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RESUMO

Os nucleos heterociclicos indol e tiazol ocupam posicdo de destaque no campo da
quimica medicinal, estando presentes tanto em farmacos j& utilizados na clinica como
em novas moléculas candidatas a farmaco. Sdo amplamente utilizados e explorados,
pois, estdo associados ao desempenho de mdltiplas atividades bioldgicas, entre elas
a atividade antiproliferativa. Nessa perspectiva, esse trabalho propés a sintese de 8
novos derivados indol-tiazolicos, que foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas, e utilizados em ensaios in silico e in vitro. Nas analises in silico os
compostos  apresentaram  parametros  correspondentes com uma boa
biodisponibilidade via oral com excecdo apenas do CS-06 (p-Ph). O potencial de
interacdo entre os 8 (oito) novos derivados e as biomoléculas DNA e BSA foram
avaliados e todos os derivados mostraram ser possiveis intercaladores com o DNA e
apresentaram grau de interagdo com a BSA que indica bons parametros
farmacocinéticos. Os compostos também foram avaliados quanto ao potencial
antioxidante apresentando bons resultados nos testes com ABTS*, com destaque
para o CS-04 (p-Br). A avaliacao in vitro quanto a viabilidade celular em macréfagos
J774, mostrou que a maioria dos compostos apresentam baixo grau de toxicidade. A
atividade antiproliferativa foi inicialmente avaliada nas seguintes células
transformadas: MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), T-47D (carcinoma ductal
infiltrante de mama), DU-145 (Carcinoma prostatico) e Jurkat (Células T de leucemia
aguda), onde o composto que se destacou nesses testes foi o CS-03 (p-NO2),
chegando a apresentar indice de seletividade de 113, adicionalmete além dessa
molécula, os compostos CS-01 (p-F), CS-07 (p-CF3) e o CS-08 (p-OCH3)
apresentaram valores proximos e superiores ao da Doxorrubicina que foi utilizada
como controle positivo. Foi desenvolvido com sucesso um método de validagéo para
quantificar os compostos em HPLC-UV utilizando os parametros exigidos na FDA, ICH
e RDC 166/17, o que permitiu a realizacdo dos demais experimentos voltados a
utilizacdo de ferramentas nanotecnoldgicas para melhorar a solubilidade dessas
novas moléculas. Foram desenvolvidos e caracterizados dois tipos de nanopatrticulas
gue variaram na composicdo do polissacarideo utilizado, sendo elas DEX-ETCA e
FUC-ETCA, contendo os compostos CS-03 (p-NO2) ou CS-08 (p-OCH3), que
apresentaram tamanho em torno de 170 - 441nm, PDI de 0,059 a 0,193, carga
superficial de -63 a +15mV, e taxa de encapsulamento dos compostos em suas
respectivas nanoparticulas obtendo-se valores aproximados de 70%, o que
possibilitou a investigacdo in vitro na linhagem MDA-MB-231(Céancer de mama
mestastatico), permitindo a comparacdo de atividades dos compostos livres e
encapsulados, onde foi verificado aumento da atividade antiproliferativa. Os
resultados mostram que os scaffolds indol e tiazol sdo promissores quando
condensados em uma Unica molécula, destacando-se na série sintetizada o composto
CS-03 (p-NO2), que o encapsulamento dos compostos nas nanoparticulas propostas
contribuiu para otimizacdo de parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos, e
consequentemente aumentou as atividades dos novos derivados indol-tiazolicos.
Palavras-chave: Indol, Tiazol, Céncer, Nanotecnologia.



ABSTRACT

The indole and thiazole heterocyclic nucleus occupy a prominent position in the field
of medicinal chemistry, being present both in drugs already used in the clinic and in
new drug candidate molecules. They are widely used and exploited, as they are
associated with the performance of multiple biological activities, among they the
antiproliferative activity. In this perspective, this work proposed the synthesis of 8 new
indole-thiazole derivatives, which were characterized by spectroscopic techniques,
and used in in silico and in vitro assays. In silico analyses, the compounds included in
the corresponding parameters with good oral bioavailability with the exception only of
CS-06 (p-Ph). The interaction potential between the 8 new derivatives and the
biomolecules DNA and BSA were evaluated and all derivatives showed to be possible
intercalators with DNA and showed a degree of interaction with BSA that indicates
good pharmacokinetic parameters. The compounds were also evaluated for their
antioxidant potential, showing good results in tests with ABTS*, with emphasis on CS-
04 (p-Br). The in vitro evaluation for cell viability in J774 macrophages showed that
most compounds have a low degree of toxicity. Antiproliferative activity was initially
evaluated in the following transformed cells: MCF-7 (human breast adenocarcinoma),
T-47D (breast infiltrating ductal carcinoma), DU-145 (prostatic carcinoma) and Jurkat
(T cells of acute leukemia), the compound that stood out in these tests was CS-03 (p-
NO2), reaching a selectivity index of 113, but in addition to this molecule, the
compounds CS-01 (p-F), CS- 07 (p-CF3) and CS-08 (p-OCH3), showed similar and
even higher values than Doxorubicin, which was used as a positive control. A validation
method was successfully developed to quantify the compounds in HPLC-UV, using the
parameters required in FDA, ICH and RDC166/17 which allowed the carrying out of
other experiments aimed at using nanotechnological tools to improve the solubility of
these new molecules. Two types of nanoparticles that varied in the composition of the
polymer used were developed and characterized, namely DEX-ETCA and FUC-ETCA,
containing compounds CS-03 (p-NO2) or CS-08 (p-OCH3), which presented around
170 - 441nm, PDI from 0.059 to 0.193, surface charge of -63 to +15mV, and
encapsulation rate of the compounds in their respective nanoparticles, obtaining
values approximate of 70%, which enabled in vitro investigation on the MDA-MB-231
cellular lineage (Mestastatic breast cancer), allowing the comparison of activities of
free and encapsulated compounds, where an increase in antiproliferative activity was
observed. The results show that the indole and thiazole scaffolds are promising when
condensed into a single molecule, with the compound CS-03 (p-NOZ2) standing out in
the synthesized series and that the encapsulation of the compounds in the proposed
nanoparticles contributed to the optimization of physico-chemicals parameters and
pharmacokinetics, and consequently increased the antiproliferative activities of new
indole-thiazole derivatives.

Keywords: Indole, Thiazole, Cancer, Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos medicamentos para combater o cancer, faz-se
extremamente necessario, pois muitos medicamentos utilizados ndo apresentam a
efetividade de antes, isso deve-se aos mecanismos de resisténcia desenvolvidos
pelas células de cancer (Silva-Filho et al., 2019; Reygaert, 2018; Chopra; Davies,
2019; Jiang et al.,2023; Fessart, Robert, 2023). Além disso a toxicidade inerente de
alguns dos tratamentos existentes limita as chances de sucesso terapéutico, o que
reforca a busca de novos medicamentos menos toxicos, para que aumentem o arsenal
de possibilidades de tratamento e reduzam a taxa de mortes causadas por cancer
(Guo et al., 2019; Mohamed et al., 2023).

