VIRTUS IMPAVIDA
[ A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA APLICADA A SAUDE

JOSIVAL EMANUEL FERREIRA ALVES

ESTUDOS DE INTERACAO COM O DNA E SOROALBUMINA E AVALIACAO
ANTINEOPLASICA DE NOVOS DERIVADOS INDOL-TIAZOLICOS E INDOL-
TIAZOLIDINONAS

Recife
2023



JOSIVAL EMANUEL FERREIRA ALVES

ESTUDOS DE INTERACAO COM O DNA E SOROALBUMINA E AVALIACAO
ANTINEOPLASICA DE NOVOS DERIVADOS INDOL-TIAZOLICOS E INDOL-
TIAZOLIDINONAS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Biologia Aplicada a Salde,
do Centro de Biociéncias, da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Doutor em Biologia
Aplicada a Saude.

Area de concentragio: Ciéncias Bioldgicas 1

Orientadora: Prof2. Drd. Sinara Monica Vitalino de Almeida

Recife
2023



Catalogagao na Fonte:
Bibliotecaria Natalia Nascimento, CRB4/1743

Alves, Josival Emanuel Ferreira.
Estudos de interagdo com o DNA e soroalbumina e avaliagao antineoplasica de novos derivados indol-

tiazolicos e indol-tiazolidinonas. / Josival Emanuel Ferreira Alves. — 2023.

185 f. : il., fig.; tab.

Orientadora: Sinara Ménica Vitalino de Almeida.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de Biociéncias. Programa de Pds-

graduagao em Biologia aplicadada a saude, 2023.

Inclui referéncias.

1. DNA. 2. HSA. 3. Indol - interagdo. 4. Quimioterapicos.5. Tiazol - tiazolidinonas. I. Almeida,
Sinara Ménica Vitalino de. (orient.). Il. Titulo.

587 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2023-093




JOSIVAL EMANUEL FERREIRA ALVES

ESTUDOS DE INTERACAO COM O DNA E SOROALBUMINA E AVALIACAO
ANTINEOPLASICA DE NOVOS DERIVADOS INDOL-TIAZOLICOS E INDOL-
TIAZOLIDINONAS

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Biologia Aplicada a Salde,
do Centro de Biociéncias, da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Doutor em Biologia

Aplicada a Saude.
Aprovada em: 28/02/2023

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.? Sinara Mo6nica Vitalino de Almeida (Presidente e Orientadora)

Universidade de Pernambuco — Campus Garanhuns

Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Junior
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE (Examinador Interno)

Departamento de Bioquimica

Prof.2 Dr.2 Priscilla Barbosa Sales de Albuquerque (Examinadora Interna)

Universidade de Pernambuco — Campus Garanhuns

Profa. Dr.2 Sura Wanessa Nogueira Santos Rocha (Examinadora Externa)
Instituto de Ciéncias Biologicas — ICB

Universidade de Pernambuco — UPE

Prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura (Examinador Externo)

Departamento de Farmécia - UEPB



A Deus por me conceder a oportunidade, saude, intelecto, paciéncia e disposicao.

Aos meus incomensuravelmente amados pais Josival Pereira Alves e Maria do Socorro

Ferreira Alves pelo exemplo de amor, cuidado, confianga e base familiar.

As minhas queridas irmas Mirid Meyre Ferreira Alves e Havila Raquel Ferreira Alves pelo

apoio e estimulo a tornar meus sonhos em realidade.

Ao0s meus excepcionais sobrinhos Victhor Murilo Ferreira Alves Gomes, Eloa Alves
Salgueiro e Isaque Alves Salgueiro por me proporcionarem o aprazivel sentimento de ser tio.



AGRADECIMENTOS

Primeira e principalmente ao Senhor Deus a quem servi, sirvo e sempre servirei pelo
ensejo, saude, intrepidez, vigor e éxitos outorgados por Sua infinita complacéncia e amor
sublime demonstrados cotidianamente por mim. A Ele toda a gléria, todo louvor, toda honra
pelos séculos dos séculos. Amem!!

A minha estimada e proficiente orientadora Profé. Dré. Sinara Monica Vitalino de
Almeida, pela confianca, oportunidade, paciéncia, compreensdo, auxilio e pelos valiosos
ensinamentos compartilhados a cada encontro.

Ao0s meus primorosos e amados pais Josival Pereira Alves e Maria do Socorro Ferreira
Alves, pelos pilares e virtudes familiares ensinados e solidificados na minha formagao
pessoal, pela compreensdo desse periodo de distanciamento, pela confianca, incentivo,
preocupacdo e empenho arduo pela primazia da minha educacéo e, sobretudo, pelo amor
incondicional que perpetuamente foi, é e serd meu combustivel primordial, fortalecendo-me e
me fornecendo a pujanga necessaria a busca de conquistar meus objetivos, no intuito de
continuamente os deixar orgulhosos.

As minhas irmds Mirid Meyre Ferreira Alves e Havila Raquel Ferreira Alves pelo
incentivo, confianga, companheirismo e por sempre anelarem pelo meu triunfo em todos os
ambitos da minha vida.

Aos meus queridos demais familiares que tanto torcem por mim e pelo meu sucesso,
aqui representados pela minha amada prima Maria do Socorro Alves de Lima (Coca) a quem
tenho tanto afeto por também acreditar na minha capacidade e torcer pelo meu sucesso, em
todo 0 momento.

A Profe. Dr2, Maria do Carmo Alves de Lima (Nena), chefe do Laboratdrio de
Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT), situado no Departamento de Antibidticos da UFPE,
pelo apoio dado no decorrer do desenvolvimento deste trabalho, por tantos ensinamentos,
conselhos e orientacGes tanto no contexto académico, quanto no tocante a vida secular, agindo
como uma “mae cientifica” de forma tao singular nos momentos de maior necessidade.

Aos meus companheiros de laboratorio Cleberson e Paula, que solicitamente me
ajudaram sempre que necessario nos protocolos relativos aos experimentos quimicos e pelo
coleguismo amistoso demonstrado desde o periodo do mestrado.

As minhas amdveis e queridas amigas e irmas cientificas “Tops da interagdo” Amélia,
Denise, Iris, Keriolaine (Kel) e Aurenice, por sempre estarem ao meu lado facilitando e

colaborando piamente com meu aprendizado técnico-teorico; pelos ricos, inesqueciveis,



apreciaveis e comicos momentos de descontragdo e entretenimento que tanto me revigoraram,
em especial, nos instantes de adversidade, cujo companheirismo e cumplicidade extrapolaram
as paredes dos laboratérios, tornando-se um vinculo fraternal que vou levar para toda a vida.
Indubitavelmente, vocés foram fundamentais a realizagédo e conclusdo deste traballho.

Aos eximios professores da Universidade de Pernambuco — Campus Garanhuns, por
serem exemplos e inpiracdo de competéncia, destreza, profissionalismo e idoneidade; por
terem me incentivado nessa jornada académica, por terem contribuido com minha maturidade
académica, pelo apoio e auxilio quando precisei e por acreditarem e torcerem pelo meu
sucesso profissional, especialmente os professores Vladimir, Rosangela, Elisangela, Marina e
Luiza.

As minhas amigas Crislaine e Neta com quem tive a honra de conviver durante a Pos-
Graduacao Lato Sensu, na UPE/Garanhuns; por também fazerem parte do time de pessoas que
tanto me aconselharam e me impeliram a superar meus medos e encarar esse novo desafio.
Vocés deram o pontapé inicial a tudo isso e serei sempre grato pelo companheirismo,
amizade, momentos de estudo e descontracdo gque tivemos nesse periodo tdo proveitoso.

As minhas exemplares amigas e “chefinhas” Fabiana Maranhdo, Analia Josefa e
Graciara das Neves que tanto me impulsinaram a trilhar por este caminho, depositando com
veeméncia sua confiangca na minha capacidade.

A Fundacio de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) pelo

suporte financeiro, tornando esta pesquisa exequivel.

A todos que, direta ou indiretamente, colaboraram com o éxito desta investigacdo

cientifica e, conseguintemente, com o meu sucesso académico-profissional.



“Q principio da sabedoria é: Adquire a sabedoria; sim,
com tudo o que possuis, adquire 0 entendimento.
Estima-a, e ela te exaltard; se a abracares, ela te honrarg;
Dara a tua cabeca um diadema de graca

e uma coroa de gloria te entregara.”

(BIBLIA, 2011, 3-1242)



RESUMO

O céancer é uma das principais causas de mortalidade no mundo e a quimioterapia continua
sendo uma das abordagens terapéuticas mais utilizadas atualmente, sendo o DNA um dos
alvos bem estabelecidos para a busca de moléculas com potencial atividade anticancer. Além
disso, a inibicdo de enzimas participantes de funcdes biologicas das células, como as
topoisomerase (Topos), também é foco para o desenvolvimento de novas moléculas
antineoplasicas. Para que farmacos ou candidatos a farmacos atinjam estes alvos, é
imprescindivel conhecer a capacidade de ligacdo destas substancias a proteinas plasmaticas,
como a albumina sérica humana (HSA), cujo grau de afinidade pode determinar a distribuicao
na corrente sanguinea e a eficicia destes compostos. A vista disso, este trabalho teve como
objetivo avaliar in vitro e in silico a interacdo de novos derivados indol-tiazélicos e indol-
tiazolidinonas com a HSA e corroborar seu modo de ligacdo ao ctDNA, com o auxilio de
sondas intercalativas (LA e BE) e ligantes ao sulco (DAPI). Além disso, a capacidade
inibitoria da enzima Topoisomerase Ila foi analisada e os melhores compostos nesse teste €
na interacdo com o DNA e com a HSA tiveram suas atividades hemolitica e antiproliferativa
investigadas. Foi constatado que os derivados apresentaram valores da constante de afinidade
(Kb) semelhantes e/ou maiores aos valores apresentados pelo DAPI. Os valores encontrados
da constante de supressédo fluorescente (Ksv) situaram-se entre 0,24 x 10* e 6,29 x 10* M no
teste com LA e entre 0,60 x 10* e 7,59 x 10* M no ensaio com DAPI. Testes absortivos com
oligonucletideos comprovaram que o derivado JF-252 se liga especificamente em regifes
ricas nas sequéncias A-T do sulco menor do ctDNA. A técnica de ancoramento molecular
corroborou a preferéncia dos derivados com essa regido do DNA. Na anélise de interacdo com
a HSA, os valores de Kb situaram-se entre 2,36-3,65 x 10° M, e os valores de Ksv, entre
0,94-4,34 x 10* M, interacdo consolidada também pelos estudos in silico. Ensaios de inibicdo
enzimatica indicaram que todos os derivados inibiram a atividade da Topo Ila em 50 puM,
com destaque para os JF-252 e JF-253. O ancoramento molecular confirmou a interagdo da
enzima com os derivados inddlicos, principalmente os portadores do nucleo tiazol. O ensaio
hemolitico mostrou uma insignificante propriedade hemolitica, em compara¢do com a
amsacrina (m-AMSA). Na atividade antiproliferativa com células de adenocarcinoma
mamario (MCF-7), o composto JF-252 foi capaz de inibir 100% do crescimento celular na
concentracdo de 8,97 pg/ml. Os resultados encontrados indicam uma possivel contribuicao
dos substituintes propostos na interacdo com o DNA e HSA, bem como na inibi¢do da Topo
ITa e nas atividades hemolitica e antiproliferativa.

Palavras-chaves: DNA; HSA; Indol; Interacdo; Quimioterapicos; Tiazol; Tiazolidinonas.



ABSTRACT
Cancer is one of the main causes of mortality in the world and chemotherapy remains one of
the most used therapeutic approaches today, with DNA being one of the well-established
targets for the search for molecules with potential anticancer activity. Furthermore, the
inhibition of enzymes that participate in the biological functions of cells, such as
topoisomerase (Topos), is also a focus for the development of new antineoplastic molecules.
For drugs or drug candidates to reach these targets, it is essential to know the binding capacity
of these substances to plasma proteins, such as human serum albumin (HSA), whose degree
of affinity can determine the distribution in the bloodstream and the effectiveness of these
compounds. In view of this, this work aimed to evaluate in vitro and in silico the interaction
of new indole-thiazole derivatives and indole-thiazolidinones with HSA and to corroborate its
mode of binding to ctDNA, with the aid of intercalated probes (LA and BE) and groove
binders (DAPI). In addition, the inhibitory capacity of the Topoisomerase Ilo. enzyme was
analyzed and the best compounds in this test and in the interaction with DNA and HSA had
their hemolytic and antiproliferative activities investigated. It was found that the derivatives
presented values of the affinity constant (Kb) similar and/or greater than the values presented
by the DAPI. The values found for the fluorescent suppression constant (Ksv) were between
0.24 x 10* and 6.29 x 10* Mt in the LA test and between 0.60 x 10* and 7.59 x 10* M in the
DAPI assay. Absorptive assays with oligonucleotides demonstrated that the JF-252 derivative
specifically binds to rich regions in the A-T sequences of the ctDNA minor groove. The
molecular docking technique corroborated the preference for derivatives with this DNA
region. In the interaction analysis with HSA, Kb values were between 2.36-3.65 x 10° M,
and Ksv values were between 0.94-4.34 x 10* M, interaction also consolidated by in silico
studies. Enzymatic inhibition assays indicated that all derivatives inhibited Topo Ila activity
by 50 puM, with emphasis on JF-252 and JF-253. Molecular anchoring confirmed the
interaction of the enzyme with the indole derivatives, mainly those with the thiazole nucleus.
The hemolytic assay showed insignificant hemolytic property compared to amsacrine (m-
AMSA). In antiproliferative activity with breast adenocarcinoma cells (MCF-7), the
compound JF-252 was able to inhibit 100% of cell growth at a concentration of 8.97 pg/ml.
The results found indicate a possible contribution of the proposed substituents in the
interaction with DNA and HSA, as well as in the inhibition of Topo Ila and in the hemolytic

and antiproliferative activities.

Keywords: DNA; HSA; Indole; Interaction; Chemotherapy; Thiazole; Thiazolidinones.
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1 INTRODUCAO

No século 21, o cancer é uma das principais causas de morte para homens e mulheres
com projecOes ainda de aumento para todos os paises do mundo, além de limitar avancos na
expectativa de vida da sociedade. Atualmente, cerca de 18 milhdes de casos de vérios tipos de
cancer sdo diagnosticados a cada ano. Segundo previsdes da OMS, esse nimero deve chegar a
29,4 milhdes em 2040 (OMS, 2023a). Milhdes de pessoas sofrem ou morrem de cancer a cada
ano, e ndo ha nenhum medicamento plenamente satisfatorio disponivel no momento, pois
efeitos indesejaveis, como toxicidade, resisténcia aos medicamentos e baixa
biodisponibilidade sdo alguns dos principais problemas encontrados nos agentes
quimioterapicos atualmente disponiveis (LUETHI; LIECHTI, 2020).

Consequentemente, dois importante objetivos de pesquisas em curso sdao 0
desenvolvimento de quimioterapicos novos e mais especificos e a identificagdo de novos
alvos bioldgicos que possam ser usados nos estudos terapéuticos antitumorais (LIANG et al.,
2019). Entre a variedade de alvos moleculares para terapia de cancer, DNA e proteinas sdo 0s
alvos principais na acdo de farmacos e candidatos a farmacos. Logo, uma grande quantidade
de medicamentos adquire sua eficacia terapéutica por meio da ligacdo ao DNA e/ou a
proteinas (ALTURIQI et al., 2020). Estudos tém sinalizado que o0 DNA é um dos principais
alvos dos farmacos e prototipos antitumorais, em funcdo da alta taxa de proliferacdo destas
células e pela sua capacidade de interacdo com esta biomolécula. A especificidade da acdo
deve-se também a outros mecanismos que estes ligantes possuam, culminando em danos e
consequente morte celular (LIOLI et al., 2020; ALVES et al., 2021a).

Outro alvo reportado nas investigacOes terapéuticas antitumorais sdo as enzimas
topoisomerases, em virtude de suas fungdes essenciais no controle topoldgico do DNA
durante processos celulares vitais, como a proliferacdo, diferencia¢do e sobrevivéncia celular
(SINGH et al., 2023). Em especial, a Topoisomerase Ila tem sido priorizada nos estudos de
inibicdo enzimatica por ser superexpressa tanto em processos fisiologicos de proliferagéo
celular quanto em células transformadas (SHINDE et al., 2022). Em razdo disto, agentes que
afetam as funcbes das topoisomerases sdo considerados atraentes para a terapia do cancer,
pois podem causar danos que desencadeiam uma série de eventos celulares, induzindo
apoptose e, conseguintemente, a morte celular (ALMEIDA et al., 2017).

Ainda nessa perspectiva, a literatura tem relatado que a ligagdo de proteinas
plasmaéticas a farmacos pode ser Util para fins terapéuticos, uma vez que qualquer alteracdo no

processo de interacdo proteina-ligante pode alterar as propriedades farmacocinéticas e
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farmacodindmicas de um medicamento (RIBEIRO et al., 2021). Nesse contexto, a albumina
de soro humano (HSA) é a proteina plasméatica mais abundante no sistema circulatério e,
devido a sua capacidade de transportar diferentes compostos endogenos e exdgenos na
corrente sanguinea (ZHENG et al., 2020), tem sido considerada um alvo importante na
avaliacdo da biodistribuicdo de farmacos e protdtipos pertencentes a diversas atividades
farmacoldgicas, como a antitumoral, tendo em vista sua capacidade de se acumular no
microambiente tumoral (ALVES et al., 2021b). Em virtude disto, varios estudos de interacdo
com farmacos clinicamente utilizados no combate ao cancer (MOGHADAM et al., 2019;
ALSAIF et al.,, 2020) e com novos prototipos antitumorais (ASEMAN et al., 2019;
BANERJEE et al., 2020) tém sido realizados.

Os heterociclicos sdo compostos versateis com amplas atividades bioldgicas. InUmeros
derivados portadores dos aneis indol, tiazol e tiazolidinona com atividade anticancerigena tém
sido sintetizados, inclusive com o halogénio bromo como substituinte (ALVES et al., 2021a)
a fim de intensificar o seu potencial de modular distintos alvos moleculares terapéuticos como
0 DNA, alterando sua estrutura, funcdo e estabilidade (JIA et al., 2020; SHARMA et al.,
2020). Como resultado, processos celulares importantes sdo prejudicados devido a inibicdo de
enzimas envolvidas no metabolismo do DNA, como as topoisomerases, por exemplo
(ALMEIDA et al., 2017). Além disso, outros estudos tém sido realizados no propdsito de
investigar a interacdo de novos agentes antitumorais portadores desses nicleos com a HSA, a
fim de averiguar sua afinidade com essa biomolécula na tentativa de descobrir
quimioterapicos com propriedades farmacocinéticas plausiveis (RIBEIRO et al., 2021;
ALVES et al., 2021b).

Diante dessas evidéncias, varios derivados portadores dos grupos indol, tiazol e
tiazolidinona tém sido obtidos, a exemplo de Alves (2019) que sintetizou e caracterizou oito
novos derivados indol-tiazélicos e indol-tiazolidinonas, cuja capacidade e mecanismo de
interacdo com biomoléculas, como o DNA, foram investigados. No presente trabalho, esses
oito compostos (JF249-256) foram estudados de modo mais aprofundado, no intuito de
avaliar in vitro e in silico a capacidade de interagirem com a HSA, corroborar o modo de
ligacdo com o DNA por meio do uso de sondas fluorescentes, além de analisar seu potencial
antineoplasico e citotoxico, com investigacdo do possivel mecanismo de acdo frente a
linhagem tumoral de mama (MCF-7) e células ndo-transformadas, e capacidade de inibicéo da

enzima Topoisomerase lla.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

% Avaliar o potencial bioldgico terapéutico de derivados indol-tiazolicos e indol-
tiazolidinonas, elucidando o mecanismo de acdo e afinidade com diferentes

biomacromoléculas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o tipo de interacdo entre 0 DNA e oito derivados indol-tiazolicos e indol-
tiazolidinonas (JF249-256) por meio de estudos in vitro e in silico;

e Verificar a habilidade de interagdo com a albumina sérica humana (HSA) por meio de
técnicas espectroscdpicas e testes de ancoramento molecular para corroborar os sitios
de ligacdo entre a proteina e os derivados testados;

e Realizar estudos de competicdo usando marcadores de sitios especificos da HSA, a
fim de identificar os provaveis sitios de interacdo entre os derivados JF e a HSA,

e Auvaliar a toxicidade dos derivados indol-tiazdlicos e indol-tiazolidinonas mediante a
andlise da atividade hemolitica;

e Avaliar o potencial dos derivados JF em inibir a atividade da enzima topoisomerase
Ilo. em comparagdo com derivado néo ciclizado (LT-51);

e Avaliar o potencial antiproliferativo in vitro do derivado JF252 contra linhagem

tumoral de mama (MCF-7).
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CAPITULO |

3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 CANCER: ASPECTOS CONCEITUAIS E EPIDEMIOLOGICOS

Céncer € 0 nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. Quando comecam em
tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sao denominados carcinomas. Se 0 ponto de partida
sdo os tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem, sdo chamados sarcomas
(INCA, 2023). Os diferentes tipos de cancer surgem a partir de uma mutacdo genética, ou
seja, de uma alteracdo no DNA da célula, que passa a receber instrucdes erradas para as suas
atividades (Figura 1). As alteracGes podem ocorrer em genes especiais, denominados proto-
oncogenes, que a principio sdo inativos em células normais. Quando ativados, 0s proto-
oncogenes tornam-se oncogenes, responsaveis por transformar as células normais em células
cancerosas, processo resultante de uma funcdo inadequada dos genes supressores de tumor e
fatores mutagénicos. Esses fatores envolvem distintas vias oncogénicas bioquimicas e
regulatérias (proteinas ndo-enzimaticas) (BOUSSIUS et al., 2022; GYAMFI et al., 2022).

Figura 1. A carcinogénese é determinada pela exposicdo de células a agentes cancerigenos, em uma dada
frequéncia e em dado periodo, de acordo com as caracteristicas individuais do seu portador.
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Fonte: INCA (2023)
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Dentre as principais caracteristicas do processo carcinogénico, enfatiza-se 0 aumento
na taxa de proliferacdo de células tumorais, equilibrio interrompido, sinalizagdo aberrante,
atividade celular anormal, diminuicdo dos niveis de apoptose e numerosas mutagdes genéticas
e/ou epigenéticas, que prolongam sua vida util, independentemente da diversidade e
heterogeneidade dos tumores (ALMEIDA et al., 2017; TURE et al., 2020). O processo
carcinogénico é, muitas vezes, manifestado a partir de uma massa celular local, podendo
dispersar-se do local primario para outras partes incontrolavelmente (Figura 2), invadindo

Orgaos vitais, causando sua faléncia, podendo levar o individuo a 6bito (INCA, 2023).

Figura 2. Alteracdes genéticas fazem com que uma ou mais células comecem a crescer e se multipliquem
desordenada e exacerbadamente. O crescimento de massa de células chama-se tumor que cresce também em
tamanho.
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Fonte: http://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/what-is-cancer

A anormalidade no mecanismo de controle que governa a estimulagéo ou supressao do
crescimento celular € uma marca registrada do cancer (SHARMA et al., 2020). Células
normais sdo constantemente sujeitas a sinais que determinam se estas devem se dividir,
diferenciar-se em outra célula ou morrer, todavia, as células cancerosas desenvolvem grau de
autonomia em relacdo a esses sinais, as quais sdo caracterizadas por trés propriedades
principais: divisdo descontrolada, ampla capacidade de plasticidade e habilidade de invadir
tecidos em outros locais do corpo (metéstase) (LABIB et al., 2018; SAINI; GUPTA, 2018).

Hanahan e Weinberg (2000) fizeram uma abordagem sobre seis capacidades e/ou
caracteristicas funcionais adquiridas inerentes ao cancer, denominadas “hallmaks do cancer”,
as quais permitem que as células transformadas sobrevivam, proliferem-se e disseminem-se.
Tais fungdes sdo adquiridas em diferentes tipos de tumores por meio de mecanismos distintos

recorrentes em varios momentos durante o curso da tumorigénese em multiplas etapas, sendo
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elas: a sinalizacdo da proliferacdo sustentada, a evasdo dos supressores de crescimento, a
imortalidade replicativa, a ativacdo de invasdo e metéstase, a inducdo a angiogénese e a
resisténcia a morte celular.

Posteriormente, foram adicionadas os “hallmarks emergenciais do cancer”, uma vez
evidenciada a acéo incisiva e propiciadora destes em facilitar o desenvolvimento e progresséo
de céulas tumorais em diversos (ou mesmo em todos) tipos de neoplasias, sendos eles: a
evasdo da acdo imune e a desregulacdo do metabolismo energético. Foram incrementados
também a instabilidade genémica e mutacdo e a promocdo de processos inflamatorios
(HANAHAN & WEIBERG, 2011), como caracteristicas ativadoras dos hallmarks
supracitados (Figura 3).

Ademais, a medida que o conhecimento dos mecanismos do cancer progride, outras
facetas da doenca vao surgindo, dada a complexidade do seu arcabougo genético, celular,
patologico e sua resposta as terapias disponiveis. Com base nisso, recentemente, Hanahan
(2022) apresentou novos hallmarks emergentes e caracteristicas ativadoras (Figura 4), a saber:
desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacdo epigenética nao-mutacional,

microbiomas polimdrficos e células senescentes.

Figura 3. Caracteristicas intrinsecas do cancer: Hallmarks descobertos a principio (1-6), Hallmarks
emergenciais (7 e 8) e as caracteristicas ativadoras (9 e 10), descobertas posteriormente.
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Figura 4. Novas caracteristicas ativadoras do cancer, publicadas recentemente.
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

Linhas de estudo revelam que as células neoplasicas intrinsecamente transformam as
ceélulas normais circunvizinhas em cancerosas, mediante a promocao da comunicagéo celular
parécrina, gerando o microambiente tumoral, onde ocorre a maturacdo de celulas malignas
(MOHAMMED et al., 2018; NILAND et al., 2022).

O céancer é uma doenga multifatorial que pode afetar qualquer parte do corpo, podendo
invadir o tecido circundante e, por conseguinte, metastizar para locais distintos. Entre os seus
principais fatores de risco (carcindgenos) estdo inclusos: causas genéticas, exposicdo a longo
prazo a poluentes ambientais e a radiacdo, tabagismo, infeccdes, e uma dieta alimentar
inadequada. Esses elementos refletem sobre o acimulo de alteragdes moleculares nas células,
0 que contribui para o inicio do processo carcinogénico (Figura 5) (MUHAMMAD et al.,
2022).
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Figura 5. Principais fatores de risco que conduzem ao surgimento do cancer.
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Fonte: https://www.vencerocancer.org.br/cancer/fatores-de-risco/
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As doencas oncoldgicas sao um problema de salde muito grave. Atualmente, cerca de
18 milhdes de casos de varios tipos de cancer sdo diagnosticados a cada ano. Segundo
previsdes da OMS, esse numero deve chegar a 29,4 milhdes em 2040 (OMS, 2023a). De
acordo com um relatério da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Céancer (AIPC),
publicado em 2018, um em cada cinco homens e uma em cada seis mulheres em todo o
mundo desenvolverdo céancer durante a vida, e um em cada oito homens e uma em onze
mulheres morrerdo da doenca. O referido documento estima que 18,1 milhdes de novos casos
de céncer e 9,6 milhdes de mortes relacionadas ao cancer ocorreram em 2018. Além disso, a
AIPC prevé, para ambos os sexos, de todas as idades, inclusos todos os tipos cancer, uma
incidéncia e mortalidade para mais de 24,1 milhdes e 13 milhdes até 2030, respectivamente
(AIPC, 2020). Nesse panorama, é importante destaque que a prevengdo do cancer tornou-se
um dos desafios de saude publica mais significativos do século XXI, com um papel critico a
desempenhar na luta contra o cancer. Com base nas evidéncias cientificas atuais, pelo menos
40% de todos os casos de cancer podem ser evitados com medidas eficazes de prevencéao
priméria, e a mortalidade adicional pode ser reduzida por meio da detecgdo precoce de
tumores (AIPC, 2023).


https://www.vencerocancer.org.br/cancer/fatores-de-risco/
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Uma estimativa dos tipos de neoplasias mundialmente mais frequentes em 2020
foram: mama (2,26 milhdes de casos); pulmao (2,21 milhdes de casos); célon e reto (1,93
milhGes de casos); prostata (1,41 milhdes de casos); pele (ndo melanoma) (1,20 milhdes de
casos) e estdbmago (1,09 milhGes de casos). J& as causas globalmente mais comuns de morte
por cancer em 2020 foram: pulmao (1,80 milhdes de mortes); colon e reto (916.000 mortes);
figado (830.000 mortes); estdbmago (769.000 mortes) e mama (685.000 mortes) (OMS,
2023b) (Figura 6).

Figura 6. Estimativa mundial de casos incidentes e mortes por cancer registrados de ambos 0s sexos, em todas
as idades, com excecéo do cancer de pele ndo-melanoma.
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Fonte: Adaptado da OMS (2023b)

No Brasil, séo esperados 704 mil novos casos de cancer para cada ano do triénio 2023-
2025. O tumor maligno mais incidente no Brasil é o de pele ndo melanoma (31,3% do total de
casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), préstata (10,2%), c6lon e reto (6,5%),
pulméo (4,6%) e estdbmago (3,1%) (INCA, 2022).

Em homens, o cancer de préstata é predominante em todas as regides, totalizando 72
mil casos novos estimados a cada ano do préximo triénio, atrds apenas do cancer de pele ndo
melanoma. Nas regides de maior indice de Desenvolvimento Humano (IDH), os tumores
malignos de colon e reto ocupam a segunda ou a terceira posi¢do, sendo que, nas de menor
IDH, o cancer de estbmago € o segundo ou o terceiro mais frequente entre a populacdo
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masculina. J& nas mulheres, o cancer de mama € o mais incidente (depois do de pele ndo
melanoma), com 74 mil casos novos previstos por ano até 2025. Nas regides mais
desenvolvidas, em seguida vem o cancer colorretal, mas, nas de menor IDH, o cancer do colo

do atero ocupa essa posicdo (INCA, 2022) (Figura 7).

Figura 7. Distribuicdo espacial das taxas ajustadas®de incidéncia por 100 mil mulheres e homens,
respectivamente, estimadas para o ano de 2023, segundo a Unidade da Federacéo (todas as neoplasias malignas,
exceto as de pele ndo melanoma), no Brasil.
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Fonte: INCA (2022).

Na regido Nordeste, do total de novos casos de cancer estimado para o triénio 2023-
2025, o cancer de prostata é o mais incidente, numa proporcao de 73,28/100 mil habitantes. Ja
0 de mama feminino (52,20/100 mil) e o de colo de Gtero (17,59/100 mil) estdo em segundo e
terceiro lugares, respectivamente. A seguir estdo detalhadas as taxas de incidéncia dos tipos
de canceres para a regido Nordeste (Figura 8) e para o Estado de Pernambuco (Figura 9), em

consonancia com o que foi publicado pelo INCA, em Novembro de 2022.
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Figura 8. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por sexo,

exceto pele ndo melanoma*, no Nordeste.

Localizagio primaria Casos % Localizagdo primaria
Prostata 20650  381% Mama feminina
Traqueia. Bronguio e Pulmao 2450 6.4% Homens Mulheres  Colo do utero
Estornago 3450 6,4% Glandula Tirecide
Célon e Reto 3100 57% Colon e Reto
Cavidade Oral 2350 43% Tragueia, Bronguio e Pulmao
Leucemias 1770 3.3% Estomage
sofago 1630 3.0% Ovario
Figado 1600 29% Corpo do utero
Laringe 1450 2.7% Leucemias
Sistema Nervoso Central 1410 2.6% Sisterna Nervoso Central

Casos S
15620  281%
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4080 73%
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Fonte: INCA (2022).

Figura 9. Estimativas para o ano de 2023 das taxas brutas e ajustadas® de incidéncia por 100 mil habitantes e do

namero de casos novos de cancer, segundo sexo, em Pernambuco.

Homens Mulheres
Localizacdo Primaria
Neoplasia Maligna Casos @ _Taxa Casos @ .Taxa Casos
Bruta Ajustada Bruta Ajustada

Mama Feminina - - - 2880 56.58 46,40 2880
Prostata 2930 5235 5717 = = = 2930
Colon e Reto 500 1062 10.30 580 1328 10,20 1180
Traqueia, Brénguio e Pulmio 680 14,49 14,54 640 12,56 10.03 1320
Estomago 560 a2 10.09 390 770 526 950
Colo do Utero - - - 770 1518 1214 770
Glandula Tirecide 90 198 183 580 1146 5,69 670
Cavidade Oral 420 891 892 160 316 196 580
Linforma nao Hodgkin 180 378 356 210 415 287 320
Leucemias 260 546 473 280 5.49 4,04 540
Sistema Mervoso Central 290 619 505 300 583 400 590
Bexiga 210 456 426 120 235 156 330
Esdfago 300 5,46 653 150 2.98 171 450
Pancreas 240 5.09 468 240 481 3.69 480
Figado 380 770 756 350 879 4.41 710
Pele Melanoma 120 257 2.28 110 217 159 230
Corpo do utero - - - 260 512 396 260
Laringe 230 4,99 5.08 60 110 0,82 290
QOvario - - - 450 §.92 724 450
Linforna de Hodgkin 30 053 058 40 087 072 70

'='P3|1L|Iac_éo padrao mundial (1980} 7 "Numeros arredondados para multiplos de 10

Fonte: INCA (2022).
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Em meio a avangos na compreensdo bioldgica dos tumores e beneficios relacionados a
prevencdo e diagnostico precoce da doenca, a quimioterapia continua sendo uma das
abordagens mais utilizadas na terapia clinica do cancer apds sua descoberta, mas tal
alternativa é frequentemente dificultada pela resisténcia desenvolvida aos farmacos
disponiveis. Mesmo as terapias mais eficazes geralmente deixam de produzir uma resposta
tumoral completa e duravel e, por fim, geram resisténcia a terapia e recidiva do tumor
(KOSMALSKI et al., 2022). Tal resisténcia € um problema universal na quimioterapia, sendo
uma das principais causas de morbimortalidade no cancer e continua a ser um grande desafio
no tratamento desta doenca (EFFERTH et al., 2020).

Relatos de resisténcia aos medicamentos usados no tratamento do cancer cresceram ao
longo dos anos. Isso tem impulsionado, cada vez mais, o planejamento de novos farmacos
antitumorais capazes de retardar o progresso do tumor ou encerra-lo, bem como coibir a
ocorréncia de efeitos indesejaveis nos pacientes (RIBEIRO et al., 2019). Portanto, novos
agentes anticancer capazes de superar a resisténcia intrinseca ou desenvolvida sdo
urgentemente necessarios (KOSMALSKI et al., 2022).

Estudos direcionados as alteracGes moleculares especificas que ocorrem no tumor sao
Uteis no tratamento e erradicacdo de canceres. Um medicamento anticancer ideal eliminaria as
células neoplésicas sem prejudicar tecidos normais. Infelizmente, até o presente momento
nenhum dos agentes antitumorais disponiveis atendem a esse critério com um indice
terapéutico favoravel. Portanto, novos agentes anticancer que possuam um alvo especifico e
um mecanismo de acao avancado com indice terapéutico favoravel sdo considerados valiosos
no campo da descoberta de medicamentos relacionados a oncologia (SHARMA et al., 2020).

Com base nisso, um objetivo constante da pesquisa oncologica € o desenvolvimento
de novos quimioterapéuticos especificos, com identificacdo de novos alvos biologicos,
especialmente para os tumores mais agressivos (LIANG et al., 2019). Ou seja, busca-se uma
terapia direcionada ao cancer, na qual medicamentos sdo usados para bloquear
especificamente o crescimento do tumor, interferindo com alvos moleculares e,

consequentemente, causando menos danos as células normais (SONG et al., 2020).

