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RESUMO

O DNA é um receptor chave na investigacdo de muitas terapias oncoldgicas tendo em
vista o0 seu desempenho nas funcdes vitais do ciclo celular. Pequenas moléculas que se ligam
ao DNA podem interromper processos de replicacdo e transcricdo, relacionadas a sua sintese,
através de modificagBes na sua estrutura helicoidal evitando a proliferacdo de células tumorais.
Desse modo, agentes que possam atuar no DNA s&o objeto de estudo no desenvolvimento de
quimioterapicos. Nesse contexto foram realizadas sintese, estudo in silico e experimentos
espectroscépicos para avaliar a interacgdo com o DNA de oito indol-tiaz6is, compostos
heterociclicos de grande interesse devido as suas diferentes propriedades farmacolégicas. Estes
compostos foram sintetizados a partir de trés etapas. A primeira etapa levou a formacdo da
tiossemicarbazida 1 em rendimento de 90%, a posterior reacdo com aldeidos inddlicos levou as
tiosemicarbazonas 2a e 2b, com rendimentos de 85% e 77%, respectivamente. Na etapa final,
as tiossemicarbazonas 2a-b foram submetidas a reagédo com acetofenonas comerciais, para levar
aos indol-tiazois 3a-h com rendimentos entre 41 a 77%. Todos 0s compostos obtidos foram
caracterizados por RMN de 1H e 13C. Os testes in silico ADME mostraram um bom perfil de
biodisponibilidade oral e o estudo de docking molecular com DNA, BSA e o0 complexo DNA-
Topoisomerase Ila apresentou baixas energias de ligagdo, indicando a interacao por ligagdo ao
sulco com o DNA e intercalagdo com o complexo DNA-topoisomerase Ila pelos dois nicleos,
indol e tiazol. O estudo de interacdo com a BSA, importante proteina transportadora de drogas
com propriedades similares a HBA, evidenciaram complexacdo dos tiazdis proximo ao
triptofano 213, um aminoacido responsavel pela origem da fluorescéncia desta biomolécula.
Os resultados experimentais corroboraram com o docking, uma vez que, no estudo de interagcéo
com DNA a partir de dados de espectroscopia de absor¢cdo no UV-vis, foram observadas
constantes de ligacdo (Kb) em sua grande maioria na ordem 10”75, que pode sugerir tanto
interacdo com o sulco, como também intercalacdo. Esses resultados estdo relacionados a
estrutura quimica dos compostos, que apresentam grupos aromaticos ndo fundidos, sugerindo
uma flexibilizagdo para ambos os processos. Para a BSA, a analise dos resultados de
espectroscopia de fluorescéncia indicou boa afinidade dos compostos sintetizados, sendo
observada supressdo de florescéncia com o aumento da concentragdo dos indol-tiazois. Desse
modo, esses compostos apresentam-se como agentes antitumorais promissores, tendo em vista

sua boa interagdo com as biomoléculas desse estudo.

Palavras-chave: indol-tiazol; DNA; BSA.



ABSTRACT

DNA is a key receptor in the investigation of cancer therapy in view of their importance
in vital functions of the cell cycle. Small molecules that bind to the DNA can interrupt processes
of replication and transcription, related to its synthesis, through modifications in its helical
structure avoiding the proliferation of tumor cells. In this way, agents that can act in the DNA
are object of study in the development of chemotherapeutics. In this context, synthesis, in silico
study and spectroscopic experiments were carried out to evaluate the interaction of eight indol-
thiazoles with DNA, these heterocyclic compounds are of the great interest due to their different
pharmacological properties. These compounds were synthesized in three steps. The first step
led to the formation of thiosemicarbazide 1 in 90% vyield, which in the subsequent step reacted
with different indolic aldehydes to provide the thiosemicarbazones 2a and 2b in 85% and 77%
yield, respectively. In the final step, thiosemicarbazones 2a-b reacted with commercial
acetophenones to yield the corresponding indol-thiazole 3a-h in 41 to 77% vyield. All
compounds were characterized by 1H and *C NMR. In silico ADME tests showed a good
oral bioavailability profile and the molecular docking study with DNA, BSA and DNA-
Topoisomerase llo. complex showed low binding energies, indicating a grove interaction to
DNA and intercalation with the complex DNA-topoisomerase lla by the two nuclei, indole and
thiazole. The interaction study with BSA, an important drug carrier protein with HBA-like
properties, evidenced the complexation of thiazoles near tryptophan 213, an amino acid
responsible for the origin of the fluorescence of this biomolecule. The experimental results
corroborated with the docking, since in the interaction study with DNA from absorption
spectroscopy in the UV-vis, binding constants (Kb) were mostly observed in the order of
1075, which may suggest both interaction with the groove, as well as intercalation. These
results are related to the chemical structure of the compounds, which have fused aromatic
groups, suggesting a flexibilization for both processes. For BSA, analysis of fluorescence
spectroscopyresults indicated good affinity of the synthesized compounds, with fluorescence
suppression being observed by increasing indole-thiazole concentration. Thus, these
compounds are promising antitumor agents, in view of their good interaction with the

biomolecules in this study.

Keywords: indol-thiazole; DNA; BSA.
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1 INTRODUCAO

O céncer é um dos problemas de saude a nivel mundial. Um dos principais tratamentos
é a quimioterapia, porém sua limitacdo consiste principalmente nos efeitos secundarios e no
desenvolvimento de resisténcia de células tumorais aos agentes antineoplasicos. Dessa forma,
a busca por novos agentes mais eficazes e menos toxicos tem despertado interesse de estudo ha
décadas (GOMHA et al., 2017).

O DNA é o alvo primério em terapias oncologicas (ALI et al., 2014). A ligagédo de
farmacos ao DNA pode afetar sua transcricdo, replicacdo e a expressao da informacao genética
nas células, ocasionado a inibi¢do do crescimento de células tumorais. Os principais modos de
ligacdo ao DNA sdo covalente e ndo covalente (LAFAYETTE etal., 2017).

No modo covalente, ocorre a ligagdo irreversivel com os pares de base nitrogenadas,
como € o caso dos complexos, como a cisplatina, que se caracteriza como um agente alquilante.
Ja os modos ndo-covalentes, apresentam menor toxicidade e envolvem processos de interacéo
como ligacao de hidrogénio, forca de van der Waals, interac6es hidrofébicas e empilhamento
n-1t que estabilizam o complexo formado. Neste modo de interacdo, pequenas moléculas podem
se ligar a regides distintas do DNA. Resumidamente, moléculas com sistemas arométicos
fundido apresentam a capacidade de se intercalar entre os pares de base; moléculas mais
flexiveis com anéis aromaticos ndo fundidos tendem a adotar conformacdes que se encaixam
ao sulco menor e, moléculas com um sistema catidnico interagem com os anions fosfatos,
através de interacdo eletrostatica (STREKOWSKI e WILSON, 2007; KURUVILLA et al.,
2005; IHMELS e OTTO, 2005).

Muitos agentes que interagem com o DNA, além de suprimir a proliferacdo celular
também inibem a enzima topoisomerase Ila. Esses inibidores atuam com a formagdo de um
complexo ternério droga-DNA-topolla, levando a clivagem do DNA e, consequentemente, as
células tumorais sdo induzidas a morte por apoptose (POMMIER, 2013; ALMEIDA et al.,
2015).

Geralmente, a investigacdo da interacdo de uma determinada molécula com o DNA pode
ser realizada com o auxilio de experimentos espectroscopicos, sendo a espectroscopia de
absorcédo de UV-Vis, uma das mais utilizadas, uma vez que correlaciona os dados experimentais
com a constante de ligacdo com DNA (Kb). Os valores dessa constante juntamente com 0s
efeitos na banda absor¢cdo maxima do composto livre ou complexado podem predizer o(s)
modo(s) de interacdo (PLSIKOVA et al., 2012).
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Em quimica medicinal a investigacdo inicial de candidatos a agentes antitumorais pode
ser realizada in silico. Os estudos in silico auxiliam na previsdo das propriedades
farmacocinéticas ADME (absor¢do, administracdo, metabolismo e excre¢do) e os indicadores
fisico-quimicos (como a regra "Lipinski de 5) podem ajudar na identificacdo de farmacos com
boa biodisponibilidade oral (RONCAGLIONI et al.,, 2013). O estudo ainda pode aplicar
ferramentas computacionais, como docking molecular, para estudar uma determinada
propriedade do complexo receptor-ligante em 3D, nesse ponto, alvo bioldgico e o design da
molécula deve favorecer a interagdo com sitio de ligacdo do receptor (KALIRAJAN et al.,
2017).

Visto 0 exposto, pretende-se investigar uma série de indol-tiazdis como possiveis
agentes antitumorais presumindo a acdo citotoxica através da interagdo com o DNA. E
conhecido que derivados tiazolicos apresentam uma variedade de atividades bioldgicas, entre
estas como anticancerigeno (GOMHA et al., 2015; XIE et al., 2017). Além disso, 0 nucleo
inddlico € um heterociclico com amplo espectro biologico e sua estrutura rica em elétrons n

favorecendo a interagdo com o DNA (LAL; SNAPE, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar uma série de compostos contendo o nucleo indol-tiazol e investigar suas
propriedades farmacoldgicas através de espectroscopia, combinada com docking molecular

para estudo do complexo ligante-receptor e avaliacéo in silico de suas propriedades ADME.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as estruturas dos compostos sintetizados através de RMN *H e °C;

e Determinar os valores de K, dos tiazois atraves dos experimentos de absor¢cdo UV-vis
com o DNA;

e Determinar os valores K, através dos experimentos espectroscépicos de emissdo de
fluorescéncia com o0 BSA;

e Realizar estudo in silico do perfil de biodisponibilidade oral dos compostos sintetizados
através das regras de Lipinski e Veber e das propriedades farmacocinéticas ADME;

o Ultilizar docking molecular para estimar os valores de energia de ligagdo dos complexos
formado com o DNA e e BSA.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS (P&D)

A industria farmacéutica tem como objetivo primordial a identificacdo e a otimizacdo
de compostos eficazes para representacdo de novas entidades quimicas (NCE, do inglés New
Chemical Entities) para alvos terapéuticos especificos (GUIDO et al., 2010). O inicio do
processo P&D consiste na identificacdo de moléculas bioativas que podem ser derivados de
produtos naturais, compostos sintéticos e/ou de cole¢Bes combinatérias oriundas do
planejamento a partir de procedimentos iniciais de triagem reais (in vitro) ou virtuais (in silico)
(GUIDO et al., 2012). Nesse momento, podem ocorrer otimizacdes das propriedades
farmacocinéticas visando uma melhor afinidade com o alvo terapéutico e a reducédo de possivel
toxicidade.

Na segunda etapa, a fase pré-clinica tem como objetivo avaliacdo farmacoldgica em
sistemas in vitro e bioensaios in vivo, usando animais para observagdo da seguranga e eficacia
do composto, bem como os efeitos adversos associados aos pardmetros de relagdo dose-
resposta. As espécies aprovadas nos ensaios pre-clinicos sdo submetidos aos 0Orgaos
reguladores. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é responsavel
por liberar a autorizacdo para iniciar os estudos em seres humanos (PIOVESAN; LABRA,
2007).

Na terceira etapa sdo finalmente realizados estudos clinicos em humanos, levando em
consideracdo a heterogeneidade em grupos de populacdo de pacientes, sendo administradas
doses para verificacdo da eficiéncia do farmaco e seguranca terapéutica. A fase clinica ainda se
divide em quatro etapas (Figura 1), o que torna esse processo extenso quando se considera a
concepcao do projeto até introducdo do novo farmaco no protocolo terapéutico. Geralmente, o
gasto nesse processo, que dura entre 12 a 15 anos, € em média um valor de US$ 1,2 bilhdo
(LOMBARDINO; LOWE, 2004; PAUL et al., 2010).
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Figura 1- Etapas do processo de planejamento e desenvolvimento de um novo farmaco.
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Fonte: Adaptado de (GUIDO et al., 2010; LOMBARDINO e LOWE, 2004).

3.1.1 Estudo insilico e integragdo de Ferramentas computacionais na descoberta de novos

protétipos

A descoberta de novas moléculas com potencial atividade farmacoldgica estd
intrinsecamente relacionada a incorporacdo de estratégias que visem a compreensdo de
mecanismos bioquimicos, com a finalidade de identificar, selecionar e otimizar compostos com
propriedades estruturais adequadas que favorecam o reconhecimento molecular, melhorando a
afinidade nos sitios de ligagdo do receptor (JORGENSEN, 2004). Recentemente, métodos
baseados em ferramentas computacionais como SAR (Structure Activity Relationships) e a
quantificacdo dessas relacdes Q-SAR (Quantitative Structure Activity Relationships) vem
ganhando destaque (GUIDO et al.; 2012).

Nesse contexto, a quimica computacional pode auxiliar com um conjunto de ferramentas
de edicdo e visualizacdo de sistemas moleculares complexos através de célculos quéanticos, nos
quais as propriedades fisico-quimicas unidas a interfaces graficas geram modelos
tridimensionais (3D) de complexos do tipo ligante-receptor. As estruturas 3D dos receptores
sdo disponibilizadas no banco de dados de proteinas PDB (Protein Data Bank) (JORGENSEN,
2004).

A escolha do recurso computacional depende primordialmente das informacdes
disponiveis sobre o alvo bioldgico. Quando a estrutura tridimensional do receptor é conhecida,
técnicas de modelagem molecular SBDD (Structure-Based Drug Design) sdo empregadas na

busca estrutural de ligantes que favorecam o reconhecimento molecular, entre essas técnicas
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destaca-se o docking molecular (ANDRICOPULO et al.; 2009). Essa abordagem se baseia na
capacidade da molécula ligante se acomodar no sitio de ligacdo do receptor, sendo considerados
os graus de liberdade rotacionais e translacionais da molécula. Esse processo envolve
principalmente a predicao da conformacédo de menor energia do ligante, bem como sua posi¢éao
e orientacdo dentro dos sitios e avaliacdo da afinidade de ligagdo (MCCONKEY, 2002). Quanto
menor a energia de ligacdo do complexo formado, melhor sera a interacdo. Os menores valores
de energia em uma série de analogos estruturais podem teoricamente indicar os melhores
resultados para uma determinada atividade bioldgica (WASZKOWYCZ; CLARK; GANCIA,
2011). Apesar de ter grande aplicabilidade em triagens virtuais para identificacdo de novos
compostos, ndo é uma técnica autdbnoma, sendo incorporada a diferentes trabalhos in silico, bem
como, com técnicas experimentais (KROEMER, 2007).

Quando a estrutura 3D do alvo terapéutico ndo é conhecida, o planejamento é realizado
pelas técnicas LBDD (Ligant-Based Drug Design) através das informacdes dos ligantes e suas
respectivas respostas biologicas, as quais sdo direcionadas por técnicas prévias de triagem
bioldgica automatizada em alta escala — HTS (High-Through put Screening) associada a
quimica combinatoria. Devido ao elevado custo dos processos P&D, a triagem virtual (virtual
screening) tem se mostrado uma alternativa ao HTS (CHENG et al., 2012; JORGENSEN,
2004). A triagem virtual é uma técnica computacional geralmente usada na busca de novos
compostos, através de um banco de dados que permitem o estudo in silico de propriedades
farmacocinéticas ADME (absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excre¢do), poténcia e
seletividade desejaveis, eliminando compostos com propriedades indesejaveis (inativos,
reativos, toxicos, efeitos farmacocinéticos inapropriados) e levando a redugdo de custo
associado a compostos que possam falham em ensaios clinicos (KAR; ROY, 2013; LIMA,
2007; PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Ainda nessa perspectiva, as quimiotecas combinatdrias permitem o uso de filtros fisico-
quimicos que correlacionam estrutura quimica com o perfil de biodisponibilidade oral. Dentre
estes, a regra dos cinco de Lipinski (Rule of Five) apresenta pardmetros associados a
solubilidade e permeabilidade: peso molecular (<500 g/ mol) ; Log P (<5 ou MlogP< 4,15); 0
numero de doadores e aceptores de ligacdo de hidrogénio, que de forma simplificada, pode ser
obtido através da soma de OH e NH (< 5) para os doadores e a soma de O e N (< 10) para 0s
aceptores.

Geralmente compostos que violam duas ou mais dessas regras, podem apresentar ma
absorcdo e permeabilidade tecidual. De forma geral, é visto na literatura que moléculas menores

apresentam melhor interagcdo com receptores. A “regra dos 5” é baseada em célculos de milhGes
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de drogas, um pequeno numero de categorias terapéuticas estdo fora dos limites desses
parametros, tais como antibioticos, antifingicos, vitaminas e glicosideos cardiacos, que séo
ativas por via oral, porque atuam como substratos para transportadores (LIPINSKI, 2012).

O Log P ou coeficiente de particdo n-octanol/agua € um parametro bastante relevante no
estudo de candidatos a farmacos, tendo em vista que seus valores indicam o quanto um
composto é hidrofilico ou lipofilico. O equilibrio entre solubilidade em agua e lipofilicidade de
moléculas pequenas favorece o transporte passivo entre as biomembranas, levando a absorcéo
do farmaco pela passagem através da célula (PEREIRA, 2007 e LUO et al., 2007).

Outros parametros estimados por Veber (2002) incluem o ndmero de ligacdes
rotacionaveis (< 10) e area total de superficie polar (PSA ou TPSA < 140) que é a soma da
superficies de van der Waals de todos os atomos polares e € geralmente utilizada para a
otimizacdo do farmaco para permear as células, estando diretamente relacionado a capacidade
de formacdo de ligagdes de hidrogénio.