Uma das estratégias para obtencao de bons resultados esta na implementacéo
de principios e técnicas nanotecnoldgicas, que apresenta como vantagem a alta
biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades controlaveis (forma, tamanho e
potencial de superficie) que interferem positivamente em propriedades fisico-
guimicas, como a solubilidade, favorecendo o aumento da eficacia dos tratamentos,
superando os mecanismos de resisténcia do cancer e diminuindo a toxicidade dos
tratamentos (Bigaj-Jozefowska, Grzeskowiak, 2022; Gorabi et al., 2022; Khan et al.,
2022).

A quimica medicinal € uma ciéncia multidisciplinar onde os esforcos estao
voltados para o planejamento, sintese e desenvolvimento de novos medicamentos.
Algumas estruturas quimicas, também chamadas de scaffolds, ocupam posi¢des de
destaque nessa area de pesquisa, como ocorre com 0s nucleos heterociclicos
nitrogenados, essas estruturas tém sido amplamente exploradas na investigacao de
possiveis atividades biologicas, o que permite o desenvolvimento de moléculas
candidatas a farmacos para as mais variadas classes terapéuticas (Ajani et al., 2016;
Desai; Makwana; Rajpara, 2016; Almeida et al., 2017).

Entre os compostos heterociclicos nitrogenados hd um destaque para 0s
ndcleos: benzoimidazol, imidazol, indol, tiazol, triazol e o tetrazol, que estdo presentes
em diversos medicamentos ja comercializados e em muitas das moléculas candidatas
a farmacos em fase de teste (Vitaku; Smith; Njardarson, 2014; Alves et al., 2021; Kabir;
Uzzman, 2022).
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O nucleo indol, bem como o nucleo tiazol sdo extensivamente explorados e
participam de moléculas que apresentam diversificadas atividades biologicas anti-
antibacteriana, antifUngica, antidepressiva, antirretroviral, anti-inflamatoria,
antiparasitaria e antitumoral (Mehndiratta; Nepali; Satapathy, 2017; Sanna et al., 2018;
Birmann et al., 2019; Dhiman; Sharma; Singh, 2022). A investigacdo da associagao
desses dois nucleos em uma Unica molécula torna-se plausivel para exploracéo de
melhores resultados nas atividades biolégicas (Guggilapu et al., 2017; Parrino et al.,
2017).

A estratégia de hibridizacao tem sido utilizada com sucesso devido ao potencial
terapéutico promissor em unir duas ou mais moléculas biologicamente ativas,
combinando-as em uma uUnica molécula. Dessa forma pretende-se criar novos
medicamentos que sejam mais eficazes e menos téxicos em comparacdo aos
medicamentos ja uitlizados (Kumar, Hermann, Tsogdeva, 2020; Tilekar et al., 2021).
A partir da utilizacdo dessa estratégia ja possivel desenvolver novos medicamentos
anticancer, antivirais e antimicrobianos eficazes. Apesar dos grandes avancos
conquistados até o momento, o progresso no desenvolvimento de medicamentos
hibridos ainda enfrenta grandes desafios relativos a arquitetura molecular (Kumar,

Hermann, Tsogdeva, 2020).

Nesse processo de obtencdo de novas moléculas, dados in silico facilitam e
norteiam o andamento das pesquisas, pois 0 conhecimento dos parametros
estruturais, fisico-quimicos e farmacocinéticos permite compreender as
caracteristicas das moléculas propostas e como elas possivelmente se comportarao
no organismo (Patil et al., 2022). Somados aos testes in vitro e in vivo, que verificam
a eficacia e seguranca das moléculas candidatas a farmaco, inicia-se o processo
inicial na busca de atender as necessidades da sociedade, contribuindo para
resolucado de problemas que afligem a saude da populacéo (Dermachi et al., 2018;
Yadav et al., 2022).

Dessa forma baseando-se em estudos sobre esses scaffolds e nas técnicas de
otimizacdo nanotecnoldgica, o presente trabalho propds a sintese de novos derivados
indol-tiazdlicos, bem como o encapsulamento em nanoparticulas poliméricas com a

finalidade de avaliar a atividade antiproliferativa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ANEIS HETEROCICLICOS E SUA RELEVANCIA PARA A QUIMICA MEDICINAL

Compostos orgéanicos heterociclicos sdo aqueles que apresentam em sua
estrutura quimica pelo menos uma cadeia fechada, também chamada de anel, que
contém atomos diferentes de carbono e hidrogénio. Diversos atomos podem estar
incluidos nessa estrutura, porém € comum encontrar atomos de oxigénio, nitrogénio
e enxofre (Tandon et al., 2018; Mermer et al., 2019; Ferreira et al., 2020; Jacob et al.,
2023; Santos et al., 2023). A presenca e quantidade do heteroatomo interfere nas
propriedades fisico-quimicas e atividades biolégicas. A possibilidade de diferentes
combina¢des em suas estruturas moleculares é responsavel pela grande diversidade
de aplicacdes terapéuticas (Ferreira et al., 2020; Alves et al., 2021; Mermer, Keles,
Sirin, 2021; Wang et al., 2021; Rocha et al., 2022; Gouveia et al., 2022; Jacob et al.,
2023; Santos et al., 2023).

Os heterociclicos nitrogenados se destacam pois estdo presentes em 59% dos
farmacos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), o que os torna
estruturas significativas e consideradas scaffolds privilegiados entre 0s componentes
estruturais de produtos farmacéuticos, apresentando anéis heterociclicos que podem
variar entre trés ou até oito membros (Vitaku; Smith; Njardarson, 2014; Akhtar et al.,
2017). Entre os heteroarométicos nitrogenados destacam-se o benzoimidazol,
imidazol, indol, tiazol, triazol e o tetrazol. Dessas estruturas apenas o tiazol apresenta
em sua estrutura um atomo de enxofre, os demais apresentam apenas o atomo de
nitrogénio (Figura 1). Tanto o indol como o benzoimidazol apresentam-se
condensados a um anel de seis membros compostos apenas por carbono e hidrogénio
(Vitaku; Smith; Njardarson, 2014; Almeida et al., 2017; Alves et al., 2021; Shuaj et al.,
2021; Pacheco, Santos, 2022).

Figura 1- Heterociclicos nitrogenados com anéis de cinco membros

; G O L3

BENZOIMIDAZOL IMIDAZOL INDOL TIAZOL TRIAZOL TETRAZOL

Fonte: O autor, 2022.
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A presenca desses nucleos nitrogenados em medicamentos utilizados na

pratica clinica para diversas doencas, reforca a importancia e serve de embasamento

para que mais pesquisas sejam desenvolvidas visando a exploracdo do potencial

terapéutico desses scaffolds. Alguns dos variados mecanismos e finalidades

terapéuticas estao representados na tabela 1 (Vitaku; Smith; Njardarson, 2014).