3.2 0 USO DE HETEROCICLOS NA DESCOBERTA DE NOVOS ANTITUMORAIS

Diversas moléculas biologicamente ativas contém heteroatomos como nitrogénio,
enxofre e oxigénio, 0 que sempre chamou a atencdo dos especialistas ao longo dos anos,
principalmente por causa de sua importancia biologica (HIDER et al., 2022). Os compostos

heterociclicos tém papel crucial nos sistemas bioldgicos e estdo presentes em uma grande
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diversidade de candidatos a medicamentos, como antibidticos, antitumorais, anti-
inflamatorios, antivirais, antifingicos e antidiabéticos (MANJAL et al., 2017). A atividade
biolégica dos compostos depende principalmente de suas estruturas moleculares.
Heterociclos, como azois, ocupam um lugar de destaque na Quimica Medicinal devido a sua
ampla gama de aplicacBes nas areas de desenho e descoberta de medicamentos (SHARMA et
al., 2020).

A quimica heterociclica € uma das fontes mais valiosas de novas moléculas, com
diversas atividades biologicas (Figura 10), principalmente devido a capacidade Unica dos
compostos resultantes de imitar a estrutura de ligantes enddgenos e de se ligarem
reversivelmente aos alvos de interesse (DHIMAN et al., 2022). A principal vantagem de
estruturas heterociclicas possivelmente depende da capacidade de sintetizar uma dessas
bibliotecas com base em um nucleo especifico (scaffolds), permitindo protocolos de rastreio

contra uma variedade de alvos diferentes (HIDER et al., 2022).

Figura 10. Estruturas quimicas de prototipos heterociclos estudados para as atividades farmacoldgicas
antibacteriana (A), anti-inflamatdria e antinociceptiva (B), esquistossomicida (C) e leishmanicida (D).
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o

Fontes: Pereira et al., 2019 (A), Oliveira et al., 2016 (B), Silva et al., 2018 (C) e Silva et al., 2020 (D).

Heterociclos podem ser projetados por meio de combinagdes quase ilimitadas,
resultando em novas estruturas quimicas biciclicas ou policiclicas com diversas propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas. No geral, a fusdo de anéis conduz a estruturas estericamente
bem definidas, com alta especializacdo funcional que resulta na capacidade de orientar

substituintes no espaco tridimensional como exigidos pelos alvos biologicos (CILLIBRIZI et
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al., 2019). Por exemplo, no campo do tratamento do cancer, sistemas de anéis heterociclicos
desempenham um papel significativo na descoberta de novas substancias bioativas devido aos
seus efeitos potentes e probabilidade em causar menos efeitos colaterais, visto que porcoes
heterociclicas estdo amplamente presentes em varios compostos bioativos naturais. Efeitos
indesejaveis, toxicidade, resisténcia aos medicamentos e baixa biodisponibilidade séo alguns
dos principais problemas conhecidos para agentes anticancer utilizados na clinica. Portanto, a
utilizacdo de heterociclos como scaffolds pode ser util na descoberta de novos agentes
anticancer mais eficientes e seletivos (SINGH; LUXAMI; PAUL, 2020) (Figura 11).

Figura 11. Estruturas quimicas de protétipos heterociclos estudados para a atividade antineoplasica.

CH,CH,

Fontes: Almeida et al., 2015 (A), Almeida et al., 2016 (B), Oliveira et al., 2015 (C) e Ribeiro et al., 2019 (D).

Com Dbase nessas informacOes, é notadvel a importancia em continuar 0
desenvolvimento de novos agentes quimioterdpicos providos de estruturas quimicas
heterociclicas, com a finalidade da obtencdo de farmacos e candidatos a farmacos mais
eficazes e seletivos, como as pesquisas tém indicado, especialmente para 0s grupos quimicos

que serdo discutidos a seguir.

3.2.1 O nucleo indol

O indol, também denominado como 1H-benzo[b]pirrol, tem férmula molecular CgsH7N
e € uma molécula biciclica planar, amplamente distribuida em produtos naturais e moléculas
bioativas cruciais, tais como o triptofano, a serotonina e a melatonina (THANIKACHALAM

et al., 2019; JIA et al., 2020) (Figura 12). Tal grupo quimico € um farmacoforo versatil e um
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composto heterociclico com ampla gama de propriedades farmacol6gicas (Figura 13),
incluindo antibacteriana, anticonvulsivante, antifangica, anti-inflamatéria, antimalarica,

antiviral, antitumoral (KONUS et al., 2022), entre outras.

Figura 12. Estruturas quimicas do nicleo indol (A), do triptofano (B), da seratonina (C) e da melatonina (D).

~

NH, NH

— © _o ®)

Y
EZ/

Fonte: O autor.

Alcaloides inddlicos sdo abundantes em esponjas, algas, raizes de plantas, cascas,
folhas, flores, frutos, fungos e representam uma fonte significativa de compostos
farmacologicamente ativos (ROSALES et al., 2019; HOLLAND; KIEFEL; CARROLL,
2020). Até o momento, varios alcal6ides inddlicos aqui exemplificados pela vincristina,
vimblastina e vinorelbina (Figura 14) tém sido usados na pratica clinica ou testados em uma
série de ensaios clinicos para combater uma variedade de canceres, incluindo tipos resistentes
a medicamentos (JIA et al., 2020).

Figura 13. Exemplos das atividades polifarmacol6gicas do ndcleo indol, com seus respectivos farmacos.
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Fonte: Adaptado de Chadha & Silakari (2017).
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Figura 14. Estruturas dos alcaloides ind6licos Vincristina, Vimblastina e Vinorelbina, respectivamente.

Fonte: https://go.drugbank.com/

Nos Ultimos anos, novos derivados indolicos organico-sintéticos foram desenvolvidos
como potentes farmacos antitumorais, incluindo cediranibe, obatoclax, D-24851 e sunitinibe
(LIU et al., 2020) (Figura 15). Outros compostos contendo o nucleo indol tais como
Semaxanibe e Nintedanibe (Figura 15) ja foram aplicados na prética clinica para o tratamento
de varios tipos de cancer (JIA et al., 2020). Tal acdo farmacoldgica pode ocorrer por meio de
uma série de mecanismos, incluindo sua atuacdo na replicacdo e transcricdo do DNA, por
meio da inibicdo de enzimas importantes nestes processos, como as topoisomerases
(ALMEIDA et al., 2017).

H& varias investigacbes acerca da acdo antineoplasica de derivados indolicos
conjugados a outros grupos quimicos, com resultados promissores. Como exemplos disto,
pode-se fazer mencdo da atividade antitumoral observada em derivados indol-pirazol e indol-
tiazol (ELDEHNA et al., 2018), indol-tiazolidinas e indol-imidazolidinas (LAFAYETTE et
al., 2017), indol-tiossemicarbazonas e indol-tiazolidinonas (OLIVEIRA et al., 2017) (Figura
16). Portanto, a porgdo indol é um grupo farmacofdrico atil ao desenvolvimento de novos
agentes antitumorais com atividade potencial contra diversos tipos de cancer (KARADAY 1 et
al., 2020).
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Figura 15. Estruturas quimicas dos agentes antitumorais indélicos Cediranibe (A), Obatoclax (B), Semaxanibe
(C), D-24851 (D), Sunitinibe (E) e Nintedanibe (F).

H

Fontes: Liu et al., 2020 (A, B, D e E) e Jiaetal., 2020 (C e F).

Figura 16. Estruturas quimicas de protétipos indélicos conjugados a outros grupos farmacoféricos com
propriedades antineoplésicas.

Fontes: Eldehna et al., 2018 (A e B), Lafayette et al., 2017 (C e D) e Oliveiraet al., 2017 (E e F).

3.2.2 O nucleo tiazol

O tiazol é um composto aromaético heterociclico que contém atomos de enxofre e
nitrogénio nas posicGes 1 e 3 de seu anel de cinco membros (Figura 17). Com férmula

molecular CsH3NS, possui um grupo doador (-S-) e um grupo receptor de elétrons (C=N). E
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um composto heterociclico aromatico estavel (MISHRA; KUMARI; TIWARI, 2015).

A porcéo tiazol pode ser encontrada em compostos biologicamente ativos de origem
natural, como a tiamina (forma biologicamente ativa da vitamina B1) (DE SOUZA, 2005)
(Figura 17), bem como moléculas sintéticas detentoras de uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, como antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatorio, anticonvulsivante e agentes
antineoplasicos como a Bleomicina e Tiazofurina (ALJAMALLI et al., 2020; GOMHA et al.,
2022; SABRY et al., 2022).

Figura 17. Estruturas quimicas do anel tiazol e da tiamina (vitamina B;), respectivamente.
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Fonte: O autor.

Modificacdes do anel tiazol em varias posi¢des conduziram a uma variedade de novos
compostos com amplo espectro de atividades farmacoldgicas. Além disso, compostos
contendo o ndcleo tiazol tém sido usados clinicamente como quimioterapicos no tratamento
anticancer. Como exemplos desses farmacos, pode-se citar a tiazofurina (FRANCHETT]I et
al., 1995), dasatinibe (LI et al., 2009), dabrafenibe (HU-LIESKOVAN et al., 2015),
patelamida A (RASHID et al.,, 1995), ixabepilona (YAO et al., 2014) e epotilona
(ALTMANN, 2003) (Figura 18), os quais agem por meio de diversos mecanismos (inibigéo

enzimatica, inibicdo de microtabulos, etc).
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Figura 18. Estruturas quimicas de agentes anticancer portadores do nucleo tiazol.
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Fonte: Adaptado de Sharma et al., 2020.

Ademais, estudos tém sido realizados com o objetivo de investigar a insercdo de
diversos grupos quimicos ao anel tiazol e seus derivados, no intuito de potencializar,
reciprocamente, sua acdo farmacoldgica, como é o caso do ndcleo indol, cujas atividades
farmacoldgicas sdo, muitas vezes, aprimoradas quando uma mesma estrutura quimica é
portadora de ambos o0s nucleos, atuando no fortalecimento, por exemplo, da atividade
antineoplasica, como aventado em varias investigagdes cientificas (O’DEA et al., 2018;

PARRINO et al., 2015; LOTFY et al., 2017) (Figura 19).

Figura 19. Exemplos de prot6tipos usados em pesquisas antitumorais portadores dos nicleos indol e tiazol.
F

Fontes: O’dea et al., 2018 (A), Parrino et al., 2015 (B) e Lotfy et al., 2017 (C).
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3.2.3 O ndcleo tiazolidinona

Tiazolidinonas sdo derivados de tiazolidinas e tém um atomo de enxofre na posicao 1,
um atomo de nitrogénio na posicao 3 e um grupo carbonil na posi¢do 2, 4 ou 5. Sobretudo, o
“scaffold” 4-tiazolidinona (Figura 20) é muito versatil e tem constado em vérios farmacos
usados clinicamente. Sua presenca na penicilina foi o primeiro reconhecimento de sua
ocorréncia na natureza (AQLAN et al., 2022). Nas ultimas duas décadas, o anel tiazolidinona
emergiu como um novo nucleo importante em muitos agentes quimioterapéuticos especiais.
Existem relatos na literatura que descrevem derivados de tiazolidinona sendo usados em
atividades farmacoldgicas como antifingico, anticancer, anti-HIV, anti-inflamatorio,
antimicrobiano, antidepressivo, por exemplos (ROSZCZENKO et al., 2022; FINIUK et al.,
2022).

Figura 20. Exemplos de estruturas quimicas do nicleo 4-Tiazolidinona.
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Fonte: O autor.

O anel tiazolidinona foi incorporado em uma gama de compostos biologicamente
ativos conhecidos, seja como um grupo substituinte ou como uma substituicdo de outro anel,
inspirando pesquisadores a sintetizar varios compostos contendo esta porc¢do, cujos dados da
litaratura tém confirmado seu potencial para melhorar perfis farmacologicos,
farmacocinéticos e fisico-quimicos de moléculas (SHARMA et al., 2020). Este nucleo esta
sendo continuamente explorado para projetar e sintetizar novos compostos. Um grande
numero de substituicbes € possivel nas posicbes 2, 3 e 5, 0 que leva a mudangas nas
propriedades dos compostos. Variagdes nos substituintes ligados ao &tomo de nitrogénio e ao
atomo de carbono metilénico também sdo possiveis para projetar novos derivados (MANJAL
etal., 2017).

Embasando-se nisto, varias investigacdes cientificas tém abordado a presenca de
derivados 4-tiazolidinona e outros grupos farmacoforicos em um mesmo prototipo a fim de
avaliar suas propriedades antitumorais, cujos resultados encontrados sdo promissores. A
exemplo disto, h& estudos com derivados de 4-tiazolidinona com o anel inddlico (KARALI;
TERZIOGLU; GURSOY, 2002; RAMSHID et al., 2010; KAMEL et al, 2010;
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ROSZCZENKO et al., 2022) e com o tiazol (HOLOTA et al., 2019) (Figura 21).

Figura 21. Exemplos de prot6tipos usados em pesquisas antitumorais portadores dos ndcleos indol (B, C, D),
tiazol (A) e tiazolidinona (A, B, C, D).
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Fontes: Holota et al., 2019 (A), Kamel et al., 2010 (B), Ramshid et al., 2010 (C) e Karali; Terzioglu; Girsoy,
2002 (D).

3.3 0 DNA COMO ALVO TERAPEUTICO CONTRA O CANCER

O acido desoxirribonucléico (DNA) contém todas as informacBes necessarias para
especificar o desenvolvimento biolégico dos organismos vivos. Ele controla a informacéo
hereditaria transferida para a prole durante a reproducdo, apods ser replicado e transmitido.
Nesse processo, a sequéncia de pares de bases do DNA define os caracteres dos individuos,
desde os tragos fisicos até a suscetibilidade a doencas. 1sso pode ser til para entender o
mecanismo de muitas doencas. E também uma biomolécula utilizada no desenvolvimento de
novas estratégias quimioterdpicas (ALVES et al., 2021a), principalmente aquelas com
pequenas moléculas que tém como alvo o DNA, devido a acessibilidade para alguma
sequéncia do genoma (LAN et al., 2023).

H& muito tempo, os cientistas vém fazendo grandes esfor¢os para desenvolver
farmacos anticancer direcionadas ao DNA. O desenho de moléculas que se ligam e reagem
em sequéncias especificas do DNA sdo especialmente importantes no desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos. O DNA é um alvo bem estabelecido para estes medicamentos,

pois essas moléculas podem interagir com esta biomolécula para afetar sua replicagdo e
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transcrigdo, causando-lhe danos nas células neopléasicas, o que resulta em morte celular
(DONG et al., 2020; ASMY; BUTLER; MOSTAFA, 2020). Ou seja, pequenas moléculas de
ligantes interagem com o DNA e alteram e/ou inibem o seu funcionamento, funcionando
como um medicamento quando é necessario modificar a funcdo do DNA para tratar ou
controlar doengas (KAHRIMAN et al., 2023; ALTURIQI et al., 2020). Exemplos de
medicamentos j& usados clinicamente no combate ao cancer cujo alvo farmacoldgico é o
DNA sdo a mitoxantrona, 5-fluorouracil, metotrexato, mercaptopurina e pentostatina (Figura
22).

Figura 22. Estruturas de farmacos anticAncer cujo alvo é o DNA: metotrexato (A), mitoxantrona (B),
mercaptopurina (C), 5-fluorouracil (D) e pentostatina (E).
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Fonte: O autor.

A eficiéncia do farmaco cujo alvo é o DNA depende de seu modo de ligacdo e
afinidade. Assim, o estudo da ligacdo de moléculas ao DNA ¢é essencial para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (KAHRIMAN et al., 2023). Ha duas formas
possiveis de ligacdo entre agentes anticancer e o DNA: covalente e ndo-covalente (CHAVES
et al., 2020). Assim, eles impedem a replicacdo desenfreada e causam morte celular via
apoptose e/ou necrose (BAS et al.,, 2018). As forcas de interagdo ndo covalentes, como
ligacGes de hidrogénio, forcas de van der Waals, interacdes eletrostaticas e interacdes
hidrofobicas, desempenham um papel importante na ligacdo da farmacos e candidatos a
farmacos tendo o DNA como alvo (SHAHABADI; MAHDAVI; MOMENI, 2020).

Como exemplos de ligantes que interagem covalentemente com o DNA existem 0s
agentes alquilantes (RAHMAN et al., 2017). Este tipo de interagdo corresponde a uma ligacao
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irreversivel por meio de adutos entre os ligantes do complexo ou mesmo uma possivel
alquilacdo de bases nitrogenadas do DNA. J& a interacdo ndo covalente é uma interacdo
reversivel em que uma molécula interage com biomoléculas via intercalacdo, forcas
eletrostaticas ou interacdo aos sulcos, desencadeando mudancgas na conformacdo do DNA,
quebras em sua estrutura ou mesmo inibicdo da interacdo proteina-DNA. A ligacao
intercalativa e de sulco podem acontecer simultaneamente e de variadas formas, perto ou
dentro da dupla hélice desta biomolécula, enquanto a ligacdo eletrostatica ocorre na parte
externa do DNA (ALMEIDA et al., 2017) (Figura 23).

Figura 23. Representacdo dos modos covalente (A) e ndo-covalente (B) de interacdo entre ligantes e 0 DNA.
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Fontes: Adaptado de Barra; Netto, 2015 (A) e de Almeida et al., 2017 (B).

As interagdes por intercalacdo compreendem a insercao do ligante dentro da hélice do
DNA, entre os pares de bases, alterando a replicacdo do DNA e inibindo o crescimento da

célula tumoral (base para a concepcdo de novos farmacos antitumorais), tornando-os mais
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eficientes de acordo com a sua afinidade por esta biomolécula (LAFAYETTE et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2017). Exemplos de compostos quimicos cujo modo de intera¢cdo com o

DNA € por via intercalativa estdo representados na Figura 24.

Figura 24. Estruturas quimicas de agentes intercalantes do DNA.

Cl
Daunomicina Quinacrina
NH, OH N
=
\ \ Fenantridina
P
N /
i. H,N N NH,
paca © H /\/ ™~ Proflavina

Fonte: Adaptado de Rescifina et al., 2014.

Outro tipo de interagdo ocorre por meio da ligacdo aos sulcos do DNA, podendo ser
uma ligacéo ao sulco menor ou maior que sdo predominantemente estabilizados pela interacéo
de van der Waals e ligacfes de hidrogénio formadas entre pequenas moléculas e as bases
nitrogenadas desta biomolécula, causando uma pequena distor¢do na sua “espinha dorsal”.
Ademais, pode ocorrer a formacdo do complexo DNA-ligante mediante ligacdes eletrostaticas
(ou ligacdes externas) entre a “espinha dorsal” do fosfato do DNA carregado negativamente
com uma pequena carga positiva de uma determinada molécula, como o DNA (QAIS;
AHMAD, 2018). Exemplos de compostos para ambos 0s modos de interagdo ndo-covalentes

com o DNA acima mencionados estéo representados na Figura 25.
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Figura 25. Estruturas quimicas de compostos que interagem com o DNA via ligacdo aos sulcos (A-D) e por
interagdes eletrostaticas (E).
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Na literatura sdo reportadas investigacGes relativas a interacdo entre DNA e outras
moléculas por meio de técnicas espectroscopicas, como absor¢do UV-visivel (UV-vis) e
emissdo fluorescente, por exemplo. Como uma das técnicas mais eficazes para explorar o
modo de ligacdo de pequenas moléculas ao DNA, a espectroscopia de absor¢do UV-vis pode
fornecer dados significativos para a natureza do processo de interacdo de um dado ligante
com 0 DNA (LAN et al., 2023; KAHRIMAN et al., 2023). Esta técnica permite a obtencdo da
constante de ligacdo (Kb), uma medida quantitativa da interacdo entre compostos organicos e
DNA (MCGHEE; HIPPEL, 1974). O valor é util para comparar moléculas com diferentes
estruturas, bem como para indicar os modos de ligacdo ao DNA (LAFAYETTE et al., 2013).
Constantes de ligacdo para intercaladores tipicos estdo no intervalo de 10* a 10° M? e sio
significativamente menores do que constantes de ligacdo para agentes ligantes em sulcos de
DNA que variam de 10° a 10° M* (ALMEIDA et al., 2017).

Com relacdo a espectroscopia de emissdo fluorescente, o fendmeno da extingcéo
fluorescente € um método eficaz para estudar a interacdo entre ligantes e macromoléculas
bioldgicas, a partir do qual é possivel calcular a constante de supressdo (Ksv) (LAKOWICZ,

2006). Em virtude da sensibilidade e especificidade da espectroscopia de fluorescéncia, essa
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técnica tem provado ser uma ferramenta versatil e confidvel para a anélise de interagdes entre
biomoléculas e farmacos ou candidatos a farmacos (SHINDE et al., 2020).

Cabe ressaltar que a emissdo fluorescente do DNA ¢é fraca. Em funcédo disto, sondas
fluorescentes sdo comumente usadas, pois tém sua emissao condicionada a interagdo com o
DNA. Algumas sondas possuem o seu modo de ligacdo ao DNA ja bem definido e séo Uteis
para decifrar o modo de interacdo de um ligante com esta biomolécula, como o brometo de
etidio (BE) (BANERJEE et al., 2020) e a laranja de acridina (LA) (SANI et al., 2018),
agentes intercalantes bem estabelecidos, ou 0 DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) (ALI et al.,
2018) e 0 Hoechst 33258 (QAIS; AHMAD, 2018), ambos ligantes ao sulco menor do DNA
(Figura 26). Nestes experimentos, um determinado ligante, supostamente, interage com o
DNA de uma maneira semelhante a sonda utilizada, substituindo-a, uma vez que esta ja esteja
conjugada ao DNA. Assim, qualquer alteracdo nas propriedades fluorescentes do complexo
sonda-DNA, ap0s a adi¢do do ligante, pode gerar dados norteadores do mecanismo de ligacao
dos compostos investigados (REHMAN et al., 2015; TIAN et al., 2017).

Figura 26. Estruturas quimicas de sondas fluorescentes usadas para decifrar o modo de interacdo de um ligante
com 0 DNA: Brometo de Etidio (A), Laranja de Acridina (B), DAPI (C) e Hoeschst 33258 (D).
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Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.

Uma vez decorrido o processo de interacdo do complexo biomolécula-ligante, pode-se
verificar alteracdes nas intensidades e nos picos formados, a partir da analise dos espectros de
absorcéo ou fluorescéncia, os quais sao Uteis para se investigar o mecanismo de interagcdo por

meio dos seguintes efeitos: efeito hipocrémico, correspondente a uma diminuicdo da luz
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absorvida ou emitida (BAS et al., 2018); efeito hipercromico, definido como aumento da
intensidade de absor¢do ou emissdo de luz (SHAHABADI; MAGHSUDI, 2014); efeito
batocromico, observado pelo deslocamento dos maximos de absorcdo ou emissdo apos
ligacdo ao DNA para um comprimento de onda mais longo (deslocamento para a regido do
vermelho) (PAWAR; OTTOOR, 2018) e efeito hipsocromico, quando ocorre deslocamento
do maximo de absor¢do ou emissdo para comprimentos de ondas menores (deslocamento para
o0 azul) (CANOVIC et al., 2017). A Figura 27 representa os efeitos que podem ser detectados
em estudos de interacdo entre ligantes e biomoléculas, como o DNA, a partir do uso das
técnicas espectroscopicas supracitadas.

Figura 27. Representacdo dos seguintes efeitos espectroscopicos: hipercromismo (A), hipocromismo (B),

hipsocromismo (C) e batocromismo (D), obtidos a partir do aumento, diminuicdo ou desvio do pico maximo
obtido para a esquerda ou direita, respectivamente.

(A) ®)

© (D)

Fonte: O autor.

Os efeitos acima mencionados sdo importantes para se identificar a formagéo de um
complexo entre um ligante e uma biomolécula e 0s possiveis mecanismos manifestados
durante o processo de interacdo, a exemplo da ligacdo aos sulcos do DNA (ALVES et al.,
2021a) ou da ocorréncia de alteracbes no microambiente dos aminoacidos de proteinas

plasmaéticas, em funcdo da formacao do sistema biomolécula-ligante (ALSAIF et al., 2020).
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Outra forma de analisar o processo de interacdo do DNA com um ligante é mediante
os estudos in silico, como o “docking” (acoplamento/encaixe) molecular, que é muito
utilizado na descoberta de novos farmacos (DONG et al., 2020). Esta abordagem é muito
preditiva para modelar a interacdo entre um dado ligante e uma biomolécula-alvo, a fim de
verificar a possivel formagdo de um complexo estavel a nivel atbmico e para encontrar a
melhor orientacdo com energia minima geral, o que nos permite determinar o modo de
ligacdo e afinidade entre as moléculas constituintes no reconhecimento molecular e
compreender 0s mecanismos de interacdo com o intuito de projetar novas moléculas
terapéuticas, bem como elucidar processos bioguimicos fundamentais (ABBAS; FISAL;
ORABI, 2020).

3.4 TOPOISOMERASE Ilo. COMO ALVO PARA A TERAPIA ANTICANCER

Entre a variedade de alvos moleculares para terapia de cancer, as enzimas
topoisomerases sdo alvos bem caracterizados devido ao fato de serem ubiquas e terem
funcBes essenciais no controle e modificacdo da topologia do DNA durante a proliferacgéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular (SINGH et al., 2023). Essas proteinas sdo capazes de
relaxar a dupla cadeia de DNA por meio de um mecanismo de clivagem, permitindo o
processo de replicacdo mediante rupturas transitérias na cadeia de DNA, o qual é girado e
suas fitas previamente rompidas sdo religadas (POMMIER et al., 2016).

A presenca das topoisomerases e seu funcionamento adequado é um dos elementos-
chave da maioria dos processos celulares, os quais requerem acesso as informacdes
armazenadas na dupla fita do DNA, havendo, para isso, a necessidade de quebrar
transitoriamente uma ou até mesmo suas duas fitas (SHINDE et al., 2022), uma vez que estes
processos necessitam do desenrolamento da hélice do DNA, o que resulta em tensdo
helicoidal no resto da molécula (SHOK et al., 2020). Como exemplo disto, as topoisomerases
permitem a liberacdo de cromossomos replicados antes do particionamento e diviséo celular
(BUZUN et al., 2020).

Estas enzimas se ligam covalentemente ao grupo fosfato do DNA, divide a(s) fita(s)
de DNA g, finalmente, a(as) religa. As topoisomerases sdo geralmente classificadas em tipo |
e Il (Figura 28), com base em sua funcdo catalitica, mecanismo de reacdo, sequéncia de
aminoacidos e estrutura. As topoisomerases do tipo | clivam uma Unica fita de DNA,
enquanto as do tipo 11, ambas as fitas (SHINDE et al., 2022) (Figura 29).



48

Figura 28. Estrutura tridimensional das topoisomerases humanas I (a esquerda) e Ila (a direita) complexadas ao
DNA (em amarelo).

Fonte: Hevener et al., 2018.

Figura 29. Mecanismos cataliticos diferenciais das enzimas Topo | e Topo Ila. As reagdes sdo representadas da
esquerda para a direita. Ambas as enzimas clivam o DNA ao se conjugarem covalentemente a sua extremidade
5. A Topo | cliva um segmento da fita simples e permite a outra fita simples passar pela quebra, enquanto a
Topo Ila cliva ambas as fitas, permitindo a passagem de outra fita dupla pela quebra previamente estabelecida,
religando-as em seguida.
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Fonte: Adaptado de Pommier, 2013.

A Topo Il é mais importante para a proliferacdo celular do que a Topo |. Em virtude
disto, a primeira tem sido considerada como um alvo melhor no que concerne a concepgédo de
agentes antineoplésicos. Existem duas isoformas de Topo Il em células humanas: Topo Ila e
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Topo IIB. A Topo Ila é superexpressa em células em proliferacdo e serve como um
biomarcador para a proliferacdo celular, enquanto a expresséo de Topo IIf ¢ uniformemente
distribuida em todas as células. Portanto, o Topo Ila é considerada responsavel pelos efeitos
antineoplasicos dos inibidores de Topo Il (SHOK et al., 2020).

A atividade prolongada da inibicdo destas enzimas leva a rupturas permanentes nas
fitas do DNA, resultando em genotoxicidade e citotoxicidade significativas. Eles sdo
classificados em duas categorias diferentes: Inibidores da topoisomerase de classe | ou
venenos interfaciais de topoisomerase, 0s quais inibem a rotacdo da cadeia ou religacdo da
reacdo enzimatica e, deste modo, estabilizam os complexos covalentes de topoisomerase-
DNA (Figura 30), enquanto que a classe Il de inibidores da topoisomerase ou inibidores
cataliticos da topoisomerase agem bloqueando dois passos essenciais no ciclo catalitico
enzimatico: ligacdo ao substrato ou complexo de clivagem durante a formacao da ligacao
covalente. Outrossim, a literatura tem mostrado que os tipos de inibidores da referida enzima
também podem ser intercaladores de DNA ou ligantes de sulcos menores ou ambos (HU et
al., 2018; SINGH et al., 2023) (Figura 31).

Figura 30. Estruturas quimicas dos farmacos antitumorais Doxorrubicina (A), Daunorrubicina (B), Etoposideo
(C) e Amsacrina (D), classificados como “venenos” Topo Ila.
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Fonte: Shok et al., 2020.
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Figura 31. Estruturas quimicas dos farmacos antitumorais Merbarone (A) e Dexrazoxane (B), classificados
como “inibidores cataliticos” Topo Ila.
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Fonte: Shok et al., 2020.

3.5 INTERACOES COM A HSA NOS ESTUDOS DE NOVOS QUIMIOTERAPICOS

No organismo vivo, moléculas ativas precisam alcancar o alvo terapéutico celular, por
isso, 0 estudo de interacdo entre 0s compostos ativos e as proteinas plamaticas deve ser
realizado durante a proposi¢cdo de novos farmacos para varias doencas, incluindo cancer
(FILHO et al.,, 2019). Portanto, um dos primeiros passos na rota de investigacdo do
mecanismo de acdo de farmacos ou prot6tipos com acgdo anticancer no corpo é o estudo de sua
ligacdo a albumina de soro humana (HSA) dada a sua abundéncia sérica e funcdo no
transporte de substancias enddgenas e exdgenas (ALSAIF et al., 2020; RIBEIRO et al., 2021).

Dessa forma, hd um interesse crescente em investigar a interacdo entre compostos
quimicos e HSA, devido ao fato desta biomolécula ser a principal proteina plasmética do
sangue humano, constituindo cerca de 55-60% de todas as proteinas plasmaticas (equivalente
a um concentragdo de 42 g/L™!) (RAO et al., 2020), bem como a sua estrutura bioquimica,
transporte de medicamentos, metais e acidos graxos, que se ligam a sitios de ligacdo
especificos (FILHO et al.,, 2019), mantendo a pressdo osmdtica do sangue estavel
(BANERJEE et al., 2020). A interacdo de ligantes com a HSA ocorre, sobretudo, por meio da
formacdo de complexos ndo-covalentes em sitios de ligagdo especificos. Ou seja, a afinidade
de ligacdo de qualquer substancia & HSA é um dos principais fatores que determinam a sua
distribuicdo na corrente sanguinea (ERKMEN et al., 2023).

As propriedades ADME (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo),
estabilidade e toxicidade de substancias quimicas sdo afetadas pelo seu nivel de afinidade
com a HSA (ALINAGHI et al., 2020; RIBEIRO et al., 2021). Se a interacdo ocorrer devido a

uma baixa afinidade pelo ligante, o passo inicial da farmacocinética (absorcdo do farmaco)
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ndo é viavel. No caso de a interacdo acontecer mediante uma afinidade moderada pelas
substancias bioativas com a HSA, a absor¢do e a distribuicdo de medicamentos a varios
tecidos sdo viaveis. Por outro lado, quando a interacdo apresenta uma alta afinidade, a
absorcdo do medicamento € viavel, mas sua distribuicdo para os tecidos € limitada devido a
estabilidade do complexo, que por sua vez afeta adversamente a farmacocinética do farmaco
(ERKMEN et al., 2023). Logo, estudos de interacdo entre potenciais medicamentos e
biomacromoléculas, como a HSA, tem contribuido significativamente para um entendimento
preliminar da biodistribuicdo e disponibilidade de pequenos compostos em fluidos
(MOKABERI et al., 2019). Ademais, a interagdo de farmacos & HSA promove um aumento
na meia-vida circulante e distribuicdo destes ligantes, evitando sua perda rapida na circulacéo,
0 que poderia limitar o seu potencial terapéutico (ERKMEN et al., 2023).

Do ponto de vista estrutural, a HSA consiste em 585 aminoacidos e um peso
molecular de 65 kDa. Sua sequéncia de aminoacidos contém 18 residuos de tirosina (Tyr), 1
residuo de triptofano (Trp-214), 17 pontes dissulfeto e apenas um tiol livre (residuo de
cisteina - Cys-34). A HSA possui trés dominios homologos (I, 1l e 111) que se agrupam para
formar uma molécula em forma de corac¢do. Cada dominio contém dois subdominios (A e B)
(CHAVES et al., 2020). Anélises da estrutura cristalina da HSA mostraram que os principais
locais de ligacdo de medicamentos sdo as bolsas hidrofébicas situadas nos subdominios 1A e
I11A, designados como Sudlow I e I, respectivamente (Figura 32). Estudos sobre a interagdo
de medicamentos a HSA pode exercer um impacto significativo na compreensdo das
caracteristicas estruturais que definem a atividade terapéutica dos farmacos usados na clinica
e no desenho de novos protétipos para diversas atividades farmacoldgicas, inclusive
anticancer (ALVES et al., 2021b).
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Figura 32. Estrutura tridimensional da HSA, enfatizando os dominios, subdominios, os sitios de ligacdo e o
Unico residual de triptofano (Trp-214).
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Fonte: Adaptado de Marcovic et al., 2018.

Hidrofobicidade e tamanhos moleculares sdo as propriedades que influenciam no
transporte de farmacos. Em particular, a HSA € a transportadora mais abundante e proteina
modelo, além de ter a capacidade de se acumular no microambiente tumoral. Normalmente, as
células tumorais absorvem uma gquantidade maior de moléculas de HSA, em compara¢do com
células normais. Por isso, esta proteina pode ser explorada para formacdo de um conjugado
transportador para uma série de medicamentos que combatem o céncer (RIBEIRO et al.,
2021; ERKMEN et al., 2023). Exemplos de farmacos antitumorais utilizados em estudos de

interagdo com a HSA sdo mostrados na Figura 33, abaixo.
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Figura 33. Estruturas quimicas dos farmacos antitumorais Axitinibe (A), Dasatinibe (B), Sorafenibe (C),
Niraparibe (D) e Noscapine (E), usados em pesquisas de interagdo com a HSA.
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Chugh et al., 2019 (E).



54

REFERENCIAS

ABBAS, A. M.; FISAL, S. R.; ORABI, A. S. Novel B-lactam antibiotic derivative and its
complexes: DFT, frontier energy levels, DNA interaction, docking, physicochemical and
antimicrobial properties. Journal of Molecular Structure, v. 1218, 128487, 2020.

AIPC, 2018. Disponivel em <https://www.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/09/pr263_E.pdf>.
Acesso em 10 de janeiro de 2023.

AIPC, 2020. Disponivel em <https://gco.iarc.fr/itomorrow/graphic-
isotype?type=0&type_sex=0&mode=population&sex=0&populations=900&cancers=39&age
_group=value&apc_male=0&apc_female=0&single_unit=500000&print=0>. Acesso em 10
de jeneiro de 2023.

AIPC, 2023. Disponivel em <https://www.iarc.who.int/cancer-topics/>. Acesso em 10 de
jeneiro de 2023.