Com base nesses estudos, o composto selecionado em uma triagem virtual segue entéo
para ensaios in vitro e in vivo, se apresentar perfil promissor, continua no processo de
desenvolvimento P&D. Quando a avaliacdo experimental in vivo for satisfatoria, o0 composto
passa a ser designado protétipo, devendo ser otimizado com base nas propriedades
farmacocinéticas, farmacéuticas e toxicoldgicas (BLEICHER et al., 2003).

3.2 CANCER E SUAS IMPLICACOES

O cancer (ou neoplasia) é a segunda doenca que mais contribui para os indices de
mortalidade no mundo, responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018. A formac&o de tumores
malignos com caracteristica heterogénea distribui-se em mais de 100 doencas (OMS, 2018). As
implicacbes observadas clinicamente sdo explicadas pela transicdo de células normais em
células neoplasicas, as quais gradativamente vao perdendo a capacidade de manter as funcdes
originais e desenvolvem novas habilidades que as fazem ganhar vantagens metabolicas que
permitem a sua sobrevivéncia e proliferacgdo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A medida que
se desenvolvem invadem tecidos préximos ao neoplasma primario, progredindo até atingir o
sistema circulatorio. A migracdo para o sistema linfatico ou vasos sanguineos ocasiona
extravasamento em tecidos/6rgdos mais distantes, ocorrendo metastase (BERNARDI et al.,
2003; SILVA et al., 2007).

Nesses casos, 0s processos de regulacdo ja ndo sdo suficientes para controlar o ciclo

celular, indicando que as células alteradas desenvolveram resisténcia aos mecanismos de
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checkpoints (pontos de checagem ou de controle) e inicia-se a tumoriogénese (WANG et al.,
2013). O que significa, que as células ndo respondem mais a estimulos externos que controlam
a transicdo das fases G1/S e permanecem no ciclo celular (ndo retornando a fase Go) passando
da fase M para nova fase G;, com prejuizo aos mecanismos de maturacdo e diferenciacao (
Figura 2 ), (ALMEIDA et al., 2005; KHODJAKQV; RIEDER, 2009).

Figura 2- Ciclo de replicacdo celular para célula em mitose
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Fonte: Adaptado de (ALMEIDA et al., 2005).

As alteracOes no ciclo celular podem ser revertidas pela morte celular, tendo em vista a
impossibilidade de reparacdo do DNA nos pontos de controle, a célula inicia a apoptose, que
consiste em uma morte celular programada, evitando a propagacdo de células alteradas. Em
muitos casos, quimioterapicos sdo projetados de modo a induzir unicamente a morte por
mecanismos apoptoticos. Porém, evidéncias sugerem que as respostas celulares nao se limitam
a apoptose, estando incluso outros modos de morte com aparéncia morfolégica diferentes, entre
eles a autofagia, a necrose e a catastrofe mitotica (KRYSKO et al., 2008).

Dessa forma, os casos de mortalidade por cancer podem ser reduzidos se forem
detectados e tratados precocemente. Porém, quando o diagndstico ndo é precoce o tratamento
vai depender do estagio da doenca, podendo-se empregar uma ou mais técnicas como cirurgia,
radioterapia que podem ser articuladas a quimioterapia (ATAGI et al., 2012).

A guimioterapia € de fato, um tipo de tratamento indispensavel, usada principalmente
nos casos de desenvolvimento precoce de micrometastases, com aplicacdo de compostos

quimicos (agentes quimioterapicos) por via oral ou intravenosa. Porém a grande desvantagem
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desses agentes é a atuacdo de forma ndo especifica, lesando tanto células malignas quanto
normais (OLIVEIRA; ALVES, 2002; SILVA et al., 2012). Desse modo, as pesquisa Sao
direcionadas na busca de quimioterapicos com maior especificidade, garantindo a protecéo dos
tecidos normais, com minimizacdo dos efeitos colaterais (BRANNON-PEPPAS;
BLANCHETTE, 2012). Apesar da variedade de alvos farmacoldgicos, o0 DNA ainda continua
sendo 0 mais importante na busca de novos agentes antineoplasicos, com o desenvolvimento
de moléculas que possam interferir nas etapas de sintese, transcricdo e transducdo dessa
biomolécula (SILVA et al., 2012).

3.3 DNA COMO ALVO TERAPEUTICO PARA DESCOBERTA DE AGENTES
QUIMIOTERAPICOS

O DNA é um alvo farmacoldgico bastante investigado no desenvolvimento de novos
agentes quimioterapicos, por exercer funcdo vital na regulagdo das funcdes celulares. Quando
moléculas se ligam ao DNA, pode ocorrer modificagdo das funges fisiologicas, inibindo sua
replicacdo, transcricdo ou expressao da informacdo genética nas células atingidas, impedindo o
crescimento celular (ZHU et al., 2004).

De modo geral, o DNA é um polimero com estrutura tridimensional de dupla hélice,
onde o enrolamento das cadeias poliméricas forma sulcos maiores e menores. Esse arranjo é
formado por quatro nucleotideos (adenina, guanina, citosina e timina) unidos por ligacGes
fosfodiéster (Figura 3) e mantido por varias forcas ndo-covalentes como ligacdes de hidrogénio,
forcas de van der Walls, interacdes - entre 0s anéis aromaticos e atracdo eletrostatica entre as
cadeias agucar-fosfato e cations em solucéo. Essas interaces fazem com que o DNA apresente
duas regides distintas, uma regido externa hidrofilica com cadeias anibnicas actcar-fosfato que
tem afinidade com a solucéo aquosa do meio intracelular, e outra hidrofébica representada pelas
bases nitrogenadas planares que se projetam para o interior da estrutura (ALI;
BHATTACHARYA, 2014; BARRA; NETTO, 2015).
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Figura 3- Estrutura do DNA
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Fonte: Adaptado de (SIRAJUDDIN et al., 2013).

Essa estrutura do DNA é responsavel pelo desenvolvimento de uma variedade de
agentes quimioterapicos, que se classificam em 3 categorias de acordo com o ponto de
interferéncia na sua sintese: (1) através do controle dos fatores de transcri¢do e polimerases,
onde quimioterapicos podem interagir com proteinas que se ligam ao DNA; (2) através da
ligagdo do RNA a dupla hélice do DNA formando uma tripla hélice ou hibridizacdo de RNA a
cadeia simples do DNA com a formacdo de hibridos DNA-RNA que interferem nas atividades
de transcricdo; (3) através da ligacao de pequenas moléculas aromatico com a dupla hélice do
DNA (RAUF et al., 2005). De fato, o DNA dispde de varios sitios de ligacdo para uma ampla
variedade de moléculas organicas e inorganicas (FERGUSON; DENNY, 2007).

Entre os agentes de acéo citotdxica direta no DNA, se destacam os agentes alquilantes
e os intercalam com o DNA. Os primeiros atuam por ligagGes cruzadas interfilamentares com
o0 DNA, como a mostarda nitrogenada Melfalano e compostos com complexos metélicos como
a carboplatina (BARRA; NETTO, 2015). Ja os agentes de intercalacdo atuam causando
deformac@es na dupla hélice por interacfes ndo-covalentes, resultando em uma diminuicao da
torcéo helicoidal e alongamento do DNA. S&o exemplos dessa classe a antraciclina e amsacrina
(Figura 4) (PALCHAUDHURI; HERGENROTHER, 2007).
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Figura 4- Exemplos de agentes alquilantes e intercalativos.
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Fonte: A Autora (2019).
3.3.1 Interacao do DNA com moléculas de baixo peso molecular

A compreensdo de fatores que governam a interagdo com pequenas moléculas tem um
papel relevante no desenho de farmacos, no intuito de correlacionar a reatividade, seletividade
e seu modo de ligacdo com DNA (KURUVILLA et al., 2005). O uso de moléculas de baixo
peso molecular apresenta muitas vantagens, entre elas: maior facilidade sintética e penetragdo
mais direcionada nos alvos terapéuticos, melhorando a atividade farmacoldgica. (BELMAR,;
FESIK, 2015).

A interacdo direta de pequenas moléculas com DNA pode ocorrer por dois modos de
ligacdo: (i) covalente, através da ligacdo com as bases nitrogenadas ou pelos grupos fosfatos;
(ii) ndo-covalente através de interacdes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas no sulco menor
do DNA, ou atraves da intercalacdo (BOER et al., 2009).

3.3.1.1 Modo de ligacédo covalente

Os agentes alquilantes sdo os pioneiros no desenvolvimento dos antineoplasicos, dentre
estes, destacam-se a cisplatina (cis-diaminodicloroplatina Il) e seus analogos, 0s quais
apresentam atividade através de ligagdes covalentes as bases nitrogenadas e exercem um
mecanismo com inibi¢do seletiva na sintese do DNA, sendo capazes de forma liga¢des cruzadas
do tipo interfilamentares como também intrafilamentares (Figura 5). O principal sitio de
alquilacdo é a posicdo N7 da guanina e adenina, podendo ocorrer em menor extensao,
alquilacGes nas posicoes N1 e N3 da adenina, N3 da citosina e ainda O6 da guanina, assim

como nos grupos fosfatos. A formacao de adultos com o DNA ndo apenas inibe a transcricao e
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replicacdo do DNA, como também induz a morte da célula (KELLAND, 2007) o que o torna
um potente antitumoral, com atividade pronunciada nos canceres geniturinarios, carcinoma de
bexiga, tiredides, endométrio, estbmago ou pancreas (MACHADO, 2000; OLIVEIRA;
ALVES, 2002).

Figura 5- Formacdo de complexo de cisplatina com o DNA, via alquilacdo da guanina e adenina com seus
respectivos modos de ligagdo: a 1,2 intrafita GG; b 1,2 intrafita AG; ¢ 1,3 intrafitas GNG; d 1,2 interfitas GG

¥

Complexo
Farmaco-Receptor

Fonte: Adaptado de (SIRAJUDDIN et al., 2013).

A interagdo com a cisplatina impulsionou a busca por novos complexos metalicos que
possuam a mesma eficiéncia, mas que contornassem o problema de resisténcia celular e efeitos
colaterais causados por metalofarmacos baseados em Pt (I1) a partir do estudo de propriedades
como estado de oxidacdo, cargas, geometrias, polaridade e ligantes (RONCONI; SADLER,
2007). Os ligantes podem influenciar na seletividade das interagdes complexo-DNA quando
sdo volumosos, estabelecer ligacdes de hidrogénio ou ainda aumentar a reatividade dos
complexos. A presenca de ligantes planares como sistemas aromaticos permite uma interacao
adicional, a intercalagdo, que ocorre de forma ndo-covalente e a insercdo de um metal a um
intercalador deixa a molécula com carga positiva, estabilizando o complexo com o DNA
(ZEGLIS et al., 2007).

3.3.1.2 Modo de ligagédo ndo-covalente

Os modos de ligagdo ndo-covalente se dividem em trés categorias: intercalagédo com as
bases nitrogenadas, interacdo aos sulcos e atracdo eletrostatica com o anions fosfato-agtcar
(Figura 6) (ALMEIDA et al., 2017). A intercalacdo, de modo geral, consiste na insercdo de uma
molécula aromatica entre os pares de bases do DNA, sendo estabilizadas por ligacbes de

hidrogénio, empilhamento n-rt, forcas eletrostaticas, forgas de van der Waals ou hidrofobicas.
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Esse processo resulta na modificacdo da estrutura helicoidal do DNA, provocando o
alongamento, enrijecimento e desenrolamento da dupla hélice. Essas mudancas estruturais sao
resultantes da torcdo dos angulos envolvendo os grupamentos agucar-fosfato, ocasionadas pela
separacao das bases (WHEATER et al., 2007; ALMEIDA et al., 2005).

Figura 6- Modos de interacdo ndo-covalentes: Intercalagdo (a), (b), (c); Atracdo eletrostética (d); ligacdo

aosulco maior (e) e sulco menor (f).
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Fonte: (ALMEIDA et al., 2017).

Cabe ressaltar, que essa interacdo ocorre sem interferir nas ligacdes de hidrogénio dos
pares de bases e obedece ao principio de exclusdo do vizinho adjacente, no qual a estrutura ndo
flexivel do DNA, permite apenas a inser¢do de um intercalador no espaco entre as bases e 0s
espacos adjacentes devem permanecer vazios, resultando em intervalos periddicos de 10,2 A
entre os intercaladores. A modificagdo na estrutura secundaria do DNA faz com que os
intercaladores sejam usados para inibir a replicacdo do DNA ou induzir a morte celular
(WHEATER et al., 2007)

Como evidenciado na figura 6, existem trés tipos de intercalagdo. Os intercaladores
classicos (Figura 6a) sdo compostos por anéis aromaticos fundidos com grupos basicos que
podem ser protonados no meio fisioldgicos ou carregados positivamente no sistema aromatico
ou em grupos laterais do sistema (AVENDANO et al., 2008). Esses compostos poliaromaticos
atuam através da insercdo completa entre os pares de bases nitrogenadas, apresentando
estruturas quimicas baseadas nas acridinas, antraquinonas, fenantrolinas e elipticinas (Figura
7). Na intercalacdo por encadeamento (Threading) (Figura 6b), o sistema aromatico planar
apresenta duas cadeias laterais, 0 complexo é formado com a insercdo da unidade plana entre
0os pares de bases e o0s substituintes catidnicos se ligam no sulco maior e menor
simultaneamente, sendo um representante dessa classe o naftalenodiimida (SYNDER, 1993;
PAUL; BHATTACHARYA, et al., 2012).
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Figura 7- Estrutura quimica de agentes intercaladores.
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Fonte: A Autora (2019).

O terceiro grupo de intercaladores (Figura 6¢) pode ser representado por moléculas
bifuncionais, como os derivados de bis-acridinas (Figura 8). A maioria dos complexos-DNA
por bis-intercalacdo segue o principio de exclusdo do vizinho adjacente, por apresentarem uma
cadeia carbonica maior que 10,2 A. Quando ocorre a bis-intercalago, a afinidade pelo DNA
aumenta devido a capacidade de ligacdo simultanea a um maior nimero de pares de base, sendo
possivel o desenvolvimento de farmacos mais especificos. Uma minoria viola essa lei, quando
0 grupo espacador é rigido ou insuficiente para abranger dois pares de bases, ocorre apenas
mono-intercalacdo. (KURUVILLA et al., 2005; BARRA; NETTO, 2015).

Figura 8- Representacdo esquematica de bis-intercaladores acridinicos interagindo com o DNA: A bis-intercacéo;

B mono-intercalacdo e C bis-intercalacdo com violagdo principio de exclusdo do vizinho adjacente

Intercalador] espacador Intercalador 2

Fonte: (KURUVILLA et al., 2005).

Apesar da intercalacdo possuir representacdes estruturais bem definidas e relacionadas
aos seus mecanismos de acdo, sdo descritos na literatura exemplos de moléculas que nao se
encaixam em nenhuma das trés classificacoes, sendo denominadas de intercaladores néo-
classicos, como a clorfeniramina e o prodigiosin (Figura 9). (PALCHAUDHURI,
HERGENROTHER, 2007).
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Figura 9- Estrutura quimica de intercaladores ndo-classicos.
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Fonte: A Autora (2019).

Diferentes dos intercaladores, compostos que interagem com o sulco induzem pouco ou
nenhum rearranjo da hélice de DNA, a estabilizacdo ocorre com interacdo de van der Waals e
ligacOes de hidrogénio. Esses compostos contém sistemas de anéis aromaticos ndo fundidos,
cujas ligacbes permitem flexibilidade conformacional, como exemplo pode-se citar a
mitomicina e a distamicina (Figura 10). De modo geral, as moléculas que interagem com o
sulco menor, tem especificidade pelas sequéncias ricas em adenina-timina (AT), com N3 da
adenina e o oxigénio da timina por apresentarem menor impedimento estérico quando
comparada a regido GC (DE ALMEIDA et al., 2017).

Figura 10- Estrutura quimica de moléculas que interagem com o sulco.
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Fonte: A Autora (2019).

Por outro lado, nas interacGes eletrostaticas, espécies catibnicas tendem a ocupar o lugar
dos céations que estabilizam a estrutura do DNA (Na* e Mg?") interagindo com o esqueleto de
acucar-fosfato que é carregado negativamente, ocorrendo deslocamento dos cations normais.
Essa caracteristica pode ser observada em complexo de ruténio (Il), com ligantes bipiridina,
conforme a Figura 11 (GRUESO et al., 2012; SIRAJUDDIN ET AL., 2013).
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Figura 11- Complexo [Ru(bpy)s]**

e T 2+

Fonte: A Autora (2019).
3.3.2 Técnicas utilizadas para investigacédo da interacdo com DNA

Além do planejamento estrutural, véarias técnicas instrumentais sdo utilizadas para
investigacdo dos modos de interacdo entre 0 DNA e pequenas moléculas, dentre estas destacam-
se a anélise por raios-X, RMN, IR, Raman, microscopia de forca atbmica (AFM), eletroforese,
espectrometria de massas, medidas de viscosidade, calorimetria, dicroismo circular e as
técnicas de espectroscopia de absor¢do UV-Visivel e emissdo de fluorescéncia (WILLIAMS et
al., 2012; SILVA et al., 2012).