Tabela 1. Estruturas de alguns medicamentos comercializados contendo nucleos heterociclicos.

Medicamento

Heterociclico

Classe

terapéutica

Mecanismo de Acao

Referéncia

Antagonista dos

(Kaushik et al.,

N Indol e Antiemética receptores 5-HTs 2013)
Imidazol
Ondasentrona
N - - -
N= Benzo- Anti- Antagonista do (Gaba, Singh,
NN- Ho Imidazol hipertensivo receptor de Mohan et al.,
° angiotensina 2014)
Telmisartana
{ Inibidor da sintese de  (Zhang et al.,
,.,”_\ / Imidazol Antifangico ergosterol 2014a)
N
Clotrimazol
o OH o
HO HN Tiazol Anticancer Inibidor de (Brogdon; Lee;
° I (pele) microttbulos Canetta, 2014)
S
Ixabepilona
H,N,
—8
N/ Inibidor da sintese da (Myznikov;
0 J\r“ 2 N . .
“ N i \;\ L/S\MN Tiazol e Antibidtico parede celular Hrabalek;
¢ (}OH Tetrazol bacteriana Koldobskii,
2007)

Cefmenoxime




23

- »T N Triazol Antifingico Inibidor da sintese de (Carrilo-Munoz
NN:H ergosterol et al., 2006)
Fluconazol
o_
T it & }4_/ Benzo- Antiulceroso Inibidor da bomba de  (Sachs;Shin;
N0 imidazol prétons Howden,
Esomeprazol 2006)

Fonte: O autor,2022.

2.2 O INDOL E SUA APLICACAO NA SINTESE DE NOVOS CANDIDATOS A
FARMACOS

O indol ou benzo [b] pirrol € um heteroaromatico biciclico planar, contendo um
anel benzeno fundido ao anel pirrol (Figura 1), € relatado como um importante bloco
de construcdo no campo da quimica medicinal (Kaushik et al., 2013; Alves et al.,
2021). E um nucleo no qual dez elétrons 11 se movem pela estrutura, caracterizando
o0 comportamento de uma base fraca. Isso se deve a deslocalizacdo do par de elétrons
do atomo de nitrogénio para o sistema eletrénico-1r que circula livremente por todo o
anel inddlico. Dessa forma, o par de elétrons do nitrogénio ndo esta disponivel para
protonacdo, esse processo entdo ocorre no C-3 porque esta posicdo, devido a
retencdo da aromaticidade, é termodinamicamente mais estavel (Barluenga; Vald’es,
2011).

A versatilidade de aplicacdo do indol Ihe rendeu um lugar de destaque nos
estudos de descobertas de novos potenciais farmacos, observando-se nos ultimos
anos o desempenho de diferentes atividades farmacologicas (Akhtar et al., 2017; Patil;
Patil; Patil, 2017; Gupta et al., 2018; Alves et al., 2021; Dhiman, Sharma, Singh, 2022)
O indol é parte constituinte do triptofano, um aminoacido essencial que interfere
diretamente na sintese de proteinas e na regulacdo de importantes mecanismos
fisiologicos como precursor da serotonina e da vitamina B3, além de estar presente
na estrutura quimica da melatonina. Os derivados indélicos podem ser obtidos através

de métodos sintéticos ou encontrados na natureza em vegetais e organismos
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marinhos como algas, esponjas e microrganismos (Figura 2) (Kaushik et al.,2013,
Alves et al., 2021).

Os compostos inddlicos ja foram estudados para as mais diversas atividades
bioldgicas tais como: anti-inflamatoria (Ozdemir et al., 2015), antiviral (Zhang; Chen;
Yang, 2015), antibacteriana (Sanna et al., 2018), antidepressiva (Patil; Bari, 2016;
Birmann et al., 2019), anti-hipertensiva (Panda et al., 2012), hipoglicemiante (Tzetkov
et al.,, 2014), além de apresentarem uma notavel propriedade antitumoral
(Mehndiratta; Nepali; Satapathy, 2017; Alves et al., 2021; Dhiman, Sharma, Singh,
2022). Apesar de a inibicao da formacao dos microtibulos seja o principal mecanismo
de atuacao anticancerigena, novos alvos para esses compostos tém sido explorados
como as proteinas quinases, DNA topoisomerase, histonas desacetilases (HDAC’s) e
sirtuinas (Kumari; Singh, 2019; Dhiman, Sharma, Singh, 2022).

Figura 2 — Estruturas quimicas naturais e sintéticas contendo o nicleo indol.

‘VORIGEM NATURAL ‘

HN_ ~

H
N,

OCH
ERGOTAMINA ©/
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Fonte: O autor, 2022.

Os bancos de dados do FDA refletem a importancia dos anéis heterociclicos
contendo nitrogénio no planejamento e desenvolvimento de novos farmacos. Entre as
moléculas registradas, nota-se que os derivados de indol estdo na nona posicao das
25 principais estruturas quimicas em 2015, fazendo-se presente na sintese de
medicamentos fundamentais aprovados pela FDA (Vitaku, Smith; Njardarson, 2014;
Dhiman, Sharma, Singh, 2022).
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2.3 O TIAZOL COMO CONSTITUINTE DE MOLECULAS COM VARIADAS
ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os tiazbis sdo nucleos heteroaromaticos pentagonais, constituido por trés
atomos de carbono, um &tomo de enxofre e um de nitrogénio, cuja férmula molecular
€ C3H3NS. A maneira como esses atomos estdo organizados no anel heterociclico
pode variar de duas maneiras levando a existéncia do 1,2-tiazol ou 1,3-tiazol (Figura
3). Classificando quimicamente o tiazol € uma base fraca com valor de pKa de 2,52
e exibe um comportamento aromatico. No 4&tomo de nitrogénio o tiazol pode sofrer
uma alquilagédo para formar o cation tiazolio, o que faz com que essa estrutura seja
precursora de muitos compostos organicos (Zhang et al., 2018). O tiazol € um
importante farmacoforo que ocupa um lugar de destaque na quimica medicinal devido
a sua reatividade e atividade biol6gica sendo amplamente empregado no combate de
doencas de modo geral (Ayati et al., 2015; Rouf; Tanyeli, 2015; Liaras, Fesatidou,
Geronikaki, 2018; Moghaddam-Manesh, et al., 2021; Niu et al., 2023; Rana et al.,
2023).

Figura 3 — Diferenca estrutural nos anéis tiazolicos.

.
e;( N2 5 2
4\ /3 &?;

1,2 -TIAZOL 1,3 -TIAZOL

Fonte: O autor, 2022.

O anel tiazodlico pode ser encontrado naturalmente em substancias como as
epotilonas, substancias que apresentam atividade antifingica e antitumoral, ou na
Tiamina (Figura 4), micronutriente essencial para a sintese de neurotransmissores
como a acetilcolina e o &cido gama-amino-butirico (GABA). Sinteticamente foi obtido
pioneiramente por Hantzch e Waber, no ano de 1887, utilizando uma reagéo entre
tioamidas e halocetonas, estabelecendo tal métodos como o mais utilizado para
obtencdo do anel tiazdlico, no entanto existem outros métodos como o de Cook-
Heilborn e Robinson-Gabriel, que utilizam outras substancias de partida (Chabria et
al., 2016; Niu et al., 2023; Rana et al., 2023).