ALI, A.; BHATTACHARYA, S. DNA Binders in Clinical Trials and Chemotherapy.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 22, n. 16, p. 4506-4521, 2014.

ALI, M. S. et al. Comprehensive exploration of the anticancer activities of procaine and its
binding with calf thymus DNA: a multi spectroscopic and molecular modelling study. RSC
Advances, v. 8, p. 9083-9093, 2018.

ALINAGHI, M. et al. A Pd(Il) complex derived from pyridine-2-carbaldehyde oxime ligand:
Synthesis, characterization, DNA and BSA interaction studies and in vitro anticancer activity.
Journal of Molecular Structure, v.1219, 128479, 2020.

ALJAMALI, N. M. et al. Review on chemical-biological applications of thiazole derivatives.
Forefront Journal of Engineering & Technology, v. 2, p. 9-22, 2020.

ALMEIDA, S. M. V et al. DNA binding and Topoisomerase inhibition: How can these
mechanisms be explored to design more specific anticancer agents? Biomedicine &
Pharmacotherapy, v. 96, p. 15638-1556, 2017.

ALMEIDA, S. M. V. et al. New spiro-acridines: DNA interaction, antiproliferative activity
and inhibition of human DNA topoisomerases. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 92, p. 467-475, 2016.

ALMEIDA, S. M. V. et al. Synthesis, DNA Binding, and Antiproliferative Activity of Novel
Acridine-Thiosemicarbazone Derivatives. Molecules, v. 16, p. 13023-13042, 2015.

ALSAIF, N. et al. Multi-spectroscopic investigation, molecular docking and molecular
dynamic simulation of competitive interactions between flavonoids (quercetin and rutin) and
sorafenib for binding to human serum albumin. International Journal of Biological
Macromolecules, v. 165, Part B, p. 2451-2461, 2020.

ALTMANN, K. H. Epothilone B and its analogs — a new family of anticancer agents, Mini-
Reviews in Medicinal Chemistry, v .3, n. 2, p. 149-158, 2003.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/00222860
https://www.iarc.fr/wp-content/uploads/2018/09/pr263_E.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00222860
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01418130/165/part/PB
https://benthamscience.com/journals/mini-reviews-in-medicinal-chemistry/
https://benthamscience.com/journals/mini-reviews-in-medicinal-chemistry/

55

ALTURIQI, A. S. et al. Synthesis, structural identification, DNA interaction and biological
studies of divalent metal(ll) chelates of 1,2- ethenediamine Schiff base ligand. Journal of
Molecular Structure, v. 1219, 128542, 2020.

ALVES, J. E. F. Estudos de Interacdo com o DNA e a albumina sérica bovina de novos
derivados indol-tiazélicos. Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Aplicada a Saude. Recife, p.
149, 2019.

ALVES, J. E. F. et al. Novel indole-thiazole and indole-thiazolidinone derivatives as DNA
groove binders. International Journal of Biological Macromolecules, v. 170, p. 622—635,
2021.

ALVES, J.E.F. et al. A simple method for obtaining human albumin and its use for in vitro
interaction assays with indole-thiazole and indole-thiazolidinone derivatives. International
Journal of Biological Macromolecules, v. 192, p. 126-137, 2021.

ANSARI, A. et al. Facile one-pot multicomponent synthesis and molecular docking studies of
steroidal oxazole/thiazole derivatives with effective antimicrobial, antibiofilm and hemolytic
properties. Steroids, v. 134, p. 22-36, 2018.

ANSARI, M. et al. New thiazole-2(3H)-thiones containing 4-(3,4,5-trimethoxyphenyl) moiety
as anticancer agents. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 185, 111784, 2020.

AQLAN, F. M. et al. Thiazolidinone: A structural motif of great synthetic and biological
importance. Journal of Molecular Structure, v. 1250, 131771, 2022.

ASEMAN, M. D. et al. Cycloplatinated (1) Derivatives of Mercaptopurine Capable of
Binding Interactions with HSA/DNA. Inorganic Chemistry, v. 58, p. 16154-16170, 2019.

ASMY, H. A. E.; BUTLER, I. S.; MOSTAFA, S. |I. DNA Interaction and Anticancer
Evaluation of New Adenine Complexes in Presence of N,N-Donors as Secondary Chelate.
Journal of Molecular Structure, v. 1223, 128976, 2020.

BANERJEE, A. et al. Synthesis, structure and characterization of new dithiocarbazate based
mixed ligand oxidovanadium(lVV) complexes: DNA/HSA interaction, cytotoxic activity and
DFT studies. New Journal of Chemistry, v. 44, p. 10946-10963, 2020.

BARRA, C. V.; NETTO, A. V. G. InteragOes entre Complexos Antitumorais e 0 DNA e suas
Ferramentas de Analise: um Enfoque nos Metalointercaladores. Revista Virtual de Quimica,
V. 7,n.6,p. 1998-2016, 2015.

BAS, H. et al. Synthesis, DNA interaction, topoisomerase I, 1l inhibitory and cytotoxic effects
of water soluble silicon (IV) phthalocyanine and napthalocyanines bearing 1- acetylpiperazine
units. Dyes and Pigments, v. 160, p. 136-144, 2018.

BOUSSIOS, S. et al. BRCA Mutations in Ovarian and Prostate Cancer: Bench to Bedside.
Cancers, v. 14, 3888, 2022.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/00222860/1219/supp/C
https://www.sciencedirect.com/journal/european-journal-of-medicinal-chemistry
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00222860

56

BUZUN, K. et al. DNA topoisomerases as molecular targets for anticancer drugs. Journal of
Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, v. 35, p. 1781-1799, 2020.

CANOVIC, P. et al. Impact of aromaticity on anticancer activity of polypyridyl ruthenium (I1)
complexes: synthesis , structure , DNA / protein binding , lipophilicity and anticancer activity.
Journal of Biological Inorganic Chemistry, v. 22, n. 7, p. 1007-1028, 2017.

CHAVES, O. A. et al. Biological assays of BF2-naphthyridine compounds: Tyrosinase and
acetylcholinesterase activity, CT-DNA and HSA binding property evaluations. International
Journal of Biological Macromolecules, v. 160, p. 1114-1129, 2020.

CHUGH, H. et al. Interaction of noscapine with human serum albumin (HSA): A
spectroscopic and molecular modelling approach. Journal of Photochemistry &
Photobiology A: Chemistry, v. 372, p. 168-176, 2019.

CILIBRIZZI, A. et al. iVS analysis to evaluate the impact of scaffold diversity in the binding
to cellular targets relevant in cancer. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal
Chemistry, v. 34, p. 44-50, 20109.

DE SOUZA, M. V. N. Synthesis and biological activity of natural thiazoles: An important
class of heterocyclic compounds. Journal of Sulfur Chemistry, v. 26, p. 429-449, 2005.

DHIMAN, A. SHARMA, R. SINGH, R. K. Target-based anticancer indole derivatives and
insight into structure—activity relationship: A mechanistic review update (2018-2021). Acta
Pharmaceutica Sinica B, v. 12 (7), p. 3006-3027, 2022.

DONG, J. et al. Synthesis, crystal structure, Hirshfeld surfasse analysis, DNA binding, DNA
cleavage activity and molecular docking of a new Schiff base nickel(Il) complex. Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics, 2020 DOI: 10.1080/07391102.2020.1784789.

DRUGBANK. Disponivel em <https://go.drugbank.com/>. Acesso em 22 de novembro de
2020.

EFFERTH, T. et al. Collateral sensitivity of natural products in drug-resistant cancer cells.
Biotechnology Advances, v. 38, 107342, 2020.

ELDEHNA, W. M. et al. Synthesis and biological evaluation of certain hydrazonoindolin-2-
one derivatives as new potent anti-proliferative agents. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry, v. 33, n. 1, p. 867-878, 2018.

ERKMEN, C. et al. Exploring molecular interaction of cefpirome with human serum albumin:
In vitro and in silico approaches. Journal of Molecular Structure, v. 1275, 134723, 2023.

FILHO, F. A. S. et al. Topoisomerase inhibition and albumin interaction studies of acridine-
thiosemicarbazone derivatives. International Journal of Biological Macromolecules, v.
138, p. 582-589, 2019.

FINIUK, N. Novel hybrid pyrrolidinedione-thiazolidinones as potential anticancer agents:
Synthesis and biological evaluation. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 238,
114422, 2022.



57

FRANCHETTI, P. et al. Furanfurin and Thiophenfurin: Two Novel Tiazofurin Analogues.
Synthesis, Structure, Antitumor Activity, and Interactions with Inosine Monophosphate
Dehydrogenase. Journal of Medicinal Chemistry, v. 38, p. 3829-3837, 1995.

GAN, N. et al. Determination of interactions between human serum albumin and niraparib
through multi-spectroscopic and computational methods. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 206, p. 126-134, 2018.

GOMHA, S. M. et al. Synthesis, Molecular Docking Study, and Cytotoxic Activity against
MCEF Cells of New Thiazole-Thiophene Scaffolds. Molecules, v. 27, 2022.

GYAMFI, J.; KIM, J.; CHOI, J. Cancer as a Metabolic Disorder. International Journal of
Molecular Sciences, v. 23, 1155, 2022.

HAIDER, K. A comprehensive review on pyrazoline based heterocyclic hybrids as potent
anticancer agents. European Journal of Medicinal Chemistry Reports, v. 5, 100042, 2022.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell, v.
144, 2011.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The Hallmarks of Cancer. Cell, v. 100, p. 57-70, 2000.

HANAHAN, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery, v. 12 (1), p. 31—
46, 2022.

HOLLAND, D. C.; KIEFEL, M. J.; CARROLL, A. R. Structure Revisions of the Sponge-
Derived Dibrominated Bis-indole Alkaloids, Echinosulfone A and the Echinosulfonic Acids
A to D. The Journal of Organic Chemistry, v. 85, p. 3490—-3496, 2020.

HOLOTA, S. et al. Synthesis of 5-enamine-4-thiazolidinone derivatives with trypanocidal and
anticancer activity. Bioorganic Chemistry, v. 86, p. 126-136, 2019.

HU, W. et al. Discovery of Novel Topoisomerase Il Inhibitors by Medicinal Chemistry
Approaches. Journal of Medicinal Chemistry, v. 61, p. 8947-8980, 2018.

INCA, 2022. Estimativa 2023:. incidéncia de cancer no Brasil. Disponivel em <
https://www.gov.br/inca/pt-br/assuntos/noticias/2022/inca-estima-704-mil-casos-de-cancer-
por-ano-no-brasil-ate-2025 >. Acesso em 12 de janeiro de 2023.

INCA, 2023. Disponivel em <https://www.inca.gov.br/o-que-e-cancer/>. Acesso em 10 de
janeiro de 2023.

JASIEWICZ, B. et al. Synthesis, antioxidant and cytoprotective activity evaluation of C-3
substituted indole derivatives. Nature Scientific Reports, v. 11, 15425, 2021.

JASIEWICZ, B. et al. Indole Derivatives Bearing Imidazole, Benzothiazole-2-Thione or
Benzoxazole-2-Thione Moieties-Synthesis, Structure and Evaluation of Their Cytoprotective,
Antioxidant, Antibacterial and Fungicidal Activities. Molecules, v. 28, 708, 2023.



58

JIA, Y. et al. Current scenario of indole derivatives with potential anti-drug resistant cancer
activity. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 200, 112359, 2020.

KAMEL, M. M. et al. Synthesis, antitumor activity and molecular docking study of novel
Sulfonamide-Schiff’s bases, thiazolidinones, benzothiazinones and their C-nucleoside
derivatives. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 45, p. 572-580, 2010.

KARADAYI, F. Z. et al. Design, synthesis and anticancer/antiestrogenic activities of novel
indole-benzimidazoles. Bioorganic Chemistry, v. 100, 103929, 2020.

KARALI, N.; TERZIOGLU, N.; GURSOY, A. Synthesis and Primary Cytotoxicity
Evaluation of New 5-Bromo-3-substituted-hydrazono-1H-2-indolinones. Arch Pharm
Chemistry in Life Sciences, v. 335, p. 374-380, 2002.

KAHRIMAN, N. et al. Diastereoselective Synthesis, Characterization, Investigation of
Anticancer, Antibacterial Activities, In Silico Approaches and DNA/BSA Binding Affinities
of Novel Pyrimidine-Sugar Derivatives. Journal of Molecular Structure, v. 1277, 134821,
2023.

KONUS, M. et al. Synthesis and biological activity of new indole based derivatives as potent
anticancer, antioxidant and antimicrobial agents. Journal of Molecular Structure, v. 1263,
133168, 2022.

KOSMALSKI, T. et al. The Oxime Ethers with Heterocyclic, Alicyclic and Aromatic Moiety
as Potential Anti-Cancer Agents. Molecules, v. 27, 1374, 2022.

LABIB, M. B. et al. Azole-hydrazone derivatives: Design, synthesis, in vitro biological
evaluation, dual EGFR / HER2 inhibitory activity, cell cycle analysis and molecular docking
study as anticancer agents. Bioorganic Chemistry, v. 76, p. 67-80, 2018.

LAFAYETTE, E. A. et al. Synthesis of novel indole derivatives as promising DNA-binding
agents and evaluation of antitumor and antitopoisomerase | activities. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 136, p. 511-522, 2017.

LAFAYETTE, E. A. et al. Synthesis, DNA Binding and Topoisomerase | Inhibition Activity
of Thiazacridine and Imidazacridine Derivatives. Molecules, v. 18, p. 15035-15050, 2013.

LAKOWICZ, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3. ed. Springer: New York,
NY, USA, 2006.

LAN, H. et al. Synthesis, Biological Evaluation, DNA Binding, and Molecular Docking of
Hybrid 4,6-Dihydrazone Pyrimidine Derivatives as Antitumor Agents. Molecules, v. 28, 187,
2023.

LI, X. et al. Characterization of Dasatinib and Its Structural Analogs as CYP3A4 Mechanism-
Based Inactivators and the Proposed Bioactivation Pathways. Drug Metabolism and
Disposition, v. 37, n. 6, p. 1242-1250, 20009.

LIANG, X. et al. A comprehensive review of topoisomerase inhibitors as anticancer agents in
the past decade. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 171, p. 129-168, 20109.



59

LUETHI, D. LIECHTI, M.E. Designer drugs: mechanism of action and adverse
effects. Archives of Toxicology, v. 94, p. 1085-1133, 2020.

LIOLI, E. et al. Synthesis, characterization, DNA binding and cytotoxicity studies of two
novel Cu(ll)-2-(2" -pyridyl) quinoxaline complexes. Journal of Inorganic Biochemistry, v.
208, 111077, 2020.

LIU, K.; DING Y.; KANG, C. Synthesis and antiproliferative activity of new n-
acylhydrazone derivatives containing benzothiazole and indole based moiety.
Pharmaceutical Chemistry Journal, v. 54, n. 4, 2020.

LOFTY, G. et al. Synthesis of new spirooxindole-pyrrolothiazoles derivatives: Anti-cancer
activity and molecular docking. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 25, p. 1514-1523,
2017.

MANIJAL, S. K. et al. Synthetic and Medicinal Perspective of Thiazolidinones : A Review.
Bioorganic Chemistry, 2017.

MARKOVIC, O. S. et al. Human serum albumin binding of certain antimalarials.
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 192, p. 128—
139, 2018.

MCGHEE, J. D.; HIPPEL, P. H. VON. Theoretical Aspects of DNA-Protein Interactions :
Co-operative and Non-co-operative Binding of Large Ligands to a One-dimensional
Homogeneous Lattice. Journal of Molecular Biology, v. 86, n. 2, p. 469-489, 1974.

MIRZAEI-KALAR, Z. In vitro binding interaction of atorvastatin with calf thymus DNA:
multispectroscopic, gel electrophoresis and molecular docking studies. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 161, p. 101-109, 2018.

MISHRA, C. B. et al. Thiazole: A promising heterocycle for the development of potent CNS
active agents. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 92, p. 1-34, 2015.

MOGHADAM, N. H. et al. In vitro cytotoxicity and DNA/HSA interaction study of
triamterene using molecular modelling and multi-spectroscopic methods. Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics, v. 37, 2019.

MOHAMMED, Y. H. E. et al. The Novel 4-Phenyl-2-Phenoxyacetamide Thiazoles modulates
the tumor hypoxia leading to the crackdown of neoangiogenesis and evoking the cell death.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 143, p. 1826-1839, 2018.

MUHAMMAD, N. et al. The Role of Natural Products and Their Multitargeted Approach to
Treat Solid Cancer. Cells, v. 11, 2209, 2022.

MOKABERI, P. et al. New insights into the binding behavior of lomefloxacin and human
hemoglobin using biophysical techniques: binary and ternary approaches. New Journal of
Chemistry, v. 43, 8132, 2019.

NAIK, R.; SEETHARAMAPPA, J. Spectral and computational attributes: Binding of a
potente anticancer agent, dasatinib to a transport protein. Journal of Molecular Liquids, v.
293, 111492, 2019.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896/25/4
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01677322
https://www.sciencedirect.com/science/journal/01677322/293/supp/C

60

NILAND, S.; RISCANEVO, A.X.; EBLE, J.A. Matrix Metalloproteinases Shape the Tumor
Microenvironment in Cancer Progression. International Journal of Molecular Sciences, v.
23, 146, 2022.

O’DEA, A. et al. A series of indole-thiazole derivatives act as GPER agonists and inhibit
breast cancer cell growth. ACS Medicial Chemistry Letters, v. 9, n. 9, p. 901-906, 2018.

OLIVEIRA, J. F. DE et al. Evaluation of anti-in fl ammatory effect of derivative (E)-N-(4-
bromophenyl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone. Biomedicine &
Pharmacotherapy, v. 80, p. 388-392, 2016.

OLIVEIRA, J. F. DE et al. Synthesis of thiophene-thiosemicarbazone derivatives and
evaluation of their in vitro and in vivo antitumor activities. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 104, p. 148-156, 2015.

OLIVEIRA, J. F. DE et al. Thiosemicarbazones and 4-thiazolidinones indole-based
derivatives: Synthesis , evaluation of antiproliferative activity , cell death mechanisms and
topoisomerase inhibition assay. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 136, p. 305—
314, 2017.

OMS (Organizagéo Mundial da Saude), 2023a. Disponivel em
<https://www.who.int/publications/i/item/who-report-on-cancer-setting-priorities-investing-
wisely-and-providing-care-for-all>. Acesso em 15 de janeiro de 2023.

OMS (Organizacdo Mundial da Saude), 2023b. Disponivel em <https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/cancer>. Acesso em 15 de janeiro de 2023.

PARRINO, B. et al. 3-[4-(1H-Indol-3-yl)-1,3-thiazol-2-yl]-1H-pyrrolo[2,3-b]pyridines,
Nortopsentin Analogues with Antiproliferative Activity. Marine Drugs, v. 13, p. 1901-1924,
2015.

PARVEEN, M. et al. Structure elucidation and DNA binding speci fi city of natural
compounds from Cassia siamea leaves: A biophysical approach. Journal of Photochemistry
& Photobiology, B: Biology, v. 159, p. 218-228, 2016.

PAWAR, S.; OTTOOR, D. Spectroscopic and molecular docking study to understand the
binding interaction of rosiglitazone with bovine serum albumin in presence of valsartan.
Journal of Luminescence, v. 197, p. 200-210, 2018.

PEREIRA, P. S. et al. Thiazolidinedione and thiazole derivatives potentiate norfloxacin
activity against NorA efflux pump over expression in Staphylococcus aureus 1199B strains.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 27, p. 3797-3804, 2019.

POMMIER, Y. Drugging Topoisomerases: Lessons and Challenges. ACS Chemical Biology,
v. 8, p. 8295, 2013.

POMMIER, Y. et al. Roles of eukaryotic topoisomerases in transcription, replication and
genomic stability. Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 17, p. 703-721, 2016.


https://www.nature.com/nrm

61

PUBCHEM. Disponivel em <https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/>. Acesso em 22 de janeiro
de 2023.

QAIS, F. A.; AHMAD, I. In vitro interaction of cefotaxime with calf thymus DNA: Insights
from spectroscopic, calorimetric and molecular modelling studies. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 149, p. 193-205, 2018.

QUEIROZ, C. M. et al. Thiosemicarbazone and thiazole: in vitro evaluation of leishmanicidal
and ultrastructural activity on Leishmania infantum. Medicinal Chemistry Research, v. 29,
2050-2065, 2020.

RAHMAN, Y. et al. Unravelling the interaction of pirenzepine, a gastrointestinal disorder
drug, with calf thymus DNA: An in vitro and molecular modelling study. Archives of
Biochemistry and Biophysics, v. 625-626, p. 1-12, 2017.

RAMSHID, P. K. et al. Synthesis and In Vitro Evaluation of Some Isatin-Thiazolidinone
Hybrid Analogues as Anti-Proliferative Agents. Medicinal Chemistry, v. 6, p. 306-312,
2010.

RAO, H. et al. Mechanistic and conformational studies on the interaction of human serum
albumin with rhodamine B by NMR, spectroscopic and molecular modeling methods.
Journal of Molecular Liquids, v. 316, 113889, 2020.

RASHID, M. A. et al. Patellamide F, a new cytotoxic cyclic peptide from the colonial
ascidian Lissoclinum pattela. Journal of Natural Product, v. 58, n. 4, p. 594-597, 1995.

REHMAN, S. U. et al. Studying non-covalent drug—DNA interactions. Archives of
Biochemistry and Biophysics, v. 576, p. 49-60, 2015.

RESCIFINA, A. et al. Recent advances in small organic molecules as DNA intercalating
agents: Synthesis, activity, and modeling. European Journal of Medicinal Chemistry, v.
74, p. 95-115, 2014.

RIBEIRO, A. G. et al. Novel 4-quinoline-thiosemicarbazone derivatives: Synthesis,
antiproliferative activity, in vitro and in silico biomacromolecule interaction studies and
topoisomerase inhibition. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 182, 111592,
2019.

RIBEIRO, A. G. et al. Albumin roles in developing anticancer compounds. Medicinal
Chemistry Research, v. 30, p. 1469-1495, 2021.

ROSALES, P. F. et al. Bio-guided search of active indole alkaloids from Tabernaemontana
catharinensis: Antitumour activity, toxicity in silico and molecular modelling studies.
Bioorganic Chemistry, v. 85, p. 6674, 2019.

ROSZCZENKO, P. et al. 4-Thiazolidinone-Bearing Hybrid Molecules in Anticancer Drug
Design. International Journal of Molecular Sciences, v. 23, 13135, 2022.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/01677322

62

SABRY, M. A. New thiazole-based derivatives as EGFR/HER2 and DHFR inhibitors:
Synthesis, molecular modeling simulations and anticancer activity. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 241, 114661, 2022.

SAINI, D.; GUPTA, M. Hydrazones as potential anticancer agents: An update. Asian
Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 4, n. 2, p. 116-122, 2018.

SANI, F. D. et al. Changes in binding affinity between ofloxacin and calf thymus DNA in the
presence of histone H1: Spectroscopic and molecular modeling investigations. Journal of
Luminescence, v. 203, p. 599-608, 2018.

SHAHABADI, N.; MAGHSUDI, M. Multi-spectroscopic and molecular modeling studies on
the interaction of antihypertensive drug; methyldopa with calf thymus DNA. Molecular
BioSystems, n. 10, p. 338-347, 2014.

SHAHABADI, N.; MAHDAVI, M.; MOMENI, B. Z. Multispectroscopic analysis, atomic
force microscopy, molecular docking and molecular dynamic simulation studies of the
interaction between [SnMe2CI2(Me2phen)] complex and ct-DNA in the presence of glucose.
Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, 2020
DOI:10.1080/07391102.2020.1784793.

SHARMA, P. C. et al. Thiazole-containing compounds as therapeutic targets for cancer
therapy. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 188, 112016, 2020.

SHINDE, Y. et al. Keto-enol tautomerism of hydroxynaphthoquinoneoxime ligands: Copper
complexes and topoisomerase inhibition activity. Journal of Molecular Structure, v. 1262,
133081, 2022.

SHOK, Z. et al. Dual Inhibitors of Human DNA Topoisomerase Il and Other Cancer-Related
Targets. Journal of Medicinal Chemistry, v. 63, p. 884904, 2020.

SILVA, L. M. M. G. et al. New 1, 3-benzodioxole derivatives: Synthesis, evaluation of in
vitro schistosomicidal activity and ultrastructural analysis. Chemico-Biological Interactions,
v. 283, p. 20-29, 2018.

SILVA, P. R. et al. Novel indol-3-yl-thiosemicarbazone derivatives: Obtaining, evaluation of
in vitro leishmanicidal activity and ultrastructural studies. Chemico-Biological Interactions,
v. 315, 108899, 2020.

SINGH, V. et al. Recent development of multi-targeted inhibitors of human topoisomerase Il
enzyme as potent cancer therapeutics. International Journal of Biological Macromolecules,
V. 226, p. 473-484, 2023.

SINGH, I.; LUXAMI, V; PAUL, K. Synthesis, cytotoxicity, pharmacokinetic profile, binding
with DNA and BSA of new imidazo[1,2-a]pyrazine-benzo[d] imidazol-5-yl hybrids.
Scientific Reports, v. 10, n. 6534, 2020.

SONG, F. et al. Indole/isatin - containing hybrids as potential antibacterial agents. Archiv
der Pharmazie, v. 353, 2000143, 2020.


https://www.nature.com/srep
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/15214184
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/15214184

63

SOUZA-MELO, W. O. et al. Phytochemistry, antifungal and antioxidant activity, and
cytotoxicity of byrsonima gardneriana (A. Juss) extract. Archives of Oral Biology, v. 123,
104994, 2021.

TAYYAB, S. et al. Binding of an anticancer drug, axitinib to human serum albumin:
Fluorescence quenching and molecular docking study. Journal of Photochemistry &
Photobiology, B: Biology, v. 162, p. 386-394, 2016.

THANIKACHALAM, P. V. et al. An insight into the medicinal perspective of synthetic
analogs of indole: A review. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 180, p. 562-
612, 2019.

TIAN, Z. et al. Study on the interaction between cannabinol and DNA using acridine orange
as a fluorescence probe. Journal of Molecular Recognition, p. 1-7, 2017.

TURE, A. et al. Design, synthesis, and anticancer activity of novel
4-thiazolidinone-phenylaminopyrimidine hybrids. Molecular Diversity, 2020
https://doi.org/10.1007/s11030-020-10087-1.

YAO, Y. et al. 5-FU and ixabepilone modify the microRNA expression profiles in
MDA-MB-453 triple-negative breast cancer cells. Oncology Letters, v. 7, p. 541-547, 2014.

ZHENG, H. et al. Investigating the interaction between DNA-templated gold nanoclusters and
HSA by spectroscopy. New Journal of Chemistry, v. 44, p. 14060-14066, 2020.


https://doi.org/10.1007/s11030-020-10087-1

64

CAPITULO Il

4 DERIVADOS INDOL-TIAZOIS E INDOL-TIAZOLIDINONAS COMO LIGANTES
AQOS SULCOS DO DNA

Parte dos resultados descritos neste capitulo foram publicados em 2021, no periddico

International Journal of Biological Macromolecules (Anexo C).

Fator de impacto: 8.025
Qualis CAPES: Al

EErEEEE International Journal of Biological

\{ =8 Macromolecules

ISSN: o141-8130

Titulo do artigo: Derivados Indol-Tiazois e Indol-Tiazolidinonas como ligantes aos
sulcos do DNA
DOI: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.12.153

Josival Emanuel Ferreira Alves?, Jamerson Ferreira de Oliveira®, Tulio Ricardo Couto de

Lima Souza®, Ricardo Olimpio de Moura, Luiz Bezerra de Carvalho Jinior?, Maria do Carmo
Alves de Lima®, Sinara Ménica Vitalino de Almeida®"*

4L aboratorio de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Universidade Federal de Pernambuco,
50670-901, Brasil

bUniversidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), 62790-
970 Redencéo, CE, Brasil

‘Unidade Académica de Serra Talhada, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Serra
Talhada, PE 56909-535, Brasil

dDepartamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias Biologicas e da Sadde,
Universidade Estadual da Paraiba e Bodocongd, Campina Grande, PB 58429-500, Brasil
®Laboratorio de Quimica e Inovacdo Terapéutica (LQIT) - Departamento de Antibidticos,
Universidade Federal de Pernambuco, 50670-901, Brasil

fLaboratorio de Biologia Molecular, Universidade de Pernambuco (UPE), Multicampi
Garanhuns, Garanhuns, PE 55290-000, Brasil


https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.12.153

65

RESUMO

O céancer é uma das principais causas de mortalidade no mundo e a quimioterapia continua
sendo a abordagem terapéutica mais utilizada atualmente. O DNA é considerado um dos alvos
promissores de moléculas com potencial atividade anticancer, devido ao seu papel
indispensavel na multiplicacdo intensa das células tumorais. Na analise da interacdo com o
ctDNA por absor¢do UV-vis, foram usadas as sondas intercalativas Brometo de Etidio (BE) e
Laranja de Acridina (LA) e a sonda ligante no sulco menor 4',6-Diamidino-2-fenilindol
(DAPI). Foi constatado que os derivados apresentaram valores da constante de afinidade (Kb)
semelhantes e/ou maiores aos valores apresentados pelo DAPI. No ensaio de emissdo
fluorescente apenas a LA e o DAPI foram usados. Os valores encontrados da constante de
supressdo fluorescente (Ksv) situaram-se entre 0,24 x 10* e 6,29 x 10* M no teste com LA e
entre 0,60 x 10* e 7,59 x 10* M no ensaio com DAPI. A técnica de ancoramento molecular
corroborou a preferéncia dos derivados JFs em interagirem no sulco menor do DNA. Esses
resultados provaram que 0s compostos interagem com o ctDNA via ligac¢do do sulco, o que
foi confirmado pelo ensaio de sequéncia de oligonucleotideos ricos em A-T com 0 composto
JF-252, sugerindo a importancia do anel fenil acoplado ao C-4 do nucleo tiazol C-4 e do

nucleo indol ndo-substituido com bromo.

Palavras-chave: DNA, Indol, Interacdo, Sondas, Tiazol, Tiazolidinona.

INTRODUCAO

O é&cido desoxirribonucléico (DNA) contém todas as informagBes necessarias para
especificar o desenvolvimento biologico de todos os corpos vivos. Ele controla a informacao
hereditaria transferida para a prole durante a reproducdo quando o DNA é replicado e
transmitido. Nesse processo, a sequéncia dos pares de bases de DNA define os caracteres dos
individuos, desde caracteristicas fisicas até a suscetibilidade a doencas. Isso pode ser Util para
entender o mecanismo de muitas doencas. E também uma biomolécula utilizada no
desenvolvimento de novas estratégias quimioterapéuticas (VENMATHY et al.,, 2018),
especialmente para aqueles conhecidos como pequenas moléculas que visam o DNA devido a
acessibilidade para alguma sequéncia do genoma (RAHMAN et al., 2017). O arranjo espacial

de pares de bases leva a formacdo de sulcos maiores e menores no DNA. O sulco maior
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fornece acesso facil para moléculas volumosas. No entanto, o sulco menor tem a vantagem de
estar geralmente desocupado, o0 que o torna susceptivel a ataques de pequenas moléculas de
farmacos e candidatos a farmacos. Por esta razdo, muitos desses ligantes sdo relatados como
ligantes dos sulcos menores (KHAN et al., 2012).

Pequenas moléculas organicas e inorganicas ligam-se ao DNA e influenciam
numerosos processos bioldgicos, como transcricdo e replicacdo (RESCIFINA et al., 2014;
ALMEIDA., 2017). Assim, pequenas moléculas podem modificar, inibir ou ativar o
funcionamento do DNA, atuando como uma abordagem terapéutica para o tratamento e
prevencdo de doengas (FROEHLICH et al., 2011). Extensos estudos quimicos e bioquimicos
caracterizaram uma variedade de moléculas que interagem com o DNA, sendo classificadas
como agentes antibioticos, antitumorais, antivirais ou antiprotozoarios (ALEKSIC et al.,
2014). Portanto, é importante investigar a interacdo entre farmacos ou prot6tipos com o DNA
para entender seu mecanismo de acdo a nivel molecular (GUPTA et al., 2018; RIBEIRO et
al., 2019).

Os heterociclicos sdo compostos altamente versateis com amplas atividades, e incluem
em suas estruturas os anéis indol, tiazol e tiazolidinona. Compostos com esses nucleos
interagem com o DNA e alteram sua estrutura, fungdo e estabilidade. Como resultado, varios
processos celulares importantes sdo prejudicados devido a inibicdo de enzimas envolvidas no
metabolismo do DNA, como as topoisomerases, por exemplo (ALMEIDA et al., 2017;
RIBEIRO et al., 2019). Além disso, novos compostos tém sido sintetizados para investigar o
potencial farmacologico de derivados com os ndcleos tiazol, indol e tiazolidinona na tentativa
de descobrir estruturas quimicas com melhor atividade antitumoral (O’DEA et al., 2018;
DOUADI et al., 2020).

Uma caracteristica que pode potencializar a atividade bioldgica de novos compostos é
a presenca dos halogénios mais pesados (Cl, Br e I), o que reforca sua importancia na quimica
medicinal, uma vez que esses elementos contribuem para suas propriedades, incluindo
reatividade, lipofilicidade e eletronegatividade (GUTIERREZ et al., 2016; HO et al., 2017). A
aplicabilidade desses atomos no projeto de novos farmacos tem sido estudada (HERNANDES
et al., 2010) e ainda hd muito a explorar (CAVALLO et al., 2016). Por exemplo, 0 uso
extensivo de bromo no desenvolvimento de novos medicamentos para alcancar varias
atividades farmacoldgicas, como a agdo antineoplasica (LI et al., 2018).

Alguns trabalhos avaliaram a atividade bioldgica de derivados inddlicos substituidos e
ndo-substituidos com bromo com diferentes anéis de tiazolidina ou imidazolidina como

cadeias laterais (LAFAYETTE et al.,, 2017) ou apresentando tiossemicarbazona e 4-
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tiazolidinonas como unidade de ligagdo para diferentes substituintes laterais. Dados da analise
de citotoxicidade e interacdo com o DNA indicam o indol ndo substituido como melhor para
ambas as atividades. Um dos derivados mais promissores apresentados, além do indol,
possuia o naftaleno como grupo lateral, (E)-2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(naftalen-1-il)
hidrazinacarbotioamida, com atividade antiproliferativa contra células de adenocarcinoma
colorretal (HT-29) e leucemia (K562) (OLIVEIRA et al., 2017). Para investigar melhor o
papel do bromo como substituinte no anel indol, bem como a interferéncia do naftaleno ou
contribuicdo para o processo de interacdo do DNA, propusemos a sintese de diferentes tipos
de indol substituidos e ndo-substituido com bromo, com tiazol e tiazolidinona com anel
naftaleno, além de substituintes laterais com grupos fenil ou éster. O grupo éster foi escolhido
devido a possibilidade de ser um forte aceptador de ligacdes de hidrogénio (>C=0),
contribuindo para a capacidade de formacdo de ligacbes de hidrogénio dos novos derivados
durante sua interagdo com o DNA, em seu sulco menor (PANDYA et al., 2010).