3.3.2.1 Espectroscopia de absor¢do UV-Vis

A radiacdo ultravioleta e visivel compreende a regido do espectro eletromagnético com
comprimento de onda entre 190 a 800 nm. A luz incidente sobre um cromdforo resulta na
absorcdo de energia por um conjunto de &tomos que sofrem transicdes eletronicas e os elétrons
passam de um estado de menor energia (fundamental) para outro de maior energia (excitado).
As transi¢des podem ocorrer entre os orbitais o, m € n, porém a transicdo mais provavel é a do
orbital molecular de mais alta energia ocupado (HOMO) para o orbital molecular de mais baixa
energia desocupado (LUMO). A diferenca de energia entre os dois estados, fundamental e
excitado, representa a energia quantizada da radiacdo eletromagnética absorvida. Quanto maior
o namero de moléculas e suas respectivas capacidades de absorver luz em um comprimento de
onda, maior serd a extensdo da absorcdo. Com base nisso, tem-se a formulacdo de uma
expressdo empirica (Equacédo 1), denominada Lei de Beer-Lambert (PAVIA et al., 2001).

A = shc 1

Em que a absorbancia (A) é a quantidade de luz absorvida pela espécie quimica também

representada por log (lo/l) relacdo entre intensidade de luz incidente na cela da amostra por
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intensidade de luz saindo da cela da amostra; absortividade molar (€) é uma propriedade da
molécula que passa por uma transicao eletronica; (b) representa o caminho Optico e (c) é a
concentracdo molar do soluto (SKOOG et al., 2006). Os espectros UV-vis correlacionam 0s
valores de absorbancia e comprimento de onda, que geram bandas de absorcéo caracteristicas
que podem sofrer variagdes de acordo com o grupo de substituintes e/ou formacdo de
complexos (Figura 12). Quando ocorre deslocamento da banda do méaximo de absorgéo para
comprimentos de onda maior com energia mais baixa, tem-se o efeito batocrémico
(deslocamento para o vermelho), o efeito inverso é denominado hipsocrémico (deslocamento
para o azul). E para variagfes na intensidade da banda de absorgéo, observa-se o efeito
hipercromico (aumento da intensidade) e hipocromico (diminuicdo da intensidade) (PAVIA et
al., 2001).

Figura 12- Efeitos observados na banda maxima de absorcéo nos espectros de UV-vis.
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Fonte: A Autora (2019).

Uma das aplicagcBes dessa espectroscopia € monitorar as alteragdes causadas pela
interacdo droga-DNA, sendo observados deslocamentos na posicdo da banda méxima da
molécula livre em solugdes e de sua associacdo com quantidades crescentes de DNA. As
mudancas nas bandas indicam qualitativamente o tipo de interagcdo. (GOUVEA, 2013). Quando
ocorre a interacdo por intercalagao, o orbital ©* do composto interage com o orbital = dos pares
de base do DNA, diminuindo a energia de transi¢do n-n*, resultando em batocromismo. Por
outro lado, o orbital & est4 parcialmente preenchido com elétrons, diminuindo a probabilidade
das transi¢es, resultando em hipocromismo, devido as mudancas conformacionais no DNA,

assim como da contracdo no eixo da hélice (ZHOU et al., 2007). Desse modo, a intercalacao
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pode ser sugerida pelo efeito hipocrdmico e/ou batocrémico, que atuam estabilizando a dupla
hélice do DNA (FIRDAUS et al., 2008).

Outros tipos de interacdo, como ligacdo covalente ou interagdo eletrostatica, apresentam
efeito hipercrémico, a presenca de cations que se ligam ao grupos fosfatos, resulta em danos a
estrutura secundaria do DNA. Quando a dupla hélice do DNA € tratada com agentes
desnaturantes, a forca que sustenta a estrutura dupla € interrompida ocorrendo separacdo em
duas cadeias simples, o que reduz as ligagGes de hidrogénio entre as bases complementares,
aumentando a absorbancia para 0 DNA de filamento unico em 40% (GAO; ZHU et al., 2010).
O hipsocromismo, também é observado nessas interagfes (FIRDAUS et al., 2008).

Os dados provenientes dos testes experimentais de absorc¢éo séo utilizados para fornecer
a constante de ligacdo (Kb), uma medida quantitativa que indica o possivel modo de ligacdo ao
DNA, para uma variedade de moléculas com diferentes estruturas (GAO et al., 2010;
JANOVEC et al., 2011). Dessa forma, a intensidade de ligagdo com o DNA pode ser calculado
pela equacédo de Benesi-Hildebrand:

[DNA]/(ea-er) = [DNA]/(ep-er) + 1/Kb(ep-er) (2)

Em que [DNA] é a concentracdo adicionada de DNA; ga = Agys/[complexo], e € 0
coeficiente de absortividade molar do complexo livre e g € 0 coeficiente de absortividade molar
do complexo com 0o DNA. Assim, a constante Ky, € a razdo entre os coeficientes angular e linear
de um grafico [DNA]/(ea — )] versus [DNA] (SHAHABADI; HEIDARI, 2012).

Os valores de K, nos intervalos de 10* a 10° M™ séo tipicos de grupos intercaladores,
por outro lado agentes de ligacdo ao sulco apresentam valores em torno de 10° a 10° M’
Y(IHMELS e OTTO, 2005). Os maiores valores de Ky sdo resultantes da maior liberdade
rotacional dos sistemas poliaromatico que apresentam melhor afinidade quando se encaixam ao
sulco do DNA (KURUVILLA; RAMAIAH, 2007; MAHMOOD et al., 2010). E os valores
baixos de Kb podem ser explicados por moléculas ndo catidnicas. Interacbes com moléculas
catidnicas organicas neutralizam cargas de fosfato, contribuindo significativamente na energia
livre de ligacdo (STREKOWSKI; WILSON, 2007).

3.3.2.2 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia
A fluorescéncia consiste em um processo de fotoluminescéncia no qual os atomos ou

moléculas sdo excitados por absorcdo de radiacdo eletromagnética, quando relaxam ao estado

fundamental, liberam o excesso de energia na forma de fotons. Porém esse efeito nédo é
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observado em todas as moléculas, devido a interferéncias nos processos de relaxacdo que
podem causar a perda do excesso de energia, entre eles destaca-se a relaxacgéo vibracional que
envolve a transferéncia do excesso de energia de uma espécie excitada vibracionalmente para
as moléculas do solvente. Outro fator determinante no sucesso desse método e a estrutura
quimica, 0s compostos que contém anéis aromaticos apresentam emissao fluorescente intensa
e substituicdes nos anéis podem levar ao deslocamento do comprimento de onda referente ao
méximo de absor¢do. Alguns compostos carbonilicos ou estruturas com dupla conjugada
também podem apresentar fluorescéncia (SKOOG et al., 2006).

Os testes para analisar as interagcfes com 0 DNA séo realizados na presenca de sondas
moleculares, como o brometo de etidio (BET) que intercala fortemente com o DNA servindo
como marcador, tendo em vista que o0 DNA n&o emite fluorescéncia. Apesar de apresentar
grupos carboxilicos e sistemas conjugados, a estrutura dupla hélice, com pares de bases unidas
por ligacGes de hidrogénio, limita a ressonancia do sistema aromatico e o DNA ndo apresenta
emissao (SIRAJUDDIN et al., 2013). Quando um composto interage com o sistema BET-DNA,
pode ocorrer reducdo da fluorescéncia, indicando que houve intercalagdo. A diminuicdo da
intensidade pode ser explicada pela ocorréncia dos mecanismos de competi¢do pelos sitios de
ligacdo da biomolécula. A analise dos espectros de emissdo com complexos-DNA levam a
mesma interpretacdo dos efeitos apresentados para absor¢cdo no UV-Vis. (JANOVEC et al.,
2011; SHAHABADI; HEIDARI, 2012).

A supressdo da fluorescéncia geralmente pode ser influenciada por dois processos:
dindmico e estatico. A supressdo dindmica € um processo que envolve o contato entre as
espécies de um sistema, sendo proporcional a concentracdo do agente supressor e a sua
capacidade de difusdo no meio. O processo estatico € resultado da formagdo de um complexo
ndo-fluorescente entre o fluord6foro e o supressor. Desse modo a medida da supressao esta
relacionado a extensdo da formacdo deste complexo (LAKOWICZ; WEBER, 1973,
SHAHABADI; HEIDARI, 2012). Essa exting¢ao (quenching) de fluorescéncia pode ser descrita

pela equagéo de Stern-Volmer:

Io

T=1+ Ksy .7 (3)

Na equacao, |, e | representam a intensidade da fluorescéncia na auséncia e na presenca
do complexo; r é a razdo entre as concentracdes do complexo e do DNA ([complexo]/[DNA]);

Ks € a constante de Stern-VVolmer, referente ao coeficiente angular da reta de um grafico de
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lo/l em funcdo de r. Pequenos desvios da linearidade estdo associados a ocorréncia dos dois

processos de supressdao (LAKOWICZ; WEBER, 1973).

3.4. INTERACAO DA ALBUMINA COM PEQUENAS MOLECULAS

As albuminas séricas sdo 0s principais constituintes protéicos solUveis do sistema
circulatorio, podendo atuar como proteina de transporte para muitas drogas ou pequenas
moléculas. Neste contexto, a albumina sérica bovina (BSA) ¢é bastante utilizada em estudos
bioldgicos por ser estruturalmente homéloga a albumina de soro humano (HSA) (WANG et al.,
2007). A BSA ¢ formada por 582 residuos de aminoacidos com trés dominios homélogos de a-
hélices (1, 11, 111) e apresenta dois triptofanos nas posicdes 134 e 212 (Figura 13) (SILVA et al.,
2004).

Figura 13- Estruturas secundarias das albuminas séricas bovina (BSA) e humana (HSA).
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Fonte: Adaptado de (MOREIRA et al., 2015).

A interagdo de uma droga com componentes sanguineos influencia sua
biodisponibilidade e pode afetar a fungdo de véarias biomoléculas. O efeito clinico de um
farmaco em termo plasmatico é um importante parametro farmacoldgico que determina as
propriedades ADME, (SILVA et al., 2004). Nesse aspecto, a albumina é responsavel pela
regulacdo das concentracdes plasmaticas e transporte de moléculas endogenas e exodgenas,
como farmacos, metabolitos, acido graxos e também é responsavel principalmente pela
manutenc¢édo do pH do sangue (SHAIKH et al., 2006).

Além disso, a albumina tem a capacidade de se acumular em tumores solidos devido a
problemas nos sistemas linfaticos ausente ou deficiente, o que a torna um alvo bastante
investigado para transporte de pequenas molécula com potencial antineoplasico, diminuindo
efeitos secundarios (KRATZ, 2006; GOVEIA, 2018). A investigacdo da interacdo entre
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compostos e essa proteina pode fornecer informacdes estruturais que influenciam na eficacia
terapéutica dos farmacos (SHAIKH et al., 2006).

A técnica de fluorescéncia tem sido amplamente utilizada no estudo de interacGes
farmaco-proteina, uma vez que as medidas de extingdo sdo possiveis devido os residuos de
amino&cidos arométicos, como o triptofano (SOUZA et al., 2000). A formagdo do complexo
com a proteina geralmente € indicado atraves do processo de extingdo de fluorescéncia, que
pode ocorrer mediante processos que diminuam a intensidade de fluorescéncia da amostra, entre
eles, estado excitado da reacgdo, transferéncia de energia, formacdo de complexos no estado
fundamental e processos que geram colisdes (MOREIRA et al., 2015).

3.5 DERIVADOS TIAZOLICOS COMO BLOCOS CONSTRUTORES EM QUIMICA
MEDICINAL

Compostos heterociclicos sdo encontrados na maioria dos produtos farmacéuticos.
Nesse enfoque, a sintese desses compostos contendo atomos de nitrogénio, oxigénio ou enxofre
desempenha um papel fundamental na busca de novos farmacos. Dentre dessa classe, 0s tiazois
sd0 nucleos responsaveis pela acdo terapéutica, em uma grande variedade de alvos
farmacoldgicos, estando presentes nas estruturas de algumas drogas comerciais (Figura 14) tais
como o ritonavir (anti-HIV), ravuconazol (antifungico), nitazoxanida (antiparasitario) e o
fanetizol (anti-inflamatorio) (AYATI et al., 2015).

Figura 14- Exemplos de drogas contendo o ntcleo tiazélico.
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Fonte: A Autora (2019).
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Os tiazdis também sdo bastante empregados nos estudos envolvendo agentes
quimioterapicos, estando presente na estrutura de antineoplasicos, como o Dasatinib, inibidor
da tirosina quinase, usado por via oral para pacientes com leucemia miel6ide crénica (LMC),
atuando também na inibicdo contra tumores solidos em céancer colo-retal e pancreético. E as
epotilonas A e B que apresentam mecanismo de acdo semelhante ao Taxol, com efeito inibitorio
sobre a funcdo microtubular essencial para a divisdo celular, sendo usados no tratamento de
cancer de mama e ovario (Figura 15) (SARANGI et al., 2016).

Figura 15- Exemplos de agentes antineoplasicos contendo o nlcleo tiazélico.

N —OH O
AR / S e Ny
I -I‘.PNH\ J \N_,_J ! CH; 7 - y OH
s TN me—<4 L ) .
O I;- Q" PNT,/\
Cl i
O OH ©
dasatinib epotilanas

Fonte: A Autora (2019).

3.5.1 Propriedades quimicas e reatividade de 1,3-tiazois

O tiazol é um heterociclo aromatico de cinco membros descrito pela primeira vez em
1887 por Hantzsch e Weber. Na ocasido, eles denominaram o anel como “a piridina da série do
tiofeno” apresentando-se como um liquido amarelo claro com ponto de ebuligdo entre 116-
118°C e solavel em alcool e éter. A estrutura quimica desses compostos apresenta dois
heteroatomos, o nitrogénio e enxofre, e a numeracdo do anel classifica-os como 1,3-azol (Figura
16), tendo em vista sdo isomeros do 1,2-azol, conhecido como isotiazol (AYATI et al., 2015).
Outras variagOes em relagcdo a posicdo da dupla, sdo descritas e esses derivados ndo sdo
aromaticos. A posicdo da ligacdo dupla ¢ indicada por A% (A), A* (B) e A* (C) (MUSTAFA et
al., 2004).

Figura 16- Estrutura quimica de 1,3-tiazol e derivados.
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Fonte: (MUSTAFA et al., 2004).
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A aromaticidade do anel é explicada pela deslocalizagdo do par de elétrons do &tomo de
enxofre que completa os 6 elétrons = e satisfaz a regra de Huckel (SIDDIQUI et al., 2009), as
estuturas de ressonancias sao descritas na Figura 17. O carater aromatico também pode ser
evidenciado através de espectroscopia de RMN *H. O deslocamento quimico dos hidrogénios
do anel heterociclico se encontram entre 6 7,27 e 8,77, devido a efeito de anisotropia magneética
(EICHER et al., 2012).

Figura 17- Estrutura de ressonancia de tiazdis.
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Fonte: Adaptado (EICHER et al., 2012).

A carga © liquida no atomo S ¢ positiva, enquanto a carga ¢ liquida ¢ positiva ou
negativa e carga resultante sobre nitrogénio ¢ negativa. Além disso, a densidade de elétrons ©
evidencia a reatividade dos tiazdis. Os atomos C-5 e C-2 podem sofrer substituicdes eletrofilicas
e nucleofilicas, respectivamente. Os tiazois ainda podem ser protonados sob condicGes acidas,
apresentando pKa 25. Nesse aspecto, o tipo de substituinte em posic¢Ges diferentes do anel
intefere diretamente na basicidade. Quando grupos doadores, como o grupo metila é
posicionado em C-2, C-4 ou C-5, a basicidade e a nucleofilicidade aumentam. Um efeito mais
pronunciado ocorre quando o grupo metila é posicionado em C-2 estando entre os heteroatomos
e o local de protonacdo. J& grupos retiradores de elétrons, como o grupo nitro, em geral na

posicao 4, diminuem a basicidade e a nucleofilicidade do heterociclo (CHHABRIA et al.,2016).

3.5.2 Estrategias sintéticas

Uma variedade de métodos sinteticos foram descritos para a preparacdo de tiazois.
Dentre estes destacam-se os métodos de Hantzsch, Cook-Heilborn e Gabriel (POTEWAR et
al., 2007). A primeira sintese foi descrita por Hantzsch (1989) baseada na utilizacdo de
tioamidas e a-halocetonas (Esquema 1). Por apresentar essa versatilidade esse método ainda
vem sendo desenvolvido, tendo vista o grande numero de a-bromocetonas comercialmente
disponiveis (CHHABRIA et al.,2016).
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Esquema 1- Sintese de tiazois descrita por Hantzsch (1989).

Br-__R
1J«J\ + rI MeQOH N —/<S
R™ "NH; O07“R2  25°C, 3-5h RiTN

Rs

T

|
N" R,

R', R? R® = alquila, arila
Fonte: (CHHABRIA et al.,2016).

A metodologia Hantzsch foi recentemente aprimorada por Deau (2014) e colaboradores
a partir da utilizagdo de microondas. Os compostos desejados foram obtidos em bons

rendimentos apds 15 minutos (Esquema 2).

Esquema 2- Sintese de tiazdis promovida por microondas.

s Br _ Ve
\ 1
)J\ + 0 SN EtOH N )
= MW, 15 min H,N" s
G = grupo funcional 89-91%

Fonte: (DEAU et al., 2014).

Outro método para a preparacdo de tiazois baseia-se no uso de isotiocianato de metila e
LDA para formar um intermediario que sofre alquilagdo com sulfato de dimetila para levar ao

composto desejado em bom rendimento (Esquema 3) (NEDOLYA et al., 1997).

Esquema 3- Sintese do 2-metil-5-N,N-dimetil-aminotiazol.

Li—,

o N N
\ N=C=s | [\ LDA [ \
N=C=§ ———|\= S)\SU - - s)\SMe
Me,S0, /

70-80%
Fonte: (NEDOLYA et al., 1997).

