T47d (b).
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Ainda, é descrito que outros derivados do anel quinolinico (Figura 11) apresentam
inibicdo significativa da proliferacdo de linhagens celulares de cancer testadas in vitro, em
concentragfes pequenas e valores de 1Cso menores, resultados estes que apontam o potencial
antitumoral dos derivados com a porg¢do quinolina (KUO et al. 2016; YADAYV et al. 2016;
MALAYERI et al. 2017).

Figura 11 — Derivados cinamamidas quinolinicos (a), aril dihidrodioxinos quinolinicos (b) e benzoquinolinicos
(c) com potenciais atividades citotdxicas frente a linhagens celulares tumorais.
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A atividade de ligacdo a proteinas plasméticas, como a albumina, também é descrita
para compostos sintéticos contendo o nucleo quinolinico. Thirunavukkarasu e colaboradores
(2017) sintetizaram e avaliaram a capacidade de ligacdo de derivados quinolinicos com a
proteina albumina, através de técnicas espectroscopicas, e demonstraram efetiva interagdo por

meio das alteracGes nos espectros de absorcdo e fluorescéncia. Outros derivados também


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0020169317312446#!
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apresentaram habilidade de se ligar a albumina, demonstrando a importancia do nucleo
quinolinico no processo de interagdo com esta proteina (SHAHABADI; MAGHSUDI;
SHOHRE, 2012; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, 2012).

Observa-se, assim, que o anel quinolinico desempenha um papel importantissimo para
0 desenvolvimento de novos farmacos antitumorais devido a sua influéncia positiva nos
resultados apresentados até hoje, além de sua analogia com o nucleo acridina, descrita por alta
acao antitumoral por se ligar a molécula de DNA (ALMEIDA et al. 2015; ALMEIDA, et al.
2016). Ainda, destaca-se pelos seus diferentes mecanismos de acgdo, tais como inibicdo do
crescimento de células (interrompendo o ciclo celular), inducdo da apoptose e inibicdo da
angiogénese e migracdo celular (AFZAL et al. 2015), além de permitir a melhor capacidade de
interacdo com proteinas plasmaticas, um bom avanco para o estudo das propriedades

farmacocinéticas e farmacodinamicas dos farmacos.
3.1.3 Derivados Tiossemicarbazonas

Tiossemicarbazona (Figura 12) € uma classe de compostos organicos que apresentam
importantes propriedades quimicas e bioldgicas, tais como antitumoral, antibacteriana,
antiviral, antiprotozodria, citotoxica, dentre outras (TENORIO et al. 2005; BERALDO, 2004;
BLAU, 2013; OLIVEIRA et al. 2015). Podem ser obtidas através da condensacdo da
tiossemicarbazida com outros reagentes como, por exemplo, aldeidos e cetonas, um modo
direto de obtencdo, bem como serem preparadas por meio indireto, reagindo a hidrazina (NHa-
NH2) com outros compostos (p. ex. isotiocianatos, ditiocarbamatos), seguido da condensagéo
com o especifico carbonilado (TENORIO et al. 2005).

Sdo conhecidas por agir como inibidores de enzimas, se complexando a metais
enddgenos e interagindo com o DNA, inibindo sua sintese, da mesma forma que podem

mimetizar a acdo de certas enzimas (BERALDO, 2004).

Figura 12 — Estrutura genérica das tiossemicarbazonas. R1, R2, R3, R4 = H, grupos arila ou grupos alquila.
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As aplicacOes realizadas com esta classe de compostos, na pesquisa para o tratamento
do céncer, podem ser vistas nos trabalhos de Oliveira et al. (2015), onde derivados Tiofeno-
Tiossemicarbazonas mostraram atividade citostatica frente a varias linhagens celulares
tumorais. Neste trabalho, sugere-se que a presenca de anéis aromaticos em sua estrutura, bem
como substituintes halogénios, melhora a atividade antiproliferativa, provocando a
externalizacdo da Fosfatidilserina, um componente fosfolipidico geralmente presente na regido
interna da membrana celular, que sinaliza a morte celular.

O mesmo autor também destaca que um dos derivados tiossemicarbazonas sintetizados
(Figura 13), apresentando substituicdo de um halogénio no anel aromatico, causou a inibi¢do
do desenvolvimento de tumores solidos de Ehrlich em doses menores por meio da

administracdo oral, assim como baixa toxicidade.

Figura 13 — Derivado tiofeno-tiossemicarbazona com melhor atividade antitumoral in vitro e in vivo.
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Outros derivados apresentaram capacidade de ligagdo com o DNA, como descrito por
Markovic e colaboradores (2013), onde derivados antraquinonas tiossemicarbazonas exibiram
atividade anticancer, intercalando-se a dupla hélice. Além da habilidade de interagir com o
DNA, outros compostos também apresentaram atividade citotdxica frente a células tumorais
HCT-116 (ALl et al. 2014).

Este potencial antiproliferativo, acompanhado de ligacdo ao DNA, também pode ser
observado nos trabalhos de Oliveira e colaboradores (2017) (Figura 14). Nos ensaios
bioldgicos, para as diversas linhagens celulares de tumores (leucemia, glioma, mama, rim,
pulmdo, colon e ovario), os valores de ICso dos derivados tiossemicarbazonas foram
baixissimos, bem como forte ligacdo ao DNA, indicando a importancia desta porgado na resposta
bioldgica. Adicionalmente, este mesmo derivado exibiu capacidade de inibicdo da enzima

topoisomerase Ila, sendo considerado um forte candidato para a terapia anticancer.
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Figura 14 — Derivado tiossemicarbazona com atividade antiproliferativa, ligante ao DNA e inibidor da enzima
topoisomerase Ila.

As tiossemicarbazonas também apresentam capacidade de se ligar a proteina albumina,
como descrito por Yu et al. (2013), verificada por meio de técnicas espectroscopicas de
fluorescéncia e modelagem molecular. A extinc¢do fluorescente, observada apos a insercéo dos
compostos, € vista como uma alteracdo dos residuos de aminoacidos da proteina e,
consequentemente, interagdo por meio da formacédo de complexo ligante-albumina.

Todos estes resultados demonstram o grande potencial dos derivados
tiossemicarbazonas, influenciando positivamente na atividade antitumoral de farmacos que

apresentam esta por(;éo em sua estrutura.
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4 METODOLOGIA

4.1 METODOLOGIA QUIMICA

A seguir, serdo descritos todos os reagentes e equipamentos utilizados para a sintese dos

derivados quinolina-tiossemicarbazonas.

4.1.1 Materiais e equipamentos

Os reagentes utilizados para a sintese e analise dos derivados quinolina-
tiossemicarbazonas foram 4-fldor-benzil isotiocianato (CAS: 1544-68-9), 2-fenil-etil
isotiocianato (CAS: 2257-09-2), 3-piridil isotiocianato (CAS: 17452-27-6), 4-cloro-benzil
isotiocianato (CAS: 2131-55-7), 1-Naftil isotiocianato (CAS: 551-06-4), 4-nitro-benzil
isotiocianato (CAS: 2131-61-5), 4-metil-benzil isotiocianato (CAS: 622-59-3), 4-etil-benzil
isotiocianato (CAS: 18856-63-8), 4-bromo-benzil isotiocianato (CAS: 155863-32-4), 4-
metoxi-benzil isotiocianato (CAS: 2284-20-0), 3-propeno isotiocianato (CAS: 57-06-7) benzil
isotiocianato (CAS: 103-72-0), Solugdo de Hidrazina (CAS: 302-01-2) e 4-quinolina-
carboxaldeido (CAS: 4363-93-3). Todos os reagentes fornecidos pela Sigma Aldrich. Os
solventes alcool etilico, diclorometano, dimetilsulféxido (DMSO), além do &cido acético
glacial foram fornecidos pela Dinamica.

Para analise dos compostos sintetizados, foi realizada cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando-se placas cromatograficas Polygram Sil G/UV 254 (0,20 mm), reveladas sob
luz ultravioleta em 254 nm. Para a determinagdo do ponto de fuséo, o aparelho de ponto de
fusdo a seco (Modelo 431D - Fisatom, Brasil) foi usado.

A caracterizacdo e comprovacdo estrutural foi realizada através de andlises de
espectroscopia de Infravermelho (IV), registrados num espectrometro de infravermelho com
transformada de Fourier, em UATR, Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN !H) e de Carbono (RMN ®3C) realizados em Modelo Varian Plus
Spectrofotometro (Varian, EUA) a 400 MHz e 100 MHz, respectivamente, em solvente DMSO-
d6 e Espectrometria de massas (MS), realizada pelo espectrémetro de massas MALDI-TOF.

4.1.2 Procedimentos experimentais

4.1.2.1 Sintese das tiossemicarbazidas
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Para obtencdo das tiossemicarbazidas substituidas (a-m), a metodologia aplicada por
Girsoy, Terzioglul, Otiik (1997) e Liesen et al. (2010) foi seguida, na qual envolveu a reacio
de adicdo nucleofilica entre 2 mols de solucdo de hidrazina e 1 mol de isotiocianatos
substituidos, obtidos comercialmente (Sigma Aldrich) (Esquema 1). Diclorometano foi
utilizado como solvente. Em todas as rea¢es houve formacgéo de precipitado e mudanca de
coloracdo logo apos adicdo dos isotiocianato. Os produtos foram obtidos ap6s agitagédo
magnética a temperatura ambiente pelo periodo maximo de 60 minutos. As reacdes foram

acompanhadas por CCD para verificar a formacéo do produto e sua finalizacao.

Esquema 1 — Esquema reacional para obtencéo das tiossemicarbazidas substituidas (a-m).

N CH,CI H H

AN 212 . N

HNTT2  RTCy ——=  HNTYR
T.A. S

R:
N 5\/\@ 2 S e KN
SRR eRsReNogRe
F N= Cl OO NO,
a b c d e f
N oL K JEN 2
jagR e IR TR RSN
CH, Br OCH,
g9 h i j |

CH,CH;

m
Fonte: Proprio autor.

4.1.2.2 Obtencédo dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas (LqIT/JFs)

A sintese dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas foi realizada de acordo com o
esquema 2. O anel quinolinico foi utilizado como ndcleo principal para inser¢do das
tiossemicarbazidas (a-m). O reagente quinolinico foi primeiramente solubilizado com etanol,
na presenca de &cido acético glacial e deixado a temperatura ambiente e agitacdo por cerca de
10 minutos. Apo6s isto, 0os compostos (a-m) foram adicionados ao sistema reacional para
obtencéo dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas (LqlT/JF-85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95 e 96).

A sintese foi processada, em proporcdes equimolares, a temperatura ambiente, sob
agitacdo magnética durante aproximadamente 60 minutos. Foi observada mudanca de coloragéo
em todas as reacOes imediatamente apds a insercdo das tiossemicarbazidas. Para verificar a

formagéo do produto e sua finalizacéo, a reacdo foi acompanhada por CCD. Os produtos foram
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filtrados e lavados sucessivamente com etanol para sua purificacdo. A caracterizagdo dos
derivados sintetizados foi verificada por RMN de *H, RMN de 13C, COSY H-!H, DEPT, HSQC

'H-13C, infravermelho e espectrometria de massas.

Esquema 2 — Esquema reacional para obtengéo dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas substituidos.

o EtOH/ACOH
H H TA. H H
N N XX o~ X _N N.
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Fonte: Proprio autor.

Sintese do N-(4-flGorfenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-85): A
mistura de 4-quinolina-carboxaldeido 0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-
fldorfenil)hidrazinacarbotioamida (0,3531g), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL)

foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-fenetil-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-86): A mistura
de 4-quinolina-carboxaldeido (0,3 g, 1,9087 mmol), N-fenetilhidrazinacarbotioamida (0,372g),
etanol (20 mL) e acido acético glacial (1 mL) foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a

temperatura ambiente.

Sintese do N-(piridin-3-il)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqIT/JF-87): A
mistura de  4-quinolina-carboxaldeido (0,3 g, 1,9087 mmol), N-(pridin-3-
il)hidrazinacarbotioamida (0,3206g), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL) foram

mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-(4-clorofenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqIT/JF-88): A
mistura ~ de  4-quinolina-carboxaldeido 0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-
clorofenil)hidrazinacarbotioamida (0,385g), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL)

foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-(naftalen-1-il)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-89): A
mistura de 4-quinolina-carboxaldeido (0,3 g, 1,9087 mmol), N-(naftalen-1-
il)hidrazinacarbotioamida (0,414g), etanol (20 mL) e acido acético glacial (1 mL) foram

mantidos sob agitagdo por 60 minutos a temperatura ambiente.
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Sintese do N-(4-nitrofenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-90): A
mistura de 4-quinolina-carboxaldeido 0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-
nitrofenil)hidrazinacarbotioamida (0,4046g), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL)

foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do 2-(quinolin-4-ilmetileno)-N-(p-toluil)hidrazinacarbotioamida (LgIT/JF-91): A
mistura de 4-quinolina-carboxaldeido 0,3 g, 1,9087 mmol), N-(p-
toluil)hidrazinacarbotioamida (0,353g), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL) foram
mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-(4-etilfenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-92): A
mistura  de  4-quinolina-carboxaldeido 0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-
etilfenil)hidrazinacarbotioamida (0,3722g), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL) foram

mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-(4-bromofenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-93): A
mistura  de  4-quinolina-carboxaldeido 0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-
bromofenil)hidrazinacarbotioamida (0,4699), etanol (20 mL) e &cido acético glacial (1 mL)

foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-(4-metoxifenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqIT/JF-94):
A mistura de 4-quinolina-carboxaldeido (0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-
metoxifenil)hidrazinacarbotioamida (0,3760g), etanol (20 mL) e acido acético glacial (1 mL)

foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-alil-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqIT/JF-95): A mistura de
4-quinolina-carboxaldeido (0,3 g, 1,9087 mmol), N-(4-alilfenil)hidrazinacarbotioamida
(0,2509), etanol (20 mL) e acido acético glacial (1 mL) foram mantidos sob agitacdo por 60

minutos a temperatura ambiente.

Sintese do N-fenil-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqIT/JF-96): A mistura

de 4-quinolina-carboxaldeido (0,3 g, 1,9087 mmol), N-fenilhidrazinacarbotioamida (0,3187¢),
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etanol (20 mL) e acido acético glacial (1 mL) foram mantidos sob agitacdo por 60 minutos a

temperatura ambiente.

4.2 ENSAIO DE INTERACAO

4.2.1 Estudo da interacéo dos derivados LqlT/JFs e aloumina/DNA

4.2.1.1 Materiais e equipamentos

Foi utilizado solvente DMSO na preparacdo das solu¢des mae e tampéo Tris-HCI (0,1
M, pH 7,4) na analise das interacdes com BSA e DNA (SURYAWANSHI et al. 2016). A BSA
e 0 DNA foram obtidos da Sigma Aldrich e o aparelho empregado na analise de obtencao dos
espectros de Ultravioleta-visivel (UV-vis), emissdo de fluorescéncia e dicroismo circular foram
0 Espectrofotdmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO, Espectrofluorimetro de JASCO FP-6300
(Toquio, Japao) e Espectropolarimetro JASCO (J-815 CD Spectrometer), respectivamente.

4.2.1.2 Preparacéo das solugdes de ctDNA e albumina

No preparo da solugéo contendo o ctDNA, foi utilizado tampé&o Tris-HCI (0,1 M, pH
7,6) e DNA do timo de bovino (ctDNA), adquirido pela Sigma Aldrich. A solucdo de ctDNA
em tampdo Tris foi deixada durante 24 h, a temperatura de 20°C. Ap0s este periodo, a solugédo
foi sonicada durante 30 min e sua concentracdo determinada utilizando o coeficiente de
extingdo molar 6600 M-1 cm-1 a 260 nm (WOLF et al., 1987). A pureza do DNA foi
determinada através da analise do valor da relacdo de absorbancia em 260/280 nm.

A BSA também foi obtida comercialmente pela Sigma Aldrich e a sua solucdo foi

preparada em tampé&o Tris HCI (0,1 M, pH 7,6) a uma concentracdo de 1 mM.

4.2.1.3 Espectroscopia de absorc¢ao eletronica

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 1 mM/mL (solucéo
mée) e as solucbes de trabalho preparadas por diluicdo em tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6)
nas seguintes concentragdes 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 uM. Em concentragc0es
otimizadas (5-40 uM), os compostos foram expostos a albumina (20 uM). O sistema foi agitado

e deixado a temperatura ambiente durante 10 minutos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2095177915300034#!
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Os derivados, em concentracdo fixada (30 pM/uL), também foram expostos a
concentracOes crescentes de ctDNA (0-100 uM), e deixados a temperatura ambiente por 10
minutos. As medic6es das solucdes de BSA-compostos e ctDNA-compostos foram realizadas
em uma cubeta de quartzo retangular com um comprimento do percurso de 1cm.

A constante de ligacdo intriseca (Kb) foi obtida através da equacdo de McGee e Von
Hippel (1974):

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

onde, Ea, Eb e Ef sdo os coeficientes de extincdo aparente, ligado e livre,
respectivamente. Os graficos da [JFs]/(Ea - Ef) versus [JFs] e [DNA]/(Ea - Ef) versus [DNA]
foram utilizados para obtencdo dos Kbs a partir da razdo entre a inclinacdo e o intercepto. Os
dados de ligacdo foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0.

Alterac6es no espectro de absorcdo da BSA e DNA na presenca dos compostos, como
também os valores das constantes de ligacdo, podem fornecer informacdes relativas ao modo

de interacdo.

4.2.1.4 Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

As medicdes de fluorescéncia dos derivados s LglT/JFs foram realizadas em solugédo
contendo tampé&o Tris 0,1M, pH 7,6, em concentracfes de 5-25 uM na faixa de 220-600 nm,
com bandas de excitacdo e de emissao de 5nm e 5nm e sensibilidade alta.

Na anélise da interacdo dos LqlT/JFs com a albumina, os espectros de emissdo foram
registrados na regido de 310-400 nm usando um comprimento de onda de excitacdo de 285nm,
com bandas de excitacdo e de emissdo de 2,5 nm, em concentracdes crescentes dos derivados
(5-50 puM) e concentracdo fixada de BSA. As titulagcbes de fluorescéncia também foram
realizadas por adicdo de quantidades crescentes de ctDNA (0-100 uM) na presenca de
concentragéo fixa dos derivados (10 pM).

Todas as medicgdes foram realizadas a 25° C em uma cubeta de quartzo retangular com
um comprimento de caminho de 1 cm. Intensidades de fluorescéncia dos compostos exposto a
diferentes concentracdes de ctDNA foram usadas para calcular a constante de Stern-Volmer
(Ksv), pela seguinte equacdo (LAKOWICZ, 2006):
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FO/F =1+ Ksv[Q]

onde, FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario de compostos
na auséncia e na presenca de ctDNA e LglT/JFs, Ksv é a constante de Stern-Volmer, e [Q] é a

concentracgéo de inibidor.

4.2.1.5 Espectroscopia de dicroismo circular

Inicialmente, os derivados LglT/JFs foram dissolvidos em DMSO numa concentragao
de 1 mM (solucdo mae) e as solucdo de trabalho diluidas em tampé&o Tris HCI (0,1 M, pH 7,5).
As solucdes finais de ctDNA (100 uM) e dos derivados LglT/JFs (30 uM) foram agitadas e
deixadas a temperatura ambiente por 10 min. As medic¢des foram realizadas na faixa de 230 a
400 nm, com velocidade de 100 nm/min e banda de feixe de luz de 1 nm usando uma cubeta de

quartzo retangular.