Os novos derivados indol-tiazois e indol-tiazolidinonas foram sintetizados e
caracterizados por Alves (2019), o qual utilizaou técnicas in vitro espectroscépicas de
Absocdo UV-vis, Emissdo Fluorescente com uso da sonda fluorescente Brometo de Etidio
(BE), Dicroismo Circular e a técnica hidrodindmica de Viscosidade, cujos resultados
indicaram que os derivados s&o ligantes nos sulcos do DNA. Aqui neste trabalho os JFs foram
testados com técnicas in silico e in vitro, a fim de corroborar seu modo de interacdo ao DNA,
usando diversas sondas fluorescentes: BE, DAPI e LA (Laranja de Acridina). Por fim, o
melhor derivado (JF-252) foi avaliado em um ensaio com oligonucleotideo rico em
sequéncias A-T, confirmando os novos derivados inddlicos como ligantes dos sulcos do
DNA.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DOS COMPOSTOS-TESTE, INSUMOS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e métodos utilizados na sintese e caracterizacdo dos oito derivados indol-
tiazolicos (JFs 251, 252, 255 e 256) e indol-tiazolidinonas (JFs 249, 250, 253 e 254)
utilizados neste trabalho, bem como as etapas de obtengdo dos referidos compostos foram
descritos durante o mestrado (ALVES, 2019). As respectivas estruturas quimicas,
caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos apresentados a seguir podem ser visualizados a

partir do esquema 1 e da Tabela 1, a seguir.
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Esquema 1. Diagrama de sintese dos derivados indol-tiazélicos (a) e indol-tiazolidinonas (b).
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Fonte: Adaptado de Alves, 2019.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos derivados indol-tiazélicos (JFs 251, 252, 255 e 256)
e indol-tiazolidinonas (JFs 249, 250, 253 e 254).

Composto Rend. (%) PF°C Aspecto Rf / Eluente
JF-249 65% 249-251 Solido amarelo 0,63 (n-Hex/AcOEt 1:1)
JF-250 84% 261-263 Solido amarelo 0,59 (n-Hex/AcOEt 1:1)
JF-251 2% 249-250 Solido amarelo 0,64 (n-Hex/AcOEt 1:1)
JF-252 95% 264-265  SOlido marrom claro 0,41 (n-Hex/AcOEt 6:4)
JF-253 85% 238 Solido laranja 0,50 (n-Hex/AcOEt 6:4)
JF-254 88% 232-233 Solido amarelo 0,60 (n-Hex/AcOEt 1:1)
JF-255 60% 285-286 Solido verde claro 0,47 (n-Hex/AcOEt 6:4)
JF-256 60% 297 Solido verde claro 0,55 (n-Hex/AcOEt 6:4)

Fonte: Alves, 2019.
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O DNA de timo bovino (ctDNA), o Brometo de Etideo (BE), a Laranja de Acridina
(LA), o 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), a enzima Topoisomerase Ila ¢ o plasmideo
pUC19 foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). O oligonucleotideo 5'-d
(CCTAATTAGG) foi adquirido da Invitrogen (Waltham, MA, EUA).

Os espectros UV-vis foram adquiridos a partir do Espectrofotdmetro de UV-vis
Ultraspec 3000 PRO e do Espectrofotdmetro de microplacas Thermo Scientific™
Multiskan™ GO (Waltham, MA, Estados Unidos). Os espectros de emissdo fluorescente

foram obtidos a partir do Espectrofluorimetro JASCO FP-6300 (Téquio, Japao).

PREPARO DA SOLUCAO DE CTDNA

O insumo ctDNA foi dissolvido em tampdo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6) e deixado
durante 24 h, a temperatura de 8 °C, para sua estabilizacdo. Apés este periodo, a solugdo foi
sonicada durante 30 minutos e sua concentracdo determinada utilizando o coeficiente de
extincdo molar 6600 M cm™ a 260 nm (WOLFE; SHIMER; MEEHAN, 1987). A razio dos
valores de absorbancia em 260 e 280 nm foi utilizada para verificar o grau de pureza da
solucdo do ctDNA. Apo6s o preparo da solucdo, esta foi armazenada em refrigeracdo, a uma
temperatura de -20 °C, com o propdsito de ser reutilizada posteriormente. As solucfes-teste
usadas nestes experimentos foram preparadas nas mesmas condi¢cbes de tamponamento

supracitadas, em duplicata.

ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO UV-VIS COM O CTDNA E SONDAS
FLUORESCENTES

As solucdes-estoque das sondas BE, LA, DAPI e do ctDNA foram preparadas a uma
concentracdo de 1 mM. No preparo das solugdes estoque dos compostos-teste foi usado
DMSO como solvente e, posteriormente, foram diluidas numa razdo molar de 1:4 em tampéo
Tris-HCI (0,1 M; pH 7,6). Os experimentos foram feitos em duplicata. A concentragdo das
sondas foi fixada em 25 uM, as quais foram expostas a quantidades crescentes de ctDNA nas
concentragOes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. As solucdes-teste contendo as sondas e 0
ctDNA foram homogeneizadas e deixadas em repouso, a temperatura ambiente por 10
minutos para estabilizacdo no sistema tamponado e, em seguida, submetidas a analise
absortiva. Apds a andlise, os valores encontrados foram comparados com 0s resultados
obtidos do derivado destaque do trabalho de Alves (2019), o JF-252.
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As amostras foram analisadas no espectrofotdmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO,
utilizando uma cubeta de quartzo retangular com comprimento de 1 cm dptico de percurso.
Nesta analise da interacdo das sondas com o ctDNA, os espectros de absorbancia foram
registrados por varredura na faixa de comprimento de onda entre 200-600 nm. Alteracdes nos
picos maximos absortivos (Amax) Verificados nos espectros gerados pelas sondas livres e
ligadas ao ctDNA foram também analisadas.

A partir dos dados espectroscopicos, foram calculados os valores relativos as
constantes de ligacdo, revelando uma maior ou menor afinidade da biomolécula pela
respectiva sonda. A constante de ligacdo intriseca (Kb) foi obtida através da equacdo de
(MCGHEE; HIPPEL, 1974):

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

onde €a, €b e &f sdo os coeficientes de extin¢do aparente, ligado e livre, respectivamente. OS
graficos da [Sondas]/(ea - f) versus [Sondas] e [DNA]J/(ea - &f) versus [DNA] foram
utilizados para obtencdo dos Kbs a partir da razéo entre a inclinagédo e o intercepto. Os dados
de ligacdo foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0. Os percentuais relativos aos
efeitos hipocrémico ou hipercromico observados foram calculados a partir de uma relacéo
entre os valores dos picos maximos absortivos das sondas livres e ligadas ao ctDNA obtida
em funcdo da maior concentracdo utilizada no experimento. Os coeficientes de correlacdo

(R?) foram obtidos a partir do gréfico de regressdo da [Sondas]/(ea - €f) versus [Sondas].

ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO UV-VIS COM OLIGONUCLEOTIDEOS E O
DERIVADO JF-252

Um oligonucleotideo de sequéncia rica em bases A-T, 5-d(CCTAATTAGG), foi
usado para comprovar a complexacgéo e especificidade de sequéncia de ligacdo existente entre
o0 derivado JF-252 ao ctDNA. Neste ensaio, a solugdo-estoque do oligonucleotideo foi fixada
numa concentracdo de 5 uM e exposta a uma concentragdo de 50 uM do composto JF-252,
cujo complexo resultante foi submetido a andlise espectrofotométrica. O DAPI foi usado na
mesma concentracdo do JF-252, como controle positivo. As solu¢des foram homogeneizadas

e deixadas por 10 minutos a 25 °C para estabilizar o oligonucleotideo e o ligante em tampéo
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Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6). Posteriormente, eles foram submetidos a absorcdo de UV-vis,
numa faixa de 200 a 400 nm, no Espectrofotdmetro de microplacas Thermo Scientific™
Multiskan™ GO (Waltham, MA, Estados Unidos). O processo de ligagdo foi monitorado a
partir da analise da absorbancia em 260 nm. Os dados de ligacdo foram obtidos utilizando o

software SigmaPlot 10.0.

ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO FLUORESCENTE COM SONDAS
FLUORESCENTES E O CTDNA

Inicialmente, as emissdes fluorescentes de LA e DAPI foram analisadas na auséncia e
na presencga de ctDNA. A concentracdo das sondas foi fixada em 3 uM e do ctDNA em 30
uM. Apds 10 minutos de incubacéo, a 25 °C, as medic¢Ges foram realizadas em uma cubeta de
quartzo retangular com um comprimento de 1 cm de pecurso, no espectrofluorimetro JASCO
FP-6300 (Toquio, Japao). Os espectros de fluorescéncia gerados a partir da interagdo dos JF’s
com o complexo LA-ctDNA foram obtidos usando um comprimento de onda de excitacdo de
480 nm. A varredura do perfil emissivo foi realizada numa faixa de 500 a 600 nm.

Concernente aos espectros de fluorescéncia gerados através da intera¢do dos JF’s com
0 complexo DAPI-ctDNA, o comprimento de onda de excitagdo usado foi de 364 nm e a
varredura da emissé@o de 400 a 600 nm. As solugbes que continham os complexos LA-CtDNA
e DAPI-ctDNA foram analisadas na presenca de concentracfes variadas dos derivados (0, 3,
6, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM), em tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6). Os ensaios foram realizados
em duplicata. As solugdes foram homogeneizadas e deixadas para estabilizar por 10 minutos
no sistema tamponado e, posteriormente, submetidas a andlise de fluorescéncia. O
comportamento de supressdo de emissdo foi analisado usando a equacdo de Stern-Volmer
(Ksv) (LAKOWICZ, 2006):

FO/F=1+Ksv[Q]

onde FO e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca dos derivados.
Ksv é a constante de supressao linear. [Q] representa a concentragcdo do composto. O grafico
da intensidade emissao relativa (FO/F) versus [Q] foi utilizado para obtencdo da constante
com base na regressdao linear do grafico. Os dados de ligacdo foram obtidos a partir do
software de SigmaPlot 10.0. As altera¢fes nos picos maximos emissivos (Amax) verificados

nos espectros gerados pelos complexos LA-ctDNA ou DAPI-ctDNA livres e ligados aos
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derivados JFs foram também analisadas. Os percentuais relativos ao efeito hipocrémico
observado foram calculados a partir de uma relacdo entre os valores dos picos maximos
emissivos dos complexos LA-CtDNA e DAPI-ctDNA livres e ligados ao ctDNA obtida em

funcdo da maior concentracdo utilizada no experimento.

ESTUDOS IN SILICO DE ACOPLAMENTO MOLECULAR DOS DERIVADOS JFS COM
O DNA

As estruturas 3D foram construidas com o software Avogadro 1.2.0 (HANWELL et
al., 2012) e totalmente otimizadas com o método semi-empirico PM6 implementado no
MOPAC2016 (STEWART, 2007; MOPAC, 2016). Os ligantes otimizados foram, em
seguida, salvos como arquivos PDB. Com o uso de AutoDockTools-1.5.6, hidrogénios nao
polares foram mesclados com os carbonos correspondentes, as cargas parciais dos atomos
foram calculadas usando o procedimento de Gasteiger implementado no pacote
AutoDockTools. As ligaces rotativas dos ligantes foram definidas, as estruturas foram salvas
como pdbqgt e usadas para os estudos de acoplamento.

As estruturas cristalograficas do DNA wusadas para intercalacdo (hexamero
d(CGATCG) 2 complexado com elipticina, PDB ID: 1Z3F) e ligacdo ao sulco menor
(dodecamero d(CGCGAATTCGCG) 2, PDB ID: 1BNA) foram obtidos do Protein Data Bank
(PDB). Com o0 uso de Dassault Systemes BIOVIA Discovery Studio Visualizer
(v16.1.0.15350) (BIOVIA, 2016), moléculas de &gua (e a elipticina intercalante presente em
173F) foram removidas e hidrogénios polares foram adicionados as macromoléculas. Usando
o AutoDockTools, cargas de Gasteiger foram adicionadas e as estruturas foram salvas como
pdbgt para os estudos de acoplamento molecular.

A grade 3D foi criada pelo algoritmo Autogrid para gerar o arquivo de parametros da
grade. O o espacamento da grade foi de 0,0375 nm em cada dimensdo. Para 1BNA, a
estrutura do DNA foi colocada dentro de uma caixa consistindo em 80 x 90 x 120 pontos de
grade. Para 1Z3F, a caixa de grade foi centralizada no agente intercalante cocristalizado que
continha 40 x 50 x 40 pontos de grade. O algoritmo genético Lamarckiano no AutoDock4.2.6
foi aplicado para buscar a melhor conformacéo e orientacéo dos ligantes. A otimizacao global
foi iniciada com uma populacdo de 150 individuos posicionados aleatoriamente com um
méaximo de 2.500.000 avalia¢des de energia e um méximo de 27.000 geracGes. Durante cada
experimento de encaixe, 100 corridas foram realizadas, gerando 100 conformacgdes. As

posicOes de encaixe resultantes foram analisadas usando AutoDockTools e Discovery Studio
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Visualizer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS DE ABSORCAO UV-VIS COM SONDAS
FLUORESCENTES E O CTDNA

E reportado na literatura que sondas fluorescentes ligantes do DNA s&o (teis para
decifrar o modo de interacdo entre um farmaco ou candidato a farmaco e essa biomolécula. A
ligacdo dessas substancias a0 DNA ja é bem estudada e seu modo de ligacdo
comprovadamente bem estabelecido (SARWAR et al., 2017). Como exemplo disto, BE e LA
sdo sondas fluorescentes portadoras de cromdéforos aromaticos planares, o que confere a estes
compostos um mecanismo intercalativo de interacdo, pois podem se inserir entre pares de
bases em uma hélice de DNA (SANI et al., 2018). Investigacdes acerca dessas intercalacdes
tém sido usados em varios estudos espectroscopicos (QAIS; AHMAD, 2018). Por sua vez,
DAPI é uma sonda que interage nos sulcos menores do DNA (RAHMAN et al., 2017) e
bastante usada como marcador para identificar processos de interacdo de um ligante nessa
regido do DNA (ALl et al., 2018).

Com relagdo a analise espectroscopica por absor¢do UV-vis realizada por Alves
(2019) entre os derivados indol-tiazélicos e indol-tiazolidinonas com o CctDNA, foi
depreendido que todos os compostos formaram um complexo com esta biomolécula, cujo
mecanismo de interacdo conjecturado foi via ligacao aos sulcos do ctDNA.

No intuito de corroborar os achados do referido autor e melhor comparar os resultados
para as sondas classicas usadas em estudos relativos a elucidagdo dos mecanismos de
interacdo DNA-ligante, o perfil absortivo da interacdo das sondas fluorescentes BE, LA e
DAPI e do composto JF-252 (melhor na interagdio com o ctDNA) em contato com
quantidades crescentes de ctDNA foi analisado. Os dados espectroscéopicos de absorcdo UV-
vis gerados a partir da analise das referidas sondas com o ctDNA estdo mostrados na Tabela

2, a sequir.
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Tabela 2. Informacdes espectroscopicas de absorcdo UV-vis das sondas e do derivado JF-252 livres e
conjugados ao ctDNA.

Sonda/ Amax Amax Hipercro  Hipocro Kb N
Derivado livre ligado (nm) mismo mismo (M) R
(hm)  (nm) (%) (%)
BE 482 482 - - 10.47  5.98x10* 10,9971
LA 491 494 03 - 22.67 5.74 x 10* 0,9982
DAPI 342 347 05 24.21 - 4.13x 10° 10,9989
JF-252 367 366 01 23.63 - 6.99 x 10°  0,9966

@Hipercromismo resultante da interacdo das sondas fluorescentes fixadas em 25 pM com o ctDNA em variadas
concentragfes (10-100 uM), em comparagdo com as sondas livres.

PHipocromismo resultante da interagio das sondas fluorescentes fixadas em 25 uM com o ctDNA em variadas
concentragfes (10-100 uM), em comparagdo com as sondas livres.

¢Coeficiente de correlacéo.

Conforme mostrado na tabela acima, os comprimentos de onda relacionados aos picos
méaximos de absorcdo observados para o BE, LA e DAPI e 0 JF-252 livres foram de 482, 491,
342 e 367 nm, respectivamente. Apds o processo de interacdo, nota-se que o pico maximo do
BE néo sofreu nenhuma deslocalizacdo, permanecendo em 482 nm. Contudo, 0 pico maximo
absortivo da LA foi deslocado para a regido do vermelho (efeito batocrémico) em 3 nm.

Semelhantemente, foi constatado, a partir da analise espectral do perfil absortivo do
DAPI com o ctDNA, um efeito batocromico de 5 nm. Logo, comparando-se as duas sondas
intercalativas (BE e LA) e a sonda ligante no sulco menor (DAPI), observa-se que esta Ultima
apresentou um maior deslocamento do pico maximo de absorcdo, em compara¢do com as
demais. Similarmente, em estudos anteriormente descritos, a maioria dos derivados ao
interagirem com o ctDNA através da tecnica absortiva UV-vis, apresentaram desvio para o
vermelho (batocromismo) ou para o azul (hipsocromismo) (ALVES, 2019).

Também é possivel observar que as sondas intercalativas usadas no referido ensaio
apresentaram hipocromismo (diminui¢do do pico maximo) de 10.47% e 22.67% para 0 BE e
LA, respectivamente. Enquanto o DAPI foi a Gnica sonda que mostrou um hipercromismo
(aumento do pico maximo) de 22.67%. Com excecao do composto JF-251, que apresentou um
hipocromismo de 4.72% (porém, apresentou um hipsocromismo de 6 nm), todos os demais
derivados apresentaram hipercromismo numa faixa percentual de 21.71% a 65.82%, como o
JF-252 (Tabela 2). Alguns deles chegaram a superar o percentual hipercromico obtido da
analise absortiva interacional com o DAPI, como o JF-255 (65.82%), corroborando a hipotese

dos derivados JF’s se ligarem nos sulcos menores do DNA, como o DAPI.
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No que diz respeito a constante de afinidade (Kb) averiguada, as sondas intercalantes
BE e LA obtiveram valores na magnitude de 10* (5.98 x 10* e 5.74 x 10* M, nessa ordem),
enquanto o DAPI apresentou um valor de Kb na ordem de 10° (4.13 x 10° M). Tais
resultados indicam uma maior afinidade do ctDNA com o DAPI, em comparagdo com as
outras sondas. Analogamente, todos os derivados JF’s apresentaram valores semelhantes ou
superiores a constante de ligagdo do DAPI, atingindo magnitudes de 10° e 10°% com destaque
para 0 composto JF-252, cujo valor de Kb foi o maior entre todos os derivados (6.99 x 106 M-
1Y (ALVES, 2019).

Com respaldo nos dados espectroscopicos de absorcdo acima discutidos, é evidente
que os resultados verificados robustecem e consolidam a hipétese de que os derivados indol-
tiazolicos e indol-tiazolidinonas descritos pelo estudo supracitado interagem no sulco menor

do ctDNA, como ocorre com o DAPI.

ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS DE ABSORCAO UV-VIS COM
OLIGONUCLEOTIDEOS E O DERIVADO JF-252

O ensaio de ligacdo de oligonucleotideos de DNA pode ser usado para confirmar o
modo e a especificidade da sequéncia de ligantes do DNA (PANDYA et al., 2010). Com base
nisto, para confirmar experimentalmente 0 modo, bem como a possivel sequéncia do DNA
em que um composto se liga, um oligonucleotideo contendo uma sequéncia especifica de
bases A-T foi usado para monitorar a interacdo com o derivado JF-252 (composto destaque da
interacdo com o ctDNA do trabalho de Alves, 2019) e com o DAPI nas mesmas condicOes de

ensaio. Os resultados podem ser visualizados na Figura 1, a seguir.



76

Figura 1. Espectro de absorcéo de oligonucleotideo na presenca e auséncia de DAPI (controle) e do derivado JF-
252, na raz&o molar de 1:10, em tamp&o Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6), a 25 °C.

Absorbancia

Oligonucleotideo
DAPI-Oligonucleotideo
JF-252-Oligonucleotideo
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JF-252

250 260 270 280 290 300

Comprimento de onda (nm)

A formacédo do complexo oligonucleotideo-ligante foi monitorada na regido absortiva
caracteristica do DNA, em 260 nm (ALINAGHI et al., 2020). Nesta regido, o DAPI livre
apresentou uma leve absor¢do. Por outro lado, o JF-252 ndo apresentou absorbéncia nesta
regido e, como esperado, o oligonucleotideo sozinho apresentou pico maximo em 260 nm.

Ap0s a exposicao ao oligonucleotideo, na mesma concentragdo (50 uM), tanto o DAPI
quanto o derivado JF-252 formaram um complexo com a referida biomolécula com perfil de
absorcéo similar, como constatado na Figura 31. Esse resultado comprova 0 mesmo modo de
interacdo por ligacdo aos sulcos menores do DNA, na regido especifica da sequéncia A-T,
semelhante ao controle usado. Considerando-que o DAPI é uma sonda cujo modo de ligacdo
ao DNA ja é bem estabelecido como um ligante na sequéncia A-T em seu sulco menor
(ZAITSEV; KOWALCZYKOWSKI, 1998), o0 modo de interacdo e a sequéncia na qual o
composto JF-252 se liga foram comparativa e qualitativamente inferidos, respaldando as

conclusdes de Alves (2019).

ESTUDOS FLUORESCENTES DE COMPETICAO DOS DERIVADOS JF’S COM LA E
DAPI

O uso de sondas fluorescentes pode determinar a forma de interacéo entre ligantes e o

DNA, pois a intensidade de emissdo fluorescente desta biomacromolécula isolada é fraca
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(SANI et al., 2018). Como previamente discutido, a LA é uma sonda sensivel que se liga ao
DNA por intercalacdo. A intensidade de fluorescéncia do complexo LA-DNA é notavelmente
mais forte do que da LA sozinha. Porém, quando pequenas moléculas substituem a LA, apos a
intercalacdo entre os pares de bases do DNA, a intensidade de fluorescéncia do sistema LA-
DNA diminui consideravelmente (HUSAIN et al., 2017).

Por sua vez, o DAPI é uma sonda fluorescente ligante nos sulcos menores do DNA,
ligando-se preferencialmente nas regides ricas em A-T. A formacdo do complexo DAPI-DNA
produz um sistema tdo estdvel, que a intensidade fluorescente manifestada é
aproximadamente 20 vezes maior do que a fluorescéncia do DAPI sozinho (ALI et al., 2018).
Ambos os fluoréforos citados (LA e DAPI) foram usados neste estudo. Os dados
espectroscopicos de emissdo dos complexos LA-ctDNA e DAPI-ctDNA na auséncia e na

presenca dos derivados indol-tiazolicos e indol-tiazolidinonas sdo detalhados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados de emissdo fluorescente dos complexos LA-ctDNA and DAPI-ctDNA na auséncia e na
presenca dos derivados JFs.

LA-ctDNA DAPI-ctDNA
Amax  Amax  Hipocro A A Hipocro
OF e ligado mismo KSR o KSY
a a 040 (M%) g (ML)
(nm)2  (nm) (%) (nmyd  (nm)d  (%)P
249 527 526 50  0.24x10%| 457 457 2438  0.60 x 10

250 527 526 13.20 0.93x 10* | 457 457 54.54 2.58 x 104
251 527 526 29.32 402 x 10* | 457 456 38.81 4.02 x 10*
252 527 526 11.90 1.17 x 10* | 457 456 63.85 4,59 x 10*
253 527 526 24.95 6.29 x 10* | 457 458 45.73 7.59 x 10*
254 527 526 5.16 0.73x10*| 457 457 17.37 2.65 x 10*
255 527 526 45.85 2.66 x 10* | 457 456 26.55 2.13 x 10*
256 527 526 17.40 3.71x10*| 457 458 55.25 2.72 x 10*

8Dados relativos ao perfil emissivo do complexo LA-ctDNA na presenca de diferentes concentracfes dos

compostos-teste (3-30 uM).

PHipocromismo resultante da interagdo entre os derivados JF’s com os complexos LA-CtDNA ou DAPI-ctDNA

em comparagdo com os complexos sozinhos.

¢Constante de supressdo de Stern—Volmer (Ksv) obtida com base nos dados de fluorescéncia com o ctDNA.

dDados relativos ao perfil emissivo do complexo DAPI-ctDNA na presenca de diferentes concentragdes dos
compostos-teste (3-30 pM).

A emissdo da LA livre atingiu um pico maximo num comprimento de onda em 527
nm, apresentando uma baixa fluorescéncia. No entanto, apds a intercalagdo com o DNA, sua
emissdo aumentou significativamente. A intensidade de fluorescéncia do complexto LA-

ctDNA atingiu 0 pico maximo em 527 nm, o qual foi deslocado para a regido espectral do
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azul (efeito hipsocromico) em 1 nm (526 nm), uma vez decorrido o0 processo de interacao
entre 0s JFs e o citado complexo. Considerando os oito compostos testados aqui, pode-se
notar que a diminuicdo na fluorescéncia do complexo LA-ctDNA atingiu a porcentagem
minima de 5% para JF-249 e a maxima de 45,85% para JF-255 (Tabela 2), evidenciando,
portanto, uma fraca competicdo de derivados com a LA na interagdo com o ctDNA. O
potencial de supressdo fluorescente apresentado pelos derivados JFs é relativamente menor do
que aqueles observados de intercaladores de DNA ja bem relatados na literatura (NAFISI et
al., 2007).

A fim de compreender quantitativamente o comportamento da extingdo fluorescente
do complexo LA-ctDNA pelos compostos testados, a equacdo de Stern-Volmer foi usada para
calcular a constante de supressdo fluorescente (Tabela 2). A ordem crescente de supressao
fluorescente do referido complexo foi determinado de acordo com a sequéncia: 249 < 254 <
250 < 252 < 255 < 256 < 251 < 253. A intensidade de fluorescéncia relativa dos derivados
JF’s em contato com o complexo LA-CtDNA, determinada por regresséo linear da intensidade
de emissdo relativa (FO/F) em fung¢do das concentagdes crescentes dos derivados JF’s
(LAKOWICZ, 2006), € representada na Figura 2, abaixo.

Figura 2. Intensidade de fluorescéncia relativa dos derivados JFs em contato com o complexo LA-CtDNA, em
tampdo Tris-HCI (0.1 M, pH 7.6), a temperatura ambiente.
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Baseado nesses resultados, constata-se que o derivado JF-253 promoveu a maior

reducdo da fluorescéncia do complexo LA-ctDNA, apresentando um valor para a constante de
supresséo de 6.29 x 10* M1, J4 o composto JF-252 apresentou um Ksv no valor de 1.17 x 10*
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M1, reforcando o pressuposto de que o modo de interagdo do referido derivado ndo é via
intercalagdo (ALVES, 2019).

Para confirmar o modo de ligagdo ao DNA, um ensaio de competicdo também foi
realizado com o DAPI. Se ocorrer uma diminuicdo significativa na intensidade de
fluorescéncia do complexo DAPI-DNA ap6s a adi¢do de outra molécula, provavelmente o
DAPI foi deslocado e o ligante interagiu no sulco menor desta biomolécula (RAHMAN et al.,
2017). Os oito derivados promoveram significativa diminuicdo na fluorescéncia do complexo
DAPI-ctDNA, em comparagdo com a supressdo do sistema LA-ctDNA, destacando-se o
composto JF-252 novamente, o qual apresentou o maior percentual de hipocromismo
(63.85%). Além disso, com excecdo do JF-255, todos os compostos testados apresentaram
taxas de hipocromismo do sistema DAPI-ctDNA mais elevados que aqueles mostrados para o
complexo LA-ctDNA. Os espectros de supressdo fluorescente gerados a partir da interacéo de
ambos os sistemas LA-ctDNA e DAPI-ctDNA com o derivado JF-252 sdo mostrados na

Figura 3.

Figura 3. Espectros de emissdo dos complexos LA-ctDNA (A) e DAPI-ctDNA (B) livres (----) e ligados ao
ctDNA na auséncia (.....) e na presenca do derivado JF-252. As setas («) e (|) mostram o efeito hipsocrémico e
a diminui¢do de intensidade ao longo do aumento da concentragdo do composto (3, 6, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM), a
25 °C. (C) Grafico da equacdo de Stern-Volmer relativo a extingdo da intensidade fluorescente dos complexos
acima mencionados, por adi¢do sucessiva do JF-252 (3-30 uM).
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A partir do grafico da constante de Stern-VVolmer (Figura 3C) é possivel concluir que o
derivado JF-252 foi capaz de suprimir, expressivamente, a emisséo fluorescente do complexo
DAPI-ctDNA, quando comparado a extincdo fluorescente do sistema LA-ctDNA. Tais
resultados cosubstanciam a conclusdo de que este composto € um ligante ao sulco do DNA
(ALVES, 2019).

Além disso, a maioria dos compostos apresentou desvio para o azul (efeito
hipsocrémico) ou desvio para o vermelho (efeito batocrémico). A ordem crescente dos
valores de Ksv calculados foi determinada de acordo com a sequéncia: 249 < 255 <250 < 254
<256 <251 <252 < 253. A partir destes resultados, pode-se observar que a adi¢do sucessiva
dos compostos testados potencializa a extin¢do da intensidade fluorescente do aduto DAPI-
ctDNA, indicando que a diminuicdo da fluorescéncia do referido sistema na presenca dos
compostos JFs é devido a substituicdo do DAPI, a partir do seu local de ligacdo, ou seja, no
sulco menor do DNA (ALl et al., 2018). Fato que também pode ser evidenciado a partir da
analise da intensidade de fluorescéncia relativa dos derivados JF’s em contato com o
complexo DAPI-ctDNA, determinada por regressao linear da intensidade de emissao relativa
(FO/F) em funcdo das concentacdes crescentes dos derivados JFs (LAKOWICZ, 2006)
(Figura 4).

Figura 4. Intensidade de fluorescéncia relativa dos derivados JFs em contato com o complexo DAPI-ctDNA, em
tampéo Tris-HCI (0.1 M, pH 7.6), a temperatura ambiente.
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Com respaldo nos estudos espectroscépicos de fluorescéncia acima expostos, a partir
da utilizacdo de diferentes sondas com distintos modos de interacdo com o DNA, é conclusivo
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que os derivados aqui estudados sdo ligantes do sulco menor do ctDNA, como também
constatado nos estudos de absor¢do UV-vis previamente discutidos, consolidando os achados
de Alves (2019).

ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR ENTRE OS NOVOS DERIVADOS JFS E O
DNA

O docking molecular é uma técnica in silico largamente utilizada para modelar a
interacdo e formacdo do complexo entre um ligante e um determinado alvo terapéutico de
interesse, 0 que permite determinar o modo de ligacdo e afinidade entre as moléculas
constituintes no reconhecimento molecular, compreender os mecanismos de interagéo,
projetar moléculas para intervengdes terapéuticas no processo de descoberta de novos
medicamentos, bem como elucidar processos bioquimicos fundamentais (NAIK &
SEETHARAMAPPA, 2019; ABBAS; FISAL; ORABI, 2020). Este método é frequentemente
usado como uma ferramenta de pesquisa computacional, em virtude de ser capaz de prever a
estrutura sustentada do complexo estavel receptor-ligante para melhor reconhecimento dos
detalhes da interacdo entre um ligante e biomacromoléculas, como o DNA (MOGHADAM et
al., 2019; SHI et al., 2018; JAMEEL et al., 2020; DONG et al., 2020).

Pautando-se nisso, foi realizado um estudo de ancoramento entre 0s novos derivados
indolicos e duas estruturas de DNA do PDB. Analisaram-se as energias de ligacdo e as
posicOes de acoplamento para dois tipos de interacdo com o DNA: ligacdo aos sulcos e
intercalacdo. As respectivas energias de ligacao referentes aos acoplamentos sdo mostradas na

Tabela 4 e as posi¢des de encaixe sdo representado na Figura 5.

Tabela 4. Valores das energias de ligacdo calculadas conforme o modo de interacdo com o DNA.
Energia de Ligac&o (kcal mol™?)
Ligacéo aos sulcos do

Composto DNA Intercalagdo do DNA
PDB ID: 1BNA PDB ID: 1Z3F
JF-249 -10.56 -9.48
JF-250 -9.97 -9.43
JF-251 -10.68 -8.51
JF-252 -10.09 -9.03
JF-253 -10.92 -9.60
JF-254 -10.82 -9.15
JF-255 -11.24 -8.82

JF-256 -10.97 -8.64
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Figura 5. Posices de encaixe de ligacdo aos sulcos do DNA (superior) e de intercalacéo (inferior) referentes aos
compostos testados.
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Consoante 0 que esta mostrado na Tabela 4, a ordem decrescente dos valores
calculados para a interacdo nos sulcos é: 255 < 256 < 253 < 254 < 251 < 249 <252 < 250. Ja
a ordem decrescente dos valores calculados para 0 modo intercalativo é: 253 < 249 < 250 <
254 <252 < 255 < 256 < 251. Esses dados desvelam que os derivados tiazolidinonas possuem
energias de ligagdo com menores valores para 0 modo intercalativo; j& os derivados tiazélicos,
para 0 modo interativo de ligagdo aos sulcos, com destaque para o JF-255, que apresentou o
menor valor de energia de ligacio (-11,24 kcal mol™) para 0 modo de interagdo aos sulcos do
DNA.

Ademais, podemos ver na Tabela 4 que todos 0s compostos apresentaram uma menor
energia de ligacdo para o modo de ligacdo aos sulcos do DNA. Para compostos
poliaromaticos, a forca motriz do processo de intercalacdo é a interacdo por meio do
empilhamento de elétrons & entre os pares de bases do DNA e 0s anéis aromaticos presentes
na molécula (GILAD & SENDEROWITZ, 2014). As posi¢des de acoplamento indicam a
auséncia de tais interacfes entre 0 DNA e 0s anéis do grupo naftil. Os anéis aromaticos de
indol foram capazes de intercalar na maioria dos compostos. Por outro lado, as posicdes de
encaixe do sulco indicam que tanto o indol quanto outros anéis aromaticos nas moléculas
foram bem acomodadas no sulco menor, incluindo os anéis de naftil para os compostos JF-
249, JF-250, JF-253 e JF-254.

Finalmente, é aceito que a dupla hélice do DNA ¢é estabilizada pela ligacdo de
pequenos ligantes em seus sulcos maiores ou menores por meio de ligacdes de hidrogénio e
interacdes de van der Waals com grupos nas bordas dos pares de bases nitrogenadas (GUP;
GOKCE; DILEK, 2015). Ligantes de sulco de DNA desempenham um papel fundamental no
design de moléculas utilizadas na terapia anticancer. Grandes avangos séo alcangados com o
design e sintese de ligantes que interagem pelo sulco menor e alguns compostos promissores
avancaram para ensaios clinicos (ALI; BHATTACHARYA, 2014).

Estudos mostram que ligantes para o sulco menor do DNA, por exemplo, tém uma
maior capacidade de estabilizar suas interagdes com o DNA, pois sdo pequenas moléculas que
até o protegem do efeito de atividades mutagénicas, mediante a ocorréncia desta estabilidade
durante a formagdo do complexo DNA-ligante, por meios de ligacdo direta aos sulcos
(CHANDRAN; GHOSHDASTIDAR; SENAPATI, 2012; BURAKA et al., 2014).
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CONCLUSAO

Mediante os estudos de interacdo dos novos derivados indol-tiazolicos e indol-
tiazolidinonas com o ctDNA, por meio das técnicas espectroscopicas de absorcdo UV-vis e
emissdo fluorescente com diferentes sondas fluorescentes, depreendeu-se que 0s compostos
estudados interagiram com esta biomolécula, tendo como mecanismo de interacdo a ligacao
ao sulco menor do ctDNA. Os estudos in silico de ancoramento molecular com o DNA,
confirmaram o modo de interacdo entre derivados e DNA por ligacdo aos sulcos,
especificamente no sulco menor, havendo, portanto, a formag&o do complexo DNA-JF.

A partir do ensaio espectroscopico de absorcdo UV-vis com oligonucleotideos e
DAPI (controle) foi possivel inferir que o composto JF-252 liga-se especificamente nas
regides ricas em sequéncias A-T, no sulco menor do ctDNA.