Tradicionalmente, as tioamidas sdo utilizadas como precursores na sintese de tiazais.
Um exemplo de utilizagdo dessa estratégia € mostrado no Esquema 4, onde o POCl; em piridina
foi utilizado para promover a reacdo (NICOLAOU et al., 2004).
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Esquema 4- Sintese de tiazois a partir de tioamidas.
TT%

é POCI, S’\Z
HN_ N S piridina J e
H HN
o}

Fonte: (NICOLAOU et al., 2004).

A adicdo de acido sulfarico a a-tiocianatosacetofenonas leva aos tiazois correspondentes

em uma metodologia bastante simple e robusta (Esquema 5) (PIHALAJA et al., 2002).

Esquema 5- Sintese de tiaz6is promovida por &cido sulfarico.
(0] I NH
©)‘VSCN H,SO4 (50%) ©/[S\h‘o
AcOH
80° C, 10 min

Fonte: (PIHALAJA et al., 2002).

Tiaz6is contendo centros estereogénicos podem ser preparados utilizando um
aminoacido como precursor. O tratamento do dipeptideo Cys-Cys com éxido de trifenilfosfina
e anidrido trifluorometanossulfonico levou ao composto desejado em 63-95% (Esquema 6)
(YOU etal., 2003).

Esquema 6- Sintese de um bis-tiazol a partir do dipeptideo Cys-Cys.

STr S
i v PhaPO, TfL0 &?/\» §
N ar'Q, s )= N-\-OCH
©)\H \;/LOMB P @/ N 3
z CH,CI. 0
o] 2wy
STr F

63-95%

Fonte: (YOU et al., 2003).

Um método para a obtencdo dos 5-aminotiazodis envolveu a utilizacdo do reagente de
Lawesson e derivados de amidas empregando o &cido trifluoroacético como catalisador. A
reacdo levou inicialmente a formacédo de um tiazol intermediario, o qual apds tratamento com
hidroxido de sodio aquoso levou aos compostos desejados em bons rendimentos (Esquema 7)
(THOMPSON et al., 2006).
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Esquema 7- Sl'ntese de 5-aminotiazdis utilizando o reagente de Lawesson.
FA
R

NH R’ COC\ NaOH
M 1 ar, mon. 4
o) NH»

Lawesson

; . ‘ 30-83%
R,R" = alquila, arila

Fonte: (THOMPSON et al., 2006).

Os derivados tiazolicos 2,4-dissubstituidos apresentam-se como um alvo interessante
para o design de varios farmacos, entre eles antineoplasicos como a tiazofurina e a bleomicina
(ARORA et al., 2016). Esses sistemas podem ser obtidos a partir da reacdo de brometos de
propargila e tiouréias promovidas por K,COj3 sob irradiagdo de micro-ondas (Esquema 8)
(CASTAGNOLO et al., 2009).

Esquema 8- Sintese de tiazois 2,4-dissubstituidos a partir de brometos propargilicos

/Br j\ KZCOS
+ H2N NHR2 DMF )\

RW
MW (300 W) NHR?

R', RZ = H, alquila, arila 61-90%

Fonte: (CASTAGNOLO et al., 2009).

Tiossemicarbazonas também foram descritas como substrato para a preparacdo de
tiazdis 2,4-dissubstituidos. Um exemplo é a obtencdo de tiazois a partir de a-bromo-
acetofenonas funcionalizadas e a carbotioamida (Esquema 9) (LACZKOWSKI et al., 2016).

Esquema 9- Sintese de 1,3-tiazdis a partir de tiossemicarbazonas.

o
s R
/u\ Br—>_©_ — s\
Y An. &
H F NN R
EtOH, 25°C H
20h 38-87%

R =H, NO, OMe, F

Fonte: (LACZKOWSKI et al., 2016).

Meleddu e colaboradores (2015) descreveram uma estratégia semelhante para a sintese

de tiazdis utilizando sistemas indolicos (Esquema 10).
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Esquema 10- Sintese de tiazois derivados de indol-2-one.

s o
YN N < 2
NH—NH SFu_ NN N P
e~ H
, (S8
(e} 2-propanal, r. t. N
N 24h H 57-96%
GF = 4-Cl, 4-F, 4-Br, 4-N0y, 4- C,Hs, 2,4-F, 3-NO,,4-CHy, 4-OCHa, H, 2,4-Cl

X=Cl, Br

Fonte: (MELEDDU et al., 2015).

3.5.2.1 Tiossemicarbazonas e suas contribuicBes na sintese de tiazois

A classe das tiossemicarbazonas constitui como um grupo farmacoférico responsavel
por um amplo perfil farmacologico como agentes antivirais, antifungicos, antibacterianos,
antimalaricos e antiproliferativos (BERALDO, 2004). A atividade antitumoral das
tiossemicarbazonas esta associada a inibi¢do da sintese de DNA, que pode ocorrer através da
inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase, com atuacdo semelhante ao antineoplasico
triapina (LIU et al., 2014) ou ainda por inibi¢cdo das enzimas topoisomerases (OLIVEIRA et
al., 2017).

A estrutura basica das tiossemicarbazonas é composta por carbono, nitrogénio e enxofre
(Figura 18). As variacOGes estruturais podem ocorrem nos grupos ligados aos atomos de
nitrogénio. Além disso, os substituintes determinam o arranjo estrutural, devido os fatores
eletronicos e estéricos. Grupos na posi¢do N-4, favorecem a conformacéo syn entre o &tomo de
enxofre e nitrogénio da imina, ao passo que a auséncia de grupos nessa posi¢do favorece a
conformacdo anti, resultando em ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o nitrogénio da
imina e os hidrogénios da tioamida (TENORIO et al., 2005).

Figura 18- Estrutura geral das tiossemicarbazonas.

7" tioamida
S \

H 2
R N ‘ R = H, alquila e arila
=N 3 NR,
R 4

imina "~

Fonte: A Autora (2019).

Os métodos de obtencdo de tiossemicarbazonas sdo extensamente explorados e as
metodologias envolvendo a utilizacdo de tiossemicarbazidas podem ser divididas em duas

estratégias: direta, utilizando uma reacdo entre compostos carbonilicos e tiossemicarbazidas, e
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indireta, onde a primeira etapa da sintese ¢ a formacdo da tiossemicarbazida, a partir de
isotiocianatos e hidrazinas. (TENORIO et al., 2005).

Do ponto de vista sintético, esses compostos sdo bastante versateis, sendo utilizados
como intermediarios para sintese de ndcleos importantes como os 1,2,4-triazois; 1,3,4-
oxadiazois; 1,3,4-tiadiazois e 1,3-tiazéis (HASSAN 2011).

Maillard e colaboradores (2013) descreveram a sintese de tiazdis derivados de
tiossemicarbazonas, obtidas de forma direta, a partir da reacdo entre compostos carbonilicos e
uma tiossecarbazida ndo-substituida. A posterior reacdo com cloro-acetofenonas

funcionalizadas levou aos produtos em rendimentos que variaram de bons a moderados

(Esquema 11).
Esquema 11- Sintese de tiazolil-hidrazonas.
O OH
0 CI\)K©
S J_I\ s
e RTRT R S, W_Q
HN™ N = =N-NH OMe ):N NH/L
EtOH R2 EtOH
refluxo refluxo

37-92%
R', R? = alquila, arila

Fonte: (MAILLARD et al., 2013).

Nucleos tiazolicos derivados de tiossemicarbazona apresentam relevancia em quimica
medicinal. Essa classe mostra eficacia em estudos pré-clinicos nas atividades antiflngicas,
antimicrobianas, antiparasitaria, antitumoral, entre outras, além de demonstrar baixa
citotoxicidade (SANTANA et al., 2018).

3.6 DERIVADOS INDOLICOS EM QUIMICA MEDICINAL

Os indois pertencem a classe de compostos heterociclicos aromaticos e estdo presentes
em diversos produtos naturais como alcaldides, aminoacidos [como o triptofano] e
neurotransmissores [como a serotonina e melanina]. Além disso, essa classe de compostos é de
grande interesse na sintese de moléculas bioativas por apresentar uma variedade de aplicagdes
farmacoldgicas (Figura 19) (CHADHA,; SILAKARI, 2017).



45

Figura 19- Principais aplicacBes farmacoldgicas dos indois.

antitumoral

\ | antimicrobiano
4

anti-inflamatorio

antidepressivo | anti-hipertensivo

antiviral

Fonte: A Autora (2019).

A estrutura quimica do indol € biciclica e plana, contendo 10 elétrons =, sendo
classificado como aromatico, de acordo com a regra de Huckel. Esse nicleo atua como uma
base fraca, podendo ser protonado apenas com acido fortes. O comportamento ligeiramente
4cido do grupo NH o torna suscetivel em reagdes de substituicido (BARLUENGA; VALDES,
2011).

A investigagdo de antitumorais baseados no nucleo inddlico tem sido alvo de muitos
grupos de pesquisa e os principais alvos s@o histona-deacetilases (HDACS), PIM quinases,
DNA topoisomerases e receptores ¢ (DADASHPOUR; EMAMI 2018). Os compostos
contendo a porc¢do ind6lica atuam como inibidores de topoisomerases de DNA clivando as fitas
da dupla hélice e restringindo as funcdes da topoisomerase na sintese do DNA
(DADASHPOUR; EMAMI, 2018).

Outros derivados foram desenvolvidos com base na estrutura de um intercalador
classico, como exemplo pode-se citar a daunomicina. Na estrutura cristalina de seu complexo
com DNA observou-se que a porcdo do carboidrato interagia com sulco menor. Desse modo,
Shi e colaboradores (2003) sintetizaram 0s compostos mais simples contendo sistemas
aromaticos indolicos e a porcao carboidrato da daunomicina unidas por uma porg¢éo propargilica
(Figura 20). A avaliacdo bioldgica destes compostos demonstrou que a sua citotoxicidade deve-
se parcialmente a ligacédo ao sulco ou intercalacdo do DNA, além disso, os compostos inibiram

significativamente as topoisomerases I e 11 em uma concentracdo de 100 uM (SHl et al., 2011).
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Figura 20- Planejamento de derivados ind6licos com ligante a base de carboidrato.

O OH 0 Ts

T “\ ,Jr_.\ . I\ - N
YL e OO
T X

Y _ \

OMe O OH O ==
Me—7 =07/ i
N, Mefgj
OH NH,

HO
daunomicina

Fonte: A Autora (2019).

Existem diversos produtos naturais que contém as unidades indol e tiazol e que exibem
atividade bioldgica como antimicrobiana e antitumoral. Um exemplo é a camalexin e o BE-

10988, compostos de ocorréncia natural que apresentam elevada atividade antitumoral (Figura

21) (JAIN et al., 2018).

Figura 21- Produtos naturais contendo unidades indol e tiazol

s\ o $TA_ NH
@Eﬁ HZNﬁ?@H
AN o]
b ~N
N
H (@]

Me
camalexin BE-10988

Fonte: A Autora (2019).

Dentre os compostos sintéticos, Vaddula e colaboradores (2016) descreveram a
preparacdo de uma série de derivados contendo unidades indol e tiazol que apresentaram boas
atividades contra linhagem celular BT-474. Os ndcleos indol e tiazol também exibiram
atividade mesmo quando separados por outros grupos ou espacgadores, como no caso de
derivados da tiazolilcumarina, que apresentaram atividade anticancerigena contra 60 linhagens

de células tumorais humanas (Figura 22) (GALI et al., 2015).

Figura 22- Compostos sintéticos contendo unidades indol e tiazol.

Me Me (0] 0]
/2 \ MO~ Ni} A @Li/
Me™ g [N S \

N
= i T i \}_,.NH

i An—l | N
HN MeQ™ = = -5 =
" I/ )
MeO k )L/

Atividade contra células Atividade contra células derivados da N
BT-474 (30 uM) BT-474 (20 uM) tiazolilcumarina

Fonte: (GALI et al., 2015).
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1 MATERIAS
4.1.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes comerciais e solventes foram adquiridos pela Sigma-Aldrich e utilizados
sem purificacdo prévia. As analises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas de silica-gel GF Analtech ou placas GF Merck e, para suas
visualizagdes, as placas foram colocadas sob luz ultravioleta, ou mergulhadas em solugéo
vanilina. Os pontos de fusdo dos produtos sélidos foram obtidos em um aparelho PFM 11 da
Bio San.

Os espectros de RMN *H (300 MHz) e *C (75 MHz) foram registrados em um aparelho
Varian UNITY PLUS. Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em partes por milhdo
(ppm) relativos ao pico residual do solvente utilizado na aquisicdo. A constante de acoplamento
(J) para todos os espectros foi expressa em Hertz (Hz). Os equipamentos citados se encontram
na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de

Pernambuco.

4.2 METODOS
4.2.1 Sintese da tiossemicarbazida 1

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo uma solucdo de 1-naftil-
isotiocionato (2,9 mmol, 550 mg) em CH,Cl, (20 ml) foi adicionada hidrazina hidratada 61%
(5,8 mmol, 0,36 mL) gota a gota. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 0,5 h, sendo observada a formacdo de um precipitado branco. A reacdo foi
monitorada por CCD e ao término da reagdo a mistura foi filtrada (Adaptado de ALTINTOP et
al., 2016).

N-(1-naftil)hidrazonacarbotioamida: Sélido branco; P.F: 139-141 °C. Rendimento: 90%
(570 mg); R 0,53 (AcOEt/ Hexano: 8:2)

s
HNJ\N’NHZ

e
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RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) & 5,07 (sl, 2H, NH,); 7,47-7,57 (m, 3H, naftila); 7,71-7,65
(m, 1H, naftila); 7,81 (d, J = 8,2 Hz, 1H, naftila,); 7,87-7,98 (m, 2 H, naftila); 9,23 (s, 2H, NH-
C=S); RMN *3C (75 MHz, DMSO-dg) § 122,5; 124,7; 125,3; 125,9; 128,1; 129,7; 133,6; 135,2;
181,2.

4.2.2 Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazonas 2a-b

Em um baldo de fundo redondo de 50 ml contendo 15 mL de etanol, foi adicionado
indol-3-carbaxialdeido apropriado (1 equivalente) e 2 gotas de HCI 37%. Ap6s 3 minutos,
adicionou-se a tiossemicarbazida 1 (para obtencdo: 2a 1,6 mmol, 350 mg; 2b 1,4 mmol, 342
mg) e a mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente durante 0,5 h. A reacéo foi
monitorada por CCD e ao término da reagdo a mistura foi filtrada (Adaptado de OLIVEIRA et
al., 2017).

(E)-2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftalen-1-il)hidrazinacarbotioamida (2a): Solido branco;
P.F: 185-187 °C. Rendimento: 85% (462 mg); R 0,64 (AcOEt/ Hexano: 7:3).

RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg) 6 7,09 (t, 1 H, J = 7,08 Hz, indol), 7,20 (t, 1H, J = 7,2 Hz,
indol), 7,45 (d, 1H, J = 8,2 Hz, naftila), 7,52-7,61 (m, 3H, naftila), 7,69 (d, 1H, J = 7,0 Hz,
naftila), 7,89 (d, 1H, J = 8,2 Hz, naftila), 7,93 (d, 1H, J = 2,7 Hz, HC=N), 7,95-8,03 [m, 2H,
indol (1H), naftila (1H)] 8,37 (d, 1H, J = 7,9 Hz, indol), 8,50 (s, 1H, indol), 9,87 (s, 1H, NH),
11.69 (s, 2H, NH).RMN *3C (75 MHz, DMSO-dg) & 111,0; 111,7; 120,5; 122,2; 122,7; 122.9;
124,0; 125,4; 125,9; 125,9; 126,1; 126,5; 128,09; 130,4; 131,4; 133,7; 135,7; 137,1; 1414,
176,2.

(E)-2-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-N-(naftaleno-1-il)  hidrazinacarbotioamida (2b):
Sélido amarelo; P.F: 205-208 °C. Rendimento: 77% (460 mg); R 0,54 (AcOEt/ Hexano: 7:3).

o8
A

S

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) &: 7,30-7,34 (m, 1H, indol), 7,42 (d, 1H, J = 8,2 Hz, indol),
7,52-7,62 (m, 3H, naftila), 7,75 (d, 1H, J = 7,4 Hz, naftila) 7,89 (d, 1H, J = 8,2 Hz, naftila),
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7,96-8,02 [m, 3H, naftila (2H), HC=N (1H)] 8,42-8,47 (m, 2H, indol); 9,99 (s, 1H, NH); 11,69
(s, 1H, NH), 11,88 (s, 1H, NH). RMN 13C (75 MHz, DMSO) 6: 110,7; 113,3; 113,8; 122,6;
123,8; 125,3; 125,6; 126,0; 126,2; 126,4; 128,1; 130,1; 132,5; 133,6; 135,4; 135,8; 140, 9;
176,2.

4.2.3 Procedimentos gerais para a sintese dos tiazéis 3a-h

4.2.3.1 Sintese dos tiazois 3a, 3c-f

Em um bal&o de fundo redondo de 50 ml contendo a halo-acetofenona apropriada (1.2
equivalente) em etanol (15 mL) sob agitacdo magnética foi adicionada a tiossemicarbazona
apropriada (1 equivalente). A mistura foi mantida sob refluxo, entre 0,5 a 2 horas. A reagéo foi
monitorada por CCD e ao término da reacéo a mistura foi filtrada (Adaptado de MELEDDU et
al., 2015).

(2E)-2-(((1H-indol-3-il)metileno)hidrazona)-3-(naftalen-1-il)-4-fenil-2,3-dihidrotiazol  (3a):
Sélido amarelo; P.F: 296-298 °C. Rendimento: 58% (77 mg); Rs 0,60 (AcOEt/Hexano: 5,5:4,5).