HOu-

EPOTILONA A

26

Figura 4 — Derivados tiazélicos de origem natural.
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Fonte: O autor, 2022.

Compostos contendo esse scaffold em sua estrutura quimica ja demonstraram

diferentes atividades biolégicas (Tabela 2) , como: atividade antibacteriana (Bondock,
Fouda, 2018; Othman et al., 2022),antifangica (Ouf et al., 2018); antidiabética
(Datusalia; Khatik, 2018), antituberculose (Scarim, Pavan, 2021; Veena et al., 2022),
antirretroviral e antiviral (Karypidou et al., 2018; Almalki et al., 2021), anti-inflamatoria
(Liaras, Fesatidou, Geronikaki, 2018), antioxidante (Secci et al., 2019; Alfi et al., 2022),
antitumoral (Ayati et al., 2018; Ejaz et al.,2018; Guerrero-Pepinosa et al., 2021;
Othman et al., 2022; Svircev et al., 2022), entre outras (Niu et al., 2023; Rana et al.,

2023).
Tabela 2 — Diferentes atividades bioldgicas de medicamentos comercializados contendo o nicleo
tiazol.
Estrutura Molecular Medicamento Classe Mecanismo Referéncia
Terapéutica de Acéao
NH,
Inibidor da
H . . .
g& NG =S \ND CEFEPIME Antibacteriano sintese da (Kashyap et
/6 o] }g % parede celular al., 2012)
s bacteriana
(s OH : o = . . .
N o\rrﬂ = N)i'dYN L RITONAVIR Antirretroviral Inibidor de (Gallant et al.,
H
° ° protease 2013)
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2.9
SN Inibidor da
7 N
o @ MELOXICAM Anti- COX (Turck et al.,
inflamatorio preferencial- 1997)
mente COX 2
OJ\Q 0 @NP‘ Inibidor da (White JR.,
©)Lﬁ 0 NITAZOXANIDA Antiparasitario PFOR 2004)
/ =
=H a8 Inibidor dos  (Golin-Jones,
S\/\N N\ N\o_
H NIZATIDINA Antiulceroso  receptores H2 1995)

LD
4
a® N>\\B‘N/jn\/\OH

Inibidorda  (Kantarijan et
)N\ DASATINIBE  Antineoplasico proteina al., 2010)
Quinase
(o}
F F /@C%"“ SODELGLITAZ  Antidiabético  Agonista do (Liu et al.,
FS AR receptor 2011)
PPAR

Antidoto para

Antagonista

H,N overdose de da morfina/  (Crespo et al.,
@ NH, AMIFENAZOL barbitdricos e Estimulante 1999)
O opiaceos respiratorio
NC
(o] CH,
Q Anti- Blogueador  (Schumacher
@ FEBUXOSTAT  hiperuricémico  da enzima et al., 2002)
HiC S
xantina
HO g

oxidase
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i FATOSTATIN  Antineoplasico Bloqueio das  (Xiangyan et
AS SREBP al., 2014)

Estabilizador
IXABEPILONA  Antineoplasico da formacéo (Rugo et al.,
dos 2012)

microtubulos

Legenda: COX: cicloxigenase; COX-2: Cicloxigenase-2; PFOR: Enzima piruvato ferredoxina
oxidoredutase; PPAR: Receptor ativado de proliferadores de peroxissomas; SREBP: Proteinas de

ligacdo a elementos reguladores de esterol. Fonte: O autor,2022.

A atividade antitumoral do tiazol vem sendo sustentada por pesquisas que
atribuem a esse anel propriedades inibitérias de proteinas quinases (Das; Sikdar;
Bairagi, 2016;) inibicAo da polimerizacdo de tubulinas (Guggilapu et al., 2017),
inibidores de valosina-proteina (VCP) (Bursavich et al., 2010), inibidor de autotaxina
(ATX) (Balupuri et al., 2017), essa variedade de mecanismos de acdo vem sendo
extensivamente estudada devido a sua potencialidade antitumoral por diferentes vias
celulares (Niu et al., 2023; Rana et al., 2023).

Diversos grupos de pesquisa exploram este nucleo conjugado a outros
scaffolds devido as potenciais chances de alcancar sucesso no planejamento e
sintese de novas moléculas candidatas a farmaco antineoplasicos. Tais estudos
podem estabelecer: a) novas rotas sintéticas para obtencdo dessas moléculas; b)
aplicacdo de novas tecnologias como o uso de testes in silico com o intuito de
selecionar as moléculas potencialmente mais promissoras; c¢) avaliacao das atividades
frente a diferentes linhagens celulares tumorais in vitro; d) verificar a interacdo com
diferentes biomoléculas, investigando assim possiveis mecanismos de acao (Braga et
al.,2016; Gomha et al., 2017; Silva et al., 2017; Altintop et al.,2018; Mann et al., 2018;
O’dea et al., 2018; Alves et al., 2021, Jadhav et al., 2021; Niu et al., 2023; Rana et al.,
2023).
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2.4 NUCLEOS INDOL E TIAZOL NA PROPOSICAO DE NOVOS COMPOSTOS

A associacao entre os heterociclicos indol e tiazol j& vem sendo explorada em
outros estudos e mostrou-se eficaz na obtencdo de novos compostos hit
potencialmente antitumorais (Figura 5) exercendo atividade antiproliferativa frente a
linhagens de células tumorais MCF-7 (cancer de mama) através da parada do ciclo
celular na fase G2/M induzida por inibicdo de CDK1/ciclina B, tendo como composto
destaque o 5e com GI50 de 0,05uM e baixa toxicidade em células néo transformadas
(Parrino et al., 2017). No estudo realizado por Alves e colaboradores (2021) também
foi possivel concluir que a associacéo entre nucleos indolicos e tiazolicos possibilitou
a obtencéo de moléculas intercalantes de DNA, que se ligam por meio do sulco menor

da dupla hélice.

Na pesquisa realizada por Guggilapu e colaboradores (2017), o composto 13d
também apresentou bons valores de IC50 nas linhagens tumorais DU-145 e PC-3
(cancer de proéstata), A549 (cancer de pulmao) e HCT-15 (cancer de cdlon), com
valores respectivos de 0,093uM, 0,361uM, 2,1uM e 0,18uM. Ainda foi atribuida ao
composto 13d atividade inibitéria da polimerizacdo da tubulina e capacidade de
aumentar a concentracdo das espécies reativas de oxigénio (ERO), promovendo
assim a morte por apoptose, além disso demonstrou baixa toxicidade em linhagens
de células ndo transformadas e capacidade de inibir a migragéo celular na linhagem
DU-145 (Guggilapu et al., 2017).