Ademais, os resultados indicam que os novos derivados indol-tiazélicos e indol-
tiazolidinonas propostos sdo promissores, dada a sua capacidade em interagir com
biomacromoléculas de interesse cientifico como o DNA, indicando que a insercdo dos
substituintes propostos foi relevante na contribuicdo dos efeitos verificados, bem como a
importancia da presenca de grupos quimicos lipofilicos no processo de interacdo com o DNA.
Mais experimentos serdo executados posteriormente a fim de investigar com mais
meticulosidade o mecanismo de a¢do dos novos JFs, enquanto candidatos a farmacos a serem

utilizados na terapia antiblastica.
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RESUMO

Neste trabalho, a HSA foi usada para ensaios de interacdo com derivados indol-tiazois
e indol-tiazolidinonas por meio de estudos espectroscopicos de absor¢cdo UV-vis e
fluorescéncia, bem como pela técnica in silico de ancoramento molecular. A partir dos
resultados, foi possivel afirmar que os compostos interagiram com a referida proteina
plasmética, formando o complexo HSA-JF, com destaque para o composto JF-255 (di-
substituido com bromo), o qual apresentou o maior valor tanto para a constante de afinidade
(Kb =3.65 x 10° M) como também para a constante de supressio fluorescente (Ksv = 4.34 x
10* M1). Os estudos espectroscopicos de fluorescéncia evidenciaram que os derivados
extinguiram a fluorescéncia intrinseca de HSA, alteraram o microambiente dos residuos de
triptofano, provavelmente, ligando-se ao sitio | da proteina plasmatica. O estudo molecular de
ancoramento corroborou os resultados in vitro, comprovando a forte interagdo da HSA com o
JF-255, no mesmo sitio que o controle (indometacina). A existéncia de mecanismo de
supressao estatica durante a formacdo dos sistemas HSA-JF foi também consolidada.
Portanto, a partir dos estudos de interacdo com uso das técnicas supracitadas, concluiu-se que
0s compostos, revelaram alta afinidade e a inducdo de alteracGes no microambiente

intrinsecos da HSA.

Palavras-chave: HSA, Interagéo, Indol, Purificacdo, Tiazol, Tiazolidinona.

INTRODUCAO

A albumina sérica é a principal proteina extracelular do sistema circulatorio,
representando cerca de 60% de todas as proteinas plasmaticas (RIBEIRO et al., 2021). Varias
propriedades fisioldgicas importantes sdo relatadas para esta proteina, como manutencdo da
pressdo osmotica, protecdo contra radicais livres e outros agentes quimicos nocivos, funcdes
antioxidantes, participacdo no processo de agregacdo plaguetdria e na permeabilidade
vascular, modulando a distribuicdo de liquidos entre os compartimentos do corpo,
envolvimento em vias de sinalizacdo intracelular, bem como ligacao e transporte de diferentes
substancias, incluindo farmacos anticancerigenos (LIU et al., 2020).

Entre estas diversas funcdes biologicas, o transporte € 0 mais evidente e deve ser

considerado durante o projeto de novas moléculas terapéuticas, uma vez que o plasma
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sanguineo é o caminho através do qual qualquer farmaco percorre antes de atingir o local-alvo
final, apds a administracdo. Os seguintes fatores podem contribuir para a funcdo de transporte
da albumina: sua acdo como portador de ligantes enddgenos com perfis hidrofobicos; sua
resisténcia aos processos de degradacdo sistémica; sua meia-vida de 14-20 dias no corpo
humano; o acumulo preferencial em locais de vazamento na vascularizacdo; e a falta de
relatos de toxicidade sistémica conhecida (RIBEIRO et al., 2021).

A albumina sérica humana (HSA) consiste em uma Unica cadeia polipeptidica de 585
aminoacidos, com peso molecular de 66,438 kDa. Estruturalmente, € composto por varios
segmentos de hélice alfa que se agrupam para formam dois subdominios (NIU et al., 2023). A
HSA tem caracteristicas especificas que sdo importantes para sua estrutura e funcdo: 18
residuos de tirosina, seis residuos de metionina, um residuo de triptofano (Trp), 59 residuos
de lisina, um residuo de cisteina (Cys-34) e 17 pontes dissulfeto. Estas caracteristicas
conferem uma carga residual negativa, com um ponto isoelétrico de 4.8, resultando em alta
solubilidade em &gua (BINJAWHAR et al., 2023). A disponibilidade, estabilidade e as
propriedades de ligacdo da HSA a tornam uma das proteinas mais amplamente estudadas em
testes de interacdo realizados in vitro, ou como reagente em investigacdes de testes bioldgicos
(BALAKRISHNAM et al., 2019).

A estrutura da HSA é composta por trés dominios: I, Il e Ill. Cada dominio contém
dois subdominios, a saber, A e B com padrdes estruturais idénticos (KAUR et al., 2018). Os
principais locais de ligacdo de medicamentos as albuminas sdo os sitios | e Il nos trés
dominios homogéneos, principalmente responsaveis pela entrega especifica de farmacos. A
afinidade oferecida pelo sitio I, deriva principalmente da interacdo hidrofobica, enquanto o
sitio Il envolve uma combinacdo de pontes de hidrogénio hidrofobicas e interacbes
eletrostaticas. A interacdo HSA-farmaco pode ser avaliada por absor¢do UV-vis e
espectroscopia de fluorescéncia para prever a fendmeno de ligagdo entre estes elementos
(CHAVES et al., 2020).

A tendéncia de ligacdo albumina-farmaco é considerada um dos fatores significativos
na avaliagdo de atividades farmacoldgicas especificas e pode ajudar a prever o efeito
terapéutico (ZHANG, DENG, WANG, 2020). Apds a ligacdo da albumina sérica, a vida util
de um medicamento pode ser melhorada aumentando a estabilidade e diminuindo a
toxicidade, o que pode levar a melhores resultados terapéuticos (FILHO et al, 2019). Se a
afinidade de ligagéo do farmaco com a albumina é fraca, o0 medicamento sera metabolizado e
excretado do corpo muito rapidamente, entdo seu efeito terapéutico serd também fraco. Por

outro lado, uma elevada afinidade de ligacdo implica longo tempo de retencdo do farmaco ao
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corpo, 0 que pode levar a alta toxicidade e efeitos colaterais indesejados (PAWAR et al.,
2018). Em outras palavras, a ligacdo a albumina sérica pode afetar a solubilidade, absorc¢éo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) de um farmaco (NIU et al., 2023). Portanto, o
conhecimento aprofundado da interacdo entre HSA e medicamentos é extremamente
importante e significativo em areas como medicina e quimica medicinal (RABBANI et al.,
2018; BAIG et al., 2019).

Recentemente, novos derivados heterociclicos contendo nucleos como indol, tiazol e
tiazolidinona foram sintetizados e caracterizados por Alves et al., 2021. Eles foram testados
quanto as suas propriedades de ligagdo ao DNA e seu modo de interacdo foi definido por
meio da ligagdo do sulco menor. Aqui, estes compostos foram estudados em ensaios de
interacdo com a HSA por titulagdes por absorcdo UV-vis e emissao fluorescente.

Assim, este trabalho teve como objetivo utilizar os derivados indol-tiazois e indol-
tiazolidinonas para realizar estudos de interacdo com a HSA. Essa proteina foi entdo utilizada
em testes in vitro com os referidos compostos-teste e farmacos ja comercializados
(indometacina e ibuprofeno), por absor¢do UV-vis e espectroscopia de fluorescéncia. Além

disso, estudos de ancoramento molecular também foram realizados.

MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DOS COMPOSTOS-TESTE, INSUMOS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e métodos utilizados na sintese e caracterizacdo dos oito derivados indol-
tiazolicos (JFs 251, 252, 255 e 256) e indol-tiazolidinonas (JFs 249, 250, 253 e 254)
utilizados neste trabalho, bem como as etapas de obtencdo dos referidos compostos foram
descritos por ALVES et al., 2021 e as estruturas quimicas foram apresentadas no esquema 1
do capitulo 2 (pagina 68).

A HSA (soroalbumina humana) foi doada pela Fundacdo HEMOPE, Recife-PE e
purificada segundo a metodologia de Lucena, 2022. Os espectros UV-vis foram adquiridos a
partir do Espectrofotbmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO e do Espectrofotdmetro de
microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO (Waltham, MA, Estados Unidos). Os
espectros de emissao fluorescente foram obtidos a partir do Espectrofluorimetro JASCO FP-
6300 (Téquio, Japdo).
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ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO UV-VIS COM A HSA E OS DERIVADOS JFS

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 1 mM (solucao-
estoque). As solucdes-teste foram preparadas em duplicata, fixando-se a concentracdo da
HSA em 20 uM e variando-se a concentragéo dos derivados nas seguintes concentragdes: 2,
4, 6, 8, 10, 12 e 20 uM. A mistura dos compostos-teste com a HSA foi homogeneizada e
deixada a temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizacdo e, posteriormente,
submetidas a analise absortiva em UV-vis por meio de varredura entre 200-600 nm.

O aparecimento de alteragdes no comportamento absortivo da HSA em contato com 0s
compostos pode indicar a ocorréncia de uma interacdo, pela formacdo do complexo
biomolécula-ligante (RIBEIRO et al., 2021). A partir desta andlise, € possivel coletar
informacdes significativas relacionadas ao modo de interacdo, bem como calcular os valores
relativos as constantes de ligagdo, revelando uma maior ou menor afinidade da biomolécula
pelos compostos-teste. A constante de ligacdo intriseca (Kb) da HSA foi obtida através da
equacdo de (MCGHEE; HIPPEL, 1974):

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

onde €a, €b ¢ &f sdo os coeficientes de extingdo aparente, ligado e livre, respectivamente. Os
gréaficos da [JFs]/(ea - €f) versus [JFs] e [HSA]/(ea - €f) versus [HSA] foram utilizados para
obtengdo dos Kbs a partir da razdo entre a inclinagdo e o intercepto. Os dados de ligacédo
foram obtidos utilizando o software SigmaPlot 10.0. As alteragdes no pico méximo absortivo
(Amax) dos espectros gerados da HSA livre e ligada aos derivados JFs foram também
analisadas. Os percentuais relativos ao efeito hipercrémico observado foram calculados a
partir de uma relacdo entre os valores dos picos maximos absortivos da HSA livre e ligada aos

derivados JFs obtida em funcdo da maior concentracdo utilizada no experimento.

ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO FLUORESCENTE COM A HSA E OS DERIVADOS
JFS

As concentracfes das amostras referentes as solucdes-teste foram variadas em 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM. Logo em seguida, estas, por sua vez, foram colocadas em contato
com a HSA fixada na concentracdo de 10 uM. O sistema foi homogeneizado e deixado a

temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizacdo no tampéao. Posteriormente, as
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amostras foram submetidas a analise de emissdo fluorescente, a diferentes temperaturas (25,
30 e 37 °C). Os espectros de emissdo gerados foram registrados na regido de 310-400 nm
usando um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm.

As medicdes foram realizadas em uma cubeta de quartzo retangular com um
comprimento de 1 cm de pecurso. O comportamento de supresséo de emisséo fluorescente foi
analisado através da equacdo de Stern-Volmer (Ksv) (ARUMUGAM et al., 2016):

Fo

r 1 +Kq19[Q] =1 + Ksv[Q]

onde Fo é a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor, F é a intensidade de
fluorescéncia na presenca do supressor, [Q] é a concentragdo do supressor, Kq é a constante
de taxa de extin¢do bimolecular, 1o € 0 tempo de vida médio da molécula na auséncia do
extintor (to = 5,09 ns para HSA) e Ksv é a constante de Stern-Volmer determinada pela
inclinacdo de um gréfico de Fo/F vs [Q]. Os dados de ligacdo foram obtidos usando o software
SigmaPlot 10.0.

A fluorescéncia sincrona foi registrada em uma concentragdo fixa de HSA (3 uM) e os
derivados JFs foram adicionados em incrementos sucessivos (0, 3, 6, 10, 15, 20, 25 e 30 uM).
Os sistemas HSA-composto foram registrados usando uma diferenga constante AA = 15 e 60
nm entre 0s comprimentos de onda de excitacdo e emisséo, para Tyr e Trp, respectivamente
(ALSAIF et al., 2020). Além disso, para decifrar o sitio de ligacdo dos derivados de JFs em
HSA, um experimento preliminar foi realizado na presenca de dois marcadores especificos de
sitio usando um método de titulacdo de fluorescéncia (CHAVES et al., 2020).

Os famarcos indometacina e o ibuprofeno foram usados como marcadores de sitio | e
I1, respectivamente (MAURYA et al., 2019). As concentracdes equimolares foram tomadas
para ambos os marcadores de sitio e HSA, ou seja, 3 uM. Antes do deslocamento, cada
marcador de sitio foi incubado com HSA em tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6) por 10 min. A
mistura incubada foi entdo titulada aumentando a concentracdo dos compostos de teste (0, 3,
6, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM) e a emissao foi registrada de 300 a 400 nm, a um Aex de 280 nm, a
temperatra ambiente. Todos os espectros de emissdo de fluorescéncia foram adquiridos no
Espectrofluorimetro JASCO FP-6300 (Téquio, Japdo), cujas medigdes foram realizadas em

uma cubeta retangular de quartzo com caminho éptico de 1 cm.
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Os percentuais relativos ao efeito hipocrémico observado foram calculados a partir de
uma relacdo entre os valores dos picos méaximos emissivos da HSA livre e ligada aos

derivados JFs obtida em funcdo da maior concentracdo utilizada no experimento.

ESTUDOS IN SILICO DE ANCORAMENTO MOLECULAR DOS DERIVADOS JFS COM
A HSA

Estudos de docking molecular foram realizados com o programa Gold 5.8.1 para
entender a interacdo e ligacdo dos compostos-testes com HSA. A estrutura cristalogréfica de
raios-X da HSA (PDB ID: 2BXM) foi obtido no site do RCSB Protein Data Bank (GHUMAN
et al., 2005) em resolucdes de 2,50 A. As estruturas estudadas foram primeiramente tratadas
usando o software Spartan 14. Depois de otimizados, foram submetidos ao estudo de docking
molecular através do programa Gold 5.8.1 (JONES et al., 1997).

Para validar o estudo, o redocking para o alvo indometacina (2BXM) foi realizado em
complexos com a HSA, dando um RMSD =0,42. Em seguida, os arquivos do receptor (HSA)
e do ligante foram estudados. O receptor foi tratado como uma molécula rigida, enquanto 0s
ligantes foram tratados como flexiveis. Para as simula¢Ges de encaixe com GOLD, uma esfera
de espaco de busca com um raio de 10 A foi definida como a ligagdo bolso HSA, centrado nas
coordenadas cristalograficas de um atomo aromatico de carbono do residuo Trp 214. As
fungdes de pontuagdo “score” GOLDSCORE e o CHEMPLP foram usadas para determinar
qual se ajustava melhor a esse sistema.

A funcdo CHEMPLP foi considerada para melhor descrever a proteina e o sistema de
ligantes. Os resultados do docking foram analisados, usando interagdes intermoleculares
como parametros para medir a energia de afinidade, disponibilizada pelo programa Gold. Os
ligantes que obtiveram a pontuagdo mais alta foram investigados pelo programa Pymol 2.3.2 e
Discovery Studio Visualizer v17. A distancia e o tipo de conexdo com o receptor foram
preponderantes para a conclusdo do estudo de modelagem (ZHANG, DENG, WANG, 2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO

ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS DE ABSORCAO UV-VIS COM A HSA E OS
DERIVADOQOS JFS
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Nos estudos absortivos entre os derivados JFs e a HSA, esta mostrou um pico alto de
absor¢ao em torno de 280 nm, em funcdo da ocorréncia de transigdes m—m* nos anéis
fenilicos de seus aminoacidos aromaticos: triptofano (Trp), tirosina (Try) e fenilalanina (Phe)
(SIDDIQUI et al.,, 2018; ZHANG, DENG, WANG, 2020), gerando uma absorbancia
cumulativa destes cromdéforos, a qual pode ser influenciada por espécies quimicas capazes de
interagir com esta proteina (HUANG et al., 2020). Os dados espectroscopicos referentes a
absorcdo UV-vis da HSA livre e conjugada aos derivados JFs estdo detalhados na Tabela 1, a

sequir:

Tabela 1. Informacdes espectroscépicas de absor¢do UV-vis da HSA livre e conjugada aos derivados JFs.
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@Hipercromismo resultante da interacdo da HSA fixada em 20 UM com 0s compostos-teste em variadas
concentragfes (2-20 uM), em comparagdo com a HSA livre.

PConstante de ligagio (Kb) obtida com base na absorbancia do HSA na presenca de diferentes concentracdes dos
derivados JFs (2-20 uM), a temperatura ambiente.

A HSA apresentou pico méximo de absorgdo em 279 nm. As variagOes na intensidade
e na posicgéo do referido pico foram utilizadas para investigar a interacdo dos derivados com
esta biomolécula. Apos a interacdo da HSA na presenca de quantidades crescentes dos
compostos-teste (0-20 uM), foram constatadas alteracGes espectrais nos comportamentos
absortivos da HSA, exibindo a ocorréncia dos efeitos: hipercromico, batocromico e
hipsocromico, os quais podem indicar a formagdo do complexo HSA-ligante, dadas as
mudancas observadas na faixa de 279 nm (CHUGH et al., 2019).

Segundo os dados da Tabela 1, relativos ao hipercromismo, € estabelecida a seguinte
ordem crescente resultante deste efeito: 249 < 256 < 253 < 252 < 251 < 254 < 255 < 250.
Pode-se notar, portanto, que os compostos responsaveis pelo maior efeito hipercrdmico da
interacdo com a HSA foram os JFs 255 e 250. O primeiro possui um bromo na posi¢édo 5 do
nacleo indol e um p-bromofenil acoplado ao C-4 do nucleo tiazol. Ja o segundo (portador do
maior percentual de hipercromismo) contém um vinil-éster (etdxi) ligado ao nucleo
tiazolidinona. Supostamente, estas substituicbes podem ter colaborado na producgéo do efeito
espectroscopico acima mencionado, mediante a formacdo do complexo JF-HSA, devido a
exposicdo de cromdforos, sugerindo uma mudanca conformacional na HSA (SIDDIQUI et al.,
2018).

Curiosamente, o0s andlogos dos derivados supracitados (JF-251 e JF-254,
respectivamente) também tiveram percentuais significativos de hipercromismo. Contudo, o
fato do JF-251 ser diferente do JF-255 (58.98%) por portar o nucleo indol ndo substituido
provavelmente colaborou para que apresentasse um menor hipercromismo (52.92%). Com
relacdo ao JF-254, foi observado que o fato deste portar um bromo ligado a posicdo 5 do anel
inddlico, possivelmente, pode ter contribuido com um percentual menor de hipercromismo
(57.25%), quando comparado ao seu analogo JF-250 (63.55%). Os espectros de absorcdo UV-
vis e o grafico representativo do aumento linear da concentragdo de HSA em funcdo dos
valores absortivos (A = 279 nm) resultantes da interacdo entre os derivados JF-250 e JF-255

com a HSA, sdo mostrados na Figura 1, a seguir:
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Figura 1. Espectros de absorcdo da HSA (20 uM) na presenga de quantidades crescentes dos JF’s 250 e 255 (0-
20 uM). As setas (1) e (<) sao referentes aos efeitos hipercrémico e hipsocrémico, respectivamente. Inser¢éo:
correspondente ao grafico de [JF])/(Ea - Ef) em funcdo da concentracdo do derivado, conforme determinado a
partir dos dados espectrais.
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Ainda nessa perspectiva, nota-se que a capacidade absortiva da HSA aumentou apos a
interacdo com o JF-255, em comparacdo com 0s outros derivados portadores do fenil nédo-
substituido (JFs 252 e 256). Esses achados indicam que a presenca do halogénio nas porgdes
laterais do referido composto foi significativa no melhoramento da capacidade absortiva da
HSA.

Isso pode indicar que o impedimento estérico caracteristico do bromo, quando
presente em ambas as extremidades das porgdes laterais de um dado composto, pode
aumentar consideravelmente a reatividade do anel fenilico, possivelmente, por causa de um
aumento na energia de transi¢do entre os elétrons 7 durante a formagdo do complexo HSA-
ligante, gerando, consequentemente, uma maior capacidade absortiva desta biomolécula. Tal
fendmeno pode ter ocorrido devido as mudancas na polaridade em torno do residuo de
triptofano, alterando o microambiente da HSA (HANSANZADEH et al., 2017; RIBEIRO et
al., 2021).

No tocante aos derivados portadores de vinil-éster acoplados ao nucleo tiazolidinona,
pode-se inferir, a partir dos dados da Tabela 1, que 0s compostos que apresentam um vinil-
éster (etoxi) (JF-250 e JF-254) exibiram uma maior capacidade de elevar o perfil absortivo da
HSA, quando comparados com os portadores do vinil-éster (metoxi) (JF-249 e JF-253). Este
resultado indica uma maior contribuicdo do grupo etdxi na reproducdo do efeito
hipercromico, supostamente, por se tratar de um grupo com um carbono a mais que 0 grupo

metila, influenciando diretamente na transicdo de elétrons m, o que pode ter gerado mais
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efeitos eletronicos, potencializando o hipercromismo constatado no processo de formacéo do
complexo HSA-ligante.

Resultados semelhantes foram encontrados por Siddiqui et al. (2018), uma vez que 0s
autores realizaram estudos de interacdo entre a HSA e o fungicida carbendazim, cuja estrutura
quimica contém um éster (metoxi). Entre varios métodos, a absor¢do UV-vis desmontrou a
ocorréncia de hipercromia no espectro de absor¢do da HSA quando colocada em contato com
concentracdes crescentes do citado fungicida, o que levou os autores a concluirem que o
aumento do perfil absortivo desta proteina plasmatica se deu pela formacdo do complexo
HSA-carbendazim, corroborando a importancia da presenca do éster (metoxi) no referido
processo de interagéo.

Foi verificada também a leve ocorréncia do efeito hipsocromico (deslocamento do
pico maximo de absorcdo para o azul) para os derivados JFs 251, 252, 255 e 256, com uma
variacdo de 01 nm, indicando mudangas na polaridade em torno do residuo de triptofano,
causando alteragdes na hidrofobicidade no microambiente da HSA, dado que confirma uma
forte interacdo desta proteina com os derivados e formacdo do complexo HSA-JF (RIBEIRO
etal., 2019).

Os derivados JFs 249 e 254 apresentaram leve batocromia (deslocamento do pico
maximo de absor¢do para o vermelho), apresentando um AA = 01 nm, sugerindo a ocorréncia
de um afrouxamento do microambiente da HSA, levando a mudangas conformacionais nas
cadeias polipeptidicas desta biomolécula, apés a adicdo dos compostos acima mencionados
(NAIK & SEETHARAMAPPA, 2019).

No que diz respeito a constante de afinidade (Kb) da HSA para com os derivados, é
possivel obsevar ainda na Tabela 4 os valores calculados, que em ordem crescente gera a
seguinte sequéncia: 249 < 256 < 253 < 254 < 252 < 251 < 250 < 255. Percebe-se que 0
composto com maior afinidade para a HSA também foi 0 mesmo que apresentou o segundo
maior efeito hipercrémico e desvio de 01 nm para o azul (efeito hipsocrémico): o derivado
JF-255 (Kb = 3.65 x 10° M), indicando a relevancia da presenca do halogénio bromo na
posicdo 5 do grupo farmacoférico indol e na posicdo para do fenil no que tange a
deslocalizacdo do pico maximo de absor¢do para uma faixa de absorcdo de UV maior, bem
como na afinidade com a HSA.

Hipoteticamente, esses efeitos decorreram pela presenca dos atomos de bromo, o0s
quais sdo portadores de pares de elétrons livres, que interagiram com o0s elétrons em
ressonancia dos aneis aromaticos dos aminoacidos cromoéforos da HSA, ampliando a

densidade eletronica destes ndcleos, implicando numa interacdo de natureza nao-covalente, a
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qual pode ter ocorrido por empilhamento m—m entre os anéis aromaticos dos derivados e 0s
anéis fenolicos intrinsecos a HSA (CHEN; ZHANG,; LIU, 2013).

Do mesmo modo que no resultado observado no efeito hipercromico acima discutido,
o derivado JF-249 apresentou a menor afinidade com a HSA (Kb = 2.36 x 10° M), como
também foi responsavel por um menor efeito hipercromico quando comparado ao JF-250
(composto com maior percentual de hipercromia). A diferenca entre eles € a presenga do
grupo metoxi conjugado ao vinil-éster no JF-249, enquanto o JF-250 possui um etoxi ligado
ao vinil-éster. Este resultado aponta a relevancia do grupo etoxi em causar mais alteracdes no
perfil absortivo da HSA e em contribuir na afinidade de um ligante com esta biomolécula, em
comparagao ao grupo metoxi.

O derivado JF-251, com indol ndo substituido, apresentou um Kb = 3.30 x 10° M. J4
0 seu analogo (JF-255), portador de um bromo na posi¢do 5 do anel indélico, exibiu um Kb =
3.65 x 10° M, sugerindo que a presenca do referido halogénio foi fundamental para elevar a
afindade da HSA pelo ligante, quando acoplado na posi¢cdo e no grupo farmacoférico
supracitados.

Outro fator importante é o fato do JF-255 também ser portador do bromo na posicao
para do fenil, sendo este atomo ausente no JF-256. Possivelmente, a inexisténcia desta
substituicdo minimizou sua afinidade com a HSA, no processo de interagdo, porquanto a
constante de afinidade calculada para este derivado foi 2.60 x 10° M (o segundo menor Kb
registrado). A presenca do halogénio bromo nas extemidades do JF-255 insinua que estes
atomos foram cruciais na afindade deste composto com a HSA. Outra evidéncia desta
premissa € que o derivado JF-252 também mostrou um menor valor da constante de afinidade
(Kb = 3.29 x 10° M) quando comparado com o JF-255, aventando que o p-bromofenil
conjugado ao C-4 do anel tiazol também contribuiu com a afinidade deste derivado com a
HSA.

Ainda nesse aspecto, foi constatado que os derivados portadores de bromo na posicao
5 do nacleo indolico e de um vinil-éster (metoxi) (JF-253) ou de um vinil-éster (etoxi) (JF-
254) apresentaram baixos Kb’s (2.89 x 10°e 2.90 x 10° M, respectivamente). Esses achados
mostram que essas substituicbes acopladas ao nucleo tiazolidinona ndo contribuiram com a
afinidade destes derivados com a HSA, comparadas ao p-bromofenil ligado ao C-4 do nucleo
tiazolico, presente no JF-255.

Portanto, os compostos testados mediante a técnica de espectroscopia de absor¢édo
UV-vis com a HSA foram capazes de alterar a hidrofobicidade do microambiente intrinseco

aos aminoacidos aromaticos da HSA, gerando alteracbes no seu perfil absortivo, como



101

também, demonstrando afinidade para com essa proteina plasmatica, maior até mesmo do que
a vitamina C, por exemplo, cujo valor de Kb calculado foi de 1.28 x 10* M, segundo estudos
de interacdo com a HSA realizados por Alsamamra; Abusharkh; Abuteir, 2018.

Em linhas gerais, os resultados corroboram que a inser¢do do bromo seja no C-5 do
indol ou na posicdo para do anel fenilico ligado ao C-4 do nucleo tiazol, bem como a
presenca do vinil-éster (etoxi) conjugado ao grupo tiazolidinona foram importantes para a
afinidade entre HSA e os derivados testados, o que ficou evidenciado pelo aumento da

absortividade UV-vis da biomolécula.

ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS DE EMISSAO FLUORESCENTE COM A HSA E OS
DERIVADOQOS JFS

A fluorescéncia intrinseca da HSA é muito sensivel a seu microambiente. Tal
propriedade biofisica se deve a por¢bes quimicas, como os aminoécido aromaticos Trp, Phe e
Tyr. Contudo, é reportado que a Phe tem um rendimento quantico muito baixo e a
fluorescéncia da Tyr é quase totalmente extinto se for ionizado ou estiver proximo a um grupo
amino, a um grupo carboxila ou a um Trp (HASANZADEH et al., 2017; NAIK &
SEETHARAMAPPA, 2019). Em razdo disto, a fluorescéncia intrinseca da HSA ¢é
essencialmente devido ao Trp-214, presente no Sudlow I, subdominio IlA, no arcabouco
hidrofobico da proteina (DING et al., 2018). Dessa forma, os residuais de Trp sdo mais
sensiveis as mudancgas no microambiente, por este motivo, € amplamente utilizado como uma
sonda fluorescente enddgena para pesquisar a interacdo de ligagdo entre proteinas e
prototipo/farmacos (GOUVEIA et al., 2018).

Neste estudo, a solucdo de HSA ainda livre foi aquecida a temperaturas diferentes (25
°C, 30 °C e 37 °C), revelando picos de emisséo fluorescente em diferentes comprimentos de
onda (332, 336 e 335 nm, respectivamente) quando excitada em 280 nm. Os JFs, em solucao
tampéo de Tris-HCI (pH 7,6; 0,1 M), nas temperaturas usadas, ndo apresentaram qualquer
emissdo na regido de 300-400 nm, onde as albuminas séricas tém forte fluorescéncia sobre
excitacdo em torno de 280 nm (CHAVES et al., 2018; BALAKRISHNAN et al., 2019).

Uma vez ligada aos compostos-teste, a HSA apresentou picos emissivos de 329 nm a
333 nm (a 25 °C), de 329 nm a 343 nm (a 30 °C), e de 329 nm a 340 nm (a 37 °C), indicando
éxito na interacdo HSA-JF. Foi constatado que o percentual de supressao fluorescente atingiu
valores de 27.18% a 41.53% (a 25 °C), de 24.50% a 39.72% (a 30 °C), de 21.94% a 36.34% (a
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37 °C). Os dados espectroscopicos da emissdo fluorescente da HSA, em funcdo de
concentragdes variadas dos derivados sdo detalhados na Tabela 2.



Tabela 2. Dados espectroscopicos de emisséo fluorescente da HSA livre e conjugada aos compostos JFs, a 25 °C, 30 °C e 37°C.

)\'méx ;vméx .
Estrutura - . AL Hipo. K Ksv
JF . T (°C) livre ligado a oD e “nd R2®
Quimica (nm)? (nm)? (nm) (%) (Mtsh (M1
N=( m h 25 332 331 01 27.18 2.75 x 102 1.40 x 10* 0.9971
249 ©i< 0 30 336 334 02 24.50 1.49 x 10*2 0.76 x 10* 0.9903
37 335 333 02 22.92 1.45 x 10* 0.74 x 10* 0.9939
N N 25 332 333 01 38.24 3.71x 102 1.89 x 10* 0.9903
250 ©i< 30 336 343 07 34.82 3.49 x 102 1.78 x 10* 0.9904
37 335 340 05 32.47 3.30 x 10*2 1.68 x 10* 0.9900
S
_N.N:<N | 25 332 329 03 34.72 3.79 x 10*2 1.93 x 10* 0.9908
251 @< 30 336 329 07 33.52 3.55 x 10*2 1.81 x 10* 0.9918
N Br 37 335 330 05 30.87 3.43 x 102 1.75 x 10* 0.9941
S
—N/N4N \ 25 332 330 02 30.63 3.65 x 10*2 1.86 x 10* 0.9931
252 Ejf\< 30 336 330 06 25.60 3.57 x 102 1.82 x 10* 0.9913
N 37 335 329 06 21.94 3.51 x 10*2 1.79 x 10* 0.9954
~

N Io\g 25 332 331 01 31.81 5.04 x 10*2 2.57 x 10* 0.9788
253 \©f< 30 336 330 06 30.98 4.93 x 102 2.51 x 10* 0.9907
37 335 330 05 28.36 4.34 x 102 2.21 x 10* 0.9958
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332
336
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332
336
335

333
338
337
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330
330

331
330
330

01
02
02
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06
05

01
06
05

27.95
27.10
25.46

41.53
39.72
36.34

27.95
25.35
22.79

3.43 x 10*
3.39 x 10%
3.24 x 10%

8.52 x 10%
8.07 x 10%
7.99 x 102

1.84 x 102
1.59 x 102
1.55 x 102

1.75x 10*
1.73 x 10*
1.65 x 10*

4.34 x 10
411 x 10
4.07 x 10*

0.94 x 10*
0.81 x 10*
0.79 x 10*

0.9939
0.9934
0.9981

0.9904
0.9991
0.9943

0.9971
0.9954
0.9971

@Dados relacionados ao perfil emissivo da HSA na presenca e auséncia de concentragdes diferentes dos JFs (5-40 uM), a diferentes temperaturas.

PHipocromismo resultante da interacéo da HSA fixada em 10 uM com concentragfes variadas dos compostos-teste (5-40 uM) em comparagio com a HSA livre.
¢Contante de supressdo bimolecular obtida a partir na fluorescéncia da HSA na presenca de diferentes concentragdes dos JFs (5-40 uM), a diferentes temperaturas.

dConstante de supressdo de Stern—\Volmer (Ksv) obtida com base nos dados de fluorescéncia com a HSA.

¢Coeficiente de Correlagéo.
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As variagdes na intensidade e na posi¢do do pico maximo de supressao fluorescente da
HSA foram utilizadas para investigar a interacdo dos novos derivados com esta biomolécula.
Os espectros de fluorescéncia da HSA apresentaram alteraces, mostrando diminuicdo das
suas propriedades emissivas. A ordem crescente de hipocromismo segue a seguinte sequéncia:
249 < 254 = 256 < 252 < 253 < 251 < 250 < 255. A ocorréncia deste efeito espectroscopico
reitera a relevancia dos substituintes na reproducédo deste efeito, confirmando a formacéo de
um aduto resultante do processo de intera¢do dos derivados com a HSA, uma vez que todos
os JFs foram capazes de extinguir a fluorescéncia intrinseca da HSA (LIU et al., 2020).

Coincidentemente, pode-se observar que 0s compostos responsaveis pelo maior efeito
hipocromico da emisséo fluorescente da HSA foram 0s mesmos que provocaram 0 maior
percentual de hipercromismo na absor¢do UV-vis discutidos previamente: os JFs 255 e 250
(Figura 2). Para o derivado JF-250, observa-se que a presenca do vinil-éster (etdxi) acoplado
ao anel tiazolidinona pode ter contribuido para a supresséo fluorescente da HSA, mesmo nédo
havendo o atomo de bromo na posi¢do 5 do indol. Contudo, para o JF-255, a inser¢do do
halogénio bromo na posicdo 5 do ndcleo ind6lico e na posicdo para do fenil conjugado ao C-4
do tiazol potencializaram a ocorréncia deste fenbmeno e, portanto, induziram mudangas no
microambiente do triptofano da HSA, a partir da formacdo do complexo HSA-ligante
(CHUGH et al., 2019; CHAVES et al., 2020).

Figura 2. Espectros de supressdo fluorescente da HSA (10 uM) na auséncia (----) e na presenc¢a dos derivados
JF’s 255 e 250. A fluorescéncia dos compostos livres também foi monitorada como controle (....). As setas (|) e
(<) mostram a diminui¢do da intensidade sobre o aumento da concentracdo dos complexos (0-40 uM), a
temperatura ambiente, e o efeito hipsocrémico, respectivamente. Inserido: Grafico da supresséo de Stern-Volmer
da intensidade de supressdo relativa (FO/F) em funcdo da concentragdo do derivado (Q), conforme determinado a
partir dos dados espectrais.
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Similarmente aos resultados obtidos no perfil absortivo da interacdo da HSA com 0s
JFs, 0 JF-249 foi o derivado que apresentou 0 menor percentual de hipocromismo (27.18%),
sugerindo que o indol ndo substituido e a insercdo de um vinil-éster (metoxi) conjugado ao
nucleo tiazolidinona desfavoreceram nao apenas o perfil absortivo, mas também o processo
de supressdo emissiva da HSA. Por sua vez, seu analogo JF-243, cuja Unica diferenca é a
presenca de um bromo na posic¢ao 5 do indol, apresentou um valor para o efeito hipocromico
um pouco maior (31,81%), enfatizando a importancia do halogénio bromo na inducdo de
alteracdes no microambiente hidrofébico do Trp desta proteina plasmatica, provavelmente
devido as suas propriedades lipofilicas, facilitando a complexacgéo deste derivado pela HSA.