4.3 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

4.3.1 Anélise das propriedades ADME in silico e docking molecular

A analise das interacdes ligante-receptor dos compostos foi realizada utilizando o
Autodock 4.2.6 (MORRIS et al., 2009) com o algoritmo Genético Lamarckiano. O perfil
ADME dos compostos foi investigado com o uso das plataformas online SwissADME
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) e pkCSM. (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

4.3.2 Preparacéo da estrutura dos ligantes

As estruturas dos compostos em andlise foram construidas no software Avogadro 1.2.0
e completamente otimizadas utilizando o método semiempirico PM6 (STEWART, 2007)
implementado no MOPAC 2016. Apo6s a otimizacdo as estruturas foram salvas no formato pdb.
Com o uso do AutoDockTools, os hidrogénios ndo polares foram misturados aos carbonos
equivalentes, e as cargas de Gasteiger dos atomos foram calculadas. As ligacGes rotacionaveis
dos ligantes foram definidas e as estruturas foram salvas no formato pdbqt para utilizagdo nos

estudos de docking.
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4.3.3 Preparacao das estruturas das topoisomerase e aloumina do soro bovino (BSA)

A estrutura da topoisomerase contendo o inibidor etoposideo co-cristalizado (codigo
PDB: 5GWK) e a estrutura da albumina contendo o ligante naproxeno cocristalizado (codigo
PDB: 40R0) (BUJACZ; ZIELINSKI; SEKULA, 2014; WANG et al., 2017) foram
selecionadas como receptores. Com o uso do Discovery Studio Visualizer (“Dassault Systémes
BIOVIA Discovery Studio Visualizer”, 2016), as moléculas de agua e os ligantes foram
removidos. Entdo, com o uso do AutoDockTools, os hidrogénios nao polares foram misturados
aos respectivos atomos de carbono e os hidrogénios polares foram adicionados a estrutura da
enzima e albumina. As cargas de Kollman foram adicionadas e a estrutura foi salva no formato

pdbqt. Para a topoisomerase Il atribuiu-se a carga 0,8 aos &tomos de Mg presentes no receptor.

4.3.4 Docking

4.3.4.1 Topoisomerase lla na presenca dos ligantes

Com o uso do AutoDockTools e AutoGrid 4.2.6, 0s parametros para geragao do grid 3D
foram gerados. Foram criados 70 x 70 x 70 pontos de grid com um espagamento 0,0375nm. O
grid foi centralizado na posi¢do do ligante co-cristalizado presente na cadeia B da proteina.

O Algoritmo Genético Lamarckiano no AutoDock 4.2.6 foi aplicado na busca da melhor
conformacao e orientacdo especial dos ligantes, utilizando as configuragdes padréo de busca.
Durante cada experimento de docking, 100 conformacgdes foram obtidas. Ao final, as
conformacdes foram agrupadas em clusters de RMSD (Root-Mean—Square Deviation) de 2 A,
e somente foram consideradas para analise conformacdes presentes em clusters com ao menos
10 conformacdes, sendo as de menores energias. A conformacao de menor energia obtida para
cada ligante foi analisada nos programas AutoDockTools e Discovery Studio Visualizer.

Para validar o procedimento de docking, o calculo docking do ligante co-cristalizado

Etoposideo foi previamente realizado.

4.3.4.2 BSA na presenca dos ligantes

A proteina albumina apresenta mais de um sitio de ligagdo possivel. Os principais sitios

hidrofobicos para compostos aromaticos e/ou heterociclicos sdo o sitio I, localizado no
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subdominio 1A e o sitio 2, localizado no subdominio 1A (JAYABHARATHI,
JAYAMOORTHY; THANIKACHALAM, 2012). Com o uso do AutoDockTools e AutoGrid
4.2.6, 0s parametros para geracdo do grid 3D foram gerados. Foram criados 126 x 126 x 126
pontos de grid com um espacamento 0,0375nm. O primeiro grid foi centralizado na posicao do
ligante co-cristalizado presente no sitio | da cadeia A da proteina. O segundo, na posi¢do do
ligante co-cristalizado presente no sitio 11 da cadeia A da proteina.

O Algoritmo Genético Lamarckiano no AutoDock 4.2.6 foi aplicado na busca da melhor
conformacao e orientacdo especial dos ligantes, utilizando as configuracdes padréo de busca.
Durante cada experimento de docking, 100 conformac6es foram obtidas e analisadas. Ao final,
a conformacdo de menor energia obtida para cada ligante foi considerada e analisada nos

programas AutoDockTools e Discovery Studio Visualizer.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PARTE QUIMICA

Todos os derivados quinolina-tiossemicarbazonas (LqlT/JFs) foram obtidos
satisfatoriamente, utilizando somente como método de purificacdo a etapa de lavagem
com &gua destilada dos produtos finais, mostrando assim, que a rota sintética empregada

foi eficaz.
5.1.1 Mecanismo reacional da sintese dos derivados tiossemicarbazidas

No esquema 3 é mostrada a reacdo de obtencdo dos derivados tiossemicarbazidas.
Esta sintese ocorreu a partir do ataque nucleofilico dos elétrons livres do nitrogénio da
hidrazina ao carbono parcialmente positivo dos isotiocianatos de escolha. Apos este
ataque, a ligacao pi foi desfeita, sucedendo-se a migracéo dos elétrons para o nitrogénio.
O nitrogénio positivo é desprotonado a partir do nitrogénio carregado negativamente,
ocorrendo assim, a formacéo da tiossemicarbazida com carga formal zero nos nitrogénios
(TENORIO et al. 2005).

Esquema 3 — Mecanismo reacional das tiossemicarbazidas substituidas.
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Fonte: Préprio autor.

Ao todo, foram sintetizadas 12 tiossemicarbazidas, com substituintes provenientes

dos isotiocianatos utilizados.

5.1.2 Mecanismo reacional da sintese dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas
(LglT/JIFs)
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Para obtencéo dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas, as tiossemicarbazidas
obtidas na etapa anterior foram utilizadas como intermediarias e o reagente 4-quinolina-
carboxaldeido também foi empregado (Esquema 4). O meio &cido reacional, devido a
presenca do acido acético utilizado, levou a protonacédo do oxigénio do aldeido presente
no nucleo quinolina (etapa 1), provocando uma carga parcial positiva no carbono a este
ligado. Este processo conduz um ataque nucleofilico do nitrogénio da amina livre
(tiossemicarbazida) ao carbono da carbonila (etapa 2), deslocando o par de elétrons da
ligacdo pi para o oxigénio com carga positiva. Em seguida, o atomo de nitrogénio é
desprotonado pelo oxigénio, liberando uma molécula de agua (etapa 3), e formando uma

ligacdo pi entre o carbono e o nitrogénio (etapa 4).

Esquema 4 — Mecanismo reacional dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas substituidos.

H+, @
(Y

H HN YR
\/ S

\
e

Rota sintética dos derivados
/ H tiossemicarbazonas

Fonte: Proprio autor.
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5.1.3 Analises espectroscopicas dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas
(LqlT/JFs)

Neste tipo de reacdo, é possivel obter uma mistura de isémeros E/Z por conta da
dupla ligacéo da imina (C=N), observando sinais duplicados desta por¢do nos espectros
de RMN H. Porém, em todos os derivados sintetizados, foi encontrado somente um Ginico
sinal singleto do grupo iminico HC=N, deduzindo-se que uma unica configuracdo é
verificada nesses compostos, provavelmente sendo a isomeria E devido a preferéncia
deste tipo de orientacéo pelas tiossemicarbazonas (CARDOSO et al. 2014; ESPINDOLA
et al. 2015).

A caracterizagdo estrutural dos derivados sintetizados sucedeu através de analises
de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e Carbono (RMN 3C),
espectroscopia do infravermelho (1V), além da espectrometria de massas (MS) para
verificar a massa molecular dos compostos obtidos. Os deslocamentos quimicos, nos
espectros de RMN H e 13C estdo expressos em ppm e a multiplicidade dos sinais
encontrados esta representada por singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t),
quarteto (q) e mulipleto (m). As constantes de acoplamento (J) estdo expressas em Hertz
(Hz).

Para melhor compreenséo, o composto LqlT/JF-88 foi escolhido para ser discutida
toda a sua caracterizacdo, inclusive através de espectros bidimensionais como DEPT,
COSY !H-H e HSQC 'H-1C.

No espectro de RMN 'H (Figura 15), foi observado sinais referentes a todos 0s
hidrogénios presentes no composto LglT/JF-88, de modo especial, trés singletos com
deslocamentos quimicos em & 9,02 ppm (1H, H-C=N), & 10,38 ppm (1H, NH) e 6 12,14
ppm (1H, NH), sendo sinais diagndsticos que comprovam a formacdo da porcao

tiossemicarbazona (sinalizados em vermelho).
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Figura 15 — Espectro de RMN *H do composto LqlT/J-88 com evidéncia de seus sinais diagnosticos.
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Para os hidrogénios da porcéo quinolina, é evidente a presenca de sinais dubletos
e duplo dubletos devido aos acoplamentos entre os hidrogénios do mesmo anel, situados
entre & 7,74 ppm e & 8,97 ppm (Figuras 16 e 17). Dois sinais dubletos também séo
observados para os hidrogénios do anel fenil, cada um integrando para dois hidrogénios,

em o 7,45 ppm e 6 7,63 ppm, sendo esta simetria devido a substituicdo na posic¢éo para
deste anel (Figura 17).

Figura 16 — Espectro ampliado de RMN *H do composto LqlT/JF-88.
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Figura 17 — Ampliacéo do espectro de RMN *H do composto LglT/JF-88 com atribuigdo dos sinais
referentes aos hidrogénios do anel quinolina e fenil.
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Para confirmar, de fato, todos os acoplamentos existentes entre os hidrogénios do
derivado LqlT/JF-88, também foi analisado os espectros de COSY e HSQC.

O espectro de COSY permite-nos estabelecer as correlagdes entre os hidrogénios
das moléculas analisadas que estéo acoplando numa distancia de 2-3 ligagdes (KAISER,
2000). Neste sentido, foi possivel determinar que os hidrogénios do anel fenil acoplam
entre si, possuindo correlacao entre o sinal em 6 7,45 e 7,63 ppm (Figura 18). Em relacédo
aos hidrogénios do anel quinolina, o sinal em & 7,74 ppm possui duas correla¢cbes com 0s
hidrogénios em 6 7,83 e 8,27 ppm, verificando-se também que os sinais em & 7,83 e 8,27
ppm possuem correlagdo com o sinal em ¢ 7,74 ppm. O hidrogénio apresentado em 6 7,83
também acopla com o hidrogénio em 6 8,10 ppm, 0 mesmo acontece de forma contraria.
Por ultimo, os hidrogénios em & 8,36 e 8,97 ppm se correlacionam entre si, também
mostrando acoplamento (Figura 18).

Os hidrogénios que apresentaram o sinal singleto ndo possuem acoplamentos com

outros hidrogénios, por isso, ndo é possivel visualizar nenhuma correlacéo.
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Figura 18 — Espectro de COSY mostrando as correlagdes entre os hidrogénios do derivado LqIT-JF-88.
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Também € possivel comprovar estruturalmente por meio da analise dos espectros
de RMN 3C e DEPT. Na figura 19, é possivel constatar a presenca de 17 carbonos a partir
de 6 177,80 ppm na estrutura do composto LqlT/JF-88. Destes, dois sinais em 6 138,29
ppm e & 176,49 ppm referentes aos carbonos HC=N e C=S, respectivamente, evidenciam
a formacdo da porcdo tiossemicarbazona. Os demais sinais encontrados pertencem a
carbonos quaternarios e primarios dos anéis quinolina e fenil, confirmados pelo espectro
de DEPT (Figura 20).

Figura 19 — Espectro de RMN 3C do derivado LqIT/JF-88.
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Figura 20 — Espectro de DEPT do derivado LqlIT/JF-88.
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A atribuicdo de todos os carbonos com seus respectivos hidrogénios foi realizada
através da andlise dos espectros de HSQC, onde foi possivel verificar ligacGes entre
carbonos e hidrogénios 1J (KAISER, 2000). Os carbonos presentes no anel quinolina em
6 117,80, 122,70, 127,42, 129,59, 129,87 e 150,09 ppm estdo diretamente ligados aos
hidrogénios apresentados nos sinais em & 8,36, 8,27, 7,74, 7,83, 8,10 e 8,97 ppm,
respectivamente. J& os carbonos que estdo no anel fenil em 6 127,60 e 128,04 ppm
acoplam em 1J com os hidrogénios & 7,63 e 7,45 ppm, respectivamente. Dessa maneira,
o0 carbono na por¢cdo HC=N, em 6 138,29 ppm esta exatamente ligado ao hidrogénio com

sinal em 6 9,02 ppm (Figura 21).

Figura 21 — Espectro de HSQC do composto LqlT/JF-88 evidenciando as correlagdes entre carbono-
hidrogénio 1J.
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Complementando a caracterizacdo, analises por meio de espectros de
infravermelho foram realizadas, encontrando-se bandas de absorcéo caracteristicas dos
grupos funcionais presentes nos compostos analisados. No espectro de 1V do derivado
LqlIT/JF-88 (Figura 22), foram observadas bandas de absorcéao referentes aos grupos NH
em 3337,87 e 3137,34 cm™. Verifica-se, ainda, a existéncia de bandas em 1550,58 e
1505,37 cm™* atribuidas, respectivamente, aos grupos C=N e C=S.
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Figura 22 — Espectro de infravermelho (1V) do derivado LqlT/JF-88.
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Para finalizar a elucidagéo estrutural do derivado LqIT/JF-88, foi ainda utilizada
a espectrometria de massas para encontrar sua massa molecular. O software ChemDraw
Ultra 12.0 foi empregado inicialmente a fim de encontrar a massa molecular teorica,
sendo gerado um valor de 341,0583 g/mol. Este resultado foi confirmado apds o composto
ser submetido a uma andlise através da técnica de ionizacdo de amostras (espectrometro
MALDI-TOF). Foram evidenciados picos referentes aos ions moleculares do derivado
analisado numa razdo massa/carga (m/z), porém, o principal pico encontrado foi no valor
de 341,059 g/mol, demonstrando que o composto LglT/JF-88 foi efetivamente obtido

como inicialmente planejado (Figura 23).
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Figura 23 — Espectro de massas do composto LqlT/JF-88 com seu respectivo pico do ion molecular.
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5.1.4 Dados espectroscopicos, espectrométricos e fisico quimicos dos derivados

quinolina-tiossemicarbazonas

N-(4-flaorfenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LglT/JF-85)

Ci17H13FN4S. Rendimento: 84,31%. Faixa de fusdo: 186-187°C. Fator de retencdo
(Rf): 0,47 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & = 7.23 (t, J = 8.8Hz, 2H, CH phenyl), 7,58 (dd, J =
5,2/4,8 Hz, 2H, CH fenil), 7,73 (t, J = 8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 7,82 (t, J = 8,0 Hz, 1H,
CH quinolina), 8,10 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,27 (d, J = 8 Hz, 1H, CH
quinolina), 8,36 (d, J = 4 Hz, 1H, CH quinolina) 8,97 (d, J = 4 Hz, 1H, CH quinolina),
9,02 (s, 1H, HC=N), 10,35 (s, 1H, NH), 12,10 ppm (s, 1H,NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): & = 117,71 (CH quinolina), 122,67 (CH quinolina),
125,17 (Cq quinolina), 127,37 (CH quinolina), 128,20 (fenil), 129,53 (CH quinolina),
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129,85 (CH quinolina), 135,25 (fenil), 137,12 (Cq quinolina), 138,01 (HC=N), 148,36
(Cq quinolina), 150, 05 (CH quinolina), 158,58 (fenil), 160,99 (fenil), 176,82 ppm (C=S).
MS [M + 1]: calculado: 325,0879; encontrado: 325,0907.

N-fenetil-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-86)

C19H18N4S. Rendimento: 77,57%. Faixa de fusdo: 192-194°C. Fator de retenc¢éo (Rf):
0,60 (n-hexano/acetato de etila, 1:1).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 2,95 (t, J = 8 Hz, 2H, CHy), 3,81 (m, 2H, CHy),
7,23 (t, J = 7 Hz, 1H, CH fenil), 7,31 (m, 4H, CH fenil), 7,72 (t, 7,6 Hz, 1H, CH
quinolina), 7,82 (t, J = 7,6 Hz, 1H, CH quinolina), 8,09 (d, J = 8 Hz, 1H, CH quinolina),
8,13 (d, J = 4,8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,24 (d, J = 8,8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,79 (t, J
= 5,6 Hz, 1H, NH), 11,79 ppm (s,1H, NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): § = 34,65 (CH>), 45,16 (CH>), 117,50 (CH quinolina),
122,81 (CH quinolina), 125,03 (Cq quinolina), 126,18 (CH fenil), 127,35 (CH quinolina),
128,43 (CH fenil), 128,57 (CH fenil), 129,55 (CH quinolina), 129,82 (CH quinolina),
137,21 (HC=N), 137,36 (Cq quinolina), 139,12 (Cq fenil), 148,36 (Cq quinolina), 150,03
(CH quinolina), 177,23 ppm (C=S).

MS [M + 1]: calculado: 335,1286; encontrado: 335,130.

N-(piridin-3-il)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-87)

Ci6H13NsS. Rendimento: 80,92%. Faixa de fusédo: 216-218°C. Fator de retencéo (Rf):
0,55 (Cloroférmio 100%).
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RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & = 7,44 (dd, J = 4,8/8,0 Hz, 1H, CH fenil), 7,74 (d, J
=7,6/8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 7,83 (dd, J = 7,2/8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 8,01 (d, J
= 8,0 Hz, 1H, CH fenil), 8,11 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,31 (d, J = 8,0 Hz, 1H,
CH quinolina), 8,34 (d, J = 3,6, 1H, CH quinolina), 8,41 (d, J = 4,4 Hz, 1H, CH fenil),
8,70 (s, 1H), 8,97 (d, J = 4,8, 1H, CH quinolina), 9,02 (s, 1H, HC=N), 10,54 (s, 1H, NH),
12,20 ppm (s, 1H, NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 8 = 117,96 (CH quinolina), 122,92 (CH quinolina),
123,18 (CH fenil), 125,29 (Cq quinolina), 127,60 (CH quinolina), 129,78 (CH quinolina),
129,92 (CH quinolina), 133,79 (CH fenil), 135,88 (Cq fenil), 137,23 (Cq quinolina),
138,78 (HC=N), 146,44 (CH fenil), 147,40 (CH fenil), 148,44 (Cq quinolina), 150,20
(CH quinolina), 177,28 ppm (C=S).

MS [M + 1]: calculado: 308,0925; encontrado: 308,094.

N-(4-clorofenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-88)

C17H13CIN4S. Rendimento: 67,85%. Faixa de fusdo: 194-196°C. Fator de retencdo
(Rf): 0,48 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7,45 (d, J = 7,6 Hz, 2H, CH fenil), 7,63 (d, J = 8,0
Hz, 2H, CH fenil), 7,74 (dd, J = 7,2/8 Hz, 1H, CH quinolina), 7,83 (dd, J = 7,2/8 Hz, 1H,
CH quinolina), 8,10 (d, J = 8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,27 (d, J = 8,8 Hz, 1H, CH
quinolina), 8,36 (d, J = 3,6 Hz, 1H, CH quinolina), 8,97 (d, J = 4 Hz, 1H, CH quinolina),
9,02 (s, 1H, HC=N), 10,38 (s, 1H, NH), 12,14 ppm (s, 1H, NH).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-dg): & = 117,80 (CH quinolina), 122,70 (CH quinolina),
125,17 (Cq quinolina), 127,42 (CH quinolina), 127,60 (CH fenil) 128,04 (CH fenil),
129,59 (Cq fenil), 129,59 (CH quinolina), 129,87 (CH quinolina), 137,08 (Cq quinolina),
137,91 (Cq fenil), 138,29 (HC=N), 148,36 (Cq quinolina), 150,09 (CH quinolina), 176,49
ppm (C=S).