Figura 5 — Compostos destaques com potencial atividade antitumoral contendo os nucleos indol e

tiazol.
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Fonte: Adaptado de Parrino et al., 2017 e Guggilapu et al., 2017

A capacidade de desempenhar atividade antiproliferativa € uma propriedade
caracteristica desses compostos e esta intrinsicamente relacionada as propriedades
fisico-quimicas e farmacocinéticas dessas moléculas, tais caracteristicas sao

imprescindiveis no processo de otimizacdo adicional de compostos hit-to-lead, pois
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podem limitar o desenvolvimento de uma nova molécula, a obtencdo dos dados
relacionados a essas propriedades o mais breve possivel, favorece o aumento das
chances de alcancar éxito no surgimento de um novo farmaco. Os parametros
farmacocinéticos de absorcédo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade
(ADMET) tornaram-se necessarios no processo de triagem na selecdo de novos
candidatos a farmaco (Matias et al., 2017; Larik et al., 2019).

2.5 RELEVANCIA DOS ESTUDOS IN SILICO DAS PROPRIEDADES
FARMACOCINETICAS

A investigacdo dos parametros de ADMET € caracterizada como etapa
essencial em trabalhos de sintese de novas moléculas candidatas a farmaco, a
predicéo do perfil ADMET in silico, possibilita a classificagéo preliminar das moléculas
em status favoravel ou desfavoravel no processo de desenvolvimento de moléculas
com potenciais propriedades terapéuticas e pode auxiliar na tomada de decis&o para
solucionar possiveis problemas detectados (Patil et al., 2022).

Os estudos de Kuthyala e colaboradores (2019) e Almeida-Junior e
colaboradores (2017) utilizaram o recurso dessas analises in silico que podem trazer
indicios de parametros que vao desde a solubilidade eficaz da molécula, fator que
interfere diretamente na absorcdo, passando por parametros ligados ao volume de
distribuicdo da droga, caracterizando por¢cdes que estdo ligadas as proteinas ou livres
no plasma para desempenhar atividade biologica, até dados de metabolizacédo
enzimatica, depuracao e toxicidade.

Nos ultimos anos tem se tornado cada vez mais comum a presenca dos
estudos de ADMET in silico, o que refor¢ca o grau de importancia das informagdes
obtidas por meio dessas andlises e servem inclusive para auxiliar na discusséo dos
resultados, além de permitir a comparacdo das caracteristicas inerentes dos
compostos sintetizados na pesquisa com farmacos ja utilizados na pratica clinica
(Alves et al., 2021; Veena et al., 2022; Raveesha et al., 2022; Iraji et al., 2022).

Como o comportamento farmacodinamico depende de fatores como captacéo
e distribuicéo, as ligacdes as proteinas plasmaticas se apresentam como uma variavel
de extrema importancia e que deve ser devidamente investigada (Carter; Ho,1994;
Kuthyala et al., 2019; Alves et al., 2021; Ribeiro et al., 2021). Portanto € importante o
estudo de ligacOes a proteinas séricas de novos derivados obtidos a partir da juncéo

dos nucleos indol e tiazol.
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2.6 INTERACAO ENTRE FARMACOS COM O DNA E A PROTEINA ALBUMINA

A albumina sérica humana (HSA) representa cerca de 60% das proteinas
plasmaticas totais, correspondendo a uma concentracao de 42mg/mL e apresentando
funcdes como: manutencdo da pressdo osmotica coloidal, transporte e depdsito de
substancias enddégenas como acidos graxos, vitaminas, metabdlitos e aminoacidos e
exdgenas como farmacos (Meloun; Moravek; Kostka, 1975; Zhao et al., 2015; Alves
et al., 2021).

Trata-se de uma proteina globular ndo glicosilada de cadeia Unica composta
por 585 residuos de aminoacidos e 17 pontes de dissulfeto, devido a 34 cisteinas
presentes na molécula. Sua estrutura pode ser dividida em trés dominios homoélogos
[, 1l e lll, sendo cada um destes subdividido em subdominios A e B (Koch-Weser;
Sellers, 1976; Wang et al., 2013; Alves et al., 2021). Os principais locais de interacéo
a molécula ligante na HSA situam-se em cavidades hidrofébicas nos subdominios II1A
e lllA, que também séo respectivamente denominados de local | e local Il (Figura 6)
(Sun; Wang, 2017; Ribeiro et al., 2021).

Figura 6 — Estrutura da albumina do soro humano (HSA) com os respectivos locais de interacdo com
ligantes destacados e cada subdominio em cores distintas.

Dominio I1

Fonte: Adaptado de Mondal e colaboradores (2017).
As interacdes entre a albumina e as moléculas ligantes e sua capacidade de

transportar/fornecer substancias (sejam elas endégenas ou exégenas) pela corrente
sanguinea até orgaos-alvo vem sendo amplamente explorada (Sun; Wang, 2017;
Gouveia et al., 2018; Silva et al., 2018; Menezes et al., 2019; Ribeiro et al., 2019;
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Salem et al., 2019; Yasrebi; Takjoo; Riazi, 2019; Ermakova; Danilova; Khairutdinov,
2020; Ribeiro et al., 2021).

E comum que muitos estudos utilizem a albumina do soro bovino (BSA), devido
ao alto grau de similaridade de 76% na sequéncia de aminoacidos e homologia de
80% com a HSA, o que a torna adequada para realizacao de estudos de interacao
proteina-ligante como pode ser notado nos estudos realizados com a HSA (Liu et al.,
2018; Rafols et al., 2018; Kumar; Masran, 2019; Silva-Filho et al., 2019; Ribeiro et al.,
2021).

A BSA (Figura 7) é composta por 582 aminoacidos, e também é dividida em 3
dominios homélogos I-1ll, cada um deles é subdividido em A e B, estando unidos por
17 ligagOes dissulfetos, apresentando em sua estrutura 2 triptofanos localizados na
posi¢ao 134 (no dominio I) e 212 (na bolsa hidrofébica do dominio 1), enquanto a HSA
apresenta apenas o residuo Trp-214, o que faz com que ambas apresentem uma
fluorescéncia intrinseca. Os locais de ligacédo as substancias endégenas ou exdégenas
da BSA encontram-se em cavidades hidrofébicas presentes nos subdominios IIA e
llIA, também chamados de local | e Il semelhantes ao da HSA (Roy et al., 2017,
Ribeiro et al., 2021).

Figura 7— Estrutura da albumina do soro bovino (BSA) com os respectivos locais de interagdo com

ligantes destacados e cada dominio em cores distintas.
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FONTE: Adaptado de Cai e colaboradores (2010).