Semelhantemente aos resultados obtidos nos ensaios espectroscopicos de absor¢do
UV-vis para o efeito hipercromico, o derivado JF-251 apresentou um menor valor para o
efeito hipocrémico (34.72%), quando comparado ao seu andlogo JF-255 (41.53%).
Lembrando que a diferenga entre ambos reside no fato deste Gltimo portar um bromo na
posicdo 5 do indol, enquanto o primeiro ndo o possui, apontando que a presenca do bromo nas
porcdes laterais do composto contribuiu significativamente na supressdo emissiva da HSA,
pois as mudancas observadas indicam que os derivados podem alterar a estrutura de HSA,
devido & mudanca de polaridade em torno da molécula do fluor6foro (NIAEI et al., 2018).

O mesmo pode-se dizer do derivado JF-254. A anédlise de absorcdo UV-vis desse
composto no processo de interacdo com a HSA mostrou que o percentual de hipercromismo
foi menor que seu anadlogo JF-250. Em consonancia com os dados apresentados na Tabela 2,
nota-se que o valor de hipocromismo apresentado pelo JF-254 (27.95%) também foi menor
que o mostrado por seu anadlogo JF-250 (38.24%), aventando que o indol ndo substituido
favoreceu tanto o perfil absortivo quanto a extin¢cdo emissiva da HSA, mesmo ambos
possuindo um vinil-éster (etdxi) conjugado ao ndcleo tiazolidinona.

Com relagdo aos compostos JFs 252 e 256, observa-se também um comportamento
semelhante ao registrado nos ensaios espectroscopicos de absor¢cdo UV-vis. O primeiro
apresentou um valor mais alto para o efeito hipocrdmico (30.63%) do que o segundo
(27.95%), demonstrando que, para esses analogos, o indol ndo substituido contribuiu leve e
positivamente para a reproducdo deste efeito, mesmo ambos possuindo um fenil n&o
substituido acoplado ao C-4 do anel tiazdlico. Comparando-os com o JF-251, € possivel
observar que a presenca de um p-bromofenil contribuiu ainda mais com a extin¢cdo da
fluorescéncia intrinseca da HSA (34.72%), mesmo com a auséncia de um bromo na posi¢do 5
do anel indol. J& a presenca do bromo, em ambas as posi¢des mencionadas, melhorou a

capacidade de supressdo da HSA do JF-255 (41.53%), como discutido previamente.
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Tais resultados sugerem que o carater hidrofébico e eletronegativo do referido
halogénio pode contribuir circunstancialmente em alteracbes nas propriedades da HSA,
elevando-as ou minimizando-as, a depender de sua posicdo no ligante e dos grupos/nucleos
quimicos aos quais o referido halogénio esteja ligado.

Os derivados JFs testados neste trabalho sdo providos de anéis heterociclicos
nitrogenados (nucleos indol, tiazol e tiazolidinona), o que contribui relevantemente com a
hidrofobicidade, auxiliando, portanto no processo de interacdo com a HSA, sobretudo, se
estiverem ligados a grupos substituintes que compartilham da mesma propriedade fisico-
quimica de hidrofobicidade como é o caso do halogénio bromo, visto que a extin¢do de
fluorescéncia refere-se a reducdo da intensidade fluorescente reproduzida mediante o processo
de interacdo proteina-ligante (RAO et al., 2020).

Os dados da Tabela 2 revelam também a leve ocorréncia do efeito hipsocromico
(deslocamento do pico maximo de emissdo fluorescente para o azul) para os derivados JF-
249, JF-253 e JF-256 (AL = 01 nm), JF-252 e JF-255 (Ak = 02 nm) e JF-251 (AL = 03 nm).
Nesse aspecto, é reportado na literatura que o deslocamento do pico maximo de supressdo
para a regido do azul evidencia que o fluor6foro da proteina foi colocado em um ambiente
mais hidrofébico com a adicdo do ligante. Provavelmente, devido a perda da estrutura
compacta do subdominio hidrofobico 1A, onde esté situado o Trp da HSA (BANERJEE et
al., 2020).

Moghadam et al. (2019) investigaram 0s mecanismos de interacdo entre o farmaco
triantereno com a HSA mediante técnicas multi-espectroscépicas, entre elas a extingdo da
fluorescéncia. Este medicamento possui em sua estrutura quimica um anel fenilico néo
substituido, semelhante aos compostos JF-252 e JF-256. Os autores observaram a ocorréncia
da diminuicdo da emissao fluorescente da HSA, com desvio do pico maximo de emissdo para
a regido do azul (efeito hipsocrémico) de 6 nm, fato que se assemelha aos achados aqui com
supressdo da fluorescéncia intrinseca da HSA e hipsocromismo de 2 nm e 1 nm,
respectivamente. Tais resultados consolidam a relevancia do fenil ndo substituido na
minoragédo da polaridade do microambiente do Try-214, auxiliando no processo de interagdo e
formacdo do complexo JF-HSA, provavelmente devido ao efeito de ressonéncia do anel
fenilico.

No que diz respeito a constante de supressdo fluorescente (Ksv) da HSA, determinada
por regressao linear da intensidade de emissao relativa (FO/F), em funcdo das concentagdes
crescentes dos novos derivados (LAKOWICZ, 2006) (Figura 3), é possivel obsevar na Tabela

2 os valores calculados para cada composto, a partir dos quais pode-se depreender a seguinte
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sequéncia de ordem crescente: 256 < 249 <254 <252 <250 <251 <253 <255.

Figura 3. Intensidade de fluorescéncia relativa dos novos derivados, no complexo HSA-ligante, em tampéo Tris-
HCI (0.1 M, pH 7.6).
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Percebe-se que 0 composto que apresentou uma maior constante de supressao
flourescente ao interagir com a HSA também foi 0 mesmo responsavel pelo desvio do pico de
maximo de emissdo fluorescente para o azul (AL = 2nm) e o que apresentou o maior valor
para a constante de afinidade (Kb = 3.65 x 10° M), na absorgéo UV-vis: o derivado JF-255.
Ou seja, a presenca do halogénio bromo na posi¢éo 5 do grupo indol e de um p-bromofenil
ligado ao C-4 do anel tiazolico contribuiu na supressao da emissdo fluorescente desta proteina
plasmatica, uma vez que o seu similar, o JF-251, portador do indol ndo substituido teve uma
capacidade extintora da emissdo fluorescente da HSA menos expressiva, ficando com o
terceiro maior valor da constante de supressdo (Ksv), e também na mesma colocacao para a
constante de afinidade (Kb = 3.30 x 10° M), na absor¢éo UV-vis.

Resultados similares foram descritos por Chaves et al. (2020), os quais sintetizaram
novos derivados de naftiridina e, entre outros ensaios, realizaram testes de interagéo entre 0s
novos compostos e a HSA. Uma das técnicas utilizadas foi a de extincdo da emissdo
fluorescente, a partir da qual os autores registraram um valor para a constante de supressao
(Ksv) de 4.32 x 10* M para um dos derivados (1d), cuja por¢do lateral é portadora de um p-
bromofenil, o qual teve o segundo maior valor calculado para o Ksv, ratificando a relevancia
do referido substituinte a ocorréncia do fendmeno de supressdo fluorescente da HSA, cujo

valor de Ksv é aproximado ao registrado pelo JF-255 (Ksv = 4.34 x 10* M),
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Ainda nessa perspectiva, o JF-249 ficou com a penultima posi¢do no que diz respeito
ao percentual da constante de supresséo fluorescente da HSA. Apesar disto, permaneceu bem
distante da posi¢édo alcangada por seu analogo, o JF-253, o qual obteve o segundo maior valor
para a referida constante. Esse fato corrobora a importancia do halogénio bromo na posicéo 5
do indol, uma vez que ambos possuem o substituinte vinil-éster (metdxi) acoplado ao anel
tiazolidinona, como outrora discutido.

E possivel observar que os compostos JF-254 e, sobretudo, o JF-256 (ambos com
bromo na posicao 5 do indol) apresentaram baixo valor para o Ksv (0.94 x 10* e 1.75 x 10* M-
! nessa ordem), quando comparados aos seus analogos JF-250 e JF-252, respectivamente.
Estes registraram um valor de Ksv aproximado (1.82 x 10* e 1.86 x 10* M, nessa ordem),
lembrando que o primeiro é portador de um vinil-éster (etdxi) acoplado ao anel tiazolidinona;
0 segundo, de um fenil ndo substituido acoplado ao C-4 do nucleo tiazol. Seus analogos acima
mencionados ndo potencializaram a supressao emissiva da HSA, apesar da presenga do
halogénio bromo na posicdo 5 do indol. Esse fato mostra que a presenga do referido atomo
volumoso nao fez com que os JF’s 254 e 256 ocasionassem uma alteragdo significativa na
polaridade do microambiente em que esta situado o Trp da HSA, porquanto a fluorescéncia
intrinseca desta proteina é extremamente sensivel a alteraces no referido microambiente
(MOGHADAM et al., 2019).

Mediante a analise da Tabela 2, foi constanto que os valores da contante de supressao
fluorescente (Ksv) e da constante bimolecular (Kq) diminuiram com o aumento da
temperatura, outro indicio que sugere a formacdo do complexo HSA-JFs. O intervalo
observado foi de 1,45 x 10'? a 8,52 x 10 M s, E bem reportado pelos pesquisadores que
qguando ha uma extinc¢ao fluorescente do tipo dindmica, os valores observados para 0 Kg nao
excedem 2 x 10° M s (ARUMUGAM et al., 2016). Portanto, esses dados indicam a
ocorréncia da extin¢do intrinseca da HSA, a partir de um mecanismo de supressdo do tipo
estatico (BINJAWHAR et al., 2023).

Como supracitado, sabe-se que uma caracteristica valiosa da fluorescéncia de uma
proteina é a alta sensibilidade do Trp ao seu proprio microambiente, uma vez que mudancas
no espectro de emissdo de Trp sdo comuns em resposta a varios processos (ERKMEN et al.,
2023). Com base nisso, os espectros fluorescentes dos complexos HSA:JFs indicaram que,
com o0 aumento da concentracdo dos JFs, nas trés temperaturas testadas, varios efeitos
espectroscopicos foram notados (Tabela 2), com destaque para o sistema HSA:JF-255, no
qual houve um leve deslocamento do comprimento de onda maximo de emissdo para o azul

para as trés temperaturas utilizadas (Figura 4). Isso sugere que a conformacdo e/ou o
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microambiente da HSA foram alterados na presenca de JF-255 (RIBEIRO et al., 2021).
Outrossim, pode-se deduzir que o fluor6foro da proteina foi colocado em um ambiente mais
hidrofobico ap6s a adi¢cdo do composto acima mencionado. 1sso ocorreu provavelmente
devido a perda da estrutura compacta do subdominio hidrofobico 11A, onde o Trp se situa
(BANERJEE et al., 2020).

Figura 4. (A) Espectros de emissdo do derivado JF-255 (40 uM) livre (.....) e de HSA (3 uM) livre (--) e ligada
a quantidades crescentes do composto mencionado acima (5,10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM), a temperatura
ambiente. As setas () e («) referem-se a efeitos hipocrémico e hipsocrémico, respectivamente. (B) Graficos de
Stern-Volmer da interagdo entre o derivado JF-255 e a HSA, sob trés diferentes temperaturas.
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ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS DE FLUORESCENCIA SINCRONA DA HSA E OS
DERIVADOS JFS

A espectroscopia de fluorescéncia sincrona é uma ferramenta aplicavel que fornece
informagdes valiosas sobre 0 ambiente molecular na vizinhanga de um cromdforo e identifica
possiveis mudangas na estrutura da proteina (ASEMAN et al., 2019). Nesta técnica, 0s
monocromadores de excitagdo e emissdo sdo varridos sincronizadamente, separados por um
intervalo de comprimento de onda constante (AL).

Quando AM ¢ estabilizado em 15 nm, a fluorescéncia sincrona de HSA é caracteristica
de um residuo de Tyr, e quando AX ¢ fixado em 60 nm, um espectro caracteristico de residuos
de Trp € obtido (NIU et al., 2023). Quando os residuos de aminoacidos estdo em um ambiente
mais hidrofobico e menos expostos ao solvente, um deslocamento para 0 azul de Amax €
observado, enquanto um desvio para o vermelho de Amax Significa que os residuos de

aminoacidos estdo em um ambiente polar e estdo mais expostos ao solvente (ASEMAN et al.,
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2019). Os dados espectroscopicos de fluorescéncia sincrona obtidos de interacdo de HSA com
os derivados JFs, a temperatura ambiente, sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Informacg0es espectroscopicas da fluorescéncia sincrona da HSA na presenga e auséncia dos derivados
JFs (3-30 pM), a temperatura ambiente.

AL =15 nm Ak =60 nm
Amax Amax . Améx Amax .
Composto Estrutura livre ligado (M~ HID. livre  lioado (A% Hip.
quimica a 2 (nm)* (%) g (nm)®  (%)P
(nm)  (hm) (hm)®  (nm)?
7N/N%}i /o o -
JF2a9 Ty 301 301 - 1489 340 341 01 1858
_ N e
250 Oy 301 301 - 5605 340 341 01  60.8

5L ol 41@ 301 303 02 3680 340 340 - 4261
H Br

,N,N%z\
JF-252 @\/\f 301 303 02 28.78 340 340 - 19.18
¥ OQ

JF2s3 Ty 301 301 - 2630 340 342 02  54.60
Br -NN 000\/
JF254 Ty 301 302 01 3392 340 341 01 3459

Br 7N'N4N‘
JF-255 \@f Br 301 302 01 2605 340 341 0l 3575

Br. _N’N4N‘
N\
JF-256 @fg( @ 301 302 Ol 4644 340 341 01  60.08

8Dados relacionados a extingdo fluorescente da HSA na auséncia e na presenga de diferentes concentragdes dos
JFs (3-30 uM), com AL = 15 nm ou com A\ = 60 nm.

Hipocromismo resultante da interagdo entre a HSA e os JFs em comparagdo com a HSA livre (3 uM), com AL =
15 nm ou com AX = 60 nm.

Todos os oito derivados JFs induziram extin¢do da fluorescéncia sincrona da HSA em
ambos os intervalos de comprimento de onda, atingindo uma faixa de 19,18% a 56,05% em

AN =15 nm, ¢ uma faixa de 18,58% a 60,18% em AA =60 nm. Além disso, notou-se que a
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supresséo fluorescente da HSA foi constantemente maior em AA =60 nm, 0 que significa uma
maior extensdo do efeito supressivo da intensidade fluorescente do Trp em comparagdo com a
de Tyr (NAIK & SEETHARAMAPPA, 2019).

As informacdes de fluorescéncia sincrona apresentadas na Tabela 3 ndo mostraram
mudancas em AA = 15 nm para os JFs 249, 250 e 253, enquanto um pequeno desvio para o
vermelho de 1 nm (JFs 249 e 250) e de 2 nm (JF-253) foi observado em AA =60 nm. Ademais,
foi observada uma extingao emissiva da HSA apo6s a adi¢ao dos JFs 251 € 252 em AL =15 nm
e em AA = 60 nm, com uma mudang¢a no comprimento de onda de emissdo do residuo Tyr de
301 a 303 nm (Tabela 3). Esse fendbmeno mostra que 0s microambientes em torno de Tyr e
Trp residuos foram perturbados pelos derivados, tornando-se menos hidrofébico (RUDRA et
al., 2017). As Figuras 5A e B mostram os respectivos sincronos espectros de fluorescéncia de
HSA em AA = 15 nm e em AL = 60 nm apds a adigdo de concentragdes crescentes de um

representante desses trés compostos, ou seja, o derivado JF-255.

Figura 5. Espectros de fluorescéncia sincrona de HSA (3 pM) na auséncia e presenca de adigdes sucessivas do
derivado JF-255 (0, 3, 6, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM) a AL =15 nm (A) e AL =60 nm (B), a temperatura ambiente. As
setas (|) e (—) referem-se aos efeitos hipocrémico e batocrémico, respectivamente. (C) O grafico de Stern-
Volmer da supresséao fluorescente sincrona da HSA pelo JF-255.
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Como pode ser visto nas Figuras 5A e B, a intensidade de fluorescéncia intrinseca de
HSA diminuiu com o aumento gradual da concentracdo de JF-255 em ambos os perfis com
AL =15 nm e AAL =60 nm. A partir desses resultados, ficou evidente que a hidrofilicidade em
torno do Trp e Tyr residuos aumentou, o que retrata diretamente as mudancas causadas na
conformacdo de HSA (NIU et al.,, 2023). Alem disso, esses resultados indicam que por
aumentando a concentracdo de JF-255, o residuo Trp mostrou-se mais forte extin¢do
(35,75%) e depois a do residuo Tyr (26,05%). O desvio para o vermelho no pico de emissdo

(AL =1) contribuiu para o aumento da polaridade em o microambiente de Trp-214. O desvio
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para o vermelho e a intensidade decrescente também se relacionam com a conformagéo
alterada de HSA sob a influéncia de JF-255 vinculativo a ele (MAURYA et al., 2019).

No entanto, quando A) foi fixado em 15 nm, o espectro de fluorescéncia sincrona de
Tyr mostrou desvio para o vermelho de 1 nm (301-302), sugerindo assim a perturbacdo do
microambiente em torno do residuo de Tyr e expondo-o a um ambiente mais hidrofilico
(SIDDIQUI et al., 2018). Além disso, é mostrado na Figura 5C que a inclinagdo foi maior
quando AA = 60 nm, indicando que JF-255 estava mais proximo do Trp do que dos residuos
Tyr. Isso implica que o sitio de ligacdo do JF-255 estava mais proximo dos residuos Trp. Em
outras palavras, o microambiente dos residuos de Trp foram mais influenciados do que
aqueles de residuos de Tyr (BINJAWHAR et al., 2023). Portanto, é possivel inferir que a
presenca de bromo de halogénio principalmente na posicdo 5 do grupo farmacoférico indol
contribuiu para a perturbacdo do microambiente em torno de ambos os residuos de Tyr e Trp,

especialmente para o ultimo.

ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS DE COMPETICAO COM SITIO-MARCADORES
FLUORESCENTES ENTRE A HSA E OS DERIVADOS JFS

InteracOes de ligantes com HSA ocorrem principalmente em duas ligagfes distintas
sitios localizados em cavidades hidrofobicas, ou seja, sitios | e 1l. O sitio | (localizado no
subdominio 11A) é dominado por fortes interac6es hidrofébicas com ligantes, enquanto o sitio
Il (localizado no subdominio I11A) possui principalmente intera¢fes dipolo-dipolo, van der
Waals e/ou ligacdes de hidrogénio (RIBEIRO et al., 2021).

Estudos de cristalografia de raios X mostraram o subdominio A como um dos
principais sitios favoraveis a ocorréncia de interagdes com ligantes hidrofobicos. Farmacos
como a indometacina pode se ligar especificamente ao sitio I. Ja o sitio 11, exibe afinidade
com ibuprofeno, entre outros medicamentos (RABBANI et al., 2019). Em geral, indometacina
e ibuprofeno, ambos agentes anti-inflamatdrios ndo esterdides, sdo considerados como sondas
e/ou ligantes especificos para o sitio | e o sitio Il, respectivamente, e sdo usados como sondas
para ensaios de interagcdo com a HSA (RIBEIRO et al., 2021).

Assim, para fornecer mais informac@es sobre o sitio de ligacdo dos derivados JFs com
a HSA, experimentos de deslocamento foram realizados com os dois medicamentos acima
citados como sitio-marcadores especificos. Os dados de emissdo fluorescente em HSA-
Indometacina e complexos HSA-Ibuprofeno na auséncia e na presenca de compostos JF sdo

mostrados na Tabela 4.



Tabela 4. Dados de emissdo fluorescente dos comlexos HSA-Indometacina e HSA-Ibuprofeno na auséncia e na presenaca dos compostos JFs.

HSA-Indometacina

HSA-Ibuprofeno

Estrutura Ksv 2 Hip. Al Ksv Hip. A
Composto quimica (ML) R %)F (mY g1 RY (%F)’c (nm)?
N{s A0
=N"" 0
JF-249 < ° 1.49x 10* 0.9973  41.57 01 1.33x10* 0.9918 7.26 01
@:}?
/N%S 7 o~
JF-250 @j(N [ o 4.89x10* 09929 5741 02 1.82x10* 0.9940 7.81 02
; OQ
Ty
JF-251 ©j\< 6.14 x 10* 0.9951  59.62 01 296x10* 0.9936  25.40 01
N%S\
=
JF-252 S 7.94x10* 09964  46.53 01 3.43x10* 0.9922 2225 01
(:L/E{
RN
Br: 7N/N:<i\/@)(
JF-253 @;}g 12.83x10* 0.9971  51.20 01 9.93x10* 0.9930  19.79 01
- 0.
Br 7N/N4:1(j0(\/
JF-254 \©§§ 3.08x10* 09903 52.76 01 298x10* 0.9933  19.65 01
S
Br 7N'N4Nj\©
JF-255 C%? B 7.02x10% 09939  51.75 01 3.28x10* 0.9948  38.87 01
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H

S
Br 7N/N4N | \[ j
JF-256 \©\/r\§ 5.77 x 10*  0.9925 38.09 01 4.74x10* 0.9924 17.31

@Valores da constante de supressdo de Stern-VVolmer (Ksv) obtidos a partir da fluorescéncia dos complexos HSA-Indometacina e HSA-Ibuprofeno na presenca de diferentes
concentragdes dos JFs (3-30 uM).

®Coeficiente de correlagéo.
°Hipocromismo resultante da interacdo entre os JFs e os complexos HSA-Indometacina e HSA-Ibuprofeno, em coparacdo com os comlexos livres.
defeito Batocrémico observado do perfil emissivo dos complexos HSA-Indometacina e HSA-Ibuprofeno na presenca de diferentes concentragfes dos JFs (3-30 uM).
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Todos os oito derivados JFs causaram supressdo fluorescente dos sistemas HSA-
indometacina e HSA-Ibuprofeno, sendo as faixas de hipocromismo calculadas num intervalo
de 38,09% a 59,62% e de 7,26% a 38,87%, respectivamente. Também, os valores de Ksv
atingiram as faixas de 1,49 x 10 a 12,83 x 10* M e 1,33 x 10* a 9,93 x 10* M"! para ambos
0s sistemas, nesta ordem.

Em outras palavras, os valores de extincdo e Ksv diminuiram notavelmente apds a
adicdo de concentracdes crescentes dos compostos-teste, especialmente para o complexo
HSA-indometacina, incluindo a ocorréncia de deslocamentos para a regido espectral do
vermelho (efeito batocrémico). Esses resultados indicam que os JFs competem
principalmente com a indometacina no subdominio I1A (Sudlow I) (WU et al., 2018).

Particularmente, o composto JF-255 apresentou a maior porcentagem de extingao
(59,62%) para o sistema HSA-Indometacina comparado aos demais JFs. Os espectros para
ambos os complexos, bem como o grafico de Stern-Volmer de interagdo com o referido

composto-teste sdo representados na Figura 6.

Figura 6. Espectros do teste de deslocamento da indometacina do complexo HSA:indometacina (A) e do
ibuprofeno do complexo HSA:ibuprofeno (B) pelo derivado JF-255. As setas (]) e (—) referem-se a efeitos
hipocrébmicos e batocrémicos, respectivamente. (C) Graficos de Stern-Volmer da interagdo entre os sistemas
HSA:sitio-marcadores e o composto JF-255, a temperatura ambiente. [Indometacina] = [Ibuprofeno] =3 uM,;
[HSA] =3 uM e [JF-255] = 3-30 uM, Aex = 280 nm.
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Com base nas Figuras 6A e B, é possivel notar uma diminui¢do na intensidade de
emissdo apds a adicdo do derivado JF-255 aos complexos HSA-Indometacina e HSA-
Ibuprofeno. Curiosamente, a competicdo da indometacina com o JF-255 é maior se
comparada ao ibuprofeno. A diminui¢cdo na intensidade de emissdo do complexo HSA-
Indometacina (59,62%) foi maior em comparacdo ao registrado para o sistema HSA-
Ibuprofeno (38,87%). Os valores de Ksv determinados para o sistema HSA: Indometacina:
sistema JF-255 (7,02 x 10* M) foram significativamente maiores em comparagdo com 0
sistema HSA:Ibuprofeno:JF-255 (3,28 x 10* M™?).
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Embasando-se nesses dados, é possivel depreender que JF-255 se ligou ao sitio |
(subdominio 11A) da HSA, bem como, é mostrado na Figura 6C que a inclinacdo foi maior
para o sistema HSA:Indometacina:JF-255, corroborando que o citado composto-teste
competiu com a indometacina principalmente pelo sitio | (subdominio I1A), deslocando-o de
seu sitio de ligacdo (WU et al., 2018).

Por fim, vale ressaltar que o farmaco indometacina possui um anel indol em sua
estrutura quimica, como os derivados JFs. Isso provavelmente contribuiu substancialmente
para sua competicdo com a indometacina para o sitio I, se comparada a concorréncia com
ibuprofeno, especialmente para alguns compostos contendo bromo na posi¢éo 5 do anel indol
(JFs 255 e 253), cujos valores de Ksv e porcentagem de supressédo fluorescente foram as mais
elevadas, em comparagdo com 0s outros compostos.

A luz dos efeitos constatados nos estudos de interacdo dos derivados JFs com a HSA,
usando as técnicas espectroscopicas de absor¢do UV-vis e supressao da emissdo fluorescente,
a partir das quais foram evidenciadas nitidas alteracbes nos espectros absortivos e emissivos,
pode-se inferir que 0s novos derivados indol-tiazolicos e indol-tiazolidinonas sdo promissores
candidatos a farmacos, uma vez que interagem significativamente com a HSA, dada a
constatacdo da formacéo do complexo HSA-JF (ERKMEN et al., 2023; NIU et al., 2023).

ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR ENTRE OS NOVOS DERIVADOS JFS E A
HSA

Para melhor compreender os resultados espectroscépicos obtidos em funcdo da
interacdo dos JFs com a HSA, estudos de docking molecular foram realizados para determinar
possiveis sitios de ligacdo dos compostos a referida proteina plasmatica.

A interacdo molecular entre os ligantes e a HSA (PDB-ID: 2BXM) foi analisada para
obter informac6es sobre os modos de ligagdo (GHUMAN et al., 2005). Os ensaios de docking
foram baseados na hipOtese proposta pelos estudos espectroscopicos, que sugerem uma
interacdo entre HSA (no seu residuo de Trp-214) e os compostos-teste. Este aminoécido faz
parte do sitio de ligacdo | da HSA, localizado no subdominio 1A (Figura 7A) (RIBEIRO et
al., 2019). A Tabela 5 abaixo apresenta as pontuagdes de encaixe dos compostos-teste com a

indometacina:
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Tabela 5. PontuagGes de encaixe calculadas a partir das ligacGes entre os receptores da HSA com os JFs e com o
farmaco indometacina.

Pontuacédo do

Composto Encaixe
JF-249 94.31
JF-250 100.59
JF-251 115.01
JF-252 112.41
JF-253 99.00
JF-254 102.12
JF-255 119.29
JF-256 110.16

Indometacina 98.25°

20 RMSD encontrado para o redocking foi 0.42

Pode-se perceber que dentre todos os derivados JFs, os compostos indol-tiazélicos,
substituidos ou ndo, apresentaram uma maior pontuacéo, ou seja, uma maior afinidade com a
HSA, sobretudo, o derivado JF-255 (bromo-dissubstituido).

E importante ressaltar também que os estudos espectroscopicos de absorcio e emisséo
fluorescente indicaram como composto destaque, dentro da classe dos indois-tiazolidinonas, o
JF-250 (dietil-acetileno ndo substituido), ficando em segundo lugar nos valores de Kb e Ksv,
sendo o derivado que apresentou o maior valor de hipercromismo.

Portanto, os resultados mostrados na Tabela 5 corroboram os resultados dos estudos
espectroscopicos de interagdo dos JFs com a HSA, outrora discutidos. Embasando-se nisso, a

Figura 7 mostra o encaixe molecular de ambos 0s compostos, com a HSA.
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Figura 7. Comparacdo conformacional do resultado do ancoramento molecular para o JF-250 (rosa claro), JF-
255 (amarelo) e indometacina (verde). Os compostos apresentaram maior afinidade pela HSA, quando
comparados aos demais de suas respectivas classes.
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ﬁ\ PHE-211

ARG-218
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v

A seguir, na Figura 8, O ligante acoplado (destaque nos ensaios espectroscopicos: JF-
255) ocupa a mesma regido que a ligacdo HSA e mostra orientagdes muito semelhantes ao
ligante cristalografico, conforme mostrado na Tabela 6 e nas Figuras 8 e 9.



120

Tabela 6. As afinidades de ligacdo da HSA com o JF-255 e com a Indometacina.

Pontuacéo de

Composto . Residuos Atomos Distancia (A) Tipo de Interacéo
encaixe
Hidrotiazol 5.13 NN
Leu 198 Anel indol 5 27 Hidrofdbica
Anel 4.96 PP
Lys 199 hidrotiazol 512 Hidrofdbica
Ser202  Anel indol 1.87 Ligagao de hidrogénio
convencional
Ala 210 Anel 4.27 Hidrofdbica?
Anel 4.79 Hydrophobic®
Phe 211 Br 3.86 Hidrofébica®
Anel 3.94 e b
Trp 214 hidrotiazol 5.49 Hidrofdbica
JF-255 119.29 Ala 215 Br 3.49 Hidrofdbica®
Leu 238 Br 4.42 Hidrofdbica®
His 242 Br 4.94 Hidrofdbica?
Val 344 Br 3.13 Hidrofobica®
Ser 454 N, 954 Ligacédo de h!drogenlo
convencional
Leu 457 Anel indol 5.35 Hidrofdbica?
Leu 481 Anel 4.13 Hidrofdbica?
Anel indol 4.06 N
Arg 484 Anel 491 Hidrofdbica
Br 4.54 Hidrofobica®
AIGA8S el indol 5.38 Hidrofobica®
Lys 199 Anel 4.33 Eletrostatica®
Ala 210 Cl 3.94 Hidrofobica®
Phe 211 Anel 5.16 Hidrofébica®
) . Anel indol 4.44
Indometacina 98.25 Trip214  Anel indol Anel 4.44 Hidrofébica?
Anel 4.69
01 2.70 Ligacao de hidrogénio
Arg 218 02 2.82 convencional

pi-Alquil;  Pi-Pi empilhadas; “Alquil; O RMSD encontrado para o redocking foi 0.42; & Pi-cation.
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Figura 8. (A) Sitio de Ligacdo analisado da HSA (PDB ID: 2BXM) com seus respectivos dominios. (B)
llustracdo detalhada das forcas polares de ligacdo do JF-255 (amarelo) e da Indometacina (verde) com os

residuais de aminoéacidos circundantes.
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Dominio ITA
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(B)
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/

Figura 9. A direita, as interagdes moleculares do complexo, disponivel no PDB, da Indometacina com a HSA
s&0 mostradas na figura. A esquerda, uma ilustragio detalhada das forcas de ligagio do JF-255 com os residuos
de aminoé&cidos circundantes. As interagdes hidrofobicas e as pontes de hidrogénio foram responsaveis pelo
encaixe induzido a partir da interacdo do JF-255 com a HSA.
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A maioria das interagfes da HSA com o JF-255, assim com a indometacina, ocorreu

na regido do dominio 1lIA. No entanto, também foram encontradas intera¢cfes nos dominios

I1B e I1IA da HSA, o que corrobora a melhor pontuagdo de encaixe do JF-255 com a HSA

guando comparado a indometacina (Tabela 5). De maneira geral, os compostos indol-

tiazdlicos apresentaram melhores pontuagdes, pois apresentaram mais pontos de interacao

hidrofébica com o receptor, principalmente com o bromo em Rz (JF-251 e JF-255).

Ao analisar os resultados da interacdo com os derivados indol-tiazolidinonas, as
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substituicdes em Rsz com grupos alquil mais volumosos favoreceu o ajuste com a HSA (JF-
250 e JF-254). Estes resultados convergem com os resultados espectroscopicos de competicdo
com o sistema HSA-Indometacina, mostrados anteriormente.

Conforme descrito acima, as interacbes com o0s residuos de Trp sdo excelentes
indicadores de ligagdo dos JFs com HSA, portanto, a distancia de ligagdo entre os derivados
indolicos e o Trp foi avaliado ap6s os resultados do anacoramento molecular. O composto JF-
255 apresentou a menor distancia de ligacdo ao residuo em questdo (3,94 A) através da

interacdo hidrofébica de empihamentos de ligacGes Pi.
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CONCLUSAO

Oito derivados indol-tiazois e indol-tiazolidinonas foram submetidos a estudos in vitro
e in silico de interacdo com a HSA, mediante as técnicas espectroscopicas de absorcdo UV-
vis e de emissdo fluorescente, bem com a técnica de ancoramento molecular. A partir dos
estudos de interagcdo com uso das técnicas supracitadas, concluiu-se que 0s compostos
interagiram com esta biomolécula, formando o complexo HSA-JF, especialmente 0 composto
JF-255 (di-substituido com bromo), o qual apresentou o maior valor tanto para a constante de
afinidade (Kb = 3.65 x 10° M) quanto para a constante de supressdo fluorescente (Ksv =
4.34 x 10* MY), mostrando assim, em ambos os casos, alta afinidade e a inducéo de alteracdes
no microambiente intrinsecos da HSA. O estudo molecular de ancoramento corroborou 0s
resultados in vitro, comprovando a forte interacdo da HSA com o JF-255, no mesmo sitio que
o controle (indometacina). A existéncia de mecanismo de supressdo estatica durante a
formacdo dos sistemas HSA-JF foi verificada por estudos espectroscopicos. O estudo de
fluorescéncia sincrona também revelou que a conformacdo de HSA foi alterada, e a
polaridade preferencialmente ao redor do residuo Trp foi alterado na presenca dos derivados.
Por fim, os resultados obtidos com as sondas sitio-marcadores (indometacina e ibuprofeno)
revelou o subdominio 1A (sitio I de Sudlow) como o local preferencial de interagdo para 0s
compostos-teste com a HSA.
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CAPITULO IV

6 ESTUDOS CITOTOXICOS E INIBICAO DA TOPOISOMERASE Ila DE
DERIVADOS INDOL-TIAZOIS E INDOL-TIAZOLIDINONAS

Os resultados descritos neste capitulo serdo submetidos no periddico European

Journal of Medicinal Chemistry.