MS [M + 1]: calculado: 341,0583; encontrado: 341,059.
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N-(naftalen-1-il)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-89)

C21H16N4S. Rendimento: 73,49%. Faixa de fusdo: 200-202°C. Fator de retenc¢éo (Rf):
0,56 (n-hexano/acetato de etila, 1:1).

RMN H (400 MHz, DMSO-de): & = 7,56 (m, 4H, CH naftil), 7,75 (t, J = 8,0 Hz, 1H,
CH quinolina), 7,84 (t, J = 8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 7,90 (m, 2H, CH naftil), 8,00 (m,
1H, CH naftil), 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 8,32 (d, J = 8,0 Hz, 1H, CH
quinolina), 8,43 (d, J =4,8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,95 (d, J = 4,8 Hz, 1H, CH quinolina),
9,08 (s, 1H, HC=N) 10,66 (s, 1H, NH), 12,18 ppm (s, 1H, NH).

RMN 23C (100 MHz, DMSO-dg): 6 = 117,76 (CH quinolina), 122,74 (CH quinolina),
123,30 (naftil), 125,20 (Cq quinolina), 125, 43 (CH naftil), 126,06 (CH naftil), 126,14
(CH naftil), 126,40 (CH natftil), 127,07 (CH naftil), 127,36 (CH quinolina), 128,01 (CH
naftil), 129,52 (CH quinolina), 129,87 (CH quinolina), 130,45 (Cq naftil), 133,70 (Cq
naftil), 135,54 (Cq naftil), 137,26 (Cq quinolina), 137,79 (HC=N), 148,39 (Cq quinolina),
150,09 (CH quinolina), 178,22 ppm (C=S).

MS [M + 1]: calculado: 357,1129; encontrado: 357,112.

N-(4-nitrofenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-90)

C17H13Ns02S. Rendimento: 82,21%. Faixa de fuséo: 225-227°C. Fator de retencao
(Rf): 0,42 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7,74 (t, J = 7,2/8 Hz, 1H, CH quinolina), 7,83 (t, J
=7,2/8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 8,07 (d, J = 7,2 Hz, 2H, CH fenil), 8,11 (d, J = 8,4 Hz,
1H, CH quinolina), 8,27 (d, J = 8,0 Hz, 2H, CH fenil), 8,28 (d, J = 7,2 Hz, 1H, CH
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quinolina), 8,34 (d, J = 4,8 Hz, 1H, CH quinolina), 9,0 (d, J = 4,8 Hz, 1H, CH quinolina),
9,05 (s, 1H, HC=N), 10,65 (s, 1H, NH), 12,40 ppm (s, 1H, NH).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-ds): § = 118,03 (CH quinolina), 122,75 (CH quinolina),
123,77 (fenil), 124,68 (fenil), 125,16 (Cq quinolina), 127,49 (CH quinolina), 129,62 (CH
quinolina), 129,89 (CH quinolina), 136,87 (Cq quinolina), 139,32 (HC=N), 143,68
(fenil), 145,20 (fenil), 148,36 (Cq quinolina), 150,11 (CH quinolina), 175,92 ppm (C=S).
MS [M + 1]: calculado: 352,0824; encontrado 352,083.

2-(quinolin-4-ilmetileno)-N-(p-toluil)hidrazinacarbotioamida (LgIT/JF-91)

3

CisH16N4S. Rendimento: 78,41%. Faixa de fusdo: 197-199°C. Fator de retencao (Rf):
0,51 (n-hexano/acetato de etila, 1:1).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 2,32 (s, 3H, CHa), 7,19 (d, J = 8,4 Hz, 2H, CH
fenil), 7,44 (d, J = 8,4 Hz, 2H, CH fenil), 7,74 (t, J = 7,6 Hz, 1H, CH quinolina), 7,83 (d,
J =7,2 Hz, 1H, CH quinolina), 8,09 (d, J = 7,6 Hz, 1H, CH quinolina), 8,26 (d, J = 8,8
Hz, 1H, CH quinolina), 8,39 (d, J = 4,8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,96 (d, J = 4,8 Hz, 1H,
CH quinolina), 9,01 (s, 1H, HC=N), 10,28 (s, 1H, NH), 12,02 ppm (s, 1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 20,58 (CHs), 117,71 (CH quinolina), 122,67 (CH
quinolina), 125,17 (Cq quinolina), 125,92 (CH fenil), 127,36 (CH quinolina), 128,59 (CH
fenil), 129,53 (CH quinolina), 134,76 (Cq fenil), 136,36 (Cq fenil), 137,18 (Cq
quinolina), 137,71 (HC=N), 148,37 (Cq quinolina), 150,09 (CH quinolina), 176,50
(C=S).

MS [M + 1]: calculado: 321,1129; encontrado: 321,113.

N-(4-etilfenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-92)
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C19H18N4S. Rendimento: 69,99%. Faixa de fusdo: 200-202°C. Fator de retencéo (Rf):
0,59 (n-hexano/acetato de etila, 1:1).

RMN IH (400 MHz, DMSO-ds): & = 1,2 (t, J = 7,6 Hz, 3H, CH3), 2,63 (q, J = 7,6 Hz,
2H, CHy), 7,23 (d, J = 7,2 Hz, 2H, CH fenil), 7,47 (d, J = 8,0 Hz, 2H, CH fenil), 7,73 (t,
J =7,6 Hz, 1H, CH quinolina), 7,82 (t, J = 7,2 Hz, 1H, CH quinolina), 8,10 (d, J = 8,4
Hz, 1H, CH quinolina), 8,27 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,37 (d, J = 3,6 Hz, 1H,
CH quinolina), 8,96 (d, J = 4,4 Hz, 1H, CH quinolina), 9,02 (s, 1H, HC=N), 10,28 (s, 1H,
NH), 12,04 ppm (s, 1H, NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 8 = 15,65 (CH3), 27,71 (CHy), 117,72 (CH quinolina),
122,67 (CH quinolina), 125,17 (Cq quinolina), 125,95 (CH fenil), 127,36 (CH quinolina),
127,40 (CH fenil), 129,52 (CH quinolina), 129,86 (CH quinolina), 136,54 (Cq fenil),
137,18 (Cq quinolina), 137,73 (HC=N), 141,14 (Cq fenil), 148,36 (Cq quinolina), 150,06
(CH quinolina), 176,44 ppm (C=S).

MS [M + 1]: calculado: 335,1286; encontrado: 335,131.

N-(4-bromofenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LglT/JF-93)

C17H13BrNsS. Rendimento: 91,02%. Faixa de fusédo: 209-211°C. Fator de retencao
(Rf): 0,45 (n-hexano/acetato de etila, 1:1).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 7,58 (s, 4H, CH fenil), 7,74 (d, J = 6,8 Hz, 1H, CH
quinolina), 7,81 (d, J = 6,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,11 (d, J = 7,6 Hz, 1H, CH quinolina)
8,26 (d, J = 8,0 Hz, 1H, CH quinolina), 8,35 (s, 1H, CH quinolina), 8,97 (s, 1H, CH
quinolina), 9,03 (s, 1H, HC=N), 10,37 (s, 1H, NH), 12,15 ppm (s, 1H, NH).
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RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 117,78 (fenil), 117,83 (CH quinolina), 122,68 (CH
quinolina), 125,96 (Cq quinolina), 127,39 (CH quinolina), 127,88 (fenil), 129,55 (Cq
quinolina), 129,86 (CH quinolina), 130,95 (fenil), 137,05 (Cq quinolina), 138,30
(HC=N), 138,33 (fenil), 148,36 (Cq quinolina), 150,06 (CH quinolina), 176,38 ppm
(C=S).

MS [M + 1]: calculado: 385,0078; encontrado: 385,013.

N-(4-metoxifenil)-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlT/JF-94)

N
\ rd
T
= OCH,

Ci1sH16N4OS. Rendimento: 79,68%. Faixa de fusdo: 203-205°C. Fator de retencéo
(Rf): 0,40 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 3,78 (s, 3H, CHa), 6,95 (d, J = 9,2 Hz, 2H, CH
fenil), 7,43 (d, J = 8,8 Hz, 2H, CH fenil), 7,73 (t, J = 7,2 Hz, 1H, CH quinolina) 7,82 (t,
J=17,2Hz, 1H, CH quinolina), 8,10 (d, J =8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,27 (d, J = 8,8 Hz,
1H, CH quinolina), 8,37 (d, J = 4,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,96 (d, J = 4,8 Hz, 1H, CH
quinolina), 9,01 (s, 1H, HC=N), 10,25 (s, 1H, NH), 12,00 ppm (s, 1H, NH).

RMN 1C (100 MHz, DMSO-ds): & = 55,23 (CH3), 113,35 (fenil), 117,68 (CH
quinolina), 122,68 (CH quinolina), 125,18 (Cq quinolina), 127,35 (CH quinolina), 127,62
(fenil), 129,53 (CH quinolina), 129,86 (CH quinolina), 131,79 (fenil), 137,22 (Cq
quinolina), 137,60 (HC=N), 148,36 (Cq quinolina), 150,06 (CH quinolina), 157,11
(fenil), 176,78 ppm (C=S).

MS [M + 1]: calculado: 337,1078; encontrado: 337,108.

N-alil-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LglT/JF-95)
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Ci14H14N4S. Rendimento: 78,50%. Faixa de fusdo: 199-200°C. Fator de retencéo (Rf):
0,54 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): & = 4,27 (s, 2H, CH>), 5,12 (d, J = 10,4 Hz, 1H,
CH»=C), 5,20 (d, J = 17,6 Hz, 1H, CH>=C), 5,93 (m, 1H, HC=C), 7,71 (t, J = 8 Hz, 1H,
CH quinolina), 7,81 (t, J =8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,08 (d, J =8 Hz, 1H, CH quinolina),
8,24 (d, J=4,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,24 (d, J =8 Hz, 1H, CH quinolina), 8,93 (s, 2H,
HC=N/NH), 8,95 (d, J = 4,4 Hz, 1H, CH quinolina), 11,80 ppm (s, 1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 6 =45,91 (CH>), 115,62 (CH>), 117,44 (CH quinolina),
122,69 (CH quinolina), 125,08 (Cqg quinolina), 127,29 (CH quinolina), 129,50 (CH
quinolina), 129,82 (CH quinolina), 134,75 (HC=C), 137,18 (Cq quinolina), 137,33 (CH
HC=N), 148,35 (Cq quinolina), 150,01 (CH quinolina), 177,49 ppm (Cq C=S).

MS [M + 1]: calculado: 271,0973; encontrado: 271,115.

N-fenil-2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (LqlIT/JF-96)

Ci7H14N4S. Rendimento: 65,70%. Faixa de fusdo: 200-201°C. Fator de retencéo (Rf):
0,41 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): 6 = 7,24 (t, J = 7,6 Hz, 1H, CH fenil), 7,40 (t, J = 7,6
Hz, 2H, CH fenil), 7,59 (d, J = 7,6 Hz, 2H, CH fenil), 7,74 (T, J = 7,2/8,0 Hz, 1H, CH
quinolina) 7,83 (t, J = 7,6 Hz, 1H, CH quinolina), 8,10 (d, J = 8,0 Hz, 1H CH quinolina),
8,28 (d, J = 8,4 Hz, 1H, CH quinolina), 8,37 (d, J = 3,6 Hz, 1H, CH quinolina), 8,97 (d,
J =4,0 Hz, 1H, CH quinolina), 9,02 (s, 1H, HC=N), 10,33 (s, 1H, NH), 12,06 ppm (s,
1H, NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): 8 = 117,74 (CH quinolina), 122,67 (CH quinolina),
125,14 (Cq quinolina), 125,52 (CH fenil), 125,88 (CH fenil), 127,33 (CH quinolina),
128,08 (CH fenil), 129,49 (CH quinolina), 129,83 (CH quinolina), 137,11 (Cq quinolina),
137,92 (HC=N), 138,89 (Cq fenil), 148,34 (Cq quinolina), 150,04 (CH quinolina), 176,44
ppm (C=S).
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MS [M + 1]: calculado: 307,0973; encontrado: 307,0950.

5.2 ENSAIO DE INTERACAO

Nos topicos seguintes serdo apresentados os resultados dos derivados quinolina-
tiossemicarbazonas com o ctDNA e a proteina albumina por meio das espectroscopias de

absorcéo, fluorescéncia e DC.

5.2.1 Estudos de ligacdo com o ctDNA

5.2.1.1 Espectroscopia de absorc¢éo eletronica

Na espectroscopia de absor¢do foi observado que todos os derivados LqlT/JFs
livres apresentaram absorcdo na faixa entre 300 e 450 nm. Este resultado corrobora com
0s ja obtidos na literatura, onde derivados que contém o nucleo quinolina possuem este
perfil espectral (HALDER; DEY; ROY, 2015; KUMAR et al. 2015).

Na andlise destes compostos, com quantidades crescentes do ctDNA (0-100 uM),
foi observada absorcao intensa na mesma regido que os derivados LqlIT/JFs livres (entre
300 e 420 nm). Porém, mudancas nas propriedades espectroscopicas dos derivados ap6s
a interacdo com o ctDNA foram observadas, tais como efeitos hipercrdmicos ou
hipocrémicos com desvios para a regido do vermelho ou do azul (efeitos batocrémico ou
hipsocrémico, respectivamente). Estes resultados podem significar interacbes com a
dupla hélice do ctDNA (OZLUER; KARA, 2014).

Os comprimentos de onda de maxima absorcdo e outros dados espectroscépicos

estdo presentes na tabela 1.
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Tabela 1 — Dados espectroscdpicos de absor¢do UV-vis dos derivados LqlT/JFs na presenca e auséncia do
ctDNA.

)\,max )\.max . .
) . Ak Hipercr. Hipocr.
Composto livre ligado Kb M1
(nm)  (%)? (%)P
(nm)  (nm)
<
\Q JF-85 | 342 342 0 13,79 - 2,37 x 10°
]
,Jf
”\Q JF-86 | 345 345 0 - 4939 8,30 x 10°
<
| JF-87 | 343 343 0 - 2027 1,96 x 10°
Y
Q JF-88 | 344 343 1 - 727  558x 10*
Cl
JF-89 | 349 349 0 12,18 - 1,44 x 10°
L
\Q JF-90 | 349 348 1 - 048  424x10°
NO,
<
CZ JF-91 | 349 350 1 19,16 - 3,56 x 10°
CH,
Y
jo)] JF92 | 352 365 13 38,69 - 1,62x10°
<
U | JF93| 352 347 5 - 6,23 744 x10*
2
Q JF-94 | 344 343 1 58,33 - 1,33 x 10°
OCH,
A |JF95| 340 341 1 1001 - 398x10°
s
@ JF-96 | 344 344 0 - 450,72 3,50 x 10

8Hipercromismo resultante da formacéo de complexo entre os derivados LgIT/JFs e 100 pM de ctDNA
em comparagdo com os ligantes livres.

®Hipocromismo resultante da formagéo de complexo entre os derivados LqIT/JFs e 100 uM de ctDNA
em comparagdo com os ligantes livres.



64

A interacdo entre o ctDNA e os derivados LgIT/JF’s 85, 89, 91, 92, 94 ¢ 95 foi
evidenciada por meio de um efeito hipercromico (aumento da absorcdo de luz dos
compostos) com concentracdo crescente do ctDNA em solucéo, devido a modificacdo da
estrutura da dupla hélice, resultando em maior exposicao dos elétrons dos compostos e
reducao do empilhamento dos mesmos. Isto pode indicar, assim, modos de ligacao parcial
ou ndo intercalativo como, por exemplo, liga¢6es nos sulcos (ARSHAD et al. 2017; GUP;
GOKGCE; DILEK, 2015). O maior efeito hipercromico foi para o LqlT/JF-94 (p-metoxi)
(Figura 24), com 58,33%, demonstrando que o forte efeito doador de elétrons do
grupamento metoxi € importante na interacdo da molécula com o DNA (MOHAMADI et
al. 2017).

Outra evidéncia da interacdo composto-DNA é a mudanca dos maximos de
absorcdo para a regido do azul no composto LglT/JF-94 (p-metdxi) (AL = 1 nm) e
variacdo para o vermelho nos derivados LqIT/JF-91 (p-metil), LglT/JF-92 (p-etil), e
LqIT/JF-95 (alil). A maior mudanga batocromica foi visualizada para o LglT/JF-92 (p-
etil) (AL = 13 nm) (Figura 24), provavelmente devido a conjugacdo das ligacGes,
provocando absor¢do de luz em comprimentos de onda maiores (AGARWAL; JANGIR;
MEHROTRA, 2013; MARTINS; SUCUPIRA; SUAREZ, 2015).

Figura 24 — Espectros de absor¢do do LqlT/JF-94 e LqlT/JF-92 na presenca de quantidades crescentes do

CtDNA.

[DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As setas (1), («) e (—) sao referentes aos efeitos hipercrémico,
hipsocrdmico e batocrdmico, respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em
func¢do da concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.

1
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LQIT/JF-92
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Fonte: Proprio autor.

Na presenga do ctDNA, os compostos LglT/JFs 86, 87, 88, 90, 93 e 96 mostraram
efeitos hipocromicos (diminuicdo da absorcdo de luz), podendo ser atribuida a
intercalacdo ao ctDNA envolvendo uma interagdo de empilhamento de elétrons m entre o

cromoforo aromatico (anéis aromaticos presentes nas estruturas dos ligantes) e os pares
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de bases do DNA (AGARWAL; JANGIR; MEHROTRA, 2013; LIU et al. 2015; NARVA
etal. 2016; OZLUER; KARA, 2014).

O maior efeito hipocrémico foi oriundo do LqlT/JF-96 (ndo substituido) (Figura
25), podendo ser atribuido a estabilizacdo dos elétrons do anel aromatico. Este fenémeno
ocorre devido ao fenil ndo substituido formar um complexo mais estavel com o DNA. Foi
observado também ligeiros desvios hipsocrémicos para os derivados LglT/JF-88 (p-
cloro), LqIT/JF-90 (p-nitro) com maior desvio para o LqIT/JF-93 (p-bromo) (AL =5 nm)
(Figura 25).
Figura 25 — Espectros de absor¢do dos derivados LqlT/JF-93 e LglT/JF-96, na presenca de quantidades
crescentes do ctDNA.

[DNA] =0, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uM. As setas () e (<) sdo correspondentes aos efeitos hipocromico e
hipsocrémico dos derivados. Inser¢do: correspondente ao gréfico de [DNA]J/(Ea - Ef) em funcdo da
concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Fonte: Proprio autor.