A interacgéo ligante-proteina é de extrema importancia para o entendimento das
propriedades farmacocinéticas e consequentemente das atividades biologicas dos
medicamentos. O acumulo relativamente alto de albumina no ambiente tumoral,

caracteriza essa proteina como um bom veiculo na utilizacdo de drogas anticancer
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como o paclitaxel e a doxorrubicina (Li et al., 2014; Guhathakurta et al., 2017). Além
dos medicamentos utilizados na terapéutica, existem estudos que investigam a
interacdo entre a albumina e potenciais candidatos a farmaco com atividade
antitumoral (Mondal et al., 2017; Takarada et al., 2017; Silva et al., 2018; Medjedovic
et al., 2019; Alves et al., 2021; Ribeiro et al., 2021)

Os mecanismos pelos quais essas moléculas candidatas a farmacos anticancer
atuam sdo bem diversificados, entre eles temos: inibicbes da enzima de ligacdo ao
elemento regulador de esterol (SREBP) (Xiangyan et al., 2014), inibicdo da formacé&o
de microtubulos (Rugo et al., 2012; Brogdon; Lee; Canetta, 2014), aumento das EROS
(Guggilapu et al., 2017), inibicdo de proteinas quinases (Das; Sikdar; Bairagi, 2016),
inducao da degradacao do HIF (Wang et al., 2016;), inibicdo de VCP (Bursavich et al.,
2010), inibicdo de ATX (Balupuri et al., 2017) parada do ciclo celular na fase G2/M
induzida por inibicdo de CDKZ1/ciclina B (Parrino et al., 2017), inibicdo de anidrase
carbonica IX (Peerzada et al.,2018; Eldehna et al., 2018) e intercalagcdo com DNA
(Wang et al., 2011; Gupta et al., 2018; Tomczyk; Walczak, 2018; Jafari et al., 2019).

A interacdo entre farmacos e DNA, provoca alteragdes estruturais nessa
biomolécula, o que fez com que esse mecanismo tenha sido explorado e os dados
obtidos apresentam alta importancia no desenvolvimento de novos medicamentos
anticancer. Essas moléculas, também chamadas de ligantes de DNA podem alterar a
conformacdo do DNA, impedindo a replicacdo e transcricdo dessa biomolécula,
provocando assim a inibicdo da proliferacdo das células tumorais (Almeida et al.,
2017; Tomczyk; Walczak, 2018; Jafari et al., 2019).

As trés principais maneiras de interacdo reversivel entre o ligante-DNA séo:
interacbes na espinha dorsal anibnica do DNA (Figura 8A) (sendo essas
caracterizadas geralmente como inespecificas), interacdes nos sulcos (Figura 8B)
(maior ou menor) e empilhamento entre os pares de base (Figura 8C) (Almeida et al.,
2017; Tomczyk; Walczak, 2018; Marques et al., 2019; Alves et al., 2021; Albino et al.,
2023).
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Figura 8 — Modos de interagéo e formacgédo do complexo reversivel ligante—DNA.

A: interag®es na espinha dorsal anidnica; B: interacdes nos sulcos; C: empilhamento entre os pares
de base. Fonte: O autor, 2020.

A figura 8A representa a interacdo inespecifica pois baseia-se na atracao
eletrostatica entre uma porcao catidénica do ligante com a por¢cdo anidnica da face
externa da dupla hélice do DNA, devido a presencga do grupo fosfato. Na figura 8B
estd representada a intercalacdo nos sulcos, podendo ocorrer tanto nos sulcos
maiores ou menores, estas sado classificadas como ligacées ndo covalentes, assim
como as representadas na figura 8C que é a intercalacao entre os pares de bases.
Nessa Ultima, os anéis aromaticos dos ligantes ocupam 0s espacos entre os pares de
bases do DNA aumentando a distancia entre elas (Almeida et al. 2017).

Essas interacdes entre os ligantes e biomoléculas, seja albumina ou DNA,
podem ser verificadas por meio de andlises espectroscépicas de absorcao e/ou
fluorescéncia, onde ocorrem alteracbes nas intensidades dos picos, ou
deslocamentos dos mesmos para outros comprimentos de onda, indicando uma
possivel alteracdo na conformacéao/estrutura molécula em estudo. Essas alteracdes
variam em 4 tipos (Figura 9) e podem dar indicios sobre o tipo de interagdo que ocorre.
A primeira delas € o hipocromismo, que corresponde a uma diminui¢do da intensidade
da luz absorvida/emitida (Bas et al., 2018; Alves et al., 2021).

A segunda é o hipercromismo, que também esté relacionada a intensidade do
pico formado, onde ocorre um aumento na intensidade de luz absorvida/emitida
(Shahadabi; Maghsudi, 2014; Alves et al., 2021; Ribeiro et al., 2021). O terceiro efeito
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€ o batocrémico, ocorrendo quando o pico maximo de absorcédo € deslocado para um
comprimento de onda mais longo (regido do vermelho) (Pawar; Ottoor, 2018; Alves et
al., 2021). Por fim, o efeito hipsocrédmico, este ocorre quando 0 pico maximo €&
deslocado para a regido que abrange menores comprimentos de onda (regido do azul)
(Canovic et al., 2017; Alves et al., 2021; Ribeiro et al., 2021; Albino et al., 2023).

Figura 9 — Alteracdes observaveis em espectros de absorcao e fluorescéncia que estao relacionadas
a interacao ligante-biomolécula. A: hipocromismo, B: hipercromismo, C: hipsocromismo e D:

batocromismo.

Fonte: O autor, 2020.

Os efeitos exemplificados na figura 9 servem para avaliacdo da interacao
ligante-biomoléculas, podendo entdo fornecer dados relacionados tanto a
farmacocinética, quando falamos da albumina, quanto dados farmacodinamicos
guando se trata da interacdo com o DNA, estes dados podem ainda servir como
indicios de possiveis mecanismos de acdo de moléculas candidatas a farmacos
antitumorais (Almeida et al., 2017; Varrica et al., 2018; Jafari et al., 2019; Alves et al.,
2021; Ribeiro et al., 2021; Albino et al., 2023).

2.7 A RELEVANCIA DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo esta elencado como uma das principais causas de
doencas como cancer, doencas cardiovasculares e disturbios neurodegenerativos
(Sies et al., 2017). Com objetivo de evitar quantidades exacerbadas de espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS, respectivamente), a utilizacdo de
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substancias com capacidades antioxidantes torna-se de elevada importancia pois
regulam mecanismos de defesa do organismo, prevenindo o dano causado pela
oxidacdo de outras moléculas, controlando o nivel de ROS e RNS, em busca de um
equilibrio entre os antioxidantes e a geracdo e/ou eliminacdo dessas espécies
reativas, mantendo funcdes fisiologicas adequadas(Silva et al., 2018; Santos et al.,
2023).

O desenvolvimento de compostos sintéticos capazes de atuar como
antioxidantes fortes, com alta eficiéncia e baixa toxicidade € uma &rea de pesquisa
crescente no campo da quimica medicinal (Santos et al., 2023). Moléculas que
apresentam em sua estrutura quimica, atomos que possuam capacidade de doar par
de elétrons ou doar hidrogénios podem caracterizar-se como agentes antioxidantes
(Bingul et al.,2019; Jacob et al., 2022; Macias-Hernandez et al.,2022), além disso,
Silva e colaboradores (2018) verificaram que anéis heterociclicos contribuem

positivamente na atividade antioxidante desempenhada por compostos sintéticos.