N \ i 7
H .

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & 6,69 (s, 1H, tiazol); 7,04-7,24 [m, 6H, fenila (4H), indol
(2H)]; 7,38-7,46 [m, 2H, fenila (1H), indol (1H)]; 7,48-7,63 (m, 4H, naftila); 7,67-7,72 (m, 2H,
naftila); 7,92-8,00 [m, 2H, -HC=N- (1H), naftila(1H)]; 8,14 (s, 1H, indol); 8,25-8,31 (m, 1H,
indol); 11,46 (s, 1H, NH-indol). RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) & 111,4; 112,0; 113,3; 114,0;
120,8; 121,7; 122,2; 124,1; 124,2; 125,1; 125,6; 125,7; 125,9; 126,6; 126,7; 127,6; 127,8, 128,0,
128,1; 128,3; 128,4; 128,4; 128,5; 135,7; 137,12; 148,3; 148,9; 167,5.

(E)-2-((E)-((1H-indol-3-il)metileno)hidrazona)-3-(naftalen-1-il)-4-(4-nitrofenil)-2,3-
dihidrotiazol (3c): Sélido laranja; P.F: 253-254 °C. Rendimento: 48% (70 mg); R 0,67
(AcOEt/Hexano:1:1).

5.
=<l

TN =
d _

N
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-
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A
-

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) & 7,00 (s, 1H, tiazol); 7,14-7,22 (m, 2H, indol); 7,38-7,44 [m,
3H, indol (1H), fenila (2H)]; 7,49-7,60 (m, 4H, naftila); 7,64-7,71 (m, 2H, naftila); 7,89-7,99
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[m, 4H, fenila (2H), naftil (1H), -HC=N- (1H)]; 8,16 (s, 1H, indol); 8,25-8,29 (m, 1H, indol);
11,46-11,48 (m, 1H, NH-indol). RMN *3C (75 MHz, DMSO-dg) & 105,1; 112,3; 112,7; 112,7;
120,9; 122,4; 122,8; 122,9; 123,7; 123,7; 124,8; 126,1; 127,1; 128,0; 128,9; 128,9; 129,7;
130,5; 130,8; 134,4; 134,5; 137,4; 137,5; 138,9; 147,2; 149,7; 167,2.

(E)-2-((E)-((1H-indol-3-il)metilene)hidrazona)-4-([ 1,1'-bifenil]-4-il)-3-(naftalen-1-il)-2,3-
dihidrotiazol (3d): Solido amarelo; P.F: 265-267 °C. Rendimento: 41% (65 mg); R¢ 0,66
(AcOEt/Hexano: 5,5:4,5).

SN
Ty
)

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) § 7,21-7,55 [m, 13H, tiazol (1H), indol (3H), bisfenila (9H)];
7,57-7,71 (m, 4H, naftila); 7,78-7,81 (m, 1H, naftila); 7,91 (d, J = 7, 1H, naftila); 8,03-8,09 (m,
1H, HC=N); 8,12 (d, J = 8,2, 1H, naftila); 8,20-8,27 (m, 1H, indol); 8,34 (s, 1H, indol); 11,75
(s, 1H, NH-indol). RMN *C (75 MHz, DMSO-dg) 5 108,8; 109,5; 111,0; 121,1; 121,7; 122,9;
124,0; 126,0; 126,2; 126,2; 126,5; 126,5; 127,1; 127,9; 128,2; 128,3; 128,5; 128,7; 128,9;
128,9; 129,5; 130,7; 131,6; 132,3; 134,0; 137,2; 138,5; 140, 5; 141,2; 149,1; 167,9.

(E)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)hidrazona)-3-(naftalen-1-il)-4-(4-nitrofenil)-2,3-
dihidrotiazol (3e): Sélido laranja; P.F: 246-248 °C. Rendimento: 77% (100 mg); R 0,53
(AcOEt/Hexano: 5,5:4,5).

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 7,21 (s, 1H, tiazol); 7,33-7,37 (m, 1H, indol); 7,44 [d, J= 8,6,
3H, fenila (2H), indol (1H)]; 7,54-7,63 (m, 3H, naftila); 7,67-7,71 (m, 1H, naftila); 7,72-7,75
(m, 1H, naftila); 7,76-7,80 (m, 1H, naftila); 7,95 (d, J = 9, 2H, fenila); 8,02 (t, J = 8,6, 2H,
naftila (1H), -HC=N- (1H); 8,22 (s, 1H, , indol); 8,42-8,44 (m, 1H, indol); 11,78 (s, 1H, NH-
indol). RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) & 105,8; 111,4; 113,3; 114,0; 122,1; 123,3; 123,3; 124,2;
125,1; 125,8; 125,9; 126,8; 127,8; 128,4; 128,6; 128,9; 128,9; 129,7; 129,9; 132,3; 132,9;
134,0; 135,8; 136,3; 138,8; 147,0; 148,9; 167,3.
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(E)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)hydrazona)-3-(naftalen-1-il)-4-fenil-2,3-
dihidrotiazol (3f): So6lido amarelo; P.F: 276-277 °C. Rendimento: 58% (70mg); Rf 0,56
(AcOEt/Hexano: 5,5:4,5).

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 6 7,07-7,20 [m, 6H, tiazol (1H), fenil (3H), naftila (2H)]; 7,35-
7,40 (m, 1H, indol); 7,44-7,48 (m, 1H, indol); 7,54-7,67 [m, 4H, indol (1H), naftila (3H)]; 7,81-
7,86 (m, 2H, fenila); 8,00-8,10 (m, 2H, naftila); 8,29 (s, 1H, -HC=N-); 8,36-8,40 (m, 1H, indol);
11,88-11,91 (m, 1H, NH-indol). RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) 6 109,5; 110,7; 113,6; 114,5;
121,5; 124,0; 125,4; 125,7; 125,8; 126,9; 128,0; 128,1; 128,1; 128,2; 128,4; 128,5; 128,6;

129,2: 129,4; 129,5; 130,4; 131,8; 133,2; 134,0; 135,8; 141,4; 148,6; 167,9.

TN

4.2.3.2 Sintese dos tiazdis 3b e 3g

Em um bal&o de fundo redondo de 50 ml contendo a halo-acetofenona apropriada (1.2
equivalente) em etanol (15 mL) sob agitacdo magnética, foi adicionado K,CO3 (1,2 equivalente)
e a tiossemicarbazona apropriada (1 equivalente). A mistura foi mantida sob refluxo e a reagéo
foi monitorada por CCD. Ao término da reagdo o solvente foi removido sob vacuo. O residuo
foi extraido com diclorometano e lavado com agua. O solvente foi novamente removido e 0
residuo lavado com éter de petroleo (3 x 20 mL), fornecendo o produto puro (Adaptado de
MELEDDU et al., 2015).

(E)-2-((E)-((1H-indol-3-il)metileno)hidrazona)-4-(4-fluor-fenil)-3-(naphthalen-1-il)-2,3-
dihidrotiazol (3b): Sélido amarelo; P.F > 310 °C. Rendimento: 54% (74 mg); R¢ 0,70
(AcOEt/Hexano: 6:4).

/S—.,.
N={ ]
N

=

[m, 4H, indol (2H), fenila (2H)]; 7,39-7,44 (m, 1H, indol); 7,50-7,70 (m, 6H, naftila); 7,94-8,01
[m, 2H, naftila (1H), -HC=N- (1H)]; 8,14 (s, 1H, indol); 8,25-8,31 (m, 1H, indol); 11,45 (s, 1H,
NH-indol). RMN Bc (75 MHz, DMSO-dg) 6 112,4; 114,9; 115,1; 120,4; 122,0; 122,4; 122,5;
124.4; 125,6; 126,4; 127,3; 127,3; 128,4; 128,4; 129,0; 130,0; 130,0; 130,1; 130,2; 133,8;
134,2; 139,2; 148,6.
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(E)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)hydrazona)-4-(4-fluor-fenil)-3-(naftalen-1-il)-
2,3-dihidrotiazol (3g): Soélido amarelo; P.F >310°C. Rendimento: 68% (80 mg); R¢ 0,63
(AcOEt/Hexano: 6:4).

S-
N 1

N

=l &
H \3-—-'\

R

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) 5 6,76 (s, 1H, tiazol); 6,95 (t, J=8,8, 2H, p-F-CgH.,); 7,20 (dd,
J=38,6; 5,5, 2H, p-F-CgH,); 7,31-7,35 (m, 1H, indol); 7,40-7,43 (m, 1H, indol); 7,51-7,70 (m,
6H, naftila); 7,97 (t, J=8, 2H, naftila, -HC=N-); 8,13 (s, 1H, indol); 8,47-8,49 (m, 1H, indol);
11,75 (s, 1H, NH-indol). RMN **C (75 MHz, DMSO- dg) § 100,8; 112,0; 113,0; 113,8; 114,9;
115,1; 122,5; 124, 3; 124, 8; 125, 6; 126,1; 126, 4; 127,2; 127, 2; 127, 3; 128,3; 128,3; 129,0;
130,0; 130, 1; 130,2; 131,2; 130,8; 134,2; 135,7; 139,2; 140,1; 167,3.

4.2.3.3 Sintese do tiazol 3h

Em um bal&o de fundo redondo de 50 ml contendo 2-bromo-4-fenil-acetofenona (1 eq.,
0,23 mmol, 100 mg) em etanol (15 mL) sob agitagdo magnética foi adicionada a
tiossemicarbazona 2b (1 eq., 0,23 mmol, 63 mg). A mistura foi mantida sob refluxo. A reacgao
foi monitorada por CCD e ao término o produto foi precipitado com agua destilado e filtrado.
O solido ainda com a presenca da acetofenona foi lavado com éter de petréleo (3 x 20 mL),
fornecendo o produto puro (Adaptado de MELEDDU et al., 2015).

(E)-4-(/1,1 -bifenil]-4-il)-2-((E)-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)hidrazona)-3-(naftalen-1-
il)-2,3-dihidrotiazol (3h): Solido marrom; P.F >310°C. Rendimento: 44% (60 mg); R 0,60
(AcOEt/Hexano: 6:4).

o

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & 6,84 (s, 1H, tiazol); 7,21-7,44 [m, 9H, bifenila (7H), indol
(2H)]; 7,49-7,68 [m, 7H, bifenila (2H), naftila (5H)]; 7,74 (d, J = 8,6, 1H, naftila); 7,99 (t, J =
7,2, 2H, naftila, -CH=N-); 8,14 (s, 1H, indol); 8,48-8,50 (m, 1H, indol); 11,64-11,67 (m, 1H,
NH-indol). RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) § 101,2; 112,0; 113,1; 113,8; 122,6; 124,3: 124,9;
125,7; 126,1; 126,1; 126,1; 126,4, 126,4; 126,5; 127,4; 127,6; 128,1; 128,1; 128,2; 128,4;
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128,8; 128,8; 129,1; 129,7; 130,3; 131,2; 133,9; 134,4; 135,7; 138-7; 139,9; 140,1; 148,1;
167,5.

4.3 ESTUDO IN SILICO

4.3.1 Propriedades ADME e regra de Lipinski e Veber

As estruturas quimicas para todos os tiazdis 3a-h foram desenhadas no ChemDraw Ultra
12.0, em seguida foram gerados os codigos smiles. Os codigos smiles foram usados para
exportar a estrutura das moléculas para as plataformas on line disponiveis gratuitamente, para
investigacdo do potencial farmacolégico dos compostos relacionados a biodisponibilidade oral.
A anélise dos parametros relacionados as regra de Lipinski e Veber foi realizada através da

plataforma SwissADME disponivel em (http://www.swissadme.ch/index.php). E as

propriedades ADME (absorc¢éo, administracdo, metabolismo e excrecéo) foram analisadas no

pkCSM, disponivel em (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction).

4.3.2 Docking Molecular

Buscou-se a estrutura cristalogréafica dos receptores biolégicos empregados nesse estudo,
albumina do soro bovino (BSA), Topoisomerase Ilo humana e o DNA no banco de dados
protein date base (PDB).
1. Foi obtido o cristal da BSA em complexo com o acido 3,5-diiodosalicilico, ID: 4JK4,
com resolucéo de 2,56 A;

2. Foi obtido a estrutura cristalografica da enzima TOPO Ilo. em complexo com o DNA e
o farmaco etoposideo, ID: 5GWK, resolucéo de 3,152 A;

3. Aestrutura do DNA foi obtida com o codigo, ID: 1BNA, resolugdo 1,9 A.

4.3.2.1 Tratamento do receptor

Inicialmente, no programa Discovery Studio 2017, foram removidos os ligantes da BSA
e TOPO Ila. Depois foram removidas as moléculas de dgua da estrutura cristalografica dos
receptores. A adicao de atomos de hidrogénio polares e as cargas de Kollman foi realizada com

0 auxilio do programa AutoDockTools


http://www.swissadme.ch/index.php
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction
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4.3.2.2 Tratamento dos ligantes

Os oito ligantes tiazois foram desenhados no programa ChemDraw Ultra 12.0 e salvos
no formato adequado para pré-otimizacdo no programa Avogadro. Apds a pré-otimizacao no
Avogadro foi criado um input mop para otimizagao no programa Mopac2016 no nivel PM6. O
arquivo mop foi otimizado no Mopac2016 e o arquivo out gerado apds a otimizacdo no
Mopac2016 foi aberto novamente no programa Avogadro e salvo no formato pdb. No programa
AutoDockTools foram abertos os ligantes pdb, removidos os hidrogénios apolares, computadas

as cargas de Gasteiger e posteriormente todos os ligantes foram salvos no formato pdbaqt.
4.3.2.3 Calculo do grid e docking

Os arquivos dpf foram criados para a analises de docking do algoritmo genético
Lamarckiano. Cada célculo de docking foi processado com 100 conformacdes e foram
realizados pelo Laboratorio de Simulagdo Computacional (LaSC), Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE). A descricdo do tamanho e coordenadas dos GRIDS criados para cada

receptor estdo descritas a seguir.

» BSA: Para realizacdo do célculo de docking o tamanho do grid foi ajustado de modo a
incluir o sitio de ligacdo da proteina,com base no fato que os dois principais sitios de
ligacdo na BSA estdo localizados nas proximidades de Trp134 e Trp213. Dessa forma,
o0 docking foi processado com a configuracdo dos tamanhos de GRID 90x90x90 ao
longo dos eixos x, y e z, com espagamento de 0,375 A (valor padrdo), dimensdes
suficientes para cobrir todos os residuos ativos dos dois locais de ligacao
abundantemente reportados correspondentes ao Trp134 e Trp213. O centro da grade nos
eixos X,Y e Z, foi definido como 35.891, 24.195 e 35.381 A.

» DNA: Os acidos nucléicos sdo estruturalmente diferentes das proteinas e ndo possuem
um sitio de ativo definido de ligacédo, logo para a analisar as interacdes dos ligantes com
o DNA foi criada uma caixa para englobar toda a estrutura do DNA. O docking foi
processado com as dimensdes do grid nos eixos X, Y e Z de: 90x90x90 A, e o
espacamento do grid foi de 0,375 A, o centro da grade nos eixos X, Y e Z foi definido
como 14.779, 20.976 e 8.804 A.
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» TOPO Ila: Conhecido o sitio ativo da enzima o célculo de docking foi processado com
as dimensdes do grid nos eixos X, Y e Z de: 60x60x60 A, espagamento padréo (valor
de 0,375 A), o centro da grade nos eixos X, Y e Z foi definido como 24.5, -38,148, -
59,54 A.

4.4 ESTUDO ESPECTROSCOPICO DE INTERACAO COM BIOMOLECULAS COM 0OS
TIAZOIS 3A-H

As biomoléculas, BSA e DNA foram obtidas atraves da SigmaAldrich. As analises
foram realizadas no espectrofotdmetro UV-vis Ultraspec 3000 PRO do Laboratério de
Bioquimica do LIKA-UFPE e no Espectrofluorimetro JASCO FP-6300 (Toquio, Japdo) do
Laboratorio de Enzimologia do CCS-UFPE. Para preparacdo da solucdo mde, utilizou-se
DMSO e tampéo Tris-HCl a 0,1M em pH 7,46.

4.4.1 Preparacéao da solugdo mée dos compostos

Em primeiro momento foi feito o calculo da quantidade necessaria de cada composto
para 0 experimento, convertendo a massa molar para micromolar e multiplicando por 2
(quantidade em mL do DMSO). Apds estabelecer a massa para cada composto, eles foram
pesados e diluidos em 2 ml de DMSO, as solugdes foram sonicadas durante 1 minuto, para

evitar a precipitacdo da amostra.

4.4.2 Preparacéao das solucdes de DNA e BSA

A solucdo de DNA foi preparada com o DNA de esperma de salméao, diluido em Tris-
HCI (0,1 M pH=8) e armazenado por 24 horas a temperatura de 20 °C. Posteriormente essa
solucdo foi diluida novamente em tampdo Tris-HCI e sua concentragdo foi determinada
utilizando o coeficiente de extincdo molar 6600 M™.cm™ a 260 nm. A pureza do DNA foi
determinada através da analise do valor da relacdo de absorbancia em 260/280 nm.