A constante de ligacdo intrinseca composto-ctDNA (Kb) foi calculada com o
intuito de quantificar a forca de ligacdo dos derivados com o ctDNA, a partir das
alteracdes nas absorbancias com o aumento das concentracdes de ctDNA (MCGHEE e
VON HIPEEL, 1974). As constantes de ligacdo dos derivados estudados apresentaram-
se entre 10° e 10° onde, maiores valores das magnitudes significam uma melhor afinidade
de ligagdo com o DNA. A ordem crescente dos valores de Kb para os derivados LqIT/JFs
€86 <96<95<88<93<94<89<87<85<91<90 <92, supondo que a para-
substituicdo do anel aromético favorece a atividade de ligacdo, possibilitando interacoes
fracas, mas que em conjunto contribuem para a ligagdo composto-DNA.

Constatamos a importancia dos substituintes através da analise do LqlT/JF-96
(ndo substituido), pois este derivado apresentou o segundo menor valor da constante de

ligagdo por possuir nenhuma substituicdo. Porém, cada radical exerce papel diferente na
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forca de ligacdo dos compostos com o DNA devido aos diversos niveis de contribuicéo
eletronica. O derivado que apresentou maior valor da constante de ligac&o foi o LqlT/JF-
92 (p-etil), corroborando com os resultados obtidos por Janovec e colaboradores (2011).

Ao contrario do LglT/JF-92, o LqglT/JF-86 apresentou o menor valor de Kb
mostrando que, mesmo possuindo mesmas propriedades eletrénicas e lipofilicas, a
ligacdo direta do anel aromatico a fungdo tio amida, conforme observamos no derivado
LqlT/JF-92, é importante para a melhor afinidade de ligagdo com o DNA. A menor
contante também pode ser explicada devido a presenca de um grupamento espacgador
entre a tio amida e o anel fenil no eletronicos LqlT/JF-86, podendo causar uma maior
rotacdo nesta substituicdo e diferentes conformacgdes que dificultam o processo de
interacg&o.

O Diagrama de Craig (Figura 26) pode ser aplicado nestes estudos devido a sua
analise intercorrelacionada dos parametros fisico quimicos dos farmacos utilizando
descritores eletrdnicos (o) ¢ lipofilicos (1) (TAVARES, 2004). Foi possivel verificar que
substituintes na posi¢do para com perfis eletronicos menores influenciam de forma

positiva nas interacdes com o DNA.

Figura 26 — Diagrama de Craig com intercorrelacBes eletrdnicas e lipofilicas em para-substituicdo
aromatica.
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A variacdo na absorcdo de luz, observada em todos os compostos, ndo esta
relacionada com as forcas de ligacdo com o DNA, visto que derivados que apresentaram

maiores efeitos hipocrdmicos e hipercromicos (LglT/JF-96 e LqlT/JF-94,
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respectivamente) ndo exibiram altos valores de Kb, devido aos efeitos eletronicos e
lipofilicos neutros (% °r).

Foi possivel observar também, através desses resultados preliminares, a
interferéncia dos efeitos eletrénicos dos substituintes presentes nos compostos avaliados
nos modos de ligacdo ao DNA. Isso pode ser constatado através dos resultados
apresentados, onde grupos que promoveram efeitos hipercromicos como o LqlT/JF-92
(p-etil) (-o +m: eletrdnico negativo e lipofilico positivo) e hipocrémicos como, por
exemplo, o LqIT/JF-90 (p-nitro) (+o +x: eletrdnico e lipofilico positivos) podem se ligar

ao DNA através de ligagdes ao sulco e intercalacdo, respectivamente.

5.2.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Estudos de fluorescéncia dos derivados LqlT/JFs também foram realizados para
analisar as propriedades de ligacdo com o ctDNA. Todos 0os compostos na auséncia do
DNA mostraram emitir fluorescéncia na faixa de 400 a 550 nm, com dois picos de
emissdo, em concentracdo Unica de 10 uM (Tabela 2). Na anélise do complexo JFs-DNA,
a emissdo de fluorescéncia ocorreu na mesma faixa de comprimento de onda, sendo
possivel observar que, na maioria dos compostos analisados, houve o desaparecimento de
um dos picos de emissdo. Os demais dados espectroscopicos podem ser vistos na tabela
2.

Dos 12 compostos avaliados, somente o LqlT/JF-87 (3-piridil) exibiu aumento da
intensidade de luz, ap6s o contato com o DNA, podendo ser devido a diminuicdo da
flexibilidade conformacional do composto no complexo DNA-ligante (Figura 27)
(FAULHABER et al. 2011) e foi o derivado que menos sofreu efeito de supressao. Isto
pode ser explicado devido a presenca do N no anel fenil com pares de elétrons livres,
influenciando, assim, no hipercromismo. Os 11 compostos restantes apresentaram
supressao da fluorescéncia na presenca de quantidades crescentes do ctDNA. Esta
diminuicdo também € um indicativo de interacdo entre os derivados e o DNA
(PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007). O composto que apresentou maior
efeito hipocrébmico foi o LqIT/JF-94 (p-metoxi) (conforme visto também na

espectroscopia de absorcdo) com diminuicdo de 11,64 vezes (Figura 27).
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Figura 27 — Espectros de fluorescéncia dos derivados LqIT/JF-87 e 94.

[DNA]=0, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uM. As setas (1), (}), (<) e (—) sdo referentes aos efeitos hipercrémico,

hipocrémico, hipsocrémico e batocrémico, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

A ordem crescente dos efeitos hipocrdmicos para os derivados é:
89<88<91<85<96<92<86<93<95<90<94, mostrando que as menores propriedades
lipofilicas de cada composto podem influenciar no maior hipocromismo. Apés a
formacdo do complexo ligante-ctDNA, houve mudangas dos maximos de emissao de
todos 0s compostos, tanto para a regido do azul como para a regido do vermelho no
espectro.

Apesar dos compostos apresentarem diferentes graus de hipocromismo, a
semelhanca de seus perfis de fluorescéncia na presenca do ctDNA pode sugerir que 0
modo de interacdo entre estes ligantes e 0 DNA é semelhante. Verificaremos estes
resultados nos estudos de DC discutidos a seguir.



Tabela 2 — Dados espectroscopicos de emissdo dos derivados LglT/JFs na presenca e auséncia do ctDNA.

Composto kmz:]rlri]\)/re )“maznlrig? do ()r“]EmXC) ();]Er:l) BeltEnxdcisl’E(rmn) Hipercr2 Hipocr? KsvM™
JF-85 406_428 421 362 436 5 - 3,44x -
JF-86 417_438 415_440 363 436 5 - 5,53x -
JF-87 411 434 411_440 360 435 5 0,89x - -
JF-88 427_448 415 363 437 5 - 1,88x -
JF-89 416_438 415 363 437 5 - 1,67 -
JF-90 419_439 414 362 438 5 - 7,69x -
JF-91 417_439 413 362 439 5 - 2,7T7X -
JF-92 420_439 413 362 439 5 - 4,65x -
JF-93 410_429 409 359 439 5 - 6,06x -
JF-94 418 438 412 362 438 5 - 11,64x -
JF-95 419 439 426 372 438 5 - 6,64x -
JF-96 417_438 414 362 436 5 - 3,72x -

@Hipercromismo resultante da formagdo de complexo entre 10 uM dos derivados LqIT/JFs € 100 uM de ctDNA em comparagdo com 0s

ligantes livres.

@Hipocromismo resultante da formagao de complexo entre 10 uM dos derivados LqIT/JFs e 100 uM de ctDNA em comparagdo com 0s

ligantes livres.

69
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5.2.1.3 Espectroscopia de dicroismo circular

O DC foi utilizado para averiguar mudancas na estrutura secundaria do ctDNA na
presenca dos derivados LqIT/JFs. Estas alteracdes sdo capazes de informar os modos de
interacdo entre DNA e os ligantes (KARAMI et al. 2017; LAFAYETTE et al. 2013). De
acordo com a figura 28, a presenca de bandas positivas e negativas em 274 e 245 nm,
respectivamente, do ctDNA (preto) caracteriza sua conformacéo B direita (KARAMI et
al. 2017; SHANKARAIAH et al. 2016).

Apos a incubacdo de todos os compostos nas mesmas concentragdes, foram
observadas alteracGes espectrais que confirmam o evento de ligacdo com o ctDNA
(Figura 28) (GAAL et al. 2016).

Figura 28 — Espectro de DC do ctDNA na auséncia e presenca dos derivados LqlT/JFs.

[DNA] = 100 uM. [LqIT/JFs] = 30 uM.

15 1

— ctDNA 100 pM
— ctDNA + JF-85

- ctDNA + JF-86
ctDNA + JF-87
ctDNA + JF-88
ctDNA + JF-89
ctDNA + JF-90
ctDNA + JF-91
ctDNA + JF-92
ctDNA + JF-93
ctDNA + JF-94
ctDNA + JF-95
ctDNA + JF-96

Elipticidade (mdeg)

280 300

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Préprio autor.

A alteracdo espectral do ctDNA mais pronunciada ocorreu na presenca do
derivado LqIT/JF-92, ocasionando na diminui¢do das bandas positivas e negativas. O
decréscimo da banda negativa, & 245 nm, esta relacionado & diminuicéao da elipticidade e,
consequentemente, ao desenrolamento da dupla hélice do DNA, enquanto a reducéo da
banda positiva esta associada ao enfraquecimento do empilhamento de bases e transi¢édo

para uma estrutura mais desnaturada, podendo resultar uma interacdo por intercalacdo
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(LAFAYETTE etal. 2013; SHAHABADI; MOGHADAM, 2012). Nao foram observados
desvios batocromico ou hipsocromico, indicando a ndo mudanca significativa na
conformacédo B do ctDNA (LANG et al. 2013).

O aumento das bandas positivas e negativas do ctDNA foi ocasionado na presenca
dos derivados LqlT/JF-85, 88, 89, 93 e 95. Porém, para os compostos 86, 87, 90, 91, 94
e 96 foram detectadas ligeiras reducbes das bandas negativas e aumento das bandas
positivas. Ambas as alteragdes sugerem modos de ligacdo nos sulcos e/ou por
intercalacao, levando-se em consideracdo que ambos 0s processos de ligagdo podem ser
vistos como um continuum (LAFAYETTE et al. 2013).

5.2.2 Estudo de ligacdo com a albumina do soro bovino

A albumina sérica é a proteina mais abundante no plasma e esta envolvida no
transporte de quantidades imensas de ligandos, tais como, acidos graxos, aminoacidos,
esterdides, ions metalicos e farmacos, tudo através da corrente sanguinea. Ela é bastante
estudada devido a sua grande homologia estrutural com a albumina do soro humano
(EWARAN et al. 2016; KALAIVANI et al. 2013).

Ligacbes de substancias/farmacos a esta proteina pode ocasionar no
aprimoramento de suas propriedades bioldgicas ou, até mesmo, propiciar caminhos para
seu transporte (PRABHAKARAN et al. 2013). Neste contexto, o estudo de ligagdes a
esta proteina, através da espectroscopia de absorcdo e fluorescéncia, € bastante Gtil para
analisar as mudancas estruturais causadas pelo ligante, como também detectar e elucidar
0 modo de interacdo (MISHRA et al. 2014).

5.2.2.1 Espectroscopia de absorgao eletronica

Na presenca de quantidades crescentes (0-40 pM) de todos 0S compostos
LqlIT/JFs, a BSA apresentou aumento de sua absorcdo na regido de 278 nm (Tabela 3).
Este fendmeno indica a efetiva interacdo dos compostos e a BSA (EWARAN et al. 2016;
MISHRA et al. 2014; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, et al. 2011). Dentre todos
os derivados, o LqlIT/JF-92 (p-etil) exerceu maior efeito hipercromico (62,01%) e foi o
Unico composto que promoveu um AA de 1 nm para a regido do azul (Figura 29). Este

deslocamento deve-se, principalmente, ao fato de que o sitio ativo na proteina esta
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exposto em um ambiente hidrofobico (provavelmente proximo ao residuo Trp-212),
revelando a formagéo de um complexo BSA-JFs no estado fundamental (BELATIK et al.
2012; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, et al. 2011).

Podemos inferir também que esta interacdo é de natureza ndo covalente e
provavelmente ocorre através do empilhamento de elétrons m entre os anéis aromaticos
dos derivados LqIT/JFs e dos residuos de aminoacidos na cavidade de ligacdo da BSA
(SINGLA; LUXAMI; PAUL, 2016).

Figura 29 — Espectro de absorcdo da albumina do soro bovino na presenca de quantidades crescentes do
composto LglT/JF-92.

[LqlT/JF-92] =0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM. As setas (1) e («) referem-se aos efeitos hipercrémico
e hipsocrémico, respectivamente. Insercéo: correspondente ao gréafico de [LqlT/JF-92]/(Ea - Ef) em fun¢do
da concentracdo do derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Fonte: Préprio autor.

A ordem crescente da constante de ligacdo para os derivados ligados a albumina
€. 94<96<87<85<90<86<88=89<93<91<92<95. Estes resultados demonstram que a
contribuicdo lipofilica dos grupos substituintes influencia positivamente na melhor

afinidade de ligacdo com a proteina.
5.2.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia
A espectroscopia de fluorescéncia da proteina albumina pode fornecer

informacdes Uteis a respeito de sua estrutura e dinamica e é frequentemente utilizada nos
estudos de interacGes entre as moléculas (MANIKANDAN et al. 2014).
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A albumina exibe fluorescéncia (quando excitada em ~280 nm) devido aos
residuos de aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina existentes na
estrutura e sua extingdo fluorescente sugere a formagdo de um complexo com esta,
correspondente as alteracbes no microambiente destes residuos durante o processo de
ligacdo (MISHRA et al. 2014; SILVA et al. 2013). As mudancas nestes espectros de
emissdo sdo geralmente provocadas por transicbes conformacionais da proteina,
associagOes de subunidades, ligagOes ao substrato ou desnaturagdo (MANIKANDAN et
al. 2014; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, et al. 2011).

Neste estudo, foi observada a supresséo fluorescente da BSA na presenca de todos
os derivados LqlT/JFs (Tabela 3) e todos eles promoveram desvios do pico maximo de
emissdo para a regido do azul (efeito hipsocrémico). O desvio mais aparente foi para o
derivado LglT/JF-92 (p-etil), com AL = 4 nm, como também maior hipocromismo (Figura
30) (Tabela 3).

Figura 30 — Espectro de emissdo da albumina do soro bovino na presenca de quantidades crescentes do
composto LqlT/JF-92.
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Fonte: Préprio autor.

Esta extingédo fluorescente pode ocorrer por mecanismos diferentes, podendo ser
estatico ou dindmico (MISHRA et al. 2014; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN, et
al. 2011). O modo dinamico é considerado quando o fluoréforo e o extintor colidem

durante a transicdo do estado excitado, mas ndo causa nenhuma perturbacdo deste
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fluoréforo (como também nenhuma alteracao nos espectros de absor¢do). Ja 0 mecanismo
estatico, diz respeito a formacdo de complexos entre o ligante e o fluor6foro no estado
fundamental, provocando alteracBes nos espectros de absorcdo destes fluordforos
(MISHRA et al. 2014; RAHMAN et al. 2017).

O hipercromismo ocorrido na BSA, na espectroscopia de absorcdo, juntamente
com o hipocromismo visualizado na espectroscopia de fluorescéncia, atribui-se as
possiveis mudangas na estrutura secundaria da proteina e indica que o tipo de interagdo
dos derivados LqlT/JFs é através do mecanismo estatico (KALAIARASE et al. 2016;
MURALISANKAN et al. 2016).

O comportamento de supressdo fluorescente foi analisado atravées da constante de
supressao de fluorescéncia (Ksv), a qual é determinada por regressao linear do grafico da
intensidade de emissdo relativa (I0/1) versus a concentracdo dos derivados (Q)
(LAKOWICZ, 2006). O composto que apresentou maior valor desta constante foi o
LqIT/JF-92 (16,05 x 10%) (Tabela 3).

Os dados de ligagédo foram obtidos a partir do software SigmaPlot 10.0.
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Tabela 3 — Dados de absorcédo e emissdo da albumina do soro bovino na presenca dos derivados quinolina-tiossemicarbazonas.

ABSORCAO FLUORESCENCIA
Amax  Amax _ . Amax  Amax ) .
Composto livre  ligado AL Hipercromicidade? Kb M- | livre ligado AL hexc Bandas (nr-n) Hipocromicidade® Ksv M-I
nm) (%) (nm)  (nm) Exc_Emi (%)

(nm)  (nm) (nm)  (nm)
JF-85 278 278 0 38,74 8,40 x10* 343 341 2 285 2,5 237,42 5,90 x 10*
JF-86 278 278 0 62,54 1,08 x 10° 343 341 2 285 2,5 157,14 -
JF-87 278 278 0 52,95 8,03 x 10* 343 341 2 285 2,5 493,41 3,99 x 10*
JF-88 278 278 0 53,34 1,13 x10° 343 341 2 285 2,5 68,97 6,07 x 10*
JF-89 278 278 0 53,34 1,13x10° 343 341 2 285 2,5 226,14 6,36 x 10*
JF-90 278 278 0 43,48 1,03x10° 343 340 2 285 2,5 132,77 3,82 x 10*
JF-91 278 278 0 58,04 1,39 x 10° 343 340 3 285 2,5 287,44 8,85 x 10*
JF-92 278 277 1 69,01 1,43x10° 343 339 4 285 2,5 601,57 16,05 x 10*
JF-93 278 278 0 56,43 1,17 x 10° 343 341 2 285 2,5 508,17 11,20 x 10*
JF-94 278 278 0 42,61 544 x 10* 343 342 1 285 2,5 320,04 9,24 x 10*
JF-95 278 278 0 52,42 1,44 x 10° 343 341 2 285 2,5 371,21 10,39 x 10*
JF-96 278 278 0 52,75 7,29x 10* 343 342 2 285 2,5 33,65 11,19 x 10*

#Hipercromismo resultante da formagao de complexo entre a albumina € 40 uM dos derivados LgIT/JFs em comparagdo com a albumina livre.

PHiporcromismo resultante da formacéo de complexo entre a albumina e 40 uM dos derivados LqlT/JFs em comparac&o com a albumina livre.
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A ordem crescente do Ksv para os derivados LqlIT/JFs é: 90 <87 <85 <88 <89 <91
< 94 <95 < 96 < 93 < 92. Muitos derivados que apresentaram 0s maiores valores de Ksv
mostraram também maior hipocromismo ao interagir com a BSA, com excec¢éo do LqlT/JF-96
(contendo o radical fenil sem substituicdo), o qual causou menor efeito hipocrémico.

Este resultado pode ser atribuido ao perfil eletrdnico dos radicais, verificando que,
quanto maior a contribuicao eletrénica, através dos efeitos mesoméricos e indutivos positivos,
maiores os valores de Ksv, como pode ser observado para os derivados LqlT/JF-92 e LgIT/JF-
93. Substituintes que possuem lipofilicidade positiva (n+), conforme verificado no Diagrama
de Craig (Figura 26), influenciam no aumento dessa constante. Isto pode ser constatado pela
menor disponibilidade de pares de elétrons livres, pois, radicais que promovem esse aumento
da lipofilicidade ajudam a melhorar a interacdo dos derivados com a proteina albumina, visto
que os principais sitios de ligacao/interacdo de muitas substancias quimicas localizam-se em

cavidades hidrofébicas.

5.3 ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

5.3.1 Propriedades ADME dos ligantes

A compreensdo das propriedades farmacocinéticas — ADME (A: absorcdo; D:
distribuicdo; M: metabolismo; E: excrecdo) dos farmacos sdo fundamentais na etapa de
descoberta de novos medicamentos, principalmente quando sao estudadas nos estagios iniciais
de desenvolvimento, podendo determinar a biodisponibilidade (SZUMILAK; LEWGOWD;
STANCZAK, 2016).