A verificag&o do potencial antioxidante pode ser realizada de muitas formas, no
entanto é muito comum a utilizacdo dos testes de captura dos radicais DPPH (2,2-
di(4-terc-octilfenil)-1-picrilhidrazil) e ABTS [2,2’-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)] (Bingul et al.,2019; Jacob et al., 2022; Macias-Hernandez et al.,2022;
Santos et al., 2023 ). O DPPH baseia-se na transferéncia de atomos de hidrogénio e
o ABTS*, baseia-se tanto na transferéncia de elétrons quanto na transferéncia de
hidrogénio, tendo assim uma maior abrangéncia, ambos os testes sdo baseados em
estudos colorimétricos, realizados com espectrofotébmetro de absorcédo UV-Vis (Yang
et al.2020; Konus et al.,2022).

O DPPH é um radical insolivel em agua, sendo solUvel apenas em solventes
organicos, geralmente se dissolve em metanol, etanol ou suas respectivas misturas
aguosas. No processo de neutralizacdo desse radical ocorre mudanca de coloracéo
de um violeta intenso para amarelo palido (Figura 10), onde a absor¢céo é mensurada
no comprimento de onda de 515nm (Munteanu, Apetrei, 2021; Macias-Hernandez et
al.,2022).
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Figura 10 — Alterac&o de coloracdo dos testes antioxidantes.

| B | ABTS (734 nm)

Fonte: O autor, 2022.

O radical ABTS quando neutralizado muda sua coloracao de azul-esverdeado
intenso para um azul palido tendendo a transparéncia, essa diminui¢do da intensidade
causa uma diminuicdo na absorbancia (Figura 10) que € observada através da leitura
no comprimento de onda especifico (734 nm). Como o ABTS é sollivel em dgua e em
solventes orgéanicos, a utilizacdo desse teste permite a determinacdo da atividade
antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos (Munteanu, Apetrei, 2021; Jacob et
al., 2022; Macias-Hernandez et al.,2022; Verma et al., 2022).

2.8 NECESSIDADE DO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS PARA O
TRATAMENTO DO CANCER

A constante corrida para o desenvolvimento de novos agentes antitumorais é
justificada pela alta incidéncia de cancer somada a altas taxas de mortalidade a nivel
mundial, sendo a segunda principal causa de morte no mundo e responsavel por mais
de 9,6 milhdes de mortes em 2018 (OPAS,2020). Segundo dados da International
Agency for Research on Cancer (IARC), cerca de 19,3 milh6es novos casos foram
diagnosticados em 2020, com expectativa de aumento para 28,4 milhdes de casos em
2040.

Diversos mecanismos estdo sendo estudados para uma maior elucidacao de
como essa doencga consegue vencer as barreiras do sistema imunol6gico, mantendo-
se em progressao e tornando-se resistente aos medicamentos ja utilizados na prética
clinica. Para um melhor entendimento de como ocorrem essas adaptacdes no
microambiente tumoral, Hanahan (2022) elencou as dez principais caracteristicas do
cancer (Figura 11), que passaram a ser vistas na quimica medicinal como como alvos
terapéuticos, o desenvolvimento racional de novos candidatos a farmaco para terapia
antineoplasica, tem como objetivo a atuagdo em alvos especificos, diminuindo assim

a toxicidade do tratamento antitumoral (Galdino-Pitta et al., 2017; Hamdy et al., 2017,



38

Gouveia et al., 2018; Youssif et al., 2018; Guo et al., 2019; Marques et al., 2019;
Ribeiro et al., 2019; Silva-Filho et al., 2019).

Figura 11 — As caracteristicas do cancer.
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Fonte: Hanahan 2022.

Entre os tipos de céncer, o0 que atinge as células mamarias é o segundo mais
frequente em mulheres, excluindo-se o cancer de pele ndo-melanoma, nota-se na
figura 12 os paises destacados em rosa sdo 0s que apresentam altas estimativas de

incidéncia de novos casos de cancer de mama (OMS, 2022).
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Figura 12 — Estimativa de novos casos de cancer em 2020, em mulheres de 0 a 74 anos, excluindo-

se o0 cancer de pele ndo-melanoma.
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Fonte: OMS, 2022.

Para os homens, o cancer de préstata € 0 mais comum a nivel mundial,
excluindo-se o cancer de pele ndo-melanoma, na figura 13, nota-se a presenca de
coloracdo esverdeada em toda américa, alguns paises continente europeu, africano e
da Oceania (OMS, 2022).

Figura 13 — Estimativa de novos casos de prostata em 2020, em homens de 0 a 74 anos, excluindo-

se o cancer de pele ndo-melanoma.
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Fonte: OMS, 2022

De acordo com os dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), séo
estimados 704 mil novos casos de cancer para o triénio 2023-2025, com as regides
sul e sudeste concentrando cerca de 70% da incidéncia dos novos casos. No Brasil a
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realidade mundial também é confirmada, sendo o cancer de mama a neoplasia mais
frequente nas mulheres e o cancer de prostata nos homens, com previsao de 72 mil

Novos casos para o triénio citado anteriormente (INCA, 2022).

As alternativas terapéuticas além da quimioterapia, sao: a cirurgia, radioterapia,
hormonioterapia e imunoterapia, entretanto € comum a utilizacdo dessas modalidades
de maneira combinada, tendo ainda a quimioterapia adjuvante (pos-cirurgia) mostrado
resultados satisfatérios na diminuicdo de recorréncia local e dos casos de morte. Nos
esquemas combinados s&o utilizados mais e um medicamento para promover a
reducdo da toxicidade e resisténcia, além de aumentar a eficacia do tratamento
(Chopra; Davies, 2019; Mohamed et al., 2023). E comum a ocorréncia de
mielossupressao, alopecia, nausea, diarreia, cardiotoxicidade e infertilidade, o que
ressalta mais uma vez a importancia do desenvolvimento de novos agentes

antitumorais com menor toxicidade e maior eficacia. (Chopra; Davies, 2019).

2.9 NANOTECNOLOGIA COMO FERRAMENTA DE OTIMIZACAO NO
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS CANDIDATOS A FARMACO

A nanotecnologia € um campo da ciéncia que estuda e manipula materiais
analisando as propriedades da matéria em escala nanométrica (Leso; Fontana;
Lavicoli, 2019). A aplicacdo da nanotecnologia no campo farmacéutico permite que
haja um aprimoramento das propriedades fisico-quimicas que estdo diretamente
ligadas a atividade biol6gica desempenhada por determinada substancia bioativa
(Chen et al., 2023; Fernandes et al., 2023).