FATOR DE IMPACTO: 7.088
QUALIS CAPES: Al

RESUMO

A enzima Topoisomerase Ila ¢ considerada um dos alvos promissores de moléculas
com potencial atividade anticancer, pois é vista como um fator preponderante a conducéo de
diversos eventos que resultam em morte celular. Esse trabalho teve como objetivo avaliar in
vitro e in silico a atividade inibitéria da enzima topoisomerase Ila humana por derivados
indol-tiaz6licos e indol-tiazolidinonas, além de testes citotéxicos com linhagem tumoral de
mama e ensaios de hemolise com os derivados mais promissores. Foi constatado que 0s
derivados inibiram a atividade da Topo ITo. em 50 UM, com destaque para 0s compostos JF-
252 (ndo-substituido) e JF-253 (vinil éster - etoxi - com bromo no C-5 do anel indélico).
Outro fato observado deste ensaio, € que a inibicdo enzimatica foi mais significativa para os
JFs (compostos ciclizados), em comparacdo com o LT-51, que ndo é ciclizado (derivado
indol-tiossemicarbazona); mostrando, portanto, que a ciclizacdo pode, possivelmente,
potencializar a capacidade inibitoria Topo Ila. Os compostos mais promisores na atividade
antitopoisomerase Ila, bem como na interagdo com o DNA e na HSA (JFs 252, 253, 255 e
256) tiveram sua atividade hemolitica analisada e comparada com o farmaco antitumoral m-
AMSA (Amsacrina). Os resultados apontam uma insignificante hemolise dos compostos
testados, em relacdo ao farmaco controle. A técnica de ancoramento molecular dos compostos
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com o sistema Topo Ila-DNA apontou um bom ajuste dos JFs a cavidade enzimética
(especialmente os derivados tiazdlicos), cujo encaixe molecular ocorre principalmente por
interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas com o DNA. Tais resultados indicam uma possivel
contribuicdo dos substituintes propostos na inibicdo da enzima Topo Ila, sobretudo, os

portadores do fenil com ou sem bromo na posicéo para e do bromo na posic¢éo 5 do indol.

Palavras-chaves: Indol. Tiazol. Tiazolidinonas. Topoisomerase. Citotoxicidade. Hemolise.

INTRODUCAO

O céncer é uma das principais causas de morte em todos os paises do mundo com
cerca de 18 milhdes de casos de varios tipos de cancer sdo diagnosticados a cada ano.
Segundo previsGes da OMS, esse nimero deve chegar a 29,4 milhGes em 2040 (OMS, 2022).
Por este motivo, um importante objetivo de pesquisas oncoldgicas é o desenvolvimento de
quimioterapicos novos por meio da identificacdo de alvos bioldgicos que possam ser usados
na terapia antitumoral (LIANG et al., 2019). Com base nisso, um dos alvos bem explorados
nas investigacdes terapéuticas antitumorais sdo as enzimas topoisomerases, em virtude de
suas funcdes essenciais no controle de uma variedade de problemas topoldgicos do DNA
durante processos celulares vitais, como a proliferacdo, diferenciacéo e sobrevivéncia celular
(SINGH et al., 2023). Em especial, a Topoisomerase Ila tem sido priorizada nos estudos de
inibicdo enzimatica por ser considerada um biomarcador na proliferagdo de células, devido a
sua superexpressao durante este processo fisioldgico celular (SHINDE et al., 2022). Em razao
disto, agentes que afetam as funcdes das topoisomerases sdo considerados atraentes para a
terapia do cancer, pois podem causar danos que desencadeiam uma série de eventos celulares,
induzindo apoptose e, conseguintemente, a morte celular (ALMEIDA et al., 2017).

Os heterociclicos sdo compostos altamente versateis com amplas atividades
bioldgicas. Inimeros derivados portadores dos aneis indol, tiazol e tiazolidinona com
atividade anticancerigena tém sido sintetizados, inclusive com o halogénio bromo como
substituinte (ALVES et al., 2021) a fim de intensificar o seu potencial de modular distintos
alvos moleculares terapéuticos como a enzima topoisomerase lla (SHINDE et al., 2022).
Outra caracteristica importante € a biocompatibilidade de novos compostos, que € um dos

principais parametros determinantes, visando uma fortuita aplicacdo biomédica. Um dos
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principais testes para determinar a toxicidade de compostos é analisar sua atividade
hemolitica (JASIEWICZ et al., 2023), pois uma taxa de hemdlise elevada e/ou significativa
exclui o composto de ser considerado uma alternativa terapéutica (SILVA et al., 2017).

Diante dessas evidéncias, varios derivados portadores dos grupos indol, tiazol e
tiazolidinona tém sido sintetizados, a exemplo de Alves et al., 2021, que sintetizaram e
caracterizaram novos derivados indol-tiazolicos e indol-tiazolidinonas, cuja capacidade e
mecanismo de interacdo com biomoléculas, como o DNA e HSA ja foram investigados. No
presente trabalho, os oito derivados foram utilizados em estudos mais aprofundandos, no
intuito de avaliar in vitro e in silico sua capacidade de inibi¢cdo da enzima Topoisomerase lla,
além de analisar o potencial citotoxico com linhagem tumoral de mama (MCF-7) e o perfil

hemolitico dos derivados destaques de varios ensaios outrora realizados.

MATERIAS E METODOS

OBTENCAO DOS COMPOSTOS-TESTE, INSUMOS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e métodos utilizados na sintese e caracterizacdo dos oito derivados indol-
tiazdlicos (JFs 251, 252, 255 e 256) e indol-tiazolidinonas (JFs 249, 250, 253 e 254)
utilizados neste trabalho, bem como as etapas de obtengdo dos referidos compostos foram
descritos por Alves et al., 2021. As estruturas quimicas dos derivados estdo apresentadas no
esquema 1 do capitulo 2 (pagina 68).

A enzima Topoisomerase Ila, 0 pUC19, as linhagens tumorais de mama MCF7 e
T47D, a sulforrodamina, o meio de cultura RPMI-1640, o soro fetal bovino (SFB) e os
antibidticos foram comercialmente adquiridos pela Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA).
Os dados absortivos utilizados para a constru¢cdo dos graficos no ensaio de atividade
hemolitica, bem como para os calculos do ensaio antiproliferativo foram colhidos a partir do
Espectrofotdmetro de microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO (Waltham, MA,
Estados Unidos). O sangue colhido para a realizacdo do protocolo hemolitico foi coletado de
voluntarios saudaveis (MUKHOPADHYAY et al., 2019).
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ATIVIDADE ANTITOPOISOMERASE Ilo. COM OS DERIVADOS JFS

Para avaliar a capacidade de inibicdo da enzima topoisomerase Ila pelos derivados
JFs, foram utilizados 100 ng de DNA do Plasmideo pUC19 e 4 Ul de topoisomerase lla
humana recombinate em tampdo de relaxamento (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 120 mM KClI, 10
mM MgClI 2, 0,5 mM ATP e 0,5 mM ditiotreitol) (ALMEIDA et al., 2016). As solucGes-teste
foram incubadas por 45 min, a 37°C. Os compostos, bem como o controle positivo (m-
AMSA), foram testados na concentragdo de 50 uM. A eletroforese em gel de agarose (0,8%)
foi aplicada e o brometo de etidio utilizado para corar o gel e facilitar a visualizacdo das
bandas sob luz UV. Para analise qualitativa dessas bandas (DNA superenovelado e relaxado)
foi utilizado o software de processamento de imagem (Adobe Photoshop CS4 11.0x2007, San
Jose, CA, EUA).

A avaliacdo quantitativa das bandas de gel correspondentes ao DNA superenrolado foi
realizado por densitometria usando um software de processamento de imagem (ImageJ,
versdo 1.51). As densidades Opticas das bandas para cada derivado JF, bem como de todos 0s
controles (apenas o plasmideo, DNA + Topo Ilo. e DNA + Topo Ila + m-AMSA) foram
obtidos a partir dos valores de densidade média, os quais foram usados para calcular a
porcentagem de inibicdo enzimética dos compostos em relagdo a m-AMSA (controle
positivo).

Excepcionalmente, além dos derivados JFs, no protocolo deste ensaio foi usado o
composto LT-51, um derivado indol-tiossemicarbaz6nico (ou seja, ndo ciclizado), portador do
nacleo naftil. O referido derivado foi sintetizado e caracterizado por Oliveira et al., 2017, os
quais também testaram a capacidade inibitoria Topoisomerase lla deste composto, cujos
resultados foram promissores, a uma concentracdo de 50 uM. O intuito de utiliza-lo no citado
protocolo é comparar 0s resultados, a fim de corroborar se o processo de ciclizacdo de
tiossemicarbazonas em tiazois e tiazolidinonas pode potencializar a capacidade de inibicdo do
referido alvo enzimatico, dada a semelhanca estrutural do LT-51 com “esqueleto quimico”
dos JFs.

ESTUDOS IN SILICO DE ANCORAMENTO MOLECULAR DOS DERIVADOS JFS COM
A ENZIMA TOPOISOMERASE lla

Os derivados inddlicos tiveram suas estruturas tridimensionais otimizadas com base na

teoria semiempirica no Nivel PM6 usando o software Spartan 14. Posteriormente, foram
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submetidos ao estudo de ancoramento molecular atraves do programa Gold 5.8.1, utilizando a
funcdo empirica ChemPLP. O modelo cristalografico com cédigo PDB 5gwk (Topo Ila
humana em complexo com DNA) foi usado como receptor para o estudo (WANG et al.,
2017). A metodologia do estudo foi validada através da reproducdo do encaixe do etoposideo
(ligante co-cristalizado) a Topolla-DNA (RMSD = 0,48). Os resultados tedricos foram
analisados e as interagcOes intermoleculares avaliadas para 0s compostos com maior pontuacao
no encaixe (score), explorados pelos programas Discovery Studio 2017R2 e Pymol 2.3.2. A
analise interpretativa dos resultados encontrados baseou-se nas correlacdes estrutura/afinidade
dos derivados estudados, assim como em comparagOes diretas realizadas com os controles
positivos utilizados (amsacrina e etoposideo) (DE ALMEIDA et al., 2021; GILAD;
SENDEROWITZ, 2014; SOUSA et al., 2022).

ESTUDOS DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS DERIVADOS JFS 252, 253, 255 E 256

A acdo hemolitica dos JFs em eritrocitos humanos foi estudada a partir da coleta de
sangue de voluntarios saudaveis. Uma amostra de 5 ml do sangue humano coletado foi trés
vezes lavada em solugéo salina (0,9% de NaCl), sendo centrifugada, entre cada lavagem, a
2500 rpm, por 5 minutos, para garantir a auséncia de quaisquer resquicios de plasma,
formando, no final, uma solucdo concentrada de hemacias. Logo depois, foi preparada uma
solucdo-méae de hemacias a 0,5% (250 ul da solucéo concentrada + 50 ml da solucédo salina).
Paralelamente, cada um dos compostos usados nesse ensaio foram diluidos em 1% de DMSO,
gerando suas respectivas solu¢des-mée, numa concentracao final de 1mM.

A partir das solugdes-mae foram preparadas as solucdes-teste, contendo cada uma 2
ml da solucdo-mae de eritrdcitos. Seguidamente, os compostos-teste foram adicionados em
concentragdes de 5, 10, 25, 50 e 100 uM, em triplicata. Uma solugdo contendo 2 ml de
hemacias com 10 ul de solucéo salina correspondeu ao controle negativo (0% de hemdlise) e
outra com 2 ml de eritrécitos adicionada de 10 ul de Triton X-100 (agente hemolisante), a
1%, foi usada como controle positivo (100% de hemdlise).

Apos incubacdo em temperatura ambiente por uma hora, as solugbes foram
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, a 4 °C para separar 0 sobrenadante do pellet.
Finalmente, o sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 poc¢os de fundo plano,
para leitura em um espectrofotdmetro, num comprimento de onda de 540 nm. A porcentagem
de hemolise foi calculada usando a Equagdo (GEHRCKE et al., 2017):
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% de Hemolise = [(AbSamostra — AbScontrole negativo) / (AbScontroIe positivo)] x 100, onde:
AbSamostra € @ Absorbancia da solugéo-teste (Hemacias + JFs), AbScontrole negativo € & Absorbancia
do controle negativo (Hemécias + Solucdo Salina) e AbScontrole positivo € @ Absorbancia do

controle positivo (Hemécias + Triton).

ENSAIO ANTIPROLIVERATIVO COM OS DERIVADOS JFS

As culturas celulares foram cultivadas em 5 mL de RPMI-1640 suplementado com 5%
de soro fetal bovino, e 1% dos antibi6ticos penicilina e estreptomicina (1 mL/L RPMI-1640)
foi adicionado as culturas experimentais. A linhagem celular MCF-7 foi aplicadas em placas
de 96 pocos (100 pL de células/poco) e foram expostos a diferentes concentracGes das
amostras dos compostos-teste JFs (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) em DMSO, a 37 °C, 5% CO.,
por 48 h.

A concentracdo final de DMSO ndo afetou a viabilidade celular. As células foram
entdo fixadas com solucdo de é&cido tricloroacético (50%) e a proliferacdo celular foi
determinada por quantificacdo espectrofotométrica (540 nm) do conteudo de proteina celular,
usando o ensaio da sulforrodamina B (ALMEIDA et al., 2015; 2016). A m-AMSA foi usada
como controle positivo. A incubagdo de 48 h foi baseada no protocolo NCI60, proposto por
NCI/EUA para uma triagem de estudos antiproliferativos. A partir da curva concentragao-
resposta para cada linhagem celular, os valores de TGl — Total Growth Inhibition
(concentracdo necessaria para inibir o crescimento celular total) foram determinados por meio
de analise de regressdo néo linear utilizando o software Origin 8.0 (OriginLab Corporation).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ESTUDOS DE INIBICAO DA TOPOISOMERASE lla HUMANA

A capacidade inibitoria da Topo Ila pelos novos derivados foi investigada, o que pode
auxiliar na elucidacdo de seu mecanismo de acdo. Os oito compostos foram avaliados no
ensaio de relaxamento de plasmideo de DNA. Este ensaio consistiu na avaliacdo da atividade
enzimética Topo Ila na auséncia e presenca dos JFs seguido de analise de eletroforese
(ALMEIDA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2019). O plasmideo circular pUC19 pode existir em
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trés conformagdes topologicas distintas: DNA superenrolado e circular, DNA circular e
relaxado e DNA linear, todos os quais tém sequéncias idénticas, mas migram em taxas
diferentes através do gel de agarose. Devido a sua natureza compacta, topoisémeros de DNA
superenrolados migram mais rapido através da agarose em comparacdo ao DNA linear e ao
DNA relaxado (OLIVEIRA et al., 2017; FILHO et al., 2019). Os resultados para os derivados

testados estéo na Figura 1, abaixo.

Figura 1. Efeito da m-AMSA, dos derivados indol-tiazdlicos, indol-tiazolidinonas e do andlogo LT-51 na
concentracdo de 50 uM, no ensaio de inibi¢do enzimatica da Topo Ila.

Topo Il
+
pUC19 puC19 mAMSA JF-249 JF-250  JF-251 JF-252 JF-253  JF-254 JF-255  JF-256 LT-51

Relaxado
Linear

Superenrolad

Quando a enzima esta ativa, o plasmideo migra como uma Unica banda e muito mais
lentamente (segunda linha). Por outro lado, a inibi¢cdo da Topo lla resulta em um padréo de
banda semelhante ao DNA plasmidal (primeira linha), fato evidenciado ao analisar o padréo
de migracdo da m-AMSA com formagdo do DNA linear (terceira linha), resultado do efeito
inibitério da religacdo das fitas clivadas do DNA pela Topo IIa (complexo de clivagem). Ou
seja, se 0 composto estiver ativo contra a atividade enzimatica, a banda superhelicoidal do
DNA estard presente no gel de eletroforese (GOUVEIA et al., 2018). Respaldando-se nos
resultados analisados a partir da técnica de eletroforese realizada, é possivel observar que os
oitos novos derivados foram capazes de inibir a atividade da referida enzima quando
comparados @ m-AMSA (controle positivo), na concentragdo de 50 uM. A formacdo de
topoisdmeros de DNA indica uma estabilizacdo do complexo de clivagem formado entre a
enzima, o plasmideo e os compostos (OLIVEIRA et al., 2017).

O surgimento de bandas de DNA linear indica que os compostos também atuaram
como venenos da Topo o (HASINOFF et al., 2012). Esta categoria de inibidores aumenta a
concentracdo de complexos de clivagem por duas vias ndo mutuamente exclusivas: eles
inibem a capacidade da enzima de ligar moléculas de DNA clivadas ou aumentam a taxa
direta de clivagem de DNA mediada pela enzima (ROGOJINA et al., 2012). O sitio ativo das
enzimas topoisomerase € uma bolsa rica em arginina e lisina com carga positiva condensada
que permite interacdes eletrostdticas com os grupos fosfato do DNA carregados
negativamente (ALMEIDA et al., 2016).
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Estes resultados corroboram investigacfes cientificas relacionadas a diversas
substancias com atividade antitopo Ila, cujas estruturas quimicas possuem o anel inddlico,
como o estudo de Figueiredo et al. (2014), no qual os autores realizaram testes de inibicéo
enzimatica Topo Ila usando alcaloides indolicos B-carbolina, os quais inibiram a atividade
enzimatica em concentragdes de 1 uM ¢ 25 uM. Ja o estudo conduzido por Schwandt et al.
(2012) mostrou que um analogo do antibidtico rebecamicina, cuja estrutura quimica possui
um anel indolcarbazol e estd na fase Il de estudos clinicos terapéuticos anticancer, apresenta
acao dual antitopo, ou seja, este composto tem a capacidade de inibir ambas as
topoisomerases (Topo I e Topo Ila). Por sua vez, na investigagéo dirigida por Kashyap et al.
(2013), os resultados de inibicdo enzimaética revelaram que os derivados indenoindolonas
testados também exibiram atividade inibitdria frente a Topo Ila, a 100 uM, sem promover
intercalacdo com o DNA. Tais estudos comprovam a importancia do nucleo indol, enquanto
farmacdéforo potencializador da acdo antitopoisomerase lla.

No que tange aos nucleos tiazol e tiazolidinona, h& poucas investigacdes
concatenando-o0s a uma inibigdo potencial da atividade Topo lla. No entanto, no estudo
conduzido por Salem et al. (2016) um dos derivados testados foi uma acridina-tiazolidinona,
cuja acdo inibitéria enzimatica foi constada a 5 uM. Outro estudo realizado por Choi et al.
(2006) mostrou a agao antitopo Ila de benzotiazois. Alguns deles apresentaram porcentagens
de inibicdo enzimatica expressivas (84%, 89%) em relacdo ao controle positivo (etoposideo)
(58%), a 100 uM. Estes dados respaldam a importancia destes grupos farmacoféricos no
tratamento anticancer, enfocando a referida enzima como alvo terapéutico.

O composto LT-51 foi sintetizado segundo Oliveira et al. (2017), sendo selecionado
propositalmente por ser portador de um anel inddlico e de um naftil acoplado ao grupo
tiossemicarbazona, a fim de comparar os efeitos da inibicdo da Topo Ila a partir de um
derivado inddlico-tiossemicarbaz6nico em relacdo aos JFs, 0s quais possuem o nucleo naftil
em seu “esqueleto quimico”, portando um indol substituido ou ndo na posi¢do 5. Outra
diferenga a ser pontuada é que as tiossemicarbazonas foram ciclizadas, gerando os derivados
JF’s com nucleos tiazois e tiazolidinonas. Os resultados corroboram os achados dos autores
supracitados, uma vez que o LT-51 inibiu a atividade enzimatica, assim como 0s compostos
testados aqui, inferindo que a ciclizacdo da tiossemicarbazona contribuiu positivamente para a
manutencdo da atividade inibitdria da referida enzima, na mesma concentragdo usada pelos
referidos autores (50 uM).

Tais resultados confirmam os achados de Filho et al. (2019), os quais realizaram teste

de inibicdo enziméatica Topo Ilo usando dois derivados acridina-tiossemicarbazonas
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substituidos com fenil (3a) e naftil (3h), os quais mostraram consideravel inibicdo da
atividade enziméatica em 100 pM, principalmente para o portador do substituinte fenil,
aventando que a insercdo destes grupos bem como a ciclizacdo da tiossemicarbazona em
tiazois e tiazolidinonas foram cruciais a consecucdo da inibicdo enzimatica e huma menor
concentragéo (50 uM) comparada a que foi utilizada pelos citados autores.

Nessa mesma perspectiva, os valores médios de intensidade obtidos por resultados de
densitometria foram utilizados para calcular a porcentagem de inibicdo enzimatica para

melhor analisar o efeito, como pode ser constatado na Tabela 1:

Tabela 1. Percentual de atividade inibitdria Topo Ila da m-AMSA, do LT-51 e dos derivados JFs, em 50 uM.
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A partir dos dados da Tabela 1, é possivel averiguar quantitativamente a capacidade
inibitoéria da Topo Ila, em 50 uM, a partir dos novos derivados inddlicos, suscitando a
seguinte sequéncia crescente do percentual de inibi¢do: JF-249 < JF-255 = LT-51 < JF-251
< JF-256 < JF-254 < JF-250 < m-AMSA = JF-253 = JF-252. Nota-se que os JFs 253 e 252
foram os derivados que inibiram totalmente a atividade enzimatica similarmente ao controle
positivo m-AMSA. Ao comparar este primeiro com seu respectivo andlogo, percebe-se que a
presenca do bromo na posicao 5 do indol contribui significativamente no processo inibitorio,
elevando sua capacidade inibitoria, quando equiparado ao seu analogo JF-249, cujo
percentual de inibicdo foi parcial (65%), ressalvando que ambos possuem um vinil-éster
(metoxi) acoplado ao nucleo tiazolidinona.

Ainda nessa concepcdo, Ribeiro et al. (2019) realizaram ensaios de inibicdo
enzimatica Topo Ila, utilizando derivados quinolinas-tiossemicarbazonas. Dentre 0s
compostos testados, houve derivados portadores dos substituintes naftil (JF-89), p-bromofenil
(JF-93) e fenil ndo substituido (JF-96), cuja atividade antitopo Ila foi constatada a 10 puM.
Segundo os autores, 0s substituintes halogenados presentes em alguns compostos, como o JF-
93, conferiram um carater eletrénico e hidrofébico positivos, influenciando no processo
inibitério enzimético e que substituintes hidrofobicos, como o natil e o fenil, presentes em
alguns compostos também contribuiram para a melhoria da atividade inibitoria enzimatica
abordada.

Ja com relacdo ao derivado JF-256, podemos deduzir que a presenca do halogénio
bromo na posicdo 5 do indol desfavoreceu levemente o processo inibitorio enzimatico (85%),
quando comparado ao seu analogo JF-252 (indol ndo substituido) (100%), uma vez que
ambos possuem um fenil ndo substituido acoplado ao C-4 do nucleo tiazol. A explicacao pode
estar relacionada ao fato do JF-256 ser portador de um &tomo volumo como o bromo, o que
pode ter ocasionado um impedimento estérico na sua conformagcdo, interferindo na interacdo
com o sitio ativo da enzima e, por conseguinte, na inibigao Topo Ila.

Semelhantemente, o derivado JF-251 obteve um percentual inibitério (81%) melhor
gue o seu analogo JF-255 (68%), mesmo ambos possuindo um p-bromofenil acoplado ao C-4
tiazdlico, sugerindo que a mono-substituicdo pelo bromo foi mais eficaz que a di-substituicdo
pelo mesmo elemento quimico no que diz respeito a sua capacidade inibitéria. O mesmo pode
ser constatado ao se comparar os derivados JFs 251, 252, 255 e 256. O primeiro e o Gltimo
apresentaram porcentagens de inibicdo muito aproximadas (81% e 85%, respectivamente), o
que indica a relevancia da mono-substituicdo pelo bromo no efeito inibidor da Topo Ilo. em

relacdo ao di-substituido JF-255, que mostrou o menor percentual de inibicdo (68%), sendo
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este antagbnico ao JF-252, sem substitui¢des no indol e no fenil, com uma inibicdo enzimética
total, semelhante & m-AMSA, na concentracdo de 50 uM.

Gouveia et al. (2018) tambem sugeriram em seu estudo com espiroacridinas que uma
di-substituicdo pelo halogénio cloro desfavoreceu a atividade inibitoria Topo Ila (15.91%)
quando comparado ao seu anélogo portador de uma mono-substituicdo pelo mesmo elemento
quimico (61.70%), a 100 uM. Esses achados reforcam os resultados discutidos no pardgrafo
anterior, visto que o halogénio usado para os JFs (bromo) ¢ mais volumoso que o cloro,
indicando que a inser¢do deste halogénio em posicdes diferentes provavelmente causa um
impedimento estérico, prejudicando a inibi¢do da enzima, conforme concluido pelos referidos
autores.

Todavia, 0 JF-250, que foi um dos melhores nos testes de interacdo com a HSA, teve
uma atividade inibitéria um pouco maior (87%) quando comparada ao seu analogo JF-254
(83%), mesmo ambos possuindo um vinil-éster (etoxi) acoplado ao anel tiazolidinona. Para
este caso, deduz-se que a presenca do halogénio bromo na posi¢cdo 5 do indol também
desfavoreceu levemente a inibicdo enzimatica, possivelmente, pelas razdes acima discutidas.

De forma geral, com base nos percentuais mostrados na Tabela 1, pode-se constatar
que a ciclizagdo das tiossemicarbazonas contribuiu no processo de potencializacdo da
atividade inibitoria da Topo Ilo. Isso é evidenciado pelo fato de todos os compostos, com
excecdo do JF 249 (50%), apresentarem percentuais de inibicdo enzimativa maiores ou igual
(JF-255) que o LT-51 (68%), um derivado indolico-tiossemicarbaz6nico, na concentracdo de
50 uM, possivelmente em circunstancia das propriedades eletrdnicas e fisico-quimicas
inerentes aos grupos quimicos ciclicos.

De maneira conclusiva, evidencia-se que para 0s compostos portadores de um vinil-
éster (etdxi) conjugado ao anel tiazolidinona e de um p-bromofenil e/ou de um fenil ndo
substituido ligado ao C-4 do anel tiazdlico, a inser¢cdo de um bromo na posi¢do 5 do grupo
indolico desfavorece a atividade de inibicdo enzimatica Topo lla. Entretanto, apenas para 0s
derivados portadores de um vinil-ester (metdxi) acoplado ao grupo tiazolidinona, a insercao
do referido &tomo de halogénio na citada posi¢do do indol parece contribuir na ampliagdo do
efeito inibitério enziméatico. Em linhas gerais, pode-se inferir que os derivados JFs
melhoraram o mecanismo interfacial do complexo de clivagem e levaram a inibicdo da

atividade catalitica Topo Ila.
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ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR DOS COMPOSTOS JFS E A
TOPOISOMERASE llo HUMANA

Vislumbrando entender os resultados de inibigdo in vitro obtidos para os derivados
indol-tiazolicos e indol-tiazolidinonas frente a Topo Ila, estudos de ancoramento molecular
foram propostos para determinar possiveis modos de interacbes destes com o receptor
estudado: a enzima Topoisomerase Ila Humana (PDB ID: 5gwk). A resposta biologica
antiproliferativa pela inibicdo enzimatica a Topo Ila ¢ comumente associada a formagdo de
um complexo ternario estavel DNA-Topolla-ligante (FILHO et al., 2019; TYLINSKA et al.,
2021).

Informacdes acerca do encaixe de inibidores conhecidos ao sitio de ligacdo da DNA-
Topolla, como o0 etoposideo e a amsacrina, descrevem interacdes polares com os residuos de
aminoacidos Ser*®*, Asp*® e Arg*’ na regifo enzimatica, assim como, interacdes geralmente
hidrofobicas com a dupla fita do DNA (DRWAL et al., 2014; SADER; WU, 2017; SOUSA et
al., 2022). Essas informacdes sobre o encaixe dos compostos de referéncia podem ser
confirmadas na Figura 2 abaixo, onde, em um modelo 2D, as principais interacdes com o

complexo DNA-Topo Ila sdo apresentadas.

Figura 2. Conformeros finais do etoposideo e amsacrina complexados com DNA-Topolla humana (PDB
ID:5gwk). Os tracejados indicam as interagBes polares e hidrofdbicas realizadas por cada estrutura com o
modelo cristalografico utilizado.
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Os ensaios de ancoramento molecular para os derivados JFs foram baseados no local
de complexacdo da Topo Ila com 0 etoposideo. A validagdo do estudo foi realizada tanto por

estudos de re-docking (RMSD = 0,48), quanto pela utilizacdo da amsacrina como ligante, um
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controle positivo para o estudo in vitro com interagfes j& descritas com a enzima, validando
assim os parametros utilizados pelo programa Gold para os célculos teéricos (DRWAL et al.,
2014; SADER; WU, 2017).

A Figura 3 indica o encaixe do LT-51 ao sitio da Topo Ila, em comparagdo ao encaixe
encontrado para amsacrina. O LT-51 apontou interagGes polares com o Arg*®’, Glu®® e T°,
indicando uma complementariedade interessante ao sitio estudado; este derivado indolico-
tiossemicarbazona (nédo ciclizado) foi utilizado como precursor dos JFs (OLIVEIRA et al.,
2015, 2017). Os derivados JFs foram planejados com objetivo de intensificar possiveis
empilhamentos de elétrons, principalmente com os residuos de DNA, potencializando assim o
perfil bioldgico ja encontrado para o LT-51. Para tal, a insergdo de porg¢des ciclicas e ricas em
elétrons, através da ciclizacdo do ligante da tiossemicarbazona do LT-51 foram propostas aos

novos derivados.

Figura 3. Conférmeros finais encontrados apés o ancoramento molecular do etoposideo (lilas), LT-51 (amarelo),
JF-249 (verde) e 0 JF-252 (rosa claro) com o modelo cristalografico da DNA-Topollo. humana (PDB ID:5gwk).
As interacdes intermoleculares com o receptor estudado séo detalhadas para o composto LT-51.
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A Figura 4 apresenta um ponto de discussdo importante apontado pelos estudos
tedricos; os derivados das séries tiazolidinonas e tiazois reproduziram modos distintos de
complexacdo com a Topo Ila. Essa distingdo pode ser justificada principalmente pelas
diferencas estruturais entre as series, acometendo variacdes nas densidades eletronicas,
resultando em um maior perfil hidrofébico a série tiazélica, perfil determinante para inversdo
no modo de encaixe.

A Figura 4 abaixo ainda apresenta um esboco tridimensional de encaixe dos derivados
ndo substituidos estudados: o JF-249 (indol-tiazolidinona) e o JF-252 (indol-tiazdlico),
correlacionando-os aos limites estereoeletronicos da cavidade da enzima estudada, através de
um grafico de superficie. Os ancoramentos apontaram um bom ajuste estereoeletrénico a
cavidade enzimatica, caracteristica certamente determinante para o perfil bioldgico
encontrado.

Adicionalmente, os residuos de Arg*®’ e GIu>® coordenaram, através de interacoes
polares, 0 encaixe dos derivados a enzima. Interagdes hidrofbicas com os residuos T°, G*3,
Arg*" e Met’®? foram reproduzidas para todos os derivados JFs. A pontuagio de encaixe para
cada composto, bem como os tipos de interacdes entre os ligantes e o complexo DNA-

Topolla estdo descritos na Tabela 2.

Figura 4. Conférmeros finais encontrados ap6s o0 ancoramento molecular do JF-249 (verde) e JF-252 (rosa) com
0 modelo cristalografico da DNA-Topolla humana (PDB ID:5gwk).
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Tabela 2. Pontuagdo de encaixe (score) no ancoramento molecular com o complexo DNA-Topolla.

%

Série Composto  R: R2 inibicdo  Score InteragGes InteracGes hidrofébicas
(in vitro) polares
708 19 13 487
249 H H 65 8738 AgeT CFC LI efmArg
708 19 13 487
Indol- 25 H CH 87 10832 AgeT O CT G AT
tiazolidino- G7 CB T9 AlZ GlS
nas 253  Br H 100 10625 AT 4 ast pperier pets
G7 C8 T9 A12 GlS
254 Br CH3 83 100,36 Al’g487 -I-9 Arg487 Met762 Met766
8 TI9 AL12 13 487
252 H H 100 10560  Glus® ¢ AM efm ATg
C8 T9 A12 GlS Ar9487
506
Indol- 251 H Br 81 98,93 Glu Met762
. . 8 T9 AL2 13 487
tiazois 255  Br  Br 68 8595 ; cT AM egez Arg
8 T9 12 13 487
256  Br H 85 10559  GIu™® cT AM e??@z ATg
Arg*¥’ 8 487 762
LT-51 68 9085 s C? Arg* Met
Ser464
Amsacrina 100 102,01 Asp?e® CeToG":
Arge?
Etoposideo? - 104,40 Arg*®’ T G- Arg*’ Met’®®
aRMSD = 0,48.

A capacidade inibitoria de compostos frente & Topo Ilo. comumente estd associada a
possibilidade de interacBes intermoleculares tanto na regido especifica da enzima quanto do
DNA (BUZUN et al., 2020). Os derivados indol-tiazolidinonas apresentaram, no geral, além
de interages com DNA, interacdes polares com o residuo Arg*’, condizentes com os
compostos de referéncia estudados, com distancias que variaram de 2,53A (JF-253) a 3.17A
(JF-249).

Todos os derivados desta série, com exce¢do do JF-249, indicaram capacidade em
realizar duas ou mais interagdes polares com o residuo Arg*®’. O composto JF-249 apontou
um encaixe levemente diferente dos demais, principalmente na regido do éster, o que poderia
justificar a menor pontuacdo (score) de encaixe do estudo (87,38) condizente com 0s
resultados bioldgicos obtidos (LU et al., 2016; SADER; WU, 2017; ZIDAR et al., 2020).

Concomitantemente as interacdes polares discutidas, destacam-se as interagdes
envolvendo elétrons n tanto com as bases nitrogenadas, quanto com os residuos enzimaticos
da Topo lla; os resultados do ancoramento indicaram que a presenca do bromo no nucleo
indolico favoreceu as interagdes hidrofdbicas desse fragmento com as bases do DNA,

principalmente a base nitrogenada T°. As poses finais encontradas no acoplamento dos
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derivados JF-249 e JF-250 com DNA-Topolla sdo mostradas na Figura 5.

Figura 5. Conformeros finais encontrados apés o ancoramento molecular do JF-249 (verde) e JF-250 (branco)
com o modelo cristalografico da DNA-Topollo humana (PDB ID:5gwk). As interagdes polares sdo apresentadas
em tracejados verdes; assim como, interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas, em tracejados rosas e laranjas,
respectivamente.
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Em geral, € relatado na literatura que os sistemas poliaromaticos apresentam a
capacidade de interacdo com o DNA (via intercalacdo) e inibicdo de topoisomerases
(KHALIFA et al., 2022; SANTINI et al., 2014; SOUSA et al., 2022). Assim como discutido
anteriormente, os derivados indol-tiazélicos apontaram uma inversao na complexacdo com o
sitio do sistema DNA-Topolla, segundo os estudos teoricos. Abaixo, a Figura 6 apresenta 0s

resultados para os ancoramentos destes derivados ao sistema DNA-Topolla.
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Figura 6. Conférmeros finais encontrados apés o ancoramento molecular do JF-252 (rosa claro), JF-251 (ouro),
JF-255 (azul) e 0 JF-256 (cinza) com o modelo cristalografico da DNA-Topolla humana (PDB ID:5gwk). As
interacGes intermoleculares com o receptor estudado sdo detalhadas para o composto JF-252.
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Substituicdes nas posi¢des R: e R2 no arcabougo tiazolico estudado indicaram

mudancas no encaixe a Topo Ila; quando dissubstituido (JF-255), essa alteracdo foi mais

pronunciada, sendo responsadvel pela perca de uma interacdo polar com o residuo de

aminoacido GIu®%, assim como, interacdes hidrofdbicas da porgdo indolica com o residuo

Arg*’ ambos de uma regido muito influente da enzima, e comum aos outros derivados.

Todas essas diferengas justificariam a reducdo significativa de afinidade ao alvo

estudado, indicado pelo estudo tedrico (Tabela 2). Ademais, como apresentado no grafico de

superficie abaixo, a regido de substituicdo em Rz (porcdo fenil) € muito mais impedida

estereoeletronicamente que a regido Rz, por isso uma maior sensibilidade de atividade foi
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encontrada quando comparamos os derivados JF-251 (R: = H, R> = Br; pontuacdo = 98,93) e
JF-256 (R1 = Br, R2 = H; pontuacdo = 105,59). Por fim, o arcabouco tiazélico apontou um
bom ajuste a cavidade enzimatica estudada, sendo conduzida principalmente por interacdes

hidrofébicas e eletrostaticas com o DNA.