Este conjunto de processos sao rotineiramente estudados pelos quimicos medicinais e,
com o crescente uso de métodos in silico, a previsdo dos possiveis efeitos toxicos, bem como a
sobrevivéncia em sistemas bioldgicos destas novas entidades quimicas estdo facilitando a
identificacdo dos farmacos com melhor biodisponibilidade e eficécia, levando a reducdo das
falhas causadas pela farmacocinética e a otimizacdo de propriedades inaceitaveis (BOCClI et al.
2017; SZUMILAK; LEWGOWD; STANCZAK, 2016).

Estas propriedades farmacocinéticas dos derivados LqlT/JFs foram obtidas nas

plataformas SwissADME e pkCSM e estdo apresentadas na tabela 4 abaixo.
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Tabela 4 — Dados farmacocinéticos in silico calculados na plataforma SwissADME ou pkCSM.

LqlT/ TPSAC Abs.

IFs LogP2 LogSP A Perm. Caco-2¢ Int.? VDss'
JF-85 2,84 -492 81,40 1,346 90,593 0,187
JF-86 2,65 -523 81,40 1,352 92,456 0,371
JF-87 1,38 -3,98 94,29 1,341 93,282 0,367
JF-88 295 547 81,40 1,456 88,861 0,234
JF-89 319 -6,12 81,40 1,237 90,586 -0,094
JF-90 1,49 561 127,22 0,736 89,937 -0,003
JF91 269 -519 81,40 1,355 91,095 0,249
JF-92 292 564 8140 1,367 91,064 0,379
JF-93 3,07 554 8140 1,076 88,794 0,253
JF-94 2,13 498 90,63 1,329 92,087 0,324
JF-95 158 -3,87 81,40 1,341 92,961 0,179
JF-96 245 4,82 81,40 1,359 91,018 0,178

aSSwissADME log do coeficiente de particdo octanol-agua; "SwissADME log de solubilidade aquosa; Calculo do
SwissADME da Area de Superficie Polar Topoldgica (TPSA); predicio de “pkCSM da permeabilidade das células
Caco-2 como estimativa de absor¢do na mucosa intestinal humana; predigéo de *®pkCSM da proporcdo de absorcéo
de composto pelo intestino delgado humano; previsdo pkCSM do log do volume de distribuicio em estado
estaciondrio (VDss); predicéo de 9pkCSM do log de liberagdo total do farmaco.

Para um farmaco ter uma biodisponibilidade oral, recomenda-se 0 enquadramento de
suas propriedades fisico quimicas em alguns parametros classicos como, por exemplo, 0s
descritos por Lipinski e colaboradores (2012). Os parametros sao: Massa molar < 500 g/mol;
LogP <5 (MLogP < 4,15); aceptores de ligagdes de hidrogénios (LH) < 10; doadores de LH <
5. QOutros tipos de descritores, sdo os estabelecidos por Veber (2002), onde o n° de ligagdes
rotacionaveis deve ser < 10 e a 4rea de superficie polar topoldgica (TPSA) < 140. Diante destas
informacdes, observa-se que todos 0s compostos se ajustaram em todos 0s parametros descritos
acima.

Em relacdo a solubilidade em agua (LogS) e de acordo com os parametros de
solubilidade (insoltvel < -10 < mal soltvel < -6 < moderadamente sollvel < -4 < solGvel < -2
< muito soltvel < 0 < altamente soltvel), foi observado que os derivados apresentaram valores
entre -3,98 e -5,93, considerados como sendo moderadamente solUveis em agua, com excecao
do LqglT/JF-89, que exibiu o valor de -6,12, significando pouca solubilidade (LAMBERTUCCI
et al. 2018). O menor valor do LogS e maior valor do LogP do LqlT/JF-89 pode ser entendido
devido a presenca do grupamento naftaleno que, por possuir dois anéis aromaticos fundidos,
ocasiona na maior hidrofobicidade da molécula como um todo.

Nos demais descritores (Permeabilidade em Caco-2, absorcao intestinal, e VDsS), 0s

derivados apresentaram boa permeabilidade intestinal por exibir valores acima de 0,90 e
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facilidade de absorgdo através do intestino delgado humano. O LqIT/JF-90 foi o Unico
composto que exibiu o valor de permeabilidade menor que o estabelecido (0,736) devido a
presenca do grupamento nitro, uma espécie carregada que dificulta o processo de absorcédo
passiva da molécula. Em relacdo a VDss, altos valores indicam maior distribuicdo dos
compostos nos tecidos do que no plasma (baixo: < 0,15; alto: > 0,45) (LAMBERTUCCI et al.
2018). Neste caso, os valores de VDss da maioria dos derivados mostram uma distribuicdo
intermediaria nos tecidos. Menores distribuicGes foram detectadas para o LqlT/JF-89 e 90,
podendo ser explicada pelo baixo perfil de hidrossolubilidade do LqglT/JF-89, e da maior
capacidade de ionizacao do LglT/JF-90.

Levando-se em consideragdo estas informagdes, foi verificado que a maioria dos
derivados em estudo atendem as regras preconizadas para uma boa biodisponibilidade oral e

para a continuidade de estudos mais avancados.

5.3.2 Docking da enzima topoisomerase Ila. com os derivados LglT/JFs

O docking é uma ferramenta de modelagem molecular que permite um estudo teorico
baseado na predicao das conformacao e/ou geometria de determinadas moléculas (ligantes) no
receptor de uma biomacromolécula alvo, como o DNA, proteinas e enzimas (GUIDO, 2010).
E bastante (til no desenho de novos protétipos a farmacos pois simula, computacionalmente,
as possiveis interagdes ligante-receptor a nivel molecular, podendo demonstrar o potencial
citotoxico e terapéutico das substancias avaliadas.

Este estudo nos permitiu avaliar, com mais detalhes, os modos de interacdo dos
derivados LqglIT/JFs com o DNA + topoisomerase, utilizado-se como base a estrutura da
biomacromolécula com o ligante cocristalizado etoposideo, um conhecido inibidor da
topoisomerase que estabiliza um complexo de DNA, levando a quebra da fita dupla e
consequente morte celular (BALDWIN; OSHEROFF, 2005; ZABKA et al. 2015). Os derivados
em estudo foram analisados na mesma posic¢ao do ligante etoposideo, definindo-se, assim, a
melhor conformacao e interagdo com cada composto.

Os dados da energia de ligagédo de cada ligante estudando, bem como os tipos de

interacdes entre eles e 0 complexo DNA-topoisomerase, estdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5 — Série de ligantes LqlT/JFs para o complexo DNA-topoisomerase Ila por docking molecular.

NN
X - ~
7 NTYOUR
N~ S
Energia de Interacdo farmaco-receptor
Ligantes R o o -
g ligacdo (kcal) h_'gaGaQ c_le x -alquila Empilhamento
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2 T9-D
JF-85 D -8,06 Gl -F ARG AZ-F
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JF-87 ?/:D -8,35 79D ARG ]
S MET762
JF-88 @ -8,83 ASP3 MET7%6 c8-C
Cl G? -C
T Gl3-F A2-F
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JF‘96 @ _8,48 T9 -D ARG487 Gl3 -F
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A'?; C8 G*; T° = Bases nitrogenadas Adenina, Citosina, Guanina e Timina.
C; D. F = Fragmentos das fitas do DNA.
ARG*; ASP*; MET*; TYR* = Residuos de aminoacidos — Enzima topoisomerase Ila.
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A partir destes resultados, é possivel afirmar que todos os compostos interagem néo s6
com a dupla fita de DNA, mas também com determinados residuos de aminoacidos presentes
na estrutura da topoisomerase, entre eles, a ARG*, ASP* MET'%? e MET®, As energias de
ligacGes variaram entre -7,06 e 9,78 kcal.

Ao analisar as estruturas obtidas no docking, uma caracteristica importante da interacéo
ligante-receptor foi a presenga do empilhamento dos elétrons = entre os anéis aromaticos dos
ligantes e do DNA, conforme descrito na tabela 5. O empilhamento de elétrons = € uma
interacdo crucial para a interacdo entre o ligante contendo anéis aromaticos e o DNA no
processo de intercalagdo (GILAD; SENDEROWITZ, 2014). Dentre eles, o derivado LglT/JF-
92, que apresentou maior constante de ligagcdo nos estudos experimentais, mostrou este tipo de
interacdo com as bases A e G no fragmento F do DNA na analise do docking (Figura 31).
Além disso, foram detectadas ligacdes de hidrogénio dos grupos NH e S do JF-92 com as bases

G!° T° e com o residuo ASP*3,

Figura 31 — Estrutura do derivado LqglT/JF-92 com os respectivos modos de interagdo com o DNA e a
topoisomerase.

DG
D:10
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F:13
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F:12
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A:487

Empilhamento de elétrons n Ligacdes de Hidrogénio
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Na figura 32 é possivel notar a disposicéo do ligante LqIT/JF-92 ao se ligar com 0 DNA
¢ a enzima topoisomerase Ila, onde observa-se que o JF-92 é capaz de intercalar entre as bases

do DNA através do empilhamento dos elétrons 7 da quinolina com o os residuos A¥>Fe G1*-F

do DNA

Figura 32 — Estrutura do LqlT/JF-92-DNA + Topo com os respectivos tipos de interacdes.

O modelo de docking molecular do complexo LglT/JF-92-DNA + Topo Ila pode ser

visualizado na figura 33, sendo possivel observar melhor a disposicao dentro do sistema.
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Figura 33 — Representacdo do complexo de ligacdo entre LqlT/JF-92 e DNA + Topoisomerase.

A obtencéo destes resultados foi bastante importante para a melhor caracterizagdo dos
tipos de interagdo entre os derivados LqIT/JFs e o DNA + enzima topoisomerase Ila, sendo
possivel estabelecer os modos de ligacdes, confirmando os obtidos experimentalmente, bem

como oferecer apoio para posteriores analises com estes ligantes.

5.3.3 Docking da proteina albumina com os derivados LglT/JFs

Considera-se como fator relevante a ligacdo de farmacos a proteinas séricas como, por
exemplo, a albumina, e o estudo de docking molecular pode ajudar na compreensdo desta
interacdo, predizendo perfis farmacocinéticos (ADME) (CHAVES et al. 2015).

Neste estudo foi utilizada a albumina (BSA) contendo ligante co-cristalizado naproxeno,
um anti-inflamatério ndo esteroidal que se liga & albumina do soro bovino por atragdes
eletrostaticas (BANERJEE; SINGH; KISHORE, 2006), para encontrar as possiveis orientacdes
e interagOes dos derivados com a BSA, sendo exlporados os dois subdominios de ligagéo I1A e
I11A bem como regides adjacentes a esses sitios. Todos estes dados sdo encontrados na tabela
6.



Tabela 6 — Série de ligantes para a BSA por docking molecular.
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Arg484 Leu480. Leu197
’ Leut¥’ Entre o IIA
JF-96 -9,20 Ser3 Arg'%; val*! Lzz““ Trp?t3 etoeI(IJI A
A3p450 Arg483

De acordo com os dados da tabela 6, todos os derivados realizam interagdes com a
proteina albumina, seja por ligacdes de Hidrogénio ou por interac@es hidrofdbicas (ligacbes n-
alquila, m-alquila/alquila e empilhamento de elétrons 7). Os valores das energias de ligacdes
foram entre -7,58 e -11,51.

A partir dos estudos de absorcdo e fluorescéncia, supdem-se que os derivados se
encontram em cavidades hidrofobicas préximas a um residuo de Triptofano (Trp) ja que a
interacdo levou ao aumento da absorcao de luz e supresséo fluorescente deste aminoacido. O
derivado que apresentou maior constante de ligacéo e supresséo foi o LqIT/JF-92 (1,43 x 10°e
16,05 x 10, respectivamente).

Nos estudos de docking com o LqIT/JF-92 e albumina foram calculadas 200
conformagdes e, dentre estas, foram escolhidas duas, conforme mostra a figura 34. E possivel
observar a interacdo direta entre o LqlT/JF-92 e o aminoacido Trp na conformacdo de maior
energia (-8,89 kcal/mol), realizando-se interacdes de empilhamento dos elétrons « do anel
quinolina com os elétrons © do anel inddlico do Trp*?3, o que pode justificar os resultados
obtidos atraves do ensaio experimental.

Figura 34 — Estruturas do derivado LqlT/JF-92 em diferentes regides da albumina com suas respectivas interagdes.

ARG

o LEU
P -9,28 kcal/mol ARG, Ai197 -8,89 kcal/mol
et E
TRP
A213
s . ArG S M
= A194 ‘ ’
& 2197 Az12 s
Ly ’ K A:350
s A:456 Q@9 asp VAL ™ ARG VAL 4209 .
4:450 A342 A213 A194 382 VAL
A48l
I Empilhamento de elétrons © Ligagdes m-alquila

Ligacdes de Hidrogéneio [l Ligacdes n-sigma

E possivel notar também outros tipos de interacdes como, por exemplo, ligacdes de
hidrogénio com os residuos Ser®* e Asp*® e ligacdes m-alquila com os residuos Arg?3 484 194.

Tpr?t3, Val** e Leu*®, As ligagbes n-sigma podem ser visualizadas com a Leu'®’.
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Na figura 35 visualizamos o complexo da conformacédo de menor energia do LglT/JF-
92 com a proteina albumina e verificamos que ele se acomoda entre os sitios 1lA e Il1A da

proteina, estando préximo ao residuo de triptofano (destacado em amarelo).

Figura 35 — Estrutura da BSA em complexo com o ligante LqlIT/JF-92 (em azul) (Trp?'® indicado em amarelo).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

12 novos derivados da série 2-(quinolin-4-ilmetileno)hidrazinacarbotioamidas foram
sintetizados de forma satisfatdra através da rota sintética empregada e suas estruturas quimicas
foram devidamente elucidadas.

Foi possivel verificar, no estudo da ligagdo entre os derivados e o ctDNA, a existéncia
de modos de interacdo variados, mudando de acordo com os perfis eletrénicos e lipofilicos dos
grupos substituintes. Podemos sugerir, ainda, que o composto LqlT/JF-92 liga-se ao DNA por
meio da intercalacdo fazendo também interacBes no sulco devido as alteracBes bastante
evidentes nos estudos de absorc¢do, fluorescéncia e dicroismo circular.

Para a BSA, também houve afinidade de ligacdo das moléculas analisadas, inclusive do
LqlT/JF-92, observando-se que as propriedades lipofilicas dos substituintes influenciam de
forma positiva, na maior capacidade de interag&o.

Estes resultados indicam a potencial atividade de moléculas contendo o nucleo quinolina
e a porcdo tiossemicarbazona, devendo ser exploradas com outros estudos adicionais para
corroborar os resultados e determinar seu mecanismo de acdo, ja que sdo consideradas

moléculas promissoras para a a¢do antitumoral.
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6.1 PERSPECTIVAS

e Verificar a atividade antitumoral dos derivados, analisando suas propriedades
antiproliferativas in vitro com linhagens de células tumorais bem como seu potencial

citotoxico em células ndo transformadas;

e Analisar em qual etapa do ciclo celular os derivados atuam, bem como o tipo de morte

celular;

e Realizar estudos de viscosidade com o DNA para verificar, de fato, 0 modo de interacéo

entre os ligantes e esta biomacromolécula;

e Proceder com testes utilizando a enzima topoisomerase com o intuito de verificar o

potencial inibidor dos compostos.
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APENDICE B — ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DOS DERIVADOS
LqlT/JFs COM ctDNA E ALBUMINA DO SORO BOVINO
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Absorbancia
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Espectro de absorcao e emissao do composto JF-87 + albumina
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Espectro de absorcao e emissiao do composto JF-90+ albumina
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ARTICLE INFO ABSTRACT

DNA is considered one of the most promising targets of molecules with anticancer activity potential. Its key role
in various cell division mechanisms, which commands the intense multiplication of tumor cells, is considered in
studies with compounds whose mechanisms of action suggest likeliness of interaction. In addition, inhibition of
enzymes that actively participate in biological functions of cells such as Topoisomerase, is seen as a primary
factor for conducting several events that result in cell death. Discovery of new anticancer chemotherapeutical
capable of interacting with DNA and inhibiting Topoisomerase enzymes is highlighted in anticancer research.
The present review aims at showing through distinct biological tests the performance of different candidates to
anticancer drugs and their respective chemical modifications, which are crucial and/or determinant for DNA
affinity and inhibition of important enzymes in cells’ vital processe to either separately or synergistically opti-

Keywords:

DNA-topoisomerase

Acridine derivatives
Thiosemicarbazone

Metallic compounds

Nitrogenous heterocyclic derivatives

mize anticancer activity.

1. Introduction

Cancer is one of the main causes of mortality in the world. Great
efforts are currently made to discover and develop new anticancer
drugs [1,2]. Usually, cancer is caused by multiple pathogenic factors. Its
characteristics are related to an increase in tumor cell proliferation
rates and numerous genetic and/or epigenetic mutations, which extend
their life span. Despite the diversity and heterogeneity of tumors, they
all present increased cell proliferation rate [3]. Among the available
strategies for cancer treatment, chemotherapy remains the most es-
tablished and used therapeutic approach nowadays [4]. The search for
new effective anticancer agents with low toxicity is one of the most
important tasks for the improvement of oncology treatment. Generally,
the solution lies in the search for new compounds that affect molecular
mechanisms that play an important role in carcinogenesis [5].

Currently available anticancer chemotherapeutics can be divided in
three categories: (a) the first discovered drugs which affect DNA re-
plication and cell division but present severe side-effects albeit highly
successful in the treatment of some cancers and still used; (b) drugs that
target biomolecules overexpressed specifically by cancer cells and

* Corresponding author.
E-mail address: nenalima.mariadocarmo@gmail.com (M.d.C. Alves de Lima).

https://doi.org/10.1016/j.biopha.2017.11.054

which reduce side effects, even if limited for example by the develop-
ment of resistance and; (c) small molecule anticancer agents driven
against complex multicomponent cellular machineries. This last type
includes drugs that target both DNA replication and integrity by the
following mechanisms: crosslinking nucleobases in DNA and blocking
DNA replication; inhibiting DNA repair; inserting planar polyaromatic
molecules between DNA base pairs and stabilizing the DNA-inter-
calator-topoisomerase II ternary complex [6]. In other words, new
compounds that affect DNA or topoisomerase enzymes can be con-
sidered as belonging to the latest wave of anticancer drugs that target
tumor-supportive cellular machineries. Consequently, there are a lot of
new anticancer drugs developed to interfere with DNA metabolism
and/or hindering the function of DNA processing enzymes such as to-
poisomerases [7].

Since its discovery in 1971 by J.C. Wang, DNA topoisomerases were
established as molecular targets for developing anticancer agents [8].
One of the differences between cancer and normal cells, observed in
genomic and proteomic studies, is the expression of an enlarged enzyme
class known as topoisomerases (henceforth Topo). Elevated levels of
Topo expression are expected due to its involvement in vital cellular
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processes [9], promoting accelerated cellular growth and division [10].
It is well known that agents that affect Topo functions are considered
attractive for cancer therapy as they can cause damages that trigger a
series of cellular events, induce apoptosis and, ultimately lead to cell
death [11,12].