Existem diversos tipos de nanossistemas que podem ser utilizados na
nanotecnologia farmacéutica como: lipossomas, nanoparticulas lipidicas sdlidas,
nanoemulsdes, micelas, nanoparticulas de polimeros biodegradaveis, entre outras
que permite o encapsulamento de farmacos ou moléculas candidatas a farmaco
(Figura 14). Essa estratégia de inclusdo de uma substancia bioativa em
nanocarreadores tem como objetivo principal aumentar a eficicia terapéutica e reduzir

os efeitos colaterais (Gorabi et al., 2022; Chen et al., 2023; Fernandes et al., 2023).



Figura 14 — Representagéo estrutural de alguns dos nanossistemas
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As nanoparticulas poliméricas (NP) sao sistemas com tamanho inferior a 1um,

podendo ser classificados em nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas

apresentam a substancia carreada no nucleo oleoso ou adsorvido na parede

polimérica, enquanto as nanoesferas ndo apresentam 6leo em sua formulacéo, sendo

a substancia de interesse encontrada retida ou adsorvida na matriz polimérica (Figura

15) (Griffin et al., 2018; Khan et al., 2022).

Figura 15 — Representacgédo estrutural de nanocapsulas e nanoesferas.
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Fonte: Cavalcanti, Soares, 2020.
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As moléculas bioativas séo liberadas das nanoparticulas poliméricas a partir da

regulacdo na taxa de biodegradacao do polimero e liberagcdo da substancia para fora

da matriz polimérica. As nanoparticulas permitem aplicacbes terapéuticas como
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veiculos de substancias, proteinas e antigenos para a administracdo oral, tdpica,
injetavel, parenteral, oftalmica, implantes e sistemas bioadesivos. As nanoparticulas
poliméricas sdo um dos nanossistemas mais utilizados para a encapsulacdo de
farmacos ou moléculas candidatas a farmaco (Crucho, Barros, 2017; El-Say, El-Sawy,
2017).

Essas nanoestruturas estdo sendo utilizadas para a encapsulacdo do
paclitaxel, docetaxel, doxorrubicina, gemcitabina, e outros medicamentos utilizados na
terapia antineoplasica e em outras condi¢cdes patologicas. (Jurj et al., 2017; Sahoo,
Parveen, Panda, 2017; He et al., 2023). A inser¢cdo da nanotecnologia farmacéutica
no tratamento do cancer parece ser promissora e vem trazendo bons resultados com
0s medicamentos ja existentes como o Doxil (Doxorrubicina em lipossomas) e o
Abraxane (Paclitaxel em nanoparticulas de albumina), bem como tem gerado um

grande impacto positivo na qualidade de vida dos pacientes (Ventola, 2017).

Com o objetivo de otimizar a administracdo dos medicamentos utilizados na
clinica e também de moléculas candidatas a farmaco em fase de desenvolvimento,
bem como reduzir a sua toxicidade e direcionar esses agentes aos sitios-alvo, a
nanotecnologia farmacéutica oferece avancos promissores na superacdo das

limitagBes quimioterapicas (Chen et al., 2023; Fernandes et al., 2023).
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3 DELINEAMENTO DA ESTRATEGIA DE SINTESE

Apos sintetizar um série de inddis-tiossemicarbazona, Pedrosa (2017) obteve
0 composto 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT
53) que apresentou um Glso para as linhagens tumorais K-562 (leucemia) de 0,16uM,
para MCF-7 (mama) de 2,52 uM e para HT-29 (colon) de 1,45uM, tendo concluido
através da avaliacdo da estrutura-atividade que a presenca do scaffold indol foi
essencial para desempenho da atividade antiproliferativa e obtencao dos valores de
Glso (Pedrosa, 2017).

Para sintetizar a indol-tiossemicarbazona LQIT/LT-53 foi necessaria a
realizacdo de uma etapa anterior que consistiu na obtencdo da tiossemicarbazida
(LqIT/LT-45), utilizando a estratégia de expansdo molecular dessa tiossemicarbazida
com o aldeido 3-indol carboxaldeido. Ap6s obtencdo do LQIT/LT-53 foi utilizada a
estratégia de restricdo molecular, que consiste numa ciclizagdo com formacéo do anel
tiazol, onde no carbono 4 teremos um grupamento fenilico substituido na posicéo para
(para- R), onde R pode ser hidrogénio (ndo-substituido) e/ou grupos que atuam como
retiradores de elétrons, tais como 0s grupamentos nitro (NO2) e trifluorometil (CF3),
e/ou halogénios (F, Cl, Br) gue mesmo apresentando efeito indutivo retirador ativam o
anel em posicdes orto/para, e/ou grupamentos doadores de elétrons como: metoxila
(OCHz3) e fenil (Ph).

Tais substituintes sdo amplamente utilizados nas pesquisas realizadas pelo
grupo do laboratério de Quimica e Inovagédo Terapéutica (LQIT) e tém apresentado
bons resultados, mostrando-se potencialmente ativos em estudos que envolvem
atividades biolégicas antiproliferativas, antimicrobianas, antiparasitarias e anti-

inflamatorias.

3.1 MECANISMOS REACIONAIS
3.1.1 Mecanismo reacional para formacdo do derivado hidrazina
tiossemicarbazida (LQIT/LT-45)

Na sintese do N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-45), o mecanismo
geral representa a formacdo da tiossemicarbazida é caracterizado por ataque do
nitrogénio da hidrazina ao carbono da tiocarbonila que consequentemente promove a
deslocalizagéo dos elétrons 11 (pi) para o nitrogénio vizinho conduzindo a sintese da
tiossemicarbazida (Figura 16). Apds a ruptura da ligagao 11, ocorre a passagem dos

elétrons da ligagdo C=N para o nitrogénio, este por sua vez torna-se negativo,
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desprotonando o nitrogénio que apresenta carga positiva, estabelecendo uma carga
formal zero em toda a molécula promovendo a formacdo da tiossemicarbazida (
Pedrosa, 2017). A presenca do grupamento NH2 torna a tiossemicarbazidas em
moléculas com potencial toxico, sendo utilizadas na quimica medicinal como

compostos intermediérios.

Figura 16. Esquema do mecanismo de reacao para sintese da tiossemicarbazida LQIT/LT-45.
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3.1.2 Mecanismo reacional para formagé&o do 2- (5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)
-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-53)

A sintese do derivado 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-
carbotioamida (LQIT/LT-53), a partir do N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LQIT/LT-
45), caracteriza-se por uma reacdo de condensacdo. O acido acético atua como
catalisador protonando a carbonila da fungéo aldeido do indol formando o ion oxdnio.
Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio N-1 da
hidrazina ao carbono positivo do aldeido formando um hemiaminal protonado e uma
rapida transferéncia do préton do nitrogénio para o oxigénio (fenébmeno denominado
prototropismo). Decorrente a isto, ocorre a deslocalizacdo dos elétrons do nitrogénio
com posterior eliminacdo de agua. Por fim, o nitrogénio que agora se encontra positivo
€ desprotonado pela molécula de agua gerando um composto com a funcao imina
(ligacdo