A solucdo de BSA foi preparada utilizando o tampdo Tris-HCI (0,1 M pH 7,4) e a
albumina de timo bovino. A BSA foi pesada e diluida no tampdo de 1 M e posteriormente foi
sonicado por cerca de 5 minutos e congelado a temperatura de -20°C.
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4.4.3 Espectroscopia de absorcéo eletronica

As solucdes de cada composto foram preparadas em concentragdes crescentes (5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40uM) e foram diluidas em tampdo Tris-HCI (pH 7,4). Essas solug¢Bes foram
analisadas por meio de varredura no espectrofotdmetro (200-600 nm). A concentracdo de 30
UM foi escolhida para cada composto baseado nos resultados obtidos na analise de
varredura.Para avaliagdo da interacdo dos compostos com DNA, foram preparadas
concentragOes crescentes do DNA de salmdo (10, 20, 40, 60, 80, 100 uM)em tampéo Tris-HCI
(pH 8,0) com cada compostos fixo a 30 uM. Essas solugdes foram analisadas por meio de
varredura (200-600 nm) no espectrofotémetro. As medigdes foram realizadas em cubetas de
quartzo de 1lcm. A constante de ligacdo intrinseca (Kb) foi obtida pelo ajuste do
dados para equacao Benesi-Hildebrand, usando um software SigmaPlot 10.0. Os gréaficos foram
plotados com a razdo entre [DNA] / (¢a e &f) vs. [DNA], onde &, é 0 coeficiente de absortividade
molar do ligante livre ¢ €g € 0 coeficiente de absortividade molar do complexo com 0 DNA
(LAFAYETTE et al,. 2017).

[DNA]/(ea—er ) = [DNA]/(ep-er) + 1/Kb(ep—er)

4.4.4 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

Para a analise de interacdo do composto com a albumina, as solucbes foram preparadas
fixando a concentracdo da BSAem 20 uM e variando a concentra¢ao dos compostos (5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40 uM) em tampéo Tris-HCI( pH7,4). Os espectros de emissao foram registrados
na regido de 310-400 nm usando um comprimento de onda de excitacdo de 285nm, com bandas
de excitacdo e de emisséo de 2,5 nm e 2,5 nm. As medigOes foram realizadas em cubetas de
quartzo de 1cm. A constante de supressao de fluorescéncia (Ksy) foi analisada a partir da
equacdo de  Stern-Volmer, o0s ajustes  foram feitos a apartir do
Software SigmaPlot 10.0. Os gréaficos gerados para Ksy é a intensidade de emissdo da
fluorescéncia na auséncia e na presenca do complexo (lo / I) versus a concentracdo dos tizdis
(LAFAYETTE et al,. 2017).

Iy
—=14+K . r
I N4
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5 RESULTADOS

O intuito dessa pesquisa é avaliar a série de tiazdis como agentes antitumorais. Diante
disso, as estruturas foram planejadas de modo a conter sistemas aromaticos responsaveis pela
interacdo com o DNA. Para analisar as interacdes ligante-receptor, foram realizados ensaios
espectroscopicos com o DNA, acompanhados docking molecular. Um estudo adicional foi

realizado, envolvendo a interacdo dos compostos com BSA, que também foram analisados de

forma experimental e in silico.

5.1 SINTESE DE TIAZOIS

Para a obtencdo dos sistemas heterociclicos desejados foi realizada inicialmente uma
analise retrossintética. Os tiazOis 3 poderiam ser obtidos a partir da reacdo entre
tiosemicarbazonas correspondentes 2 e halo-acetofenonas. Ja as tiosemicarbazonas 2, poderiam

ser obtidas a partir da reacdo entre a tiossemicarbazida 1 e aldeidos inddlicos, obtidos

comercialmente (Esquema 12).

Esquema 12- Esquema retrossintético para sintese de tiazdis 3.

S
; R,
Q' NN 1\ . 1
s NS A
T A Ueo O
NN T R i N NH
H o A\Y
‘\7,’, HN_i
3 o 2
s s
- CHO
N N, g
NH™ N N
@ N
N
w0 0 ;
Hidrazina  1-naflil-isotiocianato 1

Fonte: A Autora (2019).

5.1.1 Sintese da tiossemicarbazida 1

A sintese da tiossemicarbazida 1 foi baseada em uma metodologia descrita por Altintop
e colaboradores (2016) na qual o 1-naftil-isotiocianato foi submetido a reacdo com hidrato de
hidrazina 51%. A Unica modificacdo realizada foi a troca do etanol, utilizado originalmente
como solvente, por diclorometano, que solubiliza o isotiocionato. Essa alteracdo levou a uma

maior eficiéncia e a um decréscimo no tempo reacional de 4 horas para 30 minutos. A reagdo
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foi monitorada por CCD e ao final a tiossemicarbazida 1 foi obtida em um rendimento de 90%

a partir de uma filtragdo simples (Esquema 13).

Esquema 13- Sintese de tiossemicarbazida 1.
.C* )J\N’NH )

CH,Cly H
NH,NH —
O+ w227 (S
1

1-naftil-isotiocianato
90%

Fonte: A Autora (2019).

Derivados contendo naftaleno como grupo farmacoférico ja sdo descritos, sendo
descritos como indutores de apoptose (MEDARDE et al., 2004), inibidores de microtibulos
(JIANG et al., 2008) e uma série contendo o anel pirazol e tiazol foram descritas com atividade
anti-proliferativa e inibitéria do EGFR (YUAN et al., 2014).

A estrutura do composto 1 foi confirmada através da andlise dos espectros de RMN de
'H e 3C. No espectro de RMN *H pode-se observar em & 5,04 um simpleto largo referente aos
2 hidrogénios do NH,. Na regido de hidrogénios aromaticos pode-se observar 4 sinais entre 6
7,44-8,00, referente aos 7 hidrogénios do grupo naftila. E em & 9,23 observa-se um simpleto

referente a um dos grupo NH-C=S (Figura 23).

Figura 23- Espectro de RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 1.

NH
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Fonte: A Autora (2019).

No espectro de RMN *3C pode-se observar sinais referentes aos carbonos do
grupamento naftaleno com 6 122,6; 124,8; 125,3; 125,9; 128,0; 129,7; 133,7. E o sinal em
6 169,3 refere-se ao grupo C=S (Figura 24).
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Figura 24- Espectro de RMN *C (75 MHz, DMSO-ds) do composto 1.
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Fonte: A Autora (2019).
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5.1.2 Sintese das tiossemicarbazonas 2a-b

A metodologia classica para a preparacao de tiossemicarbazonas envolve a condensacdo
entre uma tiossemicarbazida e um aldeido. Oliveira e colaboradores (2017) descreveram a
sintese desses compostos em rendimentos que variaram de 95-77%. A metodologia foi baseada
na reacao entre a tiossemicarbazida 1 e um aldeido apropriado em meio acido (HCI catalitico;
3 gotas) utilizando etanol como solvente. Os produtos desejados, 2a e 2b, foram obtidos em
rendimentos de 85% e 77%, respectivamente (Adaptado de OLIVEIRA et al.; 2017) (Esquema
14).

Esquema 14- Sintese das tiossecarbazonas 2a-b.

S
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S N CHO g Y
| / 0
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H Voo N-NH—
HN—/ \S
! 2
Exemplos sintetizados: Br
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= NH- Y N
T NN U NN
HN-— HN-— Y
2a s 2b
85% 77%

Fonte: A Autora (2019).

O mecanismo geral da formacéo das tiossemicarbazonas é mostrado no Esquema 15.
Primeiramente, ocorre a formacgéo do ion oxénio, seguido da adi¢do nucleofilica do nitrogénio
da tiossemicarbazida para levar a um intermediario tetraédrico (hemiaminal protonado). A

perda de uma molécula de agua e de um proton leva a formacdo da tiossemicarbazona
(TENORIO et al., 2005).
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Esquema 15- Mecanismo de formacéo das tiossemicarbazonas.
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Fonte: A Autora (2019).

As tiossemicarbazonas foram caracterizadas por RMN de *He *3C. No espectro de RMN
'H do composto 2a, por exemplo, pode-se observar um valor de integracéo para 16 hidrogénios,
conforme a Figura 25. A caracterizacdo desse composto foi realizada com base nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos produtos de partida, a tiossemicarbazida 1 e o
indol-3-carboxaldeido.

De acordo com a figura 25, observam-se dois tripletos em 6 7,09 e 7,20 (J =7,08 Hz e
7,2 Hz) referentes a dois hidrogénios do sistema inddlico. O dupletoem 67,45 (J=8,2 Hz) e 0
multipleto entre & 7,52-7,61 apresentam trés hidrogénios do grupo naftila. Os dois dupletos
seguintes, em & 7,69 (J = 7,0 Hz), 6 7,89 (J = 8,2 Hz) séo referentes a dois hidrogénios da
naftila. Em & 7,93 tem-se um dupleto com J = 2,7 Hz, referente ao um hidrogénio do grupo
azometino (HC=N). Entre 5 7,95-8,03 observa-se um multipleto referente aos dois hidrogénios,
um do grupo naftila e outro do indol. Em & 8,37 tem-se um dupleto (J = 7,9 Hz) e em & 8,50
um simpleto referente a dois hidrogénios do indol. Em & 9,87 um simpleto referente a um dos
NH da tioamida e & 11,69 outro simpleto com integracdo para dois hidrogénios, um referente

ao NH da tioamida e outro referente ao NH do sistema inddlico.

Figura 25- Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 2a (ampliacéo entre & 7,00 a 8,05).
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Fonte: A Autora (2019).

No espectro de RMN 3C observa-se a presenca de 20 sinais, sendo o sinal mais
relevante o do carbono do azometino em & 137,1; valor proximo ao descrito na literatura
(AFRASIABI et al., 2004). E em 6 176,2 pode-se observar o carbono ligado ao enxofre (C=S).

Os demais sinais sdo referentes aos carbonos dos aromaticos (Figura 26).

Figura 26- Espectro de RMN (300 MHz, DMSO-dg) do **C do composto 2a.
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Fonte: A Autora (2019).

5.1.3 Sintese dos tiazois 3a-h

As tiossemicarbazonas 2a-b foram entdo submetidas a reacdo com halo-acetofenonas
comercialmente disponiveis, empregando-se etanol como solvente, sob refluxo. Os tiazois
desejados 3a-h foram obtidos em rendimentos que variaram de 41 a 77% (Tabela 1). Esses
rendimentos indicam a necessidade de otimizagédo das condic¢des reacionais, tendo em vista que
na literatura é descrita a sintese de sistemas analogos em com rendimentos entre 57 a 96%
(MELEDDU et a., 2015).



Tabela 1- CondigBes reacionais para a sintese dos tiazdis 3a-h.
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Br - 60 44

®Rendimento isolado
Fonte: A autora (2019).

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que melhores rendimentos foram obtidos
guando o composto 2b foi utilizado como precursor. No entanto, menores tempos reacionais
foram observados quando o composto 2a foi utilizado (Tabela 1, entradas 1 e 6).

Quando halo-acetofenonas possuindo um atomo de flior como substituinte foram
utilizadas, foi necessaria a utilizacdo de uma base para promover a reacdo (Tabela 1, entradas
2e7).

O mecanismo geral de ciclizacdo que favorece o tiazol é descrito no Esquema 16
(GOMES, 2012). Inicialmente o par de elétrons livres do enxofre realiza o ataque nucleofilico
ao carbono B da carbonila, com saida do bromo, favorecendo o intermédio da reagdo, com a
carga positiva no enxofre. O rearranjo de elétrons leva a perda de um hidrogénio do nitrogénio
ligado ao naftil. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico desse nitrogénio ao carbono da
carbonila, levando a ciclizacdo. Nas proximas etapas, a protonacdo do oxigénio favorece a
eliminacdo de uma molécula de &gua, com a perda de um hidrogénio do carbono adjacente,

formando uma ligagao = entre esses carbonos, resultando no tiazol.

Esquema 16- Proposta mecanistica para formacao dos tiazéis.
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Fonte: Adaptado de (GOMES, 2012).

A caracterizacdo da série de tiazis foi realizada através do RMN *H e **C. O composto
3g sera usado para exemplificacdo. No espectro de RMN *H, conforme a figura 27, observa-se

um simpleto em & 6,76 referente ao hidrogénio do tiazol, indicativo da formacao desse sistema
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ciclico. Em 6 6,95 e 7,20 pode ser observado 4 sinais referentes aos hidrogénios do sistema p-
F-CgHs. Em 6 6,95, um tripleto J = 8,8 Hz com integracdo de 2 hidrogénios, que acoplam com
0s outros 2 hidrogénios do anel e com o atomo de fltor. O acoplamento H-F é possivel uma vez
que o nlcleo *°F também apresenta o spin 1/2 (Silverstein et al., 2015). Em & 7,20 observa-se
um dupleto de dupleto, com J = 8,8 e 5,5 Hz referente aos outros 2 hidrogénios aromaticos. A
correlaco entre esses 4 hidrogénios foi evidenciada pelo experimento COSY (Figura 28).

Os dois multipletos entre 6 7,31-7,35 e 7,40-7,43 estdo associados aos hidrogénios
indolico. O multipleto contendo um valor de integracdo de seis hidrogénios entre 6 7,51-7,70
esta relacionado a seis hidrogénios do grupamento naftila. Em & 7,97 observa-se um tripleto
com J = 8 Hz, referente aos 1 hidrogénios do grupamento naftila e um hidrogénio do grupo
azometino. Em 6 8,13 observa-se um simpleto referente ao indol. O multipleto entre & 8,47-
8,49 se refere a um hidrogénio do sistema aromatico do indol. E o simpleto largo em & 11,75

esta associado ao NH do sistema inddlico.

Figura 27- Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 3g (ampliagdo entre & 6,07 a 8,2).
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Figura 28- Espectro de COSY (2D) do composto 3g.
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Fonte: A Autora (2019).

Na caracterizacdo de RMN *3C podem ser observados 26 sinais correspondentes aos
carbonos presentes na estrutura. Conforme a Figura 29, o carbono Ca apresenta um pico em
d 148,11. Os carbonos Cb e Cc do tiazol apresentam sinais em & 167,33 e 163,33. Além disso,
os valores estdo proximos dos dados da literatura de sistemas similares (MAHMOODI et al.,

2016). Os demais sinais correspondem aos outros carbonos arométicos. Cabe mencionar ainda,

que alguns picos, como em & 160,58 corresponde ao acoplamento carbono-fldor.

Figura 29- Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) do composto 3g.
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Fonte: A Autora (2019).

5.2 ESTUDO IN SILICO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS E ADME
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5.2.1 Regrade Lipinski (RO5) e parametros de Veber

A triagem in silico de moléculas com melhor biodisponibilidade oral se baseia em
algumas semelhancas entre os medicamentos que levam a um perfil de farmaco ideal. Isso é
feito através de filtros, regras ou modelos que definem limites aceitaveis de certas propriedades
fisico-quimicas para candidatos a farmacos (TIAN et al., 2015). Parametros como
lipofilicidade, ligacbes de hidrogénio, tamanho e ligagBes rotaciondveis, influenciam o
comportamento da molécula em um organismo vivo, incluindo a biodisponibilidade,
propriedades de transporte, reatividade, toxicidade e estabilidade metabdlica (ABBASI et al.,
2018). A serie dos tiazois 3a-h foi entdo analisada quanto a esses parametros, através da
plataforma on line SwissADME disponivel em (http://www.swissadme.ch/index.php) no
intuito de investigar seu potencial quando biodisponibilidade oral (Tabela 2).

A regra de Lipinski estabelece parametros de predicdo tedrica que apresentam valores
de referéncia multiplos de cinco: peso molecular < 500; lipofilicidade, expressa como log P
(coeficiente de particdo dgua/l-octanol) <5 ou MLOG P < 4,15 ; nimero de doadores de ligacdo
de hidrogénio (geralmente a soma de grupos hidroxila e amina) < 5; e nimero de aceptores de
ligacOes de hidrogénio (estimado pela soma de atomos de oxigénio e nitrogénio) < 10. Segundo
essa regra, um farmaco ativo oralmente ndo viola mais de um desses parametros (LIPINSKI et
al., 2012).

Tabela 2- Propriedades fisico-quimicas dos compostos 3a-h obtidas através da plataforma SwissADME.

Ligacdes TPSA
Estrutura MM HBA HBD MLog P L. )
rotacionaveis (A%

444.55 2 1 4,72 4 73,68

462,54 3 1 5,09 4 73,68

489,55 4 1 4,58 5 119,50
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520,65 2 1 5,66 5 73,68
568,44 4 1 4,33 5 119,50
523,45 2 1 5,28 4 73,68
541,44 3 1 5,64 4 73,68
599,54 2 1 6,20 5 73,68

*MM= Massa Molar (g/mol); HBA=Aceitador de ligacao de hidrogénio; HBD= Doador de ligacao de hidrogénio;
MLOG P= lipofilicidade; TPSA= Area de superficie polar. Fonte: A Autora (2019).

Com base nesses parametros, apenas 0s compostos 3a-c se enquadraram na mesma,
violando apenas o MLOGP, com valores acima de 4,15. Porém, cabe mencionar que valores
muito discrepantes de MLOG P, pode ocasionar ma absorcdo. Moléculas muito hidrofilicas
apresentam baixa biodisponibilidade, devido a baixa permeabilidade pelas membranas
celulares e moléculas com alta lipofilicidade apresentam baixa solubilidade em agua o que
dificulta a dissolugdo no meio fisioldgico. (PEREIRA, 2007 e LUO, ZHENG et al. 2007).

Ainda em relacdo aos compostos 3a-c, o derivado 3b seria 0 mais lipofilico, a presenca
da ligacdo C-F em moléculas orgéanicas além de aumentar a lipofilicidade, atua em outras
propriedades como a permeabilidade da membrana e estabilidade metabdlica. Compostos
contendo pelo menos um atomo de flior sdo encontrados em mais de 20% dos medicamentos
atualmente aprovados (SANTANA et al., 2018). Outro fator que influencia os valores de
MLOGP é o numero de doadores de ligacdo de hidrogénio, porém nessa série ndo houve

variagdo, pois, todos os compostos s6 apresentam o NH do anel inddlico como doador.
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O composto 3e apresenta duas violagdes da regra dos 5, porém, apesar da massa molar
elevada, possui o menor valor de MLOG P, sendo o mais hidrofilico, seguido do composto 3c.
Ambos apresentaram o maior numero de aceitadores de ligagdo de hidrogénios, por possuirem
o grupamento NO, ligado ao anel aromatico, conferindo assim maior polaridade.