Topoisomerases are nuclear enzymes [13] characterized by their
ubiquity [14] and are essential for vital cell processes [15] as they solve
topological problems that inevitably occur during cell division [16,17]
as well as other issues concerning DNA [18] such as its replication
[19,20], transcription [21,22], recombination [23,24], reparation
[25,26], chromosomal condensation [27] and segregation of chromatin
[28,29], to which they require a transient break of either one or two
DNA strands [30]. Such proteins are capable of unlinking the DNA
double helix through a cleavage mechanism, allowing DNA replication
[7] through the enzymatic activity of topoisomerases involving transi-
tory cuts in the DNA strand, which is swivelled and its previously cut
strands re-ligated [31].

The past few years witnessed pharmacological development of
molecules that fight the activity of such enzymes, which are targeted by
two main categories of drugs: DNA intercalators and non-intercalators
[32]. However, literature describes a small number of chemical com-
pounds capable of penetrating cellular nuclei to interact with DNA or
block DNA-dependent enzymes, due to their lipophilic nature, and in-
directly change the conformation site of DNA molecules, inducing
cleavage or perturbation in the synthesis of the matrix. Damages to this
nucleic acid result in the violation of cell cycle and cell viability thus
achieving the therapeutic effect: cell proliferation is reduced and tu-
mours are destroyed [33].

The molecular mechanism of action that inhibits Topo enzyme
along with its specific binding in the interface of topoisomerase-DNA
complexes have led to the concept of interfacial inhibition [34].
Structural and biochemical studies have demonstrated that Topo-in-
hibitors are interfacial, as the biological systems consist of macro-
molecular settings that need to move one another for structural or en-
zymatic functions. In addition, these reactions create a spectrum of
molecular interfaces between macromolecules, elucidating how small
molecules bind and interfere with functions of macromolecular com-
plexes, as their complexity and dynamic behaviour create unique op-
portunities for developing and discovering small molecules that bind to
high selectivity [35].

As the site of activity for Topo-inhibitors is an interface created by
the three-dimensional structure of DNA and protein, molecules with
sites that allow the simultaneous interaction with all parts of the in-
terface might be more successful in inhibiting tumor cell growth, as is
the case of m-amsacrine (m-AMSA) [36]. Many investigations in the
literature concomitantly evaluate Topo inhibition, interaction with
DNA and the extent to which these two properties influence the capa-
city of preventing tumor cells growth in new chemically modified
molecules to elect the most effective for cancer treatment [37-39].

The present literature review looks at how chemical modifications
of newly produced series might influence the capacity of simultaneous
interaction with DNA and Topo inhibition, that is, what advances have
been made in the synthesis of new compounds that possibly are inter-
facial Topo-inhibitors. Furthermore, analyses were conducted on the
extent to which strength or the type of DNA interaction affect Topo
inhibitory property and consequently the antiproliferative power
against tumor cells.

2. DNA as therapeutic target
2.1. Principles of interactions and chemical characteristics of ligands

Over six decades after its discovery, DNA remains the object of
various studies due to its relevance in the elucidation and diagnosis of

diseases [40] or as target of many therapies that have as principle
preventing the reading of the double-strand that suppresses genetic
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replication or transcription inducing cell death [41]. Structurally, DNA
is a double helix that comprehends two complementary anti-parallel
strands containing sugar phosphate and nitrogen bases linked by hy-
drogen bonds, which stabilize its structure. The coiling of DNA chains
forms major and minor grooves that provide support for the recognition
of proteins and a region that favours the binding of small molecules
[42].

Due to the role it plays in various biological processes, DNA is
considered a promising target for the development of new more selec-
tive chemotherapeutical agents and a relevant element in the planning
of pharmacological candidates. Molecules that bind to DNA can modify
its physiological functions, inhibiting its replication, transcription or
expression of genetic information in the target cells, thus preventing
cellular growth [43,44].

Anticancer drugs that interfere with DNA metabolism act in three
ways: (i) controlling transcription factors and polymerases, where drugs
interact with proteins that bind to DNA; (ii) through the formation of
DNA-RNA hybrids that interfere with transcription activities; (iii)
through the binding of small molecules to DNA double helix [45]. The
latter are called DNA ligands and might be classified according to the
types of interactions in six categories (Fig. 1): (1) electrostatic attrac-
tion with the anion phosphate-sugar; (2) interactions with the major
groove in DNA; (3) interactions with the minor groove in DNA; (4)
intercalation of base pairs through the DNA major groove; (5) inter-
calation of base pairs through the DNA minor groove; and (6) threading
intercalation [46]. In addition to these types, molecules with two in-
tercalative portions linked by an adequate spacer produce the so called
bis-intercalation [47].

Interaction between an organic molecule and DNA is determined by
a set of chemical characteristics of the compound. Organic molecules
with positive charge tend to occupy the place of cations which stabilize
the physiological structure of DNA, such as Na‘ and Mg?*.
Electrostatic interactions between the negative phosphate and the po-
sitive charge present in the molecule that dislocate normal cations are
relevant for both DNA groove binding and intercalation. Such char-
acteristic is the basis of the interaction of complexes as the one formed
between ruthenium and phenanthroline [48]. On the other hand, aro-
matic compounds with non-fused ring systems whose bonds allow
conformational flexibility in the adoption of a more adequate structure
to the coiling of DNA, are characteristics of molecules that bind to DNA
grooves. The presence of protonated groups in physiological pH can
improve the attraction for DNA grooves. Examples of molecules with
such characteristics are polyamines [46]. Finally, typical intercalators
present a set of fused aromatic rings positively charged in the ring
system or in chemical groups linked by lateral chains, such as acridine
derivatives [37,49]. Therefore, organic intercalators are polyaromatic
compounds that can insert themselves between two adjacent base pairs
in the DNA double strands and inhibit the synthesis of nucleic acid in
vivo [50].

In cancer therapy, DNA acts as target for two classes of che-
motherapeutical: alkylating agents and molecules with non-covalent
binding properties. For the latter, DNA recognition is a critical stage in
antitumor action and intercalation is one type of interaction in the re-
cognition of these biomolecules indispensable for clinic effectiveness of
drugs, such as anthracyclines, acridines, and anthraquinones. On this
account, the discovery of new DNA intercalators has been considered a
practical approach and a significant number of molecules has been
evaluated regarding their intercalation properties [44]. Discovering
new compounds is not an exclusive object of investigation, but also the
presence of such mechanisms for molecules already established in
clinical cancer therapy such as doxorubicin (1) [51], m-AMSA (2) [52],
5-fluorouracil (3) [53] and mitoxantrone (4) (Fig. 2) [54].

2.2. Investigation of ligand-DNA interactions

The study of DNA interaction with molecules used in anticancer
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Fig. 2. Chemical structures of molecules with DNA intercalating properties used in
clinical cancer therapy.

therapy seeks to elucidate the multiple mechanisms of action that in-
cludes interaction with DNA by groove binding or intercalation.
Techniques used to identify the type of interaction between ligand and
DNA are based on the identification of the following characteristics: (i)
great alterations in the tertiary structure of DNA caused by the un-
winding and prolongation of the DNA helix; (ii) small alterations in the
double helix after the ligand interacted with the groove and; (iii) pre-
sence or absence of ligand characteristics in solution such as detection
of absorbed light or fluorescence emitted by the supposed intercalator

Minor groove
binding
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Fig. 1. Schematic representation of DNA binding modes.

or ligand to the DNA groove [55].

In addition to assessing chemical structures and features of DNA
ligands, there are techniques to support investigations on the interac-
tion with DNA that lead to the deduction of the binding type (inter-
calation, groove binding, or both). The most frequently used techniques
are (i) spectroscopy of absorption, which allows the assessment of the
maxima in absorption for the intercalated molecule with or without red
shifts [56]; (ii) fluorescence emission which allows to verify the ex-
tinction or increase in fluorescence of the fluorescent intercalator
compound [57]; (iii) circular and linear dichroism spectroscopy to as-
sess molecule orientation or rigor and techniques of polarization of
fluorescence to monitor the immobilization of the molecule when
bound to DNA [58] and; (iv) alterations in viscosity of the solution and
circular DNA electrophoretic mobility in the presence of ligands [59].

Employing spectroscopy of visible UV absorption and emission to
study interactions with DNA is possible due to the ability of ligand
aromatic compounds to absorb or emit fluorescence [37]. Qualitatively,
the following effects may be observed in absorption or fluorescence
spectrum after interaction between ligand and DNA: (a) hypochromic
effect correspondent to a decrease in either emitted or absorbed light
[60]; (b) hyperchromic effect, defined as the increase of intensity in the
absorption and emission of light [54]; (c) bathochromic effect, observed
when there are shifts of maxima of absorption or emission after binding
to DNA for a longer wavelength (red shift region) [61]; and (d) hyp-
sochromic effect when there is shifting of the maxima either of ab-
sorption or emission for shorter wavelength (blue shift) [62].

Experimental spectroscopy data are usually used to obtain the
binding constant (K), a quantitative measurement of the interaction
between organic compounds and DNA. The value is useful to compare
molecules with different structures as well as to indicate the means of
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DNA binding [63,64]. Binding constants for typical intercalators are in
the interval from 10* to 10°M ™! and are significantly smaller than
binding constants for ligand agents in DNA grooves which range from
10° to 10°M ' [65,66].

Because DNA is the site of activity for many enzymes such as to-
poisomerase that metabolize mostly during fast replication processes, as
observed in cancer, it is not uncommon for DNA ligands to be Topo
inhibitors, such as m-AMSA. The relation structure-function and the
role of the DNA binding to therapeutic action is of m-AMSA have been
elucidated by means of synthesis of a series of derivatives that pre-
sented increased DNA cleavage mediated by Topo II and DNA inter-
calation. Results have shown that activity and specificity of m-AMSA as
Topo II poison is due to its 4-amino-sulfomethyl-m-anisidine group
while DNA intercalation by acridine ring is responsible for increasing
affinity in the formation of the cleavage complex DNA-Topo II [36].
Hence, various synthetic derivatives with antitumor potential con-
taining chemical groups likely to interact with DNA, such as indoles,
thiosemicarbazones, acridines and metal complexes are assessed in
their properties of DNA interaction and Topo inhibitory power
[37,38,66,671].

3. Topoisomerases as target for anticancer therapy

Topo inhibitors are widely used in anticancer chemotherapy [68].
The extended inhibition activity of these enzymes breaks DNA strands,
resulting in significant genotoxicity and cytotoxicity [69]. They are
classified in two different categories: Topo I inhibitors or interfacial
Topo I poison, which inhibit the rotation of the axis or the religation of
the enzymatic reaction and then stabilize the covalent complexes of
Topo-DNA [70]; Topo II inhibitors or catalytic Topo inhibitors act by
blocking two essential steps in the enzymatic catalytic cycle: ligation to
the substrate or cleavage complex during the formation of the covalent
bond. They might be DNA intercalators or smaller groove ligands or
both [71].

There are six topoisomerases in human [72] classified as IA, IB and
ITA and they perform their respective functions by transesterification
process, which is highly reversible and minimizes risks for genome
stability [73]. Type IA topoisomerases are TOP3a and TOP3[3 which
cleave a DNA strand when supercoiled [74]. Type IIA topoisomerases
(TOP2a and TOP2f) break both strands of a DNA molecule to make
passage for other chains of these biomolecules [75], and control the
DNA structure, catalysing its cleavage, and religating the phosphodie-
ster bonds [76]. Type IB topoisomerases include TOP1 nuclear and
TOP1mt mitochondrial. TOP1 initiates DNA relaxation by breaking one
of its strands. Then, a cleavage complex TOP1-DNA (TOP1cc) is formed
by covalent bond to the extremity 3'-phosphate through tyrosine re-
sidue Y723 (3'-P-Y) [77,78].

Topo I inhibitors prevent the catalytic action of the enzyme, that is,
they prevent the relaxation of DNA supercoiling [79]. However, in-
hibitors considered Topo I poison stabilize an intermediary covalent
complex, named cleavable complex, maintaining the breaks of DNA
strands [80], promoting stagnation in cell cycle and, finally, triggering
the apoptosis [81]. Examples of the main drugs already in use clinically
as Topo I inhibitors are camptothecin [82] and their derivatives ir-
inotecan [83] and topotecan [84] as well as indenoisoquinoline [85].

Topo II is more important for cell proliferation than Topo I [86].
Therefore, it has been considered a better target than Topo I regarding
the conception of anticancer agents. Nonetheless, this enzyme is cap-
able of cleaving both strands in a DNA duplex (G segment) to make the
other duplex (T segment) pass through the transient break in G seg-
ment, solving topological problems for these biomolecules [3]. Irre-
versible inhibition caused by Topo Ila poison (TOP2A) makes the break
in the double strands of DNA shift from transient to permanent, an
essential factor for the consequent apoptosis in tumor cells [87], that is,
this type of inhibitor transforms the enzyme into a form of cell poison
[74]. Catalytic inhibitors act to prevent the bond between DNA and
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TOP2A [88], to stabilize DNA with TOP2A non-covalent complexes
[89] or even to block the site of enzyme bonding ATPase [90]. Ex-
amples of the main drugs already in use clinically as Topo II inhibitors
are doxorubicin [91] and daunorubicin [92] of the anthracyclines class,
etoposide [93] and teniposide [94] of the epipodophyllotoxins class,
mitoxantrone [95] of the anthraquinone class, m-AMSA [96], a type of
acridine [97], and amonafide [98].

Because both Topo I and Topo II are excellent targets, their si-
multaneous inhibition has become desirable [25]. Hence, countless
attempts have focused on the identification of anti-cancer drugs and
Topo I and II inhibitors are the most investigated. The synthesis of
compounds capable of inhibiting both types is desirable to minimize the
occurrence of secondary toxic effects and eventual drug resistance [99].
Various unique agents with double inhibitory activity of both types
Topo I and II display antitumor activity that is more promising than
solo action mechanisms [100]. Although most of the Topo inhibitors are
selective for one Topo type, a small number of compounds can act
against both [32].

The effectiveness of Topo inhibitors in cancer therapy promotes the
development of new chemical compounds that are more potent due to
greater enzymatic selectivity. Considering the proposed chemical
modifications, the most promising derivatives are elected for inhibiting
Topo I, II or both. Examples of rings that have been modified as com-
pounds to discover new Topo I inhibitors are: isoquinoline ring with
two promising compounds [101]; derivatives of platinum (II) cyclo-
metallized (1R-6R and 1S-2S) containing a chiral primary amine ligand
[(R or S)-1-(1-naphthyl)ehtylamine] and coordination compound 7R,
containing non-cyclometallized chiral amine [102]; acridone deriva-
tives by combining the pyridyl group and the acridone-4-carboxamide
scaffold [103]; a series of anthrac[2,3-b][1,4]oxazine-3,6,11-trione and
anthra[2,3-d]oxazole-2-thione-5,10-dione  heterocyclic = compounds
whose objective was to infuse the oxazole fraction in the tricyclic planar
ring system [104]; and 3-heteroarylisoquinolinamines under the as-
sumption that heteroaromatic rings retained the necessary structure to
express Topo inhibitory activity [105]; derivatives 2-ar-
ylquinazolinones [24]. In order to find Topo Ila inhibitors, structural
modifications were made to produce derivatives of podophyllotoxin,
CIP-36 [106,107]; of hydroxylated 4-phenyl-2-aryl-chromenopyridines
molecules [108]; and derivatives of spiro-acridines [37].

A synergistic combination of Topo I inhibitor, camptothecin (CPT),
and Topo II inhibitor, doxorubicin (DOX) was identified and a way of
administering the combination in vivo by conjugation with a natural
biopolymer soluble in water, hyaluronic acid (HA) [109] was reported.
In specific molar proportions, it was observed that DOX and CPT are
among the most synergistic combinations with indexes of 0.01 and 0.1.
This experiment caused significant reduction in mouse 4T1 breast
cancer cells when administered intravenously. BT-474 human breast
cancer cells were treated with CPT and DOX at a molar ratio of R = 4.5;
both were able to inhibit 95% of cell growth. In addition, this combi-
nation induced more than 20% increase in pre-apoptotic cells compared
to any single drug treatment, thus significantly improving the effec-
tiveness of low concentrations of said drugs.

Also, regarding molecules with dual Topo inhibition factor, a series
of different enantiomers of chiral Ru (II) complexes with thiophene li-
gands was synthesized and characterized: Ru II complexes [Ru
(bpy)a(pscDI>*  and  [Ru(bpy)a(psbr)]**  (Bpy = 2,2-bipyridine,
pscl = 2-(5-chlorothiophen-2-yl)imidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline,
psr 2-(5-bromothiophen-2-yl)imidazo[4,5-f][1,10]phenanthroline)
[110]. Only four of them displayed dual inhibitory activity against
Topo I and II at different concentrations ranging from 8 to 14 pM, thus
acting as poison inhibitor for both enzymes.

Many natural compounds or related to the them are effectively used
in anticancer therapy and have presented great Topo inhibitory action.
For instance, triterpenoids collected from the species Abies faxoniana
[111], an alkaloid of phenanthroquinolizidine (Boehmeriasin A) iso-
lated from aqueous ethanol extract of the plant belonging to the species
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Boehmeria siamensis Craib [112]; the synthesis of four series of deriva-
tives of Cassiarine A (compounds extracted from the plant belonging to
Cassia siamea) whose Topo II inhibitory capacity was over 95% at
50 uM [113]; the synthesis of twenty five fatty acids conjugated from a
series of five 3,5-bisarylidene-4-piperidones conceived as analogous to
curcumin, an isolated dietary phytochemical of long curcumin known
as saffron [114]; as well as the isolation and elucidation of three new
compounds and five others already known isolated from the roots of
Stellera chamaejasme L., of which four have shown Topo II inhibitory
activity at concentration of 100 uM [115].

Synthesis of new Topo inhibitors is also rationalized by the junction
with portions that have DNA affinity by intercalation or groove inter-
actions. These properties can influence both Topo inhibition and an-
ticancer activity. Various investigations propose chemical changes in
already established nuclei such as acridine and indole rings and assess
whether such modifications increase or not the biological activity. This
assessment is based on an interfacial inhibition mechanism which is
confirmed by means of structural techniques such as crystallography
[35]. However, analysis of DNA interaction and assessment of Topo
inhibition might provide information on the extent of the influence of
the former on the latter. The next section exposes analyses of chemical
modifications to produce new promising agents for cancer therapy that
are Topo inhibitors and interact with DNA.

4. Topo inhibition and interaction with DNA - double mechanism
for anticancer activity

The pursuit of chemical modifications to improve biological activity
in molecules with antitumor properties has been widely explored once
tumor cells are constantly finding cell mechanisms to resist the existent
drugs [116]. As exposed, Topo enzymes are rather promising targets in
the discovery of anticancer drugs from remodelling of the above-men-
tioned molecules. Therefore, Topo inhibition tests, in vitro tests of an-
tiproliferative activity in transformed cell lines as well as physical-
chemical analyses for elucidating the interaction of such compounds
with DNA are commonly conducted to find likely candidates for new
anticancer drugs. Results for new compounds produced in the search for
new antitumor agents, DNA ligands and Topo inhibitors are found in
Table 1.

Confirmation of interfacial inhibitory activity is achieved by means
of structural techniques such as X-ray crystallography [117]. However,
assessment of DNA-compound interactions and in vitro Topo inhibition
tests can inform the extent of the influence of the former on the latter.
To better explain the results, this session is divided accordingly to the
chemical classes of the new derivatives: metallic compounds, ni-
trogenous heterocyclic and acridine derivatives.