ESTUDOS DA ATIVIDADE HEMOLITICA DOS JFS 252, 253, 255 E 256

Alguns compostos sdo citotoxicos devido a danos inespecificos da membrana celular,
podendo culminar numa morte celular imediata (FORTES et al., 2016). Por isso, com o
proposito de excluir compostos com propriedades nocivas a membrana celular, um dos
ensaios mais usados € a analise da atividade hemolitica do(s) ligante(s) pesquisado(s)
(SOUZA-MELO et al., 2021; ANSARI et al., 2020). Neste ensaio foram escolhidos os quatro
melhores compostos inibidores da atividade catalitica da enzima Topoisomerase Ila: JFS 252,
253, 255 e 256 (Tabela 1).

Em consonéncia com os resultados analisados, nenhum dos quatro compostos foram
capazes de causar uma atividade hemolitica significativa nos eritrocitos humanos durante o
periodo do estudo, mesmo na concentracdo mais alta (100 puM). Adicionalmente, constatou-se
que a propriedade hemolitica dos referidos compostos foi concetragdo-dependente, com
baixos niveis de hemolise e muito semelhantes entre si. A seguir, os graficos com os melhores
compostos inibitorios Topo Ila (JFs 252, 253, 255 e 256) e a m-AMSA estdo discriminados

na Figura 7.
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Figura 7. Gréficos da atividade hemolitica dos compostos inibidores Topo Ila mais eficientes: JFs 252, 253,
255, 256 e da m-AMSA, comparando-o0s aos controles positivo (C +: Triton) e negativo (C-: Solucéo Salina).

JF-252

100
80
60

40

% de Hemolise

20

S 10 25 50 1
Concentragiao (uM)

JF-255

100
80
60

40

% de Hemolise

20

25 50
Concentragio (uM)

m-AMSA

% de Hemolise

00

100

Cc+

C+

JF-253
100
80
2
2
£ 60
9
==}
S 40
X
20
0
5 10 25 50 100 C+ C-
Concentragio (uM)
JF-256
100
80
b
= 60
£
D
E 40
-]
X
20
0
5 10 25 50 100 C+ C-
Concentragao (nM)
50 100 C+ C-
Concentracgio (uM)

Como é possivel obervar, as caracteristicas quimicas estruturais que diferenciam o0s

compostos JF-252 (indol-tiazolico ndo substituido), o JF-253 (indol-tiazolidinona bromo-

substituido), JF-255 (indol-tiazolico bromo dissubstituido), JF-256 (indol-tiazélico bromo

substituido) possivelmente nado interferiram no perfil hemolitico dos derivados citados, pois

apresentaram semelhancas na atividade hemolitica em todas as concentragdes usadas no

ensaio, em compara¢do com o0s controles positivo e negativo. Ja o farmaco m-AMSA
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apresentou uma atividade hemolitica um pouco maior comparada aos JFs.

De Santana et al. (2017) e Ansari et al. (2020) também pesquisaram a atividade
hemolitica de derivados tiazolicos. Os primeiros afirmaram que nenhum dos compostos
tiazolicos testados foram capazes de desenvolver hemdlise nos eritrocitos humanos, nas
concentragOes testadas. JA o segundo grupo citado observou que os derivados testados
apresentaram hemolise numa porcentagem de aproximadamente 25% (maior que os JFs),
concluindo que a atividade hemolitica apresentada nédo foi signitificativa.

O percentual hemolitico comparativo dos quatro compostos testados e da m-AMSA

pode ser visualizado na Figura 8 abaixo:

Figura 8. Porcentagem da atividade hemolitica dos derivados JFs 252, 253, 255 e 256 e m-AMSA, em fung¢éo
das concentragdes utilizadas no referido ensaio: 5, 10, 25, 50 e 100 pM.
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A partir da Figura 8, pode-se inferir que todos os quatro compostos testados nas
concentragcdes de 5-100 UM tiveram uma baixa atividade hemolitica, menor que 20%, na
maior concentracdo testada. Também é possivel identificar que todos os compostos testados
possuem atividade hemolitica menor que a m-AMSA, na maioria das concentraces ou
hemolise similar (em 25 e 50 uM), para o JF-255.

Caracteristicas similares aos JFs também foram descritas por Gehrcke et al. (2017), os
quais também testaram o perfil hemolitico de derivados inddlicos e inferiram que a atividade
desencadeada foi concentracdo-dependente, com baixos niveis de hemdlise, sendo a maior

porcentagem calculada no valor de 20%. Os autores declaram, portanto, que 0s compostos
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usados na pesquisa ndo apresentaram propriedade hemolitica.

Logo, percebe-se que os melhores compostos do ensaio antitopoisomerase llo (JFs
252, 253, 255 e 256) apresentam uma baixa e/ou uma insignificante atividade hemolitica,
indicando que ndo sdo nocivos aos eritrocitos humanos, caso tornem-se farmacos

antitumorais.

ESTUDOS DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DOS COMPOSTOS JFS

A atividade antiproliferativa in vitro dos derivados JFs destaques nos ensaios de
interacdo com o DNA, com a HSA e na inibi¢ado TOPO Ila foi determinada com uso da
linhagem tumoral de mama MCF-7. Os dados de TGI (ug/ml) estdo apresentados na Tabela 3,

abaixo.

Tabela 3. Valores de TGI para os compostos JFs 252, 253, 255 e LT-26, testados na linhagem tumoral de mama
MCF-7.

COMPOSTO TGI (ug/ml)
JF-252 8,97
JF-253 >100
JF-255 >600
LT-26 20,51

m-AMSA? 0,83

@ Amsacrina foi usada como controle positivo

O ensaio da sulforrodamina foi empregado e a m-AMSA e o LT-26 foram utilizados
como controles positivos, com valores de TGI entre 8,97 e >600 pg/ml. O composto com
maior citotoxicidade para a referida linhagem foi o JF-252 (derivado indol-tiazélico nao-
substituido) com um TGI de 8,9 pug/ml. Os compostos JF-253 e JF-255 obtiveram valores
>100 e >600 ug/ml, respectivamente. Assim, observa-se que a auséncia de bromo tanto no
indol, quanto na cadeia lateral do nucleo tiazélico possivelmente favoreceu a acao citotoxica
contra a célula da linhagem MCF-7, ndo apenas pelo menor valor de TGI para 0 composto
acima mencionado, mas também pelos altos valores de TGI observado para os dois outros
compostos testados. Os resultados logrados para o TGI corroboram os achados de Alves et al.
(2021), cujos autores testaram todos os derivados JFs em estudos de interacdo com o ctDNA,

concluindo que o JF-252 foi 0 mais promissor, em compara¢do aos demais, por ter
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apresentado a maior constante de afinidade (Kb = 6.99 x 10° M),

Almeida et al. (2015) conduziram experimentos antiproliferativos com derivados
acridinicos-tiossemicarbazonicos substituidos com fenil LT-26 (3a), usado como controle
positivo no protocolo antiproliferativo e com p-bromofenil (3g). Os autores inferiram que a
natureza do substituinte no anel fenil influenciou significativamente na atividade
antiproliferativa, com destaque para o composto 3a (fenil ndo-substituido) que apresentou um
TGI com valor de 12,92 pg/ml. O derivado JF-252 (também portador de um fenil nao
substituido) apresentou um valor de TGI ainda menor: 8,97 pug/ml (Tabela 3), consolidando as
conclusdes dos pesquisadores supracitados. Por outro lado, o composto 3g (p-bromofenil),
cujo valor de TGI foi maior que a mais alta concentragédo utilizada no ensaio (>600 pg/ml),
similarmente ao ocorrido com o0 JF-255: >600 ug/ml (Tabela 3). Com base nos resultados
auferidos, os autores depreenderam que substituintes volumosos no anel fenil causaram uma
diminuigdo significativa na capacidade antiproliferativa dos derivados testados. N0ssos
achados ratificam a inferéncia dos autores.

Outrossim, Oliveira et al. (2017) realizaram estudos antiproliferativos com derivados
inddlicos, cujo derivado destaque foi o LT-51 (2b), também usado neste trabalho na atividade
inibitoria da enzima Topo Ila. Os autores inferiram que a presenga do nucleo indol, bem
como a presencga da porcdo naftaleno foram importantes nos resultados positivos da atividade
antiproliferativa contra vérias linhagens tumorais. Analogamente, o JF-252 (portador também
tanto de um ndcleo indol, quanto de um naftil) foi o destaque da referida atividade e dos
estudos de inibicdo da mesma enzima, comprovando as conclus@es dos autores citados.

O composto JF-252 foi mais ativo que os demais JFs testados (JF-253 e JF-255),
mostrando que a auséncia do bromo seja acoplado ao indol ou ao anel tiazolico potencializou,
provavelmente, a atividade antiproliferativa. Ou seja, os derivados portadores do vinil-éster
(etdxi) bromo-substituido e da dissubstituicdo do referido halogénio tiveram uma baixa
citotoxicidade, principalmente o JF-255, o que indica que apresenca do bromo nas
extremidades da estrutura da molécula, possivelmente, interferiu na referida atividade,

minimizando o seu potencial (Figura 9).
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Figura 9. Atividade antiproliferativa da m-AMSA, JF-252 (composto 1), JF-253 (composto 2), JF-255
(composto 3) e LT-26 (composto 4) nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pug/mL; contra a linhagem celular
tumoral de mama MCF-7.
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Alves et al. (2021) realizaram estudos e confirmaram que o JF-252 foi 0 mais
promissor nos estudos de interacdo com o ctDNA, em comparacdo aos demais, por ter
apresentado a maior constante de afinidade (Kb = 6.99 x 10° M™). Além disso, o referido
trabalho concluiu que o composto € ligante aos sulcos do DNA através de estudos in vitro e in
silico. Aqui, os estudos de inibi¢cdo da enzima topoisomerase Ilo. mostraram que o JF-252
apresentou inibicdo semelhante ao controle positivo mAmsa, comportando-se como um
“veneno” Topo Ila, como também, os estudos antiproliferativos desvelaram este JF possui o
menor valor de TGI. Ja os estudos hemoliticos mostraram que o citado derivado indolico tem
uma atividade hemolitico insignificante comparada a m-AMSA (Figura 9). Esses dados
estimulam mais estudos aprofundados deste e de outros derivados indol-tiazélicos e indol-
tiazolidinonas.

Ribeiro et al. (2019) testaram derivados quinolina-tiossemicarbazonico, tendo sido
evidenciado o derivado JF-89 (portador de um naftil), o qual foi destaque com uma atividade
antiproliferativa melhor que o controle positivo (m-AMSA). Ainda, outros derivados
portadores de um p-bromofenil (JF-93) e de um fenil (JF-96) foram testados, com perfil

antiproliferativo semelhante ao da m-AMSA. Em virtude disto, os autores concluiram que 0s
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resultados evidenciados demonstraram que a substituicdo com 4&tomos menos volumosos ou a
nédo substituicdo favoreceu a agdo antitumoral para todas as linhagens celulares utilizadas na
pesquisa. Tais informacdes reforcam os achados do nosso trabalho referente ao JF-252 (nédo
substituido), concercente ao seu perfil antiproliferativo, em relacdo aos demais compostos
testados.

Logo, uma andlise da estrutura quimica dos derivados JFs testados no ensaio
supracitado permite destacar a influéncia dos nucleos indol, tiazol e do fenil sem
substituicdes, o que, presumivelmente, potencializou a atividade antiproliferativa contra a
linhagem tumoral de mama MCF-7. Estudos in vitro e in vivo adicionais seréo realizados para
avaliar melhor os mecanismos envolvidos, além da biodisponibilidade e eficacia desses novos

derivados.
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CONCLUSAO

Derivados indol-tiazois e indol-tiazolidinonas foram submetidos a ensaios de inibicéo
da enzima Topoisomerase Ila, e foi observado que todos os compostos foram capazes de
inibir a atividade enzimaética, principalmente os JFs 252 e 253, que apresentaram uma agao
antitopo Ila total (100%), semelhante ao controle positivo (m-AMSA), a 50 puM. Essa
interacdo foi consolidada pelos estudos in silico, sobretudo, para os derivados indol-tiazois,
principalmente por interacGes hidrofébicas e eletrostaticas com o sistema DNA-Topo lla.

Ademais, a partir do estudo supracitado, foi possivel depreender que a ciclizacdo dos
derivados JFs de tiossemicarbazonas em tiazois e tiazolidinonas, em geral, potencializou a
capacidade inibitoria Topo Ila destes, em compara¢do com o LT-51, que € um derivado
inddlico tiossemicarbazénico, portanto, ndo ciclizado.

O estudo das propriedades hemoliticas dos melhores compostos da atividade
antitopoisomerase Ilo e da interagdo com o DNA e HSA mostrou que o perfil hemolitico de
derivados testados foi concentracdo-dependente, com baixos niveis de hemdlise, sendo a
maior porcentagem calculada no valor de 20%, denotando uma biocompatibilidade razoavel
e/ou aceitavel, segundo a literatura.

A respeito dos estudos antiproliferativos, foram testados os JFs 252, 253 e 255, cujos
resultados indicaram que o JF-252 se destacou, com o melhor valor de TGI (8,97 pg/ml). A
literaura tem mostrado que compostos indélicos ndo substituidos, bem como a presenca de um
naftil e de um fenil também ndo substituido, supostamente, contribui para a potencializagdo
do efeito antiproliferativo.

Ademais, os resultados indicam que os novos derivados indol-tiazélicos e indol-
tiazolidinonas propostos sdo promissores, dada a sua capacidade propriedade antipoisomerase
ITa,, comprovando que a inser¢do dos substituintes propostos foi relevante na contribuicdo dos
efeitos verificados, bem como a importancia da presenca de grupos quimicos lipofilicos no
processo de inibicdo da enzima supracitada. Portanto, os derivados inddlicos estudados
contemplam diversas caracteristicas que despertam estudos mais aprofundados sobre sua
futura aplicacdo no tratamento do cancer. Mais experimentos serdo executados posteriormente
a fim de investigar com mais meticulosidade o mecanismo de agdo dos novos JFs, enquanto

candidatos a farmacos a serem utilizados na terapia antibl&stica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Mediante os estudos de interagdo dos oito derivados indol-tiazélicos e indol-
tiazolidinonas com o ctDNA, por meio das técnicas espectroscopicas de absor¢do UV-vis e
emissdo fluorescente com diferentes sondas fluorescentes, depreendeu-se que 0s compostos
estudados interagiram com esta biomolécula, tendo como mecanismo de interacdo a ligacao
ao sulco menor do ctDNA. Os estudos in silico de docking molecular com o DNA,
confirmaram o modo de interagdo entre derivados e DNA por ligacdo aos sulcos,
especificamente no sulco menor, havendo, portanto, a formagdo do complexo DNA-JF. A
partir do ensaio espectroscopico de absor¢cdo UV-vis com oligonucleotideos e DAPI
(controle) foi possivel inferir que o composto JF-252 liga-se especificamente nas regides ricas
em sequéncias A-T, no sulco menor do ctDNA.

Similarmente, a partir dos estudos de interagdo com uso das mesmas técnicas
espectroscopicas supracitadas entre os derivados indol-tiazolicos e indol-tiazolidinonas com a
HSA, concluiu-se que os compostos interagiram com esta biomolécula, formando o complexo
HSA-JF, especialmente o composto JF-255 (di-substituido com bromo), o qual apresentou o
maior valor tanto para a constante de afinidade (Kb = 3.65 x 10° M) quanto para a constante
de supressdo fluorescente (Ksv = 4.34 x 10* M),

O estudo molecular de ancoramento dos JFs com a HSA corroborou os resultados in
vitro, comprovando a forte interacdo da HSA com o JF-255, no mesmo sitio que o controle
(indometacina). A existéncia de mecanismo de supressdo estdtica durante a formagdo dos
sistemas HSA-JF foi verificada por estudos espectroscopicos. O estudo de fluorescéncia
sincrona também revelou que a conformacdo de HSA foi alterada e a polaridade
preferencialmente ao redor do residuo Trp foi alterado na presenca dos derivados. Por fim, os
resultados obtidos com as sondas sitio-marcadores (indometacina e ibuprofeno) revelaram o
subdominio 1A (sitio I de Sudlow) como o local preferencial de interacdo para 0s compostos-
teste com a HSA.

Na andlise do potencial inibitorio da enzima Topo Ila, os oito derivados foram
capazes de inibir a atividade enzimatica, principalmente os JF-252 e JF-253, que
apresentaram uma acdo antitopo Ila total (100%), semelhante ao controle positivo (M-
AMSA), a 50 uM. Essa interagdo foi consolidada pelos estudos in silico, sobretudo, para os
derivados indol-tiazois, principalmente por interacGes hidrofobicas e eletrostaticas com o

sistema DNA-Topo lla.
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O estudo das propriedades hemoliticas dos melhores compostos da atividade
antitopoisomerase Ila e da interagdo com o DNA e HSA mostrou que o perfil hemolitico de
derivados testados foi concentracdo-dependente, com baixos niveis de hemdlise, sendo a
maior porcentagem calculada no valor de 20%, denotando uma biocompatibilidade razoavel
e/ou aceitavel, segundo a literatura.

Concernente aos estudos antiproliferativos com os melhores compostos, foi possivel
observar que 0 composto-teste mais promissor também foi o0 JF-252, que apresentou o melhor
valor de TGI, em comparacdo aos demais derivados testados.

Ademais, os resultados indicam que os derivados indol-tiazélicos e indol-
tiazolidinonas avaliados sdo promissores, dada a capacidade em interagir com
biomacromoléculas de interesse cientifico como o DNA e a HSA e seu potencial
antipoisomerase Ilo, comprovando que a insercao dos substituintes propostos foi relevante na
contribuicdo dos efeitos verificados, bem como a importancia da presenca de grupos quimicos
lipofilicos no processo de interagdo/inibicdo das biomoléculas supracitadas. Mais
experimentos serdo executados posteriormente a fim de investigar com mais meticulosidade o

mecanismo de acdo do derivado JF-252, principalmente com outras linhagens tumorais.
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8 PERSPECTIVAS

e Investigar a atividade antiproliferativa do derivado JF-252, analisando suas
propriedades citotoxicas com linhagens de células ndo-transformadas;
e Avaliar a capacidade de inibicdo da migracao e invasdo das células tumorais MCF-7

frente ao derivado JF-252;
e Avaliar o tipo de morte celular causado nas células MCF-7 pelo derivado JF-252.
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APENDICE A - ESPECTROS DE INTERACAO DOS DERIVADOS INDOL-
TIAZOLICOS E INDOL-TIAZOLIDINONAS COM OS COMPLEXOS LA-CTDNA E
DAPI-CTDNA ATRAVES DA TECNICA ESPECTROSCOPICA DE EMISSAO
FLUORESCENTE

Figura Al. Espectros de emissdo do LA (3 uM) livre (----) e ligado ao ctDNA (30 pM) na auséncia (.....) € na
presenca dos derivados JF’s 249, 250, 251, 253, 254 e 255 (—). As setas (]) e («—) mostram a diminuicdo da
intensidade sobre o aumento da concentra¢do dos compostos-teste (3, 6, 10, 15, 20, 25 e 30 uM), a temperatura
ambiente, e o efeito hipsocrdmico, respectivamente. Inserido: Gréfico da Supressdo de Stern-Volmer da
intensidade de supressao relativa (FO/F) em funcdo da concentragdo do derivado, conforme determinado a partir
dos dados espectrais.
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Figura A2. Espectros de emissdo do LA (3 uM) livre (----) e ligado ao ctDNA (30 pM) na auséncia (.....) € na
presenca dos derivados JF’s 256 (—). As setas (|) e («—) mostram a diminuicdo da intensidade sobre o0 aumento
da concentracdo do composto-teste (3, 6, 10, 15, 20, 25 e 30 uM), a temperatura ambiente, e o efeito
hipsocroémico, respectivamente.. Inserido: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supresséo
relativa (FO/F) em funcéo da concentracéo do derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura A3. Espectros de emissdo do DAPI (3 uM) livre (----) e ligado ao ctDNA (30 uM) na auséncia (.....) € na
presenca dos derivados JF’s 249, 250, 253 e 254 (—). A seta (|) mostra a diminuigdo da intensidade sobre o
aumento da concentra¢do dos compostos-teste (3, 6, 10, 15, 20, 25 e 30 uM), a temperatura ambiente. Inserido:
Gréfico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de supressao relativa (FO/F) em funcdo da concentracéo do
derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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Figura A4. Espectros de emissdo do DAPI (3 uM) livre (----) e ligado ao ctDNA (30 uM) na auséncia (.....) € na
presenca dos derivados JFs 251, 255 e 256 (—). As setas (|) e («) mostram a diminuicdo da intensidade sobre
0 aumento da concentragdo dos compostos-teste (3, 6, 10, 15, 20, 25 e 30 uM), a temperatura ambiente, e o
efeito hipsocrdmico, respectivamente. Inserido: Grafico da Supressdo de Stern-Volmer da intensidade de
supressdo relativa (FO/F) em fungdo da concentragdo do derivado, conforme determinado a partir dos dados

espectrais.
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APENDICE B - ESPECTROS DE INTERACAO DOS DERIVADOS INDOL-
TIAZOLICOS E INDOL-TIAZOLIDINONAS COM A HSA ATRAVES DA TECNICA
ESPECTROSCOPICA DE ABSORCAO UV-VIS

Figura B1. Espectros de absor¢do da HSA (20 uM) na presenca de quantidades crescentes dos JE’s 249, 251,
252, 253, 254 e 256 (0-20 uM). As setas (1), (—) e («) sdo referentes aos efeitos hipercrémico, batocrémico e
hipsocrémico, respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [JF]/(Ea - Ef) em fungdo da concentragédo
do derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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APENDICE C - ESPECTROS DE INTERACAO DOS DERIVADOS INDOL-
TIAZOLICOS E INDOL-TIAZOLIDINONAS COM A HSA ATRAVES DA TECNICA
ESPECTROSCOPICA DE FLUORESCENCIA

Figura C1. Espectros de supressao fluorescente da HSA (10 uM) na auséncia (----) e na presenga dos derivados
JF’s 249, 251, 252, 253, 254 e 256. A fluorescéncia dos compostos livres também foi monitorada como controle
(....). As setas (|) e («) mostram a diminuicdo da intensidade sobre 0o aumento da concentracdo dos complexos
(0-40 uM), a 25 °C, e o efeito hipsocrémico, respectivamente. Inserido: Gréfico da supressdo de Stern-Volmer
da intensidade de supressdo relativa (FO/F) em funcdo da concentragdo do derivado (Q), conforme determinado a
partir dos dados espectrais.
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Figura C2. (A) Espectros de emissdo dos derivados JFs 249, 250 e 251 (40 puM) livre (.....) e da HSA (3 uM)
livre (--) e ligada a quantidades crescentes dos compostos mencionados acima (5,10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40 uM),
a temperatura ambiente. As setas (]) e («) referem-se a efeitos hipocrémico e hipsocrémico, respectivamente.
(B) Gréficos de Stern-Volmer da interagdo entre os derivados supracitados e a HSA, sob trés diferentes
temperaturas.

® 25°C
v 30°C
37°C

16 B

=
——oM o 14
w— 5 M
e 10 pM
15 pM
a— 20 pM 12
25 M
30 pM

18

3suM

— 40 M 1.0
seees JF-249
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Comprimento de onda (nm) [JF-249] uM
2 ® 25°C
v 30°C
@ 37°C
18 B
&
-—0pM & 5
— 5 M
s 10 pM
15 M
— 20 M
— 25 uM 12
30 uyM
35puM
— 40 M
..... JF-250
0.9
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Comprimento de onda (nm) [JF-250] pM
0f
24 ® 25°C
w 30°C
37°C
«{ B
=
e OpM P
a— 5 M 1.6
e 10 M
15 yM
— 20 nM
— 25 M 12
30 pyM
. 3’[uM
— 40 UM
........................................................................... JF-251
0 0.8
300 320 340 360 380 400 0 - ] 10 15 20 25 30 35 40
[JE-251] pM

Comprimento de onda (nm)



166

Figura C3. (A) Espectros de emissdo dos derivados JFs 252, 253 e 254 (40 puM) livre (.....) e da HSA (3 uM)
livre (--) e ligada a quantidades crescentes dos compostos mencionados acima (5,10, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40 uM),
a temperatura ambiente. As setas (]) e («) referem-se a efeitos hipocrémico e hipsocrémico, respectivamente.
(B) Gréficos de Stern-Volmer da interagdo entre os derivados supracitados e a HSA, sob trés diferentes
temperaturas.
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Figura C4. (A) Espectros de emissdo do derivado JF-256 (40 puM) livre (.....) e da HSA (3 uM) livre (--) e
ligada a quantidades crescentes dos compostos mencionados acima (5,10, 15, 20, 25, 30, 35 e¢ 40 uM), a
temperatura ambiente. As setas (|) e (<) referem-se a efeitos hipocrdmico e hipsocrémico, respectivamente. (B)
Gréaficos de Stern-Volmer da interacdo entre os derivados supracitados e a HSA, sob trés diferentes
temperaturas.
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Figura C5. Espectros de fluorescéncia sincrona de HSA (3 uM) na auséncia e presenca de adi¢des sucessivas
dos derivados JFs 249 e 250 (0, 3, 6, 10, 15, 20, 25 € 30 uM) a AL =15 nm (A) e AL =60 nm (B), a temperatura
ambiente. As setas (|) e (—) referem-se aos efeitos hipocrémico e batocrémico, respectivamente.
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Figura C6. Espectros de fluorescéncia sincrona de HSA (3 pM) na auséncia e presenga de adigdes sucessivas
dos derivados JFs 251, 252 e 253 (0, 3, 6, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM) a Ak =15 nm (A) e AL =60 nm (B), a
temperatura ambiente. As setas () e (—) referem-se aos efeitos hipocroémico e batocrémico, respectivamente.
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Figura C7. Espectros de fluorescéncia sincrona de HSA (3 pM) na auséncia e presenga de adigdes sucessivas
dos derivados JFs 254 e 256 (0, 3, 6, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 uM) a AL =15 nm (A) e AL =60 nm (B), a temperatura
ambiente. As setas (|) e (—) referem-se aos efeitos hipocrémico e batocrémico, respectivamente.
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Figura C8. Deslocamento da indometacina do complexo HSA:indometacina (A) e do ibuprofeno do complexo
HSA:ibuprofeno (B) pelos derivados JFs 249 e 250. As setas (|) e (—) referem-se a efeitos hipocrémicos e
batocrémicos, respectivamente. (C) Gréficos de Stern-Volmer da interagdo entre os sistemas HSA:sitio-

marcadores e 0s compostos supracitados, a temperatura ambiente. [Indometacina] = [Ibuprofeno] =3 uM; [HSA]
=3 uM e [JF-255] = 3-30 uM, Aex = 280 nm.
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Figura C9. Deslocamento da indometacina do complexo HSA:indometacina (A) e do ibuprofeno do complexo
HSA:ibuprofeno (B) pelos derivados JFs 251 e 252. As setas (|) e (—) referem-se a efeitos hipocrémicos e
batocrémicos, respectivamente. (C) Gréficos de Stern-Volmer da interagdo entre os sistemas HSA:sitio-
marcadores e 0s compostos supracitados, a temperatura ambiente. [Indometacina] = [Ibuprofeno] =3 uM; [HSA]
=3 uM e [JF-255] = 3-30 uM, Aex = 280 nm.
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Figura C10. Deslocamento da indometacina do complexo HSA:indometacina (A) e do ibuprofeno do complexo
HSA:ibuprofeno (B) pelos derivados JFs 253 e 254. As setas (|) e (—) referem-se a efeitos hipocrémicos e
batocrémicos, respectivamente. (C) Gréficos de Stern-Volmer da interagdo entre os sistemas HSA:sitio-

marcadores e 0s compostos supracitados, a temperatura ambiente. [Indometacina] = [Ibuprofeno] =3 uM; [HSA]
=3 uM e [JF-255] = 3-30 uM, Aex = 280 nm.
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Figura C11. Deslocamento da indometacina do complexo HSA:indometacina (A) e do ibuprofeno do complexo
HSA:ibuprofeno (B) pelos derivados JF-256. As setas (|) e (—) referem-se a efeitos hipocrémicos e
batocrémicos, respectivamente. (C) Gréficos de Stern-Volmer da interagdo entre os sistemas HSA:sitio-
marcadores e 0 composto supracitado, a temperatura ambiente. [Indometacina] = [Ibuprofeno] =3 uM; [HSA] =3
uM e [JF-255] = 3-30 uM, Aex = 280 nm.
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APENDICE D - ILUSTRACOES DETALHADAS DAS FORCAS DE LIGACAO
ENTRE OS DERIVADOS INDOL-TIAZOLICOS E INDOL-TIAZOLIDINONAS
COM 0OS RESIDUOS DE AMONACIDOS CIRCUNDANTES DA HSA ATRAVES DA
TECNICA IN SILICO DE DOCKING MOLECULAR

Figura D1. Interacdes hidrofébicas e polares dos compostos JFs 249 e 250 com os receptores da HSA (a
esquerda). Em uma segunda imagem sdo mostrados (a direita) os tipos e distancias das ligagOes das interagfes
hidrofébicas dos compostos supracitados com o residuo Trp214.
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Figura D2. Interacbes hidrofébicas e polares dos compostos JFs 251 e 252 com os receptores da HSA (a
esquerda). Em uma segunda imagem sdo mostrados (a direita) os tipos e distancias das ligacOes das interagGes

hidrofobicas dos compostos supracitados com o residuo Trp214.
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Figura D3. Interacbes hidrofébicas e polares dos compostos JFs 253 e 254 com os receptores da HSA (a
esquerda). Em uma segunda imagem sdo mostrados (a direita) os tipos e distancias das ligacOes das interagGes
hidrofobicas dos compostos supracitados com o residuo Trp214.
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Figura D4. Interacfes hidrofobicas e polares dos compostos JF-256 com os receptores da HSA (& esquerda). Em

uma segunda imagem sdo mostrados (a direita) os tipos e distancias das ligagdes das interacdes hidrofébicas do
composto supracitado com o residuo Trp214.
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the binding constant () ranged from 1.62 x 10* to 8.71 x 10° M~" and quenching constant (Ksy) from 3.46
x 10°t07.83 x 10° M~ indicating a good affinity to BSA protein. Complementary, two compounds were selected
toassess their inhibition activity against topoisomerase llt enzyme, of which derivative 3apresented the best re-

Keywords:

Acridine-thiosemicarbazone sult. Moreover, to evaluate protein-ligand interactions, as well as the antitopoisomerase potential of these com-
Protein interaction pounds, tests of molecular modeling were performed between all compounds using the albumin and
Albumin Topoisomerase llo/DNA complex. Finally, in silico studies showed that all derivatives used in this research
Topoisomerase llo displayed good oral bicavailability potential.
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Keywords: Urgent treatments, in any modality, to fight SARS-CoV-2 infections are desired by society in general, by health
Coronavirus professionals, by Estate-leaders and, mainly, by the scientific community, because one thing is certain amidst the
SARS-CoV-2 numerous uncertainties regarding COVID-19: knowledge is the means to discover or to produce an effective
cqu)-lg treatment against this global disease. Scientists from several areas in the world are still committed to this
Antiviral mission, as shown by the accelerated scientific production in the first half of 2020 with over 25,000 published
Repurposed drugs

articles related to the new coronavirus. Three great lines of publications related to COVID-19 were identified for
building this article; The first refers to knowledge production concerning the virus and pathophysiology of
COVID-19; the second regards efforts to produce vaccines against SARS-CoV-2 at a speed without precedent in
the history of science; the third comprehends the attempts to find a marketed drug that can be used to treat
COVID-19 by drug repurposing. In this review, the drugs that have been repurposed so far are grouped according
to their chemical class. Their structures will be presented to provide better understanding of their structural
similarities and possible correlations with mechanisms of actions. This can help identifying anti-SARS-CoV-2
promising therapeutic agents.
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(CD), viscosity techniques and molecular docking. The ctDNA interaction analysis demonstrated different spec-
troscopic effects and the affinity constants (Kb) calculated by the UV-vis absorption method were between
2.08 x 10° and 699 x 10° M~ !, whereas in the fluorescence suppression constants (Ksv) ranged between 038
and 0.77 x 10* M~ and 0.60-7.59 x 10* M~ using Ethidium Bromide (EB) and 4',6-Diamidino-2-phenylindole

Keywords:

Indole (DAPI) as fluorescent probes, respectively. Most derivatives did not alter significantly the secondary structure of
Thiazole the ctDNA according to the CD results. None of the compounds was able to change the relative viscosity of the
DNA binder ctDNA. These results prove that compounds interact with ctDNA via groove binding, which was confirmed by

A-T rich oligonucleotide sequence assay with compound JF-252, suggesting the importance of both the phenyl
ring coupled to C-4 thiazole ring and the bromo-unsubstituted indole nucleus.
© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Abstract

Albumin is an abundant protein in nature with several biological functions. In the human body, both in health and in illness,
its ransport function is highlighted by the binding to medicinal drugs and consequent distribution in the bloodstream to the
site of action. This is particularly relevant for anticancer ireatments, since this protein accumulates in the tumor
microenvironment 1o supply the energetic demands of cancer cells. Different spectroscopy, thermodynamic and in silico
studies technigques can be employed o verify how albumin binds to ligands by using either human serum albumin (HSA) or
bovine serum albumin (BSA) due to their structural similarity. There is an increasing tendency to use albumin in analyses of
absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME) properties of anticancer molecules, which further demonstrated
the promising character of this investigation for proposing new drugs.
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ABSTRACT

The present work reports the synthesis of four new nitrogen heterocyclic derivatives with
different nuclei — acridine, quinoline, indole and pyridine — as well as their biological
properties regarding the capacity of interacting with DNA and human serum albumine (HSA)
through UV-Vis absorption and fluoresence spectroscopy, molecular docking and inhibition
of human topoisomerase llo enzyme. The different spectroscopic effects observed in the
investigation of the interaction between the derivatives and sSSDNA and HSA revealed that the
compounds presented interaction affinity with biomolecules. The compounds that stood out
were the derivative CAIC with the indole nucleus and CAAC with the acridine nucleus,
which presented binding constants (Kb) of 9.54 x10* and 1.06 x 10°, respectively. The
fluoresence suppression assay (Ksv) using probes generated suppresion values ranging from
0.34t0 0.64 x10° M and 0.1 a 0.34 x 10° M for ethidium bromide (EB) and acridine orange
(AO), respectively. These results indicate that the derivatives compete for the same binding
site of the intercalation probles, which is confirmed by molecular docking. In addition, the
derivatives inhibited the topoisomerase enzyme activity at concentrations of 10 uM. In other
words, the reduction of the acridine ring in the different nuclei does not interfere with the
molecules binding affinity (DNA/HSA) and with the inhibitory capacity against human
topoisomerase llo. enzyme, consequently, it shows potential antitumor activity. In the
toxicological evaluation of heterocycles in embryos, the derivatives did not show acute
toxicity. However, some derivatives reduced, and others increased the activity of REDOX
system enzymes. The CAAC and CAQA at 1 uM reduced the activity of catalase, while the



185

CAIC (1 pM) and CAPA (0.5 puM) significantly increased the activity of this enzyme. A
reduction in SOD enzyme activity was observed for CAPA (1 uM). In addition to increasing
SOD activity, the CAIC derivative also altered the heart rate of embryos compared to the
control. The findings found in this study for the studied derivatives provide us with
information about the potential antitumor action. However, the effects presented by the
CAAC and CAIC compounds in terms of enzyme and cardiac changes give us indications that
these effects may be indicative of a possible toxicological effect, requiring further
investigations to evaluate the generation of reactive oxygen species.
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