Para 0s demais compostos, observou-se que com o aumento do numero de carbonos (e a
presenca do atomo de bromo) ocasiona o aumento da lipofilicidade. O composto 3h é o mais
lipofilico e apresenta apenas 2 HBA, com MLOG P = 6,20, 0 que ja era esperado, uma vez que
a estrutura apresenta maior nimero de anéis aromaticos e que pode ocasionar uma baixa
absorcéo, devido a baixa solubilidade em agua.

Em relacdo aos parametros de Veber (2002), ndo ocorreu nenhuma violagéo quanto ao
numero de ligagdes rotaciondveis (todos ficaram abaixo de 10) e todos os valores de TPSA
ficaram a baixo de 140 A Veber, ao propor esses parametros sugeriu considerar moléculas
sem limite de peso molecular, o que levou a otimizacdo em relacéo a flexibilidade da molecula
ao receptor biolégico. Um valor reduzido da PSA (ou TPSA) garante uma melhor permeacéo e
0 aumento do numero de ligagdes rotacionaveis pode dificultar a mobilidade com que a
molécula atravessa a membrana. (PAJOUHESH; LENZ, 2005).

5.2.2 Propriedades farmacocinéticas ADME

O estudo de propriedades farmacocinéticas € um passo importante no design de
medicamentos. Este estudo visa prever como se dara a absorcéo, a distribuicdo, o metabolismo
e a excrecdo (ADME) de um farmaco. Apds administracdo oral, um medicamento deve passar
pelo intestino via difusdo passiva, mediada por absor¢éo ou processos de transporte ativo antes
de atingir a circulacdo sisttmica. O farmaco é removido irreversivelmente do organismo pelo
metabolismo e pela excrecdo. O estudo de muitas drogas € interrompido por conta da méa
absorcdo. Metodos para avaliar a absor¢do podem ser in situ, in vivo, in silico ou modelos in
vitro, utilizados sozinhos ou em combinacdo (LIN et al., 2003). Os modelos in silico ADME
vem ganhando destaque, por apresentar resultados que corroboram com o0s dados
experimentais, sendo uma ferramenta Gtil para selecdo de drogas ativas oralmente e de
moléculas inadequadas para NCEs. O estudo das propriedades farmacocinéticas dos tiazois
sintetizados 3a-h foi realizado através da plataforma on line pkCSM, disponivel gratuitamente
em (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction). A Tabela 3 apresenta os parametros
selecionados para predizer a absor¢cdo oral dos compostos (PIRES et al., 2015;
LAMBERTUCCI et al., 2018)


http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction)
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No primeiro pardmetro tem-se o coeficiente de permeabilidade a monocamada de
células Caco-2 como estimativa da absor¢do na mucosa intestinal humana. Essa linhagem
celular é derivada de carcinoma colo-retal humano e é usada para avaliacdo de absor¢éo oral,
porque retém a morfologia e muitas propriedades funcionais do intestino in vivo. Para um
composto apresentar alta permeabilidade, o valor deve ser maior que 0,90 x 10° cmi/s
(CASTILLO-GARIT et al., 2008). De acordo com a Tabela 3, com exce¢do dos compostos 3¢
e 3d, todos os demais apresentaram elevada permeabilidade, com valores acima da referéncia.
O comportamento dos compostos 3c e 3e pode ser explicado pela presenca do grupo nitro, o
seu carater hidrofilico, provoca redugdo no log P, com valor da constante de Hansch, 7= -0,28
(HANSCH; FIJITA, 1964; HANSCH ,1969). Essa propriedade corrobora com as propriedades
fisico-quimicas da secéo anterior, pois ambos apresentaram o0s menores valores de MLOG P,
4,58 e 4,33, respectivamente, indicando maior hidrofilicidade, o que pode resultar em baixa
biodisponibilidade, devido a baixa permeabilidade em membranas celulares (PEREIRA, 2007,
LUO et al., 2007).

Tabela 3- Estudo farmacocinético dos tiazois 3a-h através do pkCSM.

Volume de N Depuragédo
- Absorgdo  distribuicdo Fl_'a(;ao N0 permeabili total de
Permeabilida intestinal no estado ligada ao dade medicamen
Estruturas de em Caco-2 h R plasma
(10°cm/s) umana estacionario Humano BBB (log tos
(%) - VDss (Fu) BB) (log
(log L/kg) ml/min/kg)
1,023 93,495 -1,161 0,252 0,532 0,486
1,011 93,142 -0,231 0,252 0,537 0,223
0,266 92,839 -0,334 0,258 -0,480 0,394
[*\:;
| 0,991 93,702 -0,406 0,326 0,530 0,450

0,209 92,319 -0,553 0,278 -0,970 0,242
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0,983 94,265 -0,298 0,277 0,414 0,333
0,950 91,438 -0,224 0,276 0,578 0,070
0,942 94,358 -0,437 0,342 0,412 0,298

Fonte: A Autora (2019).

Os resultados da absorc¢éo intestinal humana sdo estimados através da soma de absorcao
e biodisponibilidade a partir da proporgédo de excrecdo na urina, biliar e fezes (YAMASHITA
et al., 2000). Nesse parametro todos 0s compostos apresentaram resultados satisfatorios, entre
92-94%. o0 que sugere que todos serdo absorvidos no nivel intestinal.

O volume de distribuicdo no estado estacionario (VDss) determina a quantidade de
farmaco no corpo em relacdo ao tempo meia-vida (t12) e, em ultima analise, afeta o intervalo
de dosagem de uma droga. (KHARKAR, 2013). Assume-se, de forma geral, que a concentracéo
do farmaco no sitio de acéo se correlaciona a concentragdo do farmaco no plasma (GARETH,
2012). Valores mais elevados (log VDss > 0,45) indicam uma maior distribuicdo de um
determinado composto nos tecidos, enquanto valores mais baixos (VDss < -0,15) indicam uma
maior proporcdo da droga no plasma. Todos os valores para a série 3a-h foram negativos,
sugerindo maior distribuicdo destes compostos no plasma.

A penetracdo da barreira hematoencefalica (BBB, do inglés Blood-Brain Barrier) é
um parametro importante para drogas que possam ter algum efeito no SNC. A previsdo sugere
que valores > 0,3 poderiam cruzar essa barreira, enquanto valores < -1 sugerem baixas
distribuicbes. Os compostos 3c e 3e apresentaram valores negativos, o que pressupde a ndo
penetracdo na barreira (BBB), devido a sua menor lipofilicidade. Os demais, mais lipofilicos,
apresentaram valores entre 0,4 e 0,5 indicando uma possivel penetracdo através dessa barreira.
Porém, a lipossolubilidade também favorece a captacao pelos tecidos periféricos, diminuindo a
concentracdo da droga no sangue. Assim, para essa ou outras bicamadas, a medida que
lipossolubilidade pode aumentar a taxa de transporte através do BBB, também pode diminuir a
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quantidade do farmaco, o que se presume um equilibrio entre 0o aumento da permeacao da BBB
e a diminuicdo das concentragfes no sangue (BANKS, 2009).

Por fim, a depuracdo total de medicamento € um parametro que relaciona a taxa de
eliminacdo a concentracdo plasmatica do sangue por unidade de tempo (GARETH, 2012). E
os valores de cada composto sdo dispostos na tabela 3.

5.3 DOCKING MOLECULAR
5.3.1 Complexos ligante — DNA

Os principais modos de interacdo ndo-covalente com o DNA sdo: (i) atracOes
eletrostaticas com a porcao acgUcar-fosfato; (ii) interacbes com o sulco maior; (iii) interacbes
com o sulco menor e (iv) intercalagé@o entre pares de bases nitrogenadas (RESCIFINA et al.,
2016). Porém nesse estudo, foi utilizado um DNA com estrutura rigida, que permite apenas
analisar as energias de ligacao de interacdo ao sulco. Nesse caso, a formacao do complexo com
0 DNA seré influenciada pela a estrutura do ligante em relagdo a flexibilidade das ligagdes.

Os resultados tedricos das energias de ligacdo dos complexos tiazol-DNA sdo mostrados
na Figura 30 e sugerem que todos os ligantes formaram complexos com o0 DNA com uma valor
de energia de ligacdo inferior a -9,00 kcal mol-*, exceto o composto 3d, que interagiu com -
5,97 kcal mol-'. Os ligantes 3a e 3b apresentaram melhor afinidade de ligagdo com o DNA,
com um valor de energia de ligacdo -10,34 kcal/mol para ambos.

Figura 30- Valores de energia de ligagcdo (Kcal.mol™) para os complexos tiazol-DNA.

Fonte: A Autora (2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banks%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19534732

72

Todos os compostos interagiram com o DNA, seguindo a mesma tendéncia, com o

nucleo tiazolico e inddlico projetados ao sulco do DNA. Os grupos indol e o naftila ndo se
classificam como intercalantes classicos, a estrutura geral apresenta sistemas de anéis
aromaticos ndo fundidos com liberdade de tor¢éo, apresentando de 4 a 5 ligacdes rotacionaveis,
segundo o parametro de Veber (2002). Essa flexibilidade permite ao ligante adotar uma
conformacéo que seja apropriada para a interacéo ao sulco (STREKOWSKI; WILSON, 2007).
Conforme os resultados da energia de ligacdo e analise da interacdo tiazol-DNA em 3D,

Os complexos foram mantido por interacdes hidrofobicas e interagiram principalmente com as
bases adenina e timina (Figura 31). Segundo a literatura, moléculas com baixo peso molecular
podem ligar-se a ambos os sulcos, porém, elas se ligam preferencialmente ao sulco menor,
adotando conformacdes que permitem o encaixe a esse sitio com menor impedimento estérico.

Essa regido se caracteriza por ser mais estreita e profunda, contendo principalmente os pares de
base AT (GILAD; SENDEROWITZ, 2014).

Figura 31- Modos de interacdo dos derivados tiazois coma dupla fita do DNA.

/kj\ . o>
e

Fonte: A Autora (2019).
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5.3.2 Complexo ternario topo Ila-ligante-DNA

As enzimas Topoisomerases desempenham um importante papel de regulagdo na
diviséo celular, estando relacionadas a processos que controlam o DNA como replicacéo,
transcricdo, recombinacdo, reparacao, condensacdo cromossdmica e segregacao da cromatina
(KATHIRAVAN et al., 2012). Elas atuam no DNA através da quebra transitoria de um ou dois
fios ocasionando a desvinculacao da dupla hélice em um mecanismo de clivagem que favorece
a replicacdo do DNA, essencialmente pela isoforma topo Il o, que vem sendo um alvo bastante
estudado no desenvolvimento de antitumorais como inibidores que possam induzir a apoptose
em células proliferativas (MCCLENDON; OSHEROFF, 2005).

Essa classe de enzimas foi incorporada ao docking molecular com o intuito de analisar
os modos de intercalagdo dos tiazois com o DNA, através da formagdo de um complexo

ternario. Os resultados de estudo de docking com a Topo llo sdo descritos na Tabela 4.

Tabela 4- Energias de ligacdo e tipo de interagdo para cada complexo ternario.

Energia de Ligacdo

Composto ligacdo de Empilhamento

kcal mol?  hidrogénio T
Cit-8
-10,38 Cit-8 Tim-9
Gua-13
Cit-8
Arg-487 Tim-9
-10,27
Leu-616 Ade-12
Gua-13
Cit-8
Arg-487 Tim-9
-10,84
Glu-461 Ade-12
Gua-13
Cit-8
-12,18 Glu-461 Ade-12
Gua-13
Cit-08
Arg-487 Tim-09
-11,16
Glu-461 Ade-12

Gua-13




74

Cit-08
-10,75 Arg-487 Tim-09
Gua-13

Cit-08
Tim-09
Ade-12
Gua-13

-10,57 Arg-487

Cit-08
Tim-09
Ade-12
3h V Gua-13

-12,69 Glu-461

Fonte: A Autora (2019).

Com base no estudo de docking molecular todos os derivados tiazélicos apresentaram
baixa energia de ligagéo, 0 que pressupde que todos podem intercalar com os pares de bases do
DNA e concomitantemente servir como veneno para a enzima topo Ilo. Essa acdo citotoxica ja
foi observada em varios agentes antitumorais, como a mitoxantrona que atua estabilizando o
complexo ternario covalente Topo ll-ligante-DNA, resultando na morte celular por apoptose
(HANDE, 2008). Em geral, a presenca de ligantes planares com sistemas ricos em elétron- «
promove a intercalacdo com estabilizagdo do complexo ligante-DNA através das forcas ndo-
covalentes, como interagdo m-m, ligacdes de hidrogénios e interagdes hidrofobicas (BARRA;
NETTO, 2015).

Na andlise dos complexos 3D, foi observado que todos os compostos sintetizados
interagem com o aminoacido de arginina-487, de modo semelhante ao etoposideo (farmaco co-
cristalizado presente na estrutura da topo Ila), porém com padrdes de intercalagdo diferentes.
Os compostos 3d e 3h apresentaram menor energia de ligacdo com valores de -12,18 e -12,69
kcal/mol, respectivamente, ocasionando uma maior estabilizacdo do complexo, possivelmente
devido a presenca de mais um anel aromatico. O composto 3d formou um complexo através
do empilhamento ©-m entre o tiazol e a base citosina-8 e a porc¢éo bifenila com adenina-12 e
guanina-13, também foi observado formacdo de ligacdo de hidrogénio com o residuo de
glutamina-461 (Figura 32). O composto 3h pode intercalar de uma forma semelhante, com os
quatros pares de bases no sitio de ligacdo e forma ligacéo de hidrogénio com o mesmo residuo
de aminoécido (Figura 33). A presenca do a&tomo de bromo ocasiona intera¢des hidrofébicas

com outros residuos nesse ambiente.
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Figura 32- Complexo formado entre a DNA-topoisomerase e o ligante 3d.
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Fonte: A Autora (2019).

Figura 33- Complexo formado entre a DNA-topoisomerase e o ligante 3h.
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Fonte: A Autora (2019).

Os compostos 3c e 3e também formaram complexos com baixas energias de ligacdo e
apresentaram modos de intercalacdo semelhantes, com formacao de duas ligacao de hidrogénio,
sendo uma delas resultante da interacdo entre arginina-487 e o oxigénio do grupo nitro, que
ocasiona uma maior estabilizacdo do complexo. Para o composto 3c, o anel tiazolico se inseriu
entre as bases citosina-8 e timina-9 e ocorreu empilhamento em forma de T entre a adenina-12
e o anel aromatico. No composto 3e ocorreu 0 empilhamento - entre 0s quatros pares de bases
nitrogenadas préximos ao ponto de clivagem e o bromo gerou interagdes hidrofobicas com os
aminoacidos mais préximos.

No complexo com 0 composto 3a ocorreu um padrao diferente de intercalagéo, o sistema

indolico se intercalou com as bases citosina-8, timina-9 e guanina-13 através de empilhamento
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n-n ¢ ocorreu a formacgdo de uma ligagdo de hidrogénio com a citosina-8. Esse tipo de
intercalacdo ja era esperado uma vez que o sistema inddlico é rico em elétrons & e pode interagir
de forma ndo-covalente com as bases, através de empilhamento n-r e formagao de ligacdo de
hidrogénio com NH (LAFAYETTE et al., 2017). Devido a esta propriedade, os derivados
inddlicos sdo conhecidos principalmente por apresentar atividade antitumoral associada a
ligacdo com o0 DNA, interferindo nos processos de replicagdo (SARKAR et al., 2016). O ligante
3b também apresentou intercalacdo do sistema inddlico com os quatros pares de bases do sitio
de ligagdo. O complexo foi estabilizado adicionalmente por duas ligagdes de hidrogénio: o
residuo de leucina-616 com o atomo de fltor e a arginina-487 com o hidrogénio do sistema
inddlico (Figura 34). O composto analogo 3g seguiu 0 mesmo padréo, porém néo foi observada
ligagdo de hidrogénio atribuida ao a&tomo de fldor.

O ligante 3f também intercalou através do sistema indolico entre os pares de citosina-8,
timina-9 e guanina-13 realizando uma ligacdo de hidrogénio com a arginina-487 (Figura 35).
As demais interacdes sdo hidrofobicas entre o0 &tomo de bromo e os residuos de aminoacidos

mais proximos.

Figura 34- Complexo formado entre a DNA-topoisomerase e o ligante 3b.
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Fonte: A Autora (2019).
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Figura 35- Complexo formado entre a DNA-topoisomerase e o ligante 3f.
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Fonte: A Autora (2019).

5.3.3 Complexos ligante — BSA

A albumina sérica bovina (BSA), é frequentemente utilizada em estudos bioguimicos,
devido ao baixo custo e por apresentar uma estrutura primaria homoéloga a albumina do soro
humano (HSA). Além disso, é importante para esse estudo, porque é responsavel por fazer o
transporte de pequenas moléculas no plasma (ZHANG et al.,, 2010). Na Tabela 5 séo
apresentados os valores de energia de ligagdo dos tiazois com a albumina, bem como as
interacfes nao-covalentes com os residuos de aminoacido. Os compostos 3d e 3h apresentaram

energias mais baixas -10,49 e -10,56 kcal mol™®, respectivamente, indicando uma melhor
afinidade com a BSA.