4.1. Metal complexes

Metal complexes are widely investigated in anticancer therapy as
they are considered very important for medicinal chemistry. The in-
vestigations on this class of compounds started after the discovery of
cisplatin (cis-Pt(NH3),Cl,), one of the most used medication in cancer
treatment. However, tumor cells usually develop resistance and side
effects such as diarrhoea, fatigue, anaemia and neurotoxicity are rather
common [11,118,119]. DNA is the cell target of platinum derivatives by
the formation of adducts mostly with atom N7 of guanine or adenine
bases. These interactions preferably occur in the groove of the larger
double helix of DNA, where bases are more accessible. The adducts
formed lead to uncoiling of DNA and induce the swivelling of its
structure, which interferes with normal processes of transcription and
replication. Eventually, these perturbations in DNA processing will
cause cytotoxicity and lead the cancer cell to death [120]. Side effects
and low specificity of platinum derivatives are due to the covalent
binding to DNA and the absence of specific targets, respectively. These
features stimulate the search for new organometallic derivatives with
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different transition metals that present antitumor activity, capacity for
non-covalent binding to DNA and enzyme inhibition such as topoi-
somerase [102,118,119,121-126].

New organometallic cobalt complexes were effective in inhibiting
Topo I and hinting at interaction with DNA by intercalation in rich
sequences of GC. DNA-complexes binding constant for the best cobalt
(ID) derivative 5 (9-methyl-[1,10]phenanthroline-2-carboxylic acid),
was 2.86 X 10°M ™! (Table 1) (Fig. 3). Intercalation probably prevents
binding to Topo as these organometallic complexes by interfacial in-
hibition at concentration of 25 uM. This interaction was noted from the
alterations in DNA viscosity, hypochromism of 57% by UV-vis ab-
sorption, increase in fluorescence after interaction to ctDNA and in-
crease in denaturation temperature of 7.5°C [11].

Inhibition of Topo II by new cobalt organometallic complexes which
interact non-covalently to DNA, has also been explored. Analyses of
compound 6, [Co(L),].2NO3 (L = 4’-phenyl-2,2":6’,2”terpyridine)
(Fig. 4), showed Topo II inhibition at concentration < 30 uM. In addi-
tion, biological assays were conducted to verify antiproliferative ac-
tivity against HeLa cells (cervix cancer), with ICso of 10 uM. UV-vis,
fluorescence spectroscopy and viscosity tests revealed hypochromism,
fluorescent suppression and increase in viscosity after contact with
DNA, respectively. Molecular docking studies indicated binding
through DNA grooving in rich sequences in GC, with binding constant
0f 1.04 x 10°M ™! [127]. New iron organometallic complexes that bind
non-covalently to DNA and inhibit Topo II activity have also been ex-
plored.

The new derivative, compound 7, (6-(4-(ferrocenylmethylamino)
butyl)-5H-indeno[1,2-c]-isoquinoline-5,11(6H)-dione) (Fig. 5) in-
hibited Topo II at concentrations of 25 and 50 uM and showed anti-
proliferative potential against metastatic breast cancer cell line MDA-
MB-231, with ICso of 0.95uM. Fluorescence and denaturation tests
identified the type of DNA binding with binding constant of 0.45 x 107
M (Table 1). It is noted a constant of superior binding for this deri-
vative with lower values of ICsq for the tested tumor cells. However,
concentration values for Topo II inhibition suggested that interfacial
inhibition is the main mechanism of action [21]. Also on the new
propositions of complexes for Topo II inhibition, derivatives of copper
complex 1,2-diaminocyclohexane (DACH) were synthesized [128].
Biological assays revealed that compounds 8 (nalidixic acid-DACH
conjugate Cu(II)) (Fig. 5) display antiproliferative activity against os-
teoblastoma (U20S) cells at a concentration of 30 uM. Topo II inhibi-
tion was achieved at a concentration of 25uM and followed with evi-
dences from DNA interaction tests of groove interaction generating
binding constant of 5.12 x 10* M. This type of binding is confirmed
mostly by DNA viscosity tests in the presence of the compound in which
no alterations were detected after interaction with Topo II inhibitor and
DNA.

New organometallic complexes with Topo I and II inhibitory prop-
erties in addition to DNA interaction are also objects of research in
experimental cancerology. Several chemically modified polypyridyl-
ruthenium derivatives were assessed for their anticancer activity [129].
Two molecules achieved satisfactory results as Topo inhibitors and
anticancer agents: compounds 9 and 10, ([Ru(bpy).(bfipH)]1(ClO4)>
and [Ru(phen),(bfipH)](ClO4)),, respectively (Fig. 6). Topo inhibition
test for both molecules showed inhibitory power for Topo I and II at
concentrations of 17 and 8 uM for derivative 9; and 18 and 13 uM for
derivative 10. In addition, antiproliferative assays with HeLa (cervix
cells), BEL-7402 (liver) and MCF7 (non-metastatic breast cells) showed
that compounds 9 and 10 were active against all cells lines. In DNA
interaction evaluation, UV-vis and fluorescence spectroscopies, visc-
osity and denaturation tests were conducted to determine DNA binding
type. Hypochromism in UV-vis spectroscopy, increase in viscosity after
interaction with DNA for both compounds, and increase in denaturation
temperature (18.4 °C for 9 and 19.1 °C for 10) indicated that both are
DNA intercalating with constants at 10° M (Table 1).

Studies show that two polypyridyl ruthenium (II) metallic
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Fig. 3. Organometallic complex containing cobalt (II) and its mode of interaction with
DNA by intercalation.

Co(NO;),.6H,0 [Co(L),].2NO

(6)

Fig. 4. Organometallic complex phenyl-terpyridine-cobalt(II) with properties Topo II
inhibitor and binding to the DNA grooves.

complexes (compounds 11 and 12) (Fig. 6) interact with DNA in the
magnitude of 10° M [Ky(11) > K,(12)]. Viscosity studies assessed the
type of DNA binding by comparison to ethidium bromide (EB) (already
known to be a classic DNA intercalator). Increase in DNA viscosity
produced by both complexes was inferior to ethidium bromide (EB >
11 > 12). Authors suggested two possibilities for DNA binding, in-
tercalation or electrostatic interaction, the latter more predominantly
for compound 12. Both complexes inhibited Topo I activity by means of
stabilization of the cleavage complex DNA-Topo I. Results then make
evident that both compounds are Topo I poison when tested at con-
centrations of 3-20 uM. Regarding Topo II inhibition, both complexes
also present inhibition in a concentration-dependent manner with me-
chanisms of action of Topo II human poison [130].

In a subsequent work, the potential of two new ruthenium com-
plexes obtained (compounds 13 and 14) by replacing polypyridyl
groups with dipyrido-phenazine (Fig. 6) [131] was discussed. In DNA
binding assay, it was noted that both complexes presented hypochromic
effect with red shift indicating intercalation. DNA binding constants for
compounds 13 and 14 presented values of 6.49 + 0.21 x 10°M ! and
20.7 + 0.71 x 10°M™?, respectively. Fluorescence assay with EB as
probe demonstrated that complexes induce fluorescent suppression.
These results indicated intercalation as the type of DNA binding cor-
roborated by the increase in DNA viscosity for both complexes in the
following order: EB > 14 > 13. Contrary to complexes 11 and 12,
Topo I inhibition occurred through catalytic inhibition which reveals
the importance of groups (dipyrido-phenazine) for Topo inhibitor
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activity. Topo II assay showed that both complexes inhibited DNA re-
laxation with ICsq values of 25 and 4 UM respectively, thus highlighting
that compound 14 inhibits DNA relaxation mediated by Topo II more
effectively than compound 13. Furthermore, results suggested that
compound 13 is Topo II suppressor while compound 14 is a Topo II
poison. Additional results showed reduced cytotoxicity in comparison
to cisplatin when tested for HeLa cell line, which signals its potential
through the of Topo inhibition action mechanism.

Results indicate the potentiality of organometallic complexes for
cancer therapy with greater specificity compared to platinum deriva-
tives. Inhibition of Topo I, Topo II or both related to non-covalent bond
to DNA allows for more effective antiproliferative action. The lower
values for Topo inhibition were attributed to compounds 7 and 14,
which inhibited Topo I and complex 14, aside from inhibiting subtype I,
inhibited Topo II with interfacial and catalytic inhibition mechanisms,
respectively. Furthermore, they showed capacity of interacting with
DNA as both intercalated in the double helix. The type of interaction
was not related to concentrations of Topo I and II inhibition or anti-
proliferative activity. Compound 14, containing Ruthenium presented
lower values of ICso for Topo I inhibition (1.9 uM) as well as con-
siderable inhibitory activity as poison, presenting ICso value of 4 pM. It
is likely that compound 14 best DNA binding activity and Topo in-
hibition are due to the presence of aromatic rings in their structure
increasing lipophilia. Also, not replacing the aromatic portion of the
ruthenium complex, compared to its analogous replacement with group
CO,Me, is a key factor for improving biological activity.

4.2. Heterocyclic derivatives and thiosemicarbazones

A notorious class of Topo inhibitors and DNA ligands are hetero-
cyclic derivatives due to their structural properties that facilitate in-
teraction with DNA consequently improving antiproliferative activity.
Examples are derivatives anthraquinones-thiosemicarbazones whose
anticancer activity is attributed to DNA intercalation [132] and deri-
vatives anthra[2,1-c][1,]2,5]thiadiazole-6,11-dione (15) which are
DNA intercalator as well as Topo [ inhibitor [133] (Fig. 7). Seemingly,
both activities (interaction with DNA and Topo inhibition) are po-
tentialized when derivatives present heterocyclic containing nitrogen
or portions of lateral chains with these atoms, such as thiosemicarba-
zone [132]. Thiosemicarbazone derivatives (Fig. 7) were synthesized
and anticancer potential and DNA interaction were assessed [134].
DNA binding is due to coupling of orbitals = for compounds with or-
bitals 5t of the base pairs, thus reducing transition energy. The highest
value for the binding constant for compound 16 (33 x 10° M™D,
probably is due to the presence of phenyl aromatic ring and the Fluor
atom, that favours intercalation. The best interaction with DNA was
followed by the highest cytotoxicity against HCT-116 cells, with values
of ICsg = 31.4uM [134] (Table 1).

Studies investigated anticancer activity of various benzimidazole
derivatives [135]. Two molecules displayed satisfactory performance as

line (7) and nalidixic acid-DACH conjugate Cu (II)
(8) derivatives, promising in anticancer activity due
to interaction with DNA and inhibition of topoi-
somerase.

> Fig. 5. Chemical structures of ferrocenyl-isoquino-
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_I o Fig. 6. Polypyridyl-ruthenium derivatives, dual
Topo I and II inhibitors and DNA binders.

CHO

cell types, respectively; whereas compound 18 presented anticancer
activity in the respective concentrations, 0.6 uM, 1.5uM and 1.3 uM.
Regarding DNA binding, it is known that these molecules act through
DNA cleavage. Therefore, UV-vis spectroscopy experiments were con-
o) K/ N _O ducted to confirm the absence of intercalating action, in which the
\f former showed hyperchromism of 20% and the latter showed hypo-
(15) (16) chromism of 28% after DNA interaction. Fluorescence emission, on its
turn, demonstrated an increase for both molecules. These results cor-
roborate the initial hypothesis and do not suggest an intercalating bond.
Therefore, DNA binding constant was not calculated.
Specificity of anticancer activity for heterocyclic nitrogenous com-

Fig. 7. Thiadiazole-antraquinone and isatin-thiosemicarbazone derivatives that inter-
acted with DNA and presented Topo inhibition.

Topo inhibitor and anticancer agents, compounds 17 and 18 (2-(2,4- pounds have been correlated to specific region binding in DNA and
difluorophenyl)-5-[5-(4-methylpiperazin-1-yl)-1H-benzimidazol-2-yl]- Topo 1I inhibition as evidenced for derivatives indeno[1,2-c]cinnoline
1H benzimidazole and 2-(2,4-dichlorophenyl)-5-[5-(4-methylpiperazin- [136]. DNA interaction studies were conducted with sequences of oli-
1-y1)-1H-benzimidazol-2-yl]-1H-benzimidazole) (Fig. 8). Both mole- gonucleotides duplex and quadruplex (G4) which are intermediaries
cules showed potential to inhibit Topo enzyme at a concentration of rich in guanine, important in the replication of genome and their break
~25uM. In antiproliferative assays with Hela (cervix cells), by means of intercalator agents is a therapeutic option used against

U87(glioblastoma) and MCF7 (non-metastatic breast), compound 17 tumor progression. Compound 19 (5-(2-(dimethylamino)ethoxy)-13H-
was active at concentrations of 1.5 pM, 5.5 uM and 5.5 pM for all three benzo[h]indeno[1,2-c]cinnoline-13-one) (Fig. 8) inhibited Topo Ila at a

Fig. 8. Benzimidazole (17 and 18) and indeno-cinnoline (19)
derivatives, promising for cancer chemotherapeutical.

(19)

17 (R=F; Ry=H; Ry=F; R,=H)
18 (Ry=Cl; Ry=H; Ry=Cl; R,=H)
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Fig. 9. Thiazolidines and imidazolidines indole-based derivatives which exhibited inter-
action with DNA via grooves.

concentration of 5.44 uM. However, it did not show satisfying anti-
proliferative potential against HeLa and MCF7 cell lines. Data from
fluorescence and denaturation tests for duplex and G4 sequences sug-
gest that the Topo Ila inhibitor under analysis is an intercalator with
greater affinity to quadruplex sequences whose binding constant was in
the order of 10® M'! (Table 1).

Great attention has been paid to new indole derivatives for their
anticancer properties [100], Topo inhibition [92,137] and DNA inter-
action [138]. Recent studies have shown Topo I inhibitory activity and
antiproliferative activity for new indole derivatives in some cell lines
[38]. Although compounds 20, 21, 22 e 23 (Fig. 9) 5-(1H-indol-3-yl-
methylene)-3-amino-2-thioxothiazolidin-4-one, 5-(1H-indol-3-yl-methy-
lene)-2-thioxo-thiazolidin-4-one, 5-(1 H-indol-3-yl-methylene)-thiazolidin
-2,4-dione and 5-(1H-indol-3-yl-methylene)-2-thioxoimidazolidin-4-one
have not displayed Topo inhibitory activity, they acted as anti-
proliferative agents when tested for leukaemia (HL60, K562), and breast
cancer (T47D and MCF7) cell lines. UV-Vis and fluorescence spectro-
scopies were conducted to verify the DNA binding type. The interaction
with DNA was confirmed by hyperchromic and hypochromic effects.
Fluorescence results from BE displacement test showed decrease in light
emission after compounds interaction with DNA. Binding constants
ranged from 4.51-7.26 x 10* M, suggesting groove binding.

Recently, a series of 18 new dihydroxylated 2,6-diphenyl-4-chlor-
ophenylpyridines were synthesized and assessed through Topo inhibi-
tion screening test [139]. Camptothecin and etoposide were used as
positive control as Topo I and II selective inhibitors, respectively.
Compounds (Fig. 10) were tested at concentrations of 20 and 100 uM.
Derivatives 24 and 25 were the most potent for Topo I inhibition for
both concentrations, to which compound 24 showed inhibition of

24: Ry= 3-OH; Ry= 4-OH; Ry= 4-Cl |

25: Ry= 4-OH; Ry= 4-OH; Ry= 4-Cl |

Fig. 10. Dihydroxylated 2,6-diphenyl-4-chlorophenylpyridine derivatives with anti-
proliferative, DNA binding and Topo inhibition properties.
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28.2% and 70.6% (20 and 100 uM) and compound 25 showed inhibi-
tion of 23.7% and 82.7% (20 and 100 uM), compared to camptothecin
which showed inhibition of 21.6% and 63.0%. Regarding Topo II in-
hibition, compound 25 was the most potent of the series showing en-
zymatic inhibition of 57% and 100% when compared to etoposide
which presented inhibition of 23.5% and 69.7% at the same con-
centrations (20 and 100 pM). All compounds in the series were assessed
for three cell lines: breast (T47D), colorectal (HCT15) and cervix (HeLa)
showing significant antiproliferative activity. Compound 24 presented
values of ICso = 5.35, 0.84 and 0.58 uM for lines T47D, HCT15 and
HeLa respectively, whereas compound 25 presented values of
ICs0 = 4.89, 0.93 and 5.06 uM for lines T47D, HCT15 and Hela re-
spectively. Due to these results, compound 25 was selected for further
investigations. Regarding the type of interaction of the compound,
stabilization assay for the cleavage complex pointed that the compound
did not induce the formation of linear DNA at concentrations superior
to 500 pM, indicating it does not act as Topo II poison. Similarly, in the
assay of band depletion, etoposide depleted free Topo II due to its
stabilizing action in the covalent complex Topo Ila-DNA while treat-
ment with compound 25 showed intense band of free Topo Ila. These
data suggest that compound 25 acts as Topo Ila catalytic inhibitor. EB
assay showed that the compound is not a DNA intercalator.

Finally, Topo inhibition and their respective antiproliferative ac-
tions were analysed in derivatives of thiosemicarbazones indole-based
(compound 26) (Fig. 11) [39]. Antiproliferative activity was tested on
glioma (U251), leukaemia (K-562), breast (MCF7) and (NCI-ADR),
kidney (786-0), lung (NCI-460), ovary (OVCAR), prostate (PC-3), colon
and normal keratinocyte (HaCat) cell lines. Biological assays for these
cell lines obtained GIs, (concentration that inhibit 50% of cell growth)
of 0.92uM, 0.01uM, 0.25uM, 6.48 uM, 0.25uM, 0.38 uM, 0.21 uM,
0.01 uM and 0.59 uM, respectively. Regarding DNA binding evaluation,
UV-vis spectroscopy and fluorescence tests indicate activity with
binding constant of 4.3 x 10*M ™",

Results indicate the potentiality of nitrogenous heterocyclic for
cancer therapy, on account of its interaction to DNA, Topo I and Topo II
inhibition or even both. Several chemical modifications were noted in
the structure of future candidates to antitumor drugs resulting in sa-
tisfactory biological activities. Benzimidazoles derivatives (compounds
17 and 18) presented Topo inhibition at concentration of 25 uM, sug-
gesting their chemical structures, containing various conjugated aro-
matic rings and atoms that benefit interactions through their electron
pairs, are fundamental for the desired biological activities. It is noted
that compound 18 is the most promising derivative as it presents the
best ICso values in antiproliferative studies and DNA interaction with
double helix cleavage.

4.3. Acridine derivatives

Acridine derivatives are promising compounds for cancer therapy
with biological activity based on DNA binding and Topo inhibition. m-
AMSA is an anticancer agent that displays activity against refractory
acute leukaemia as well as Hodgkin and non-Hodgkin’s lymphomas due
its DNA-intercalation and inhibition of Topo II [36]. Previous work has
elucidated that m-AMSA is an interfacial inhibitor [117]. Analysis by
ray-X crystallography demonstrated that Top2 cleavage complex was

H

\N’N\[r

S

H
N
I

HN
(26)

Fig. 11. Indole-thiosemicarbazone derivative which presented antiproliferative activity
on HT-29 line, cell cycle arrest on G2/M phase, DNA interaction and Topo Ila inhibition.
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stabilized by m-AMSA through the formation of a pair of 5-phospho-
tyrosyl covalent linkages and the presence of a double-strand DNA
break was defined in the resulting electron density maps. Results also
highlighted that, in addition to DNA intercalation, there are other in-
teractions between the protein and the bound drug required to arrest
the drug in the Top2-mediated DNA cleavage site. These extensive
networks of protein—drug interactions stabilize the cleavage site-spe-
cific binding by hydrogen bond and van der Waals interactions of m-
AMSA methanesulfonamide moiety (Fig. 2). According the results, the
authors formulated three general guidelines for developing isoform-
specific targeting agents as follows: (i) A polycyclic aromatic core is
required to facilitate drug intercalation into the DNA cleavage site; (ii)
Attaching a branching moiety (or moieties) that fits between the pro-
tein and DNA minor groove to the aromatic core enhances the affinity
of the drug and specificity toward the cleavage site; and (iii) Introdu-
cing a branching moiety to the aromatic core that extends toward the
DNA major groove aids in mediating isoform-specific interactions. Di-
verse chemical modifications have been made using acridine ring as
main compound for producing new anticancer agents. Generally, these
new derivatives are evaluated for their DNA-binding and anti-
proliferative  properties and their correlation is analysed
[2,60,61,64,69,140-142].

The versatility of acridine ring is due to the possibilities of replace-
ment with the synthesis of new derivatives by means of binding of lateral
groups that increase their anticancer effects, DNA binding and Topo in-
hibition. Generally, the power of DNA binding inherent to the planar
aromatic structure of the acridine ring is kept. Examples are given by the
new derivatives of the series acridine-thiosemicarbazone which were
synthesized by our group and had their antiproliferative activities and
type of DNA binding assessed [67]. Results show that compound 27 ((2)-
2-(acridin-9-ylmethylene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide) (Fig. 12)
was active against glioma (U251), leukaemia (K-562), breast (MCF7) and
(NCI-ADR), kidney (786-0), lung (NCI-460), ovary (OVCAR), prostate
(PC-3), colon and normal keratinocyte (HaCat) cell lines with total
growth inhibition (TGI) in the respective concentrations of 8.74puM,
9.26 uM, 6.85uM, 6.35uM, 7.99uM, 6.97 uM, 4.41uM, 6.30 M,
7.54uM and 4.17 pM. Interaction with DNA was confirmed by hyper-
chromism (92.58%) in UV-vis absorption and fluorescent suppression
with indication of DNA intercalation and binding constant of 3.77 x 10°
M™L. This derivative presents Topo inhibitory property (results to be
published).

Acridine derivatives also demonstrate Topo I and II dual inhibitory
activity [143]. From the produced series, compound 28 (6-chloro-2-
methoxy-N-(4-methoxybenzyl)acridin-9-amine) (Fig. 12) presented ac-
tivity against lung (A549) tumor cells in which the concentration of
0.61 uM reduced their viability. The derivative intercalated to DNA
with binding constant of 1.68 x 10° M1,

Our research group has been using the strategy of covalently
binding the acridine ring to other heterocyclic nuclei such as

1
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HN;
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cl N7

(27) (28)

Fig. 12. Acridin-9-thiosemicarbazone (27) and acridin-9-benzilamine (28) derivatives
with lateral groups that increased their anticancer effects.
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Fig. 13. Thiazacridine and imidazacridine derivatives that presented Topo I inhibition
and DNA binding by intercalation or distortion in the double helix.

thiazolidine and imidazolidine generating thiazacridine and imidaza-
cridine derivatives, respectively [63,140,144]. These derivatives keep
their DNA interaction properties and have shown to be Topo I in-
hibitors. Two acridine derivatives 29 and 30 (5-acridin-9-ylmethyli-
dene-2-thioxoimidazolidin-4-one and 3-acridin-9-ylmethylthiazolidine-
2,4-dione) (Fig. 13), displayed satisfactory inhibition activity for Topo I
with DNA binding constants of 3.25 x 10* M~! and 6.01 x 10* M~ *,
respectively and DNA binding through intercalation [63]. New acri-
dine-thiazolidine derivatives were synthesized by coupling of the acri-
dine ring to the thiazolidine nuclei (compounds 31, 32, 33 e 34)
(Fig. 13) [140]. Double stranded DNA interaction (dsDNA) was assessed
with biosensors, all derivatives caused distortion in the double helix,
consequently exposing DNA bases to oxidation. Cytotoxicity of deri-
vatives was assessed against several tumor cell lines with m-AMSA as
positive control. Thiazacridine displayed good activity against colon
carcinoma and glioblastoma cells, but were not active against leu-
kaemia, breast carcinoma and normal lymphoblastic cells. In spite of
less active than m-AMSA, the selectivity for solid tumor cells is inter-
esting once m-AMSA is not effective in the treatment of these tumors.
Subsequent investigations revealed that the same thiazacridine deri-
vatives induced adenocarcinoma colorectal cell (HCT-8) death by
apoptosis of keeping DNA binding and Topo I inhibitory activity.
Proflavine derivatives replaced at positions 3 and 6 with imidazo-
lidinone were obtained by functionalization with groups iso-
thiocyanates [61]. New derivatives presented two symmetrical imida-
zolidinone rings 3,6-bis((1-alkyl-5-oxo-imidazolidin-2-ylideno)imino)
acridine hydrochlorides. Results for ctDNA interaction revealed binding
constants for the new derivatives in the range of intercalator agents
(10"-10°M ™). Data from the type of interaction indicate that acridine
skeleton inserts itself between the base pairs of DNA through weak
interactions. However, binding constants decreased as the substituent
alkyl chain increased in both imidazolidinone rings in the order
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ethyl > propyl > butyl > pentyl > hexyl. These compounds were
tested on HL-60 (human leukemia), L1210 (murine leukemia) and HeLa
(human uterus carcinoma) cells. Compound 35 (3,6-bis((1-n-hexyl-5-
oxo-imidazolidin-2-yliden)imino)- acridine hydrochloride) (Fig. 14)
was the most active with ICs, value of = 2.44 uM for HL-60 cells (seven
times the standard m-AMSA ICso = 0.34uM) and against L1210
cells = 4.31 uM, more active than 9-aminoacridine with value of
ICso = 45.0 uM, but less active than m-AMSA (ICso = 0.05 pM). Topo I
test showed inhibition at concentration of 40 uM even though only the
derivatives with greater alkyl chains are capable of penetrating cell
membrane and suppressing cell proliferation.

Similar results were obtained for derivatives of the series 3,6-bis(3-
alkylguanidino)acridine [64]. Results showed that compound 36 (ac-
ridine-3,6-diyldiimio)bis[(n-hexylamino)methaniminium]dichloride
tetrahydrate) (Fig. 14) was more effective in inhibiting Topo I. The
compound was active in antiproliferative test against HeLa cells with
70% inhibition of cell growth after 72 h of treatment. UV-vis spectro-
scopy, fluorescence and viscosity tests were conducted to verify the
type of DNA binding. Spectroscopy data revealed hypochromism at
371 nm and slight bathochromic shift. Denaturation temperature in-
creased 18.5 °C after DNA interaction. These data indicate DNA inter-
calation with binding constant of 1.25 x 10° M~ 1.

Studies have also investigated the capacity of acridine derivatives to
inhibit Topo I enzyme [145]. The compound that presented the best
performance in enzymatic inhibition assay was derivative 37 (N-((1H-
benzo[d]imidazol-2-yl)methyl)-2-butylacridin-9-amine)  (Fig.14) at
concentration of 50 pM. Antiproliferative tests with leukemia (K562)
hepatic cell (HepG-2) cell lines demonstrated ICsq values of 2.68 uM
and 8.11 pM, respectively. Chemical modifications did not change the
mode of DNA binding of acridine ring which is the intercalation with Kj,
de 1.49 x 10° M~ . Anti-Topo I mechanism of action and similar
profile of antiproliferative activity were found for compound 9-benzy-
loxyacridine [146]. DNA interaction studies indicated binding, however
the type and the constant were not determined.

The link of the pyridine ring to the lateral chain in the synthesis of
new acridine derivatives indicated to be a promising strategy to dis-
cover new anticancer compounds whose mechanisms of action are DNA
binding and Topo I inhibition. Derivative 38 (N-((pyridin-2-yl)methyl)
acridine-9-amine) (Fig. 15) presented antiproliferative action against
cells K562 and HepG-2 (see Table 1) and total inhibition of Topo I at
concentration of 1 pM, but the authors failed in determining the type of
DNA-derivative binding [2]. Reinforcing the significance of the pyr-
idine ring for the synthesis of new acridine derivatives a new series was
synthesized and assessed giving, N-(2-(dimethylamino)ethyl)-5-methyl-
9-o0x0-1-((pyridin-4-ylmethyl)amino)-9,10-dihydroacridine-4-carbox-
amide (compound 39) (Fig. 15) as the most active compound [81]. The
compound presented Topo I inhibitory activity and antiproliferative
activity against cell lines of NCI-H520, U251, A375, A172, HeLa, CNE-
2, U118-MG, HepG2 and MCF-7 with respective ICso values of 1.03 uM,
0.79uM, 0.16 uM, 2.20uM, 3.79uM, 0.98uM, 1.08uM, 0.32uM,
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Fig. 14. Acridine derivatives presenting lateral alkyl
chains with anticancer activity.
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Fig. 15. Acridine-9-pyridine-benzilamines which inhibited Topo I activity at low con-
centration (1 uM).

2.55 UM. Besides, the study determined intercalation as the type of DNA
binding with constant of 5.1 x 10* M™%,

New oxazoles spiroacridines were synthesized and assessed for their
DNA interaction and Topo I inhibitory abilities [147]. The combination
of hypochromicity and red shift in UV-vis light absorption, fluorescent
suppression in EB competitive test with Stern-Volmer constant (Ksy)
from 0.126 x 10-1.394 x 10* M~ ! and spectral analysis of Circular
Dichroism (CD) confirmed DNA intercalation for these compounds.
Higher constants of fluorescent suppression were attributed to the
presence of electron-withdrawing groups (—NO, e —Br), opposed to the
methoxy group (—OCH3) which presented lower constant. Compounds
40, 41, 42 and 43 (Fig. 16) inhibited Topo I at 30 uM as indicated by SC
shape (super helical) as the main band while NC shape (nicked open
circular) and R (relaxed) disappeared. However, other compounds
displayed partial Topo I inhibition at the same concentration.

Our group synthetized new spiro-acridine derivatives by introdu-
cing cyano-N-acylhydrazone group between the acridine and (non- and
methoxy-substituted) phenyl rings followed by spontaneous cyclization
[37]. These compounds were evaluated for their DNA binding proper-
ties as well as for both I and II human Topo inhibition activity, besides
the antiproliferative evaluation. Unlike oxazoles spiroacridines deriva-
tives, these derivatives presented Topo II inhibitory activity of the
poison type by stabilization of the cleavage complex. The methoxy-
substituted derivative (compound 44) (Fig. 16) was active for all cancer
cell lines with concentration of total growth inhibition (TGI) < 6 uM.
UV-vis and fluorescence spectroscopies were used to analyse the type of
binding to DNA. The former presented hypochromism of 89.36% and
fluorescent suppression indicated intercalation as DNA binding mode
and binding constant of 2.5 x 10* M~ 1.

On the other hand, new acridine derivatives with dual Topo in-
hibitory ability, intercalating properties and DNA groove binding, were
synthesized [148]. Compounds 45, 46 and 47 (Fig. 17) presented de-
crease in absorption (hypochromism of 34.3, 26.6 and 22.1%, respec-
tively) in the presence of DNA with binding constants in the magnitude
of 10* M™1. UV-vis and fluorescence spectroscopy, CD and viscosity
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40: R1=R2=R3=R4= H

41: R;=R,=R,= H, Ry= Br
42: Ry=R,=Ry= CHa, R,= H
43: R1=R2=R4= H, R3= N02
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were used to analyse DNA binding for all three compounds. CD studies
confirmed that these derivatives cause DNA uncoiling by intercalation
between the base pairs of DNA. However, viscosity studies showed that
derivatives 46 and 47 are intercalators while compound 46 interacted
with DNA by groove binding. Viscosity results can be correlated to
absorption data in which compounds with higher binding constants
were the ones with increased viscosity. Relaxation assay for Topo I
showed that all three compounds displayed significant DNA relaxation
at concentrations 60 and 80 uM. This might be related to the inter-
calation of the compounds to the Topo enzyme binding site. Therefore,
the ternary complex Topo-DNA-Ligand is strongly stabilized in these
conditions. Regarding Topo II inhibition, only compound 47 was cap-
able of inhibiting enzyme activity at concentration of 5uM, probably
due to the binding of diphenylamines linked to thiazolidinone ring.

Data presented so far indicate that structural modifications in the
acridine ring for the synthesis of new derivatives generate intercalating
compounds with binding constants within the expected range.
However, binding to some groups as lateral chains such as imidazoli-
dine [61], cause the concomitance of two DNA binding types: inter-
calation and groove binding. Similar result was achieved in the synth-
esis of a series of B-carboline-dithiocarbamates derivatives [76]. The
synthesized compounds were tested on 4 cancer cell lines: lung (A549),
breast (MCF-7), prostate (DU-145), cervix (HeLa). Among all the
compounds assessed that presented cytoxicity for all tested lines
(< 10 uM), compounds 48 and 49 (Fig. 18) were the most active for
prostate cell lines with ICso of 1.34 and 0.79 uM, respectively. Com-
pounds with Fluor or trifluoromethyl bonded to the phenyl ring in both
series, demonstrated higher cytotoxicity. The best compounds of the
series (48 and 49) were selected for DNA interaction and Topo II in-
hibitory tests. Results demonstrate that compound 49 probably is a
Topo II catalytic inhibitor given it did not induce formation of linear
DNA. On the other hand, Topo II interfacial inhibition was the me-
chanism attributed to compound 48. DNA interaction tests showed in-
tercalation and groove binding for both derivatives, however the
former was more pronounced for derivative 49 due to the planarity, as
corroborated in CD analysis.

The search for acridine derivatives to be more effective as antic-
ancer agents stimulates the proposition of chemical modifications to

(45) (46) (47)
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Fig. 16. New spiroacridine derivatives presenting important electron
withdrawing groups for their DNA interaction and Topo inhibition.

(48) (49)

Fig. 18. B-Carboline-dithiocarbamate derivatives (— NH and —NCH3) with fluoro or tri-
fluoromethyl linked to the phenyl ring which presented DNA interaction and Topo II
inhibition.

develop new compounds with Topo I and II inhibitory activities. New
monotacrine (50) and bistacrine (51-53) derivatives (Fig. 19) were
synthesized and evaluated for their ctDNA binding capacity and Topo I
and II inhibition [32]. The interaction with ctDNA for the derivatives
was monitored by UV-vis absorption between 250-400 nm which de-
tected hypochromism and slight bathochromism after compound-DNA
contact. The derivatives showed binding constant in the range of
1.6 x 10%-2.7 x 10° M~ . Derivative N-(piperazinoethyl)-N-(1,2,3,4-
tetrahydroacridine-9-yl)amine (50) showed higher binding constant
values probably due to the greater space between intercalating por-
tions. Fluorescence and viscosity results confirmed that the inter-
calating power of bistacrine derivatives was lower than those presented
by monotacrine derivative. Both inhibited in vitro Topo I and II

Like the acridine derivative molecules above mentioned, new
compounds were synthetized and tested for dual Topo inhibition po-
tential and DNA interaction [149]. Results show that compound 54 (6-
chloro-2-methoxy-N-[2-(piperazine-1-yl)ethyl]acridine-9-ylamine)
(Fig. 20) presented more effective Topo I and II inhibitory activity
compared to the remaining compounds at concentrations 5 and 10 puM,
respectively. Furthermore, this derivative presented antiproliferative
activity against leukemia (HL60) cell lines. UV-Vis and fluorescence
spectroscopies, and viscosity tests were conducted to confirm DNA
binding type. Intercalation of derivative 54 in the double helix was

Fig. 17. Acridine derivatives with diphenyl groups (especially, di-
phenylamine) with inhibitory properties for both Topo I and II, in-
tercalating properties and DNA groove binding.
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Fig. 19. Monotacrine e bis-tacrine derivatives, dual Topo I

N\)NH H H and II inhibitors and DNA binders.
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Fig. 20. Compound 6-chloro-2-methoxy-acridine linked to piperazinyl group presented
Topo I and II inhibition and DNA intercalation.

confirmed by hypochromism, fluorescent suppression, increase in
viscosity and denaturation temperature after interaction with DNA.
DNA binding constant was 3.1 x 10* M~! (Table 1).

Based on these results, it was noted the inexistence of a clear rela-
tion between the observed variables (binding constant, concentration
for Topo inhibition and antiproliferative activity as well as DNA
binding type). Differences in the activity profiles of these molecules are
due to chemical modifications which change physical-chemical prop-
erties, and interfere with their biological properties. The most common
modifications to chemical structures were linkage of aromatic and
heterocyclic to acridine ring for improving their pharmacological
properties. The most promising derivatives were spiroacridines (44)
and compound 49 as they presented antiproliferative activity at low
concentrations, DNA intercalation and Topo II inhibition. Compound
49 was more active as it also inhibits Topo I enzyme. Acridine deri-
vatives are rather promising for anticancer activity as their planar ring
structure provides their molecules with stability thus improving their
DNA interaction as well as allowing the more effective inhibition of
Topo activity. Structural studies with DNA-Topo-compound complexes
are still necessary to confirm if these new derivatives are interfacial
Topo inhibitors.

5. Conclusion

Discovery of new anticancer agents capable of interacting with DNA,
as well as inhibiting topoisomerase enzymes is in evidence in oncology.
Based on the present review, several chemical modifications were iden-
tified to the synthesis of new compounds from nuclei or metals with well-
established pharmacological value in medicinal chemistry. Results refer
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to the synthesis of new organometallic compounds, heterocyclic ni-
trogenous derivatives and acridine derivatives. Organometallic potential
for cancer therapy is due to greater specificity when compared to pla-
tinum derivatives. Topo I and II inhibition or both related to non-cova-
lent DNA binding allow a more effective antiproliferative action against
cancer cells. Compound 14 containing ruthenium stands out in the re-
sults due to its dual Topo inhibition, DNA interaction by intercalation
and antiproliferative activity. Heterocyclic nitrogenous derivatives are
also promising for cancer therapy due to DNA interaction, Topo I and II
inhibitions or even both. Several chemical modifications were observed
in the structure of future candidates to anticancer drugs, resulting in
satisfactory biological activity. Benzimidazole derivatives (compounds
17 and 18) presented Topo inhibition at concentrations of 25 uM, sug-
gesting their chemical structures containing several conjugated aromatic
rings and atoms, allow for interactions through their electron pairs which
are essential for biological activities. It is emphasized that compound 18
was the most promising as it presented antiproliferative activity at low
concentrations. Furthermore, it was verified the action of this derivative
concerning DNA interaction, which led to the cleavage of the double
helix. Acridine derivatives, on their turn, are the object of numerous
studies to propose new compounds with Topo inhibition properties and
DNA interaction through intercalation or groove binding, the latter
promoted by lateral groups covalently binding to the acridine ring. The
most common modifications of the acridine ring correspond to the
covalent binding of aromatic and heterocyclic to improve pharmacolo-
gical activity. Spiroacridines (44) and compound 49 were the most
promising, as they presented antiproliferative activities at low con-
centrations, DNA intercalating power and Topo II inhibition. Compound
49 was more effective as it also inhibited Topo I. In total, acridine de-
rivatives were significantly promising for anticancer activity as their
planar ring structure provide rigidity to their molecules, enabling better
interaction with DNA and allowing for more effective inhibition of Topo
enzymes. Data on DNA binding constant, binding type, Topo inhibition
concentration and antiproliferative activity for all compounds under
analysis did not reveal clear correlations, nor it was verified any sort of
pattern. However, results indicate that DNA binding and Topo inhibition
are widely explored mechanisms and most promising in the proposition
of new anticancer candidates.
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