Tabela 5- Energias de ligacdo e tipo de interacdes para cada complexo albumina-tiazéis.

Energia Ligacéo de
de hidrogénio
Composto ligagdo

kcal mol
1

-6,77 Arg-217

Arg-217
-6,78
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Arg-217
-7,86 ]
Lis-221
-10,49 -
Arg-217
-8,12
Lis-221
Arg-198
-7,40

-7,39 Arg-217

Arg-194
-10,56

Fonte: A Autora (2019).

A Figura 36 mostra o complexo dos compostos 3d e 3h com a albumina. Observa-se
que ambos formaram complexos analogos proximos ao ambiente do triptofano-212, com
menores energias de ligagcdo -10,49 e -10,56 kcal/mol. Ambos apresentam mais sistemas
aromaticos, o que o tornam mais lipofilicos, favorecendo melhor interacdo na regido
hidrofébica desse triptofano (SILVA et al., 2004).
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Figura 36- Docking da conformacéo dos compostos 3d e 3h com a estrutura da BSA. A figura mostra os
compostos sobrepostos onde 3d esta indicado emrosa e 3h em verde. O Trp-212 esta indicado emazul.

Fonte: A Autora (2019).

Os tiazois 3a, 3b, 3f e 3g apresentaram complexos homélogos, conforme a Figura 37.
Os compostos 3a e 3b apresentaram energias préximas -6,77 e -6,78 kcal mol™,
respectivamente. A pequena diferenca de energia para 0 composto 3b pode estar associada a
presenca do atomo de bromo no sistema inddlico, contribuindo para estabilizacdo do complexo.
Os derivados 3f e 3g também apresentam energias menores, levando a uma maior interacdo
com os residuos de aminoacidos. Os compostos 3c e 3e formaram uma ligagéo de hidrogénio
adicional com a lisina-221, devido a presenga do grupo nitro (Figura 38).

Desse modo, nenhum tiazol interagiu diretamente com o triptofano-212, porém se
ligaram préximo, interagindo com os residuos de aminoacidos do ambiente adjacente, o que

indica uma boa afinidade com a proteina, com a formacdo dos complexos BSA-tiazol.

Figura 37- Docking da conformacdo dos compostos 3a, 3b, 3f e 3g com a estrutura da BSA. A figura apresenta
0s compostos sobrepostos, one 3a estd indicado em amarelo, 3b em verde, 3f em roxo e 3g em rosa. O Trp-213
esta indicado emazul.

Fonte: A Autora (2019).
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Figura 38- Docking da conformacdo dos compostos 3c e 3e contra a estrutura da BSA. A figura mostra os
compostos sobrepostos, onde 3c esté indicado em marrom e 3e emamarelo. O Trp-213 esta indicado em azul.

Fonte: A Autora (2019).

5.4 ESTUDO ESPECTROSCOPICO

5.4.1 Espectroscopia de absor¢do no UV-vis para interagdo com DNA

O DNA é um dos alvos mais comuns de interacdo com pequenas moléculas, formando
complexos principalmente com drogas anticancerigenas. Portanto, o estudo da interacdo de
novos compostos com DNA se torna um passo fundamental para o desenvolvimento de novos
farmacos (MUSHTAQUE et al., 2016). Na espectroscopia de absor¢do UV-Vis, 0 modo de
interacdo € observado por mudancas no banda méaxima de absorcdo, podendo ocorrer
prioritariamente efeitos hipocrémicos ou hipercrémicos (SIRAJUDDIN et al., 2013).
Classicamente, tem sido bem aceito que o hipocrémismo e o batocrémismo séo indicagdes de
ligacdo ndo covalente, classicamente intercalacdo (ZHANG et al. 2015), enquanto o
hipercromismo é indicacdo para outros tipos de interacdo, como ligacdo covalente ou interagdo
eletrostatica (PLSIKOVA et al., 2012).

Os espectros dos compostos 3a-h foram plotados a partir de experimentos envolvendo
a absorcao dos compostos livres fixado em 30 uM e complexado com ct-DNA em diferentes

concentracdes. Os efeitos nas bandas de absor¢do méximas sdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6- Resultados de absor¢do UV-vis dos compostos 3a-h com ctDNA.

Composto Amax Amax Hipocro-

livre complexo mismo
(nm) (nm) (%)

Hipercro-

mismo (%) Kb (M)
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367 366 - 28,32 6,460x10*
365 365 - 65,23 1,41x10°
361 361 - 32 3,63x10*
354 360 - 59,79 2,14x10°
365 365 - 61,93 2,85 x10°
368 367 - 60,53 2,08x10°
366 366 5,03 - 2,05x10*
359 359 - 19,06 1,54x10°

Fonte: A Autora (2019).

Os dados mostram que com excecdo do composto 3g, todos 0s outros compostos
apresentaram hipercromismo significativo (19-65%) indicando em primeira instancia que o
composto 3g possui uma fraca tendéncia intercalativa com efeito hipocromico de 5%. Os efeitos
hipercrémico e hipocrémico se relacionam a alteragdes na estrutura da dupla hélice do DNA.

O efeito hipocrdmico resulta da contracdo do DNA no eixo da hélice, bem como alteracéo
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conformacional e o hipercromismo deriva do dano da estrutura da dupla hélice (LAFAYETTE

et al., 2013). Os efeitos hiper e hipo podem ser vistos nos espectros de absor¢do dos compostos

3b e 3g, respectivamente (Figura 39). Todos os complexos com DNA mostraram regido de

absorcdo entre 320 a 400 nm, com banda maxima de absor¢éo entre 359-367 nm. Para 0 DNA

livre a absorcao UV-visivel apresentou uma ampla banda (200-350 nm) na regido UV com uma

absorcdo méxima a 260 nm (SIRAJUDDIN et al., 2013).

Figura 39- Espectros de absorcdo dos derivados 3b e 3g (30 uM) representados na forma livre (0 puM) e
complexados com quantidades crescentes de ctDNA ( 10-100 uM). As constantes Kb indicam forca de ligagdo dos

complexos.
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Fonte: A Autora (2019).

Para o composto 3b pode-se observar um aumento da intensidade na absor¢éo da luz (1)

em relacdo aos compostos livres, caracterizando o efeito hipercrémico. J& para o composto 3f

ocorre a reducdo da intensidade na absorcéo da luz (|) exemplificando o efeito hipocrémico,
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que ocorre quando o orbital m esta parcialmente preenchido com elétrons, diminuindo a
probabilidade de transicdo (ZHOE et al., 2007). Nao foi observado hipsocromismo e nem
batocromismo ¢ os valores de Amax d0 composto livre e complexado mostraram-se constantes
(365 nm para o composto 3b e 366 nm para 0 3g). Ambos apresentam estruturas semelhantes,
porém mostraram comportamentos diferentes nos espectros de absor¢do, pode-se presumir que
0 composto 3b interaja com o sulco e que o composto 3h seja um fraco intercalador. Os demais
compostos apresentaram comportamento semelhante ao composto 3b.

Os dados de espectroscopia experimental de cada composto foram utilizados para obter
constante de ligacdo intrinseca (Kb), que é uma medida quantitativa da interagdo entre
compostos organicos e DNA. O valor da constante € Gtil para indicar os modos de liga¢éo nao-
covalente com o DNA. Constantes de ligacdo para intercaladores tipicos encontram-se no
intervalo entre 10* a 10° M ™" e ligantes ao sulco apresentam constantes que variam entre 10° a
10° M (RESCIFINAet al., 2014). Com base nos valores obtidos e com os resultados de energia
de ligacdo no estudo de docking, é possivel predizer que os compostos tanto podem atuar como
intercaladores de DNA como agentes ligantes de sulco menor, ja que a maioria dos valores de
Kb observada foi na ordem de 10° — valor intermediario entre ambos os modos.

A literatura apresenta uma separacdo classica entre esses modos de interagdo, com base
nas caracteristicas estruturais que se relacionam as propriedades de cada sitio de ligacdo do
DNA. Intercaladores classicos geralmente apresentam sistemas de anéis aromaticos fundidos e
ligantes de sulco apresentam estrutura com anéis ndo-fundidos. Porém, no caso de sistemas de
anéis nao-fundidos a intercalacdo pode ser acompanhada concomitantemente com ligacao ao
sulco. Dessa forma, compostos poliarométicos ndao-fundidos geralmente apresentam os dois
modos de interacdo, sendo classificados como intercaladores nao-classicos (STREKOWSKI;
WILSON et al., 2007). Além disso, é conhecido que ambos modos de interacdo estabilizam o
complexo covalente entre 0 DNA e a enzima topoisomerase, atuando como inibidores para topo
o (YU et al., 2014). Todas essas evidéncias podem ser confirmadas pelo estudo de docking,
onde todos 0s compostos apresentam baixa energia na formacgéo dos complexos.

De acordo com os valores de Kb da série, a ordem de intercalacdo observada foi
3e>3d>3f >3h>3b>3a>3c>3g. O complexo 3D formado pelos ligantes 3e e 3d com a topo Ila
apresentaram valores de ligagéo -11,16 e -12,18 kcal.mol™ respectivamente, e a intercalagéo do
anel tiazélico ocorreu pela presenca dos aneis aromaticos influenciado pelo substituinte na
posicdo para, onde os respectivos valores de Kb foram 2,85 x 10° e 2,14 x 10°. O composto 3e
obteve maior valor de Kb devido a maior estabilizacdo do complexo por uma ligacdo de

hidrogénio adicional do grupo nitro com glutamina-461 e interagdes hidrofobicas do bromo
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com residuos de aminoacido. Observa-se com essa tendéncia, que o atomo de bromo pode
estabilizar a interagcdo com o receptor (HERNANDES et al., 2010). Seguindo essa sequéncia
tem-se mais dois compostos com maior estabilidade atribuida ao bromo. O composto 3f ndo
apresenta substituicdo no anel aromatico, sendo mais estavel que o composto 3h que apresenta
uma fenila. A introducdo de substituintes volumosos pode diminuir a interacdo entre compostos
halogenados e DNA (RESCIFINA et al., 2014).

Os compostos 3b, 3a, 3c apresentaram menor valor de Kb, entre eles, o composto 3b
apresentou maior estabilizacdo por apresentar um atomo de fluor que forma ligagdo de
hidrogénio com residuo de aminoacido. O composto 3g apresentou um menor valor de Kb (1,41
x105 M™), o estudo de docking mostrou que o 4&tomo de flior ndo acrescenta nenhuma interacéo
estabilizante ao complexo, com efeito a intercalacdo é menos eficiente. Em relagdo aos ligantes
do sulco menor, foram considerados todos na ordem 10°, e 0 composto que apresentou melhor
afinidade foi 3e com Kb = 2,85 x 10° M™ possivelmente devido a presenca do grupo nitro que
interage por ligacdo de hidrogénio. A ordem de Kb esta relacionado a flexibilidade e quanto
maior a ordem dos valores de Kb, melhor seré o ajuste na conformacéo ao sulco. O baixo valor
de Kb observado, na ordem de 10°, indica uma menor flexibilidade da molécula (MAHMOOD
et al., 2010).

Desse modo, os resultados pressupdem que 0s compostos 3a-h apresentaram os dois
modos de interagdo ndo-covalente com o DNA. O DAPI, ¢ um exemplo da classe de
intercaladores nao-classicos, apresenta um sistema de aneis ndo-fundidos com torcao entre eles
que permite adotar uma conformacdo apropriada para a curvatura helicoidal do sulco
interagindo com pares de bases AT através de ligacdo de hidrogénio com Kb= 5,5 x10® M™%,
Esse composto também demonstrou intercalagdo com as bases GC com Kb =1,2 x10° M™.
Desse modo, assim como o DAPI, a série sintetizada apresenta modo de ligacdo que depende
da sequéncia do DNA. O DAPI se liga muito fortemente a trés ou mais pares de bases em um
complexo de sulco menor. Porém, quando o numero minimo exigido de pares de bases
consecutivos AT ndo estdo disponiveis, ele se liga as regibes GC (BREUSEGEM, CLEGG,
LOONTIENS, 2002; STREKOWSKI; WILSON, 2007).

Com essa observacdo, e com base nos resultados de docking e experimentais pode-se
presumir que no caso dos intercaladores nao-classicos 3a-h, o mecanismo de interagdo ndo é
simultdneo como nos intercaladores classicos com cadeias laterais que se encaixam ao sulco,
mas sim, a interac&o preferencial provavelmente depende da sequéncia de DNA mais suscetivel

a molécula no meio fisioldgico.
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5.4.2 Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

A espectroscopia de florescéncia molecular usada na investigacdo de complexos com
biomoléculas se relaciona aos efeitos de a extingdo ou aumento da fluorescéncia. Essa técnica
é bastante utilizada em interacdo albumina-farmaco, tendo em vista que essa € a proteina sérica
mais abundante, atuando no transportes de farmacos que se ligam com alta afinidade. Tanto a
BSA como HSA apresentam picos intensos de emissédo de fluorescéncia (valores respectivos
342 nm e 345 nm) devido aos residuos de triptofano e a formacdo do complexo ocorre com
reducdo da fluorescéncia(KHAN et al., 2012).

Desse modo, os resultados espectroscépicos demonstraram que todos 0s compostos
sintetizados interagiram com a BSA, ocorrendo extingdo de fluorescéncia, como visto, por
exemplo, no espectro obtido para o composto 3c que apresentou melhor estabilizacdo do

complexo (Figura 40).

Figura 40- Espectro de fluorescéncia em véarias concentracdes (5-40 uM) do composto 3¢ complexado a uma
concentracdo fixa de BSA (20 uM = 0 pM).
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Fonte: A Autora (2019).

A anélise quantitativa da extincdo de fluorescéncia foi determinada pelo grafico da
intensidade relativa de fluorescéncia versus a concentracdo do composto e um grafico ndo-
linear foi obtido. Os valores das constantes Stern-Volmer (Ksv) para todos os complexos séo

descritos na Tabela 7.
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Tabela 7- Valores de Ksv dos compostos 3a-h derivados dos dados de fluorescéncia

Compostos Ksv (M™)
1,04x10°

1,06x10°

6,88x10°

2,50x10*

2,43x10°

1,11x10°

1,19x10°

. 1,13x10°

Fonte: A Autora (2019).

Os compostos 3c e 3e apresentaram maior valor de constante de ordem 10° indicando
que ambos apresentam melhor interacdo com a BSA. De acordo com o estudo de docking esses

dois complexos sdo estabilizados por apresentar uma ligagéo de hidrogénio adicional entre o
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grupo nitro e a lisina-221. De modo geral, todos os compostos se complexaram a BSA, em
maior e menor grau, os resultados de docking pressupde que a interacdo dessa série 3a-h
ocorreria proximo ao ambiente do triptofano-212. Além disso, a reducdo da emissdo de
fluorescéncia desses derivados indicaria um processo estatico com formacéo de um complexo
no estado fundamental entre o fluoréforo (BSA) e o supressor (CUI et al., 2014). Nesse intuito,
os tiazdis atuam como supressores, uma vez que a medida que a concentragdo do composto

aumenta a fluorescéncia diminui, indicando a formacao do complexo albumina-tiazol.
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6 CONCLUSAO

Com a estratégia sintética proposta foi possivel obter oito tiazdis inéditos, com
rendimentos que variaram de 41 a 77%. O perfil como agentes antitumorais foi investigado
utilizando duas abordagens, resultados experimentais dos espectros de absor¢do no UV-vis e
estudo in silico, utilizando docking molecular.

Esses estudos evidenciaram dois modos de interagdo dos compostos com 0 DNA,
interacdo com sulco e intercalacdo entre os pares de bases nitrogenadas. A interacdo ao sulco
foi favorecida pelas ligagOes rotaciondveis entre sistemas arométicos. E a intercalagdo foi
possivel devido a presenca do indol, como os compostos 3a e 3b, ou do tiazol com maior
quantidade de substituintes aromaticos, como o composto 3d. E os resultados com a BSA tanto
de docking como de espectroscopia de fluorescéncia indicaram a formacéo de complexos dos
compostos com a proteina.

Desse modo, os tiazois contendo anéis ndo-fundidos favorecem os dois modos de
interacdo, onde um ou outro pode ser favorecido pela sequéncia DNA, tornando esses

compostos candidatos a classe de antineoplasicos que interagem com o DNA.

6.1 PERSPECTIVAS

e Realizar estudo de interagdo com sondas fluorescentes para obter mais informacoes
sob 0 modo de interacdo com DNA,

e Analisar as propriedades moleculares dos compostos sintetizados atraves da
realizacdo de experimentos de espectroscopia de dicroismo circular;

e Realizar um estudo in vitro da citotoxicidade dos compostos sintetizados frente a

diferentes linhagens de células tumorais
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APENDICE B- ESPECTROS DE ABSORCAO UV-VIS

» Tiaz0is 3a-h (30 uM) com fiferentes concentragdes de ctDNA. [DNA] = 0, 10, 20, 40, 60,
80 ¢ 100 uM. E gréfico de [DNA] / (ea - &f) em fung¢do da concentracdo de DNA
determinados a partir dos dados espectrais de absorcdo. O efeito hipercromico é

representado pela seta (1) e hipocromico ().
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APENDICE C- ESPECTROS DE FLUORESCENCIA

» BSA (20 uM) com diferentes concentragdes dos tiazdis 3a-h [Tiazol] = 0, 5,10,15, 20,25,
30, 35 e 40 uM. Formacao dos complexos, resultou em suspensdo de de fluorescéncia. O
grafico de ly/l em funcdo da concentracdo do compostos foi determinado a partir dos dados

de emissdo de fluorescéncia.
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Espectros de fluorescéncia do composto 3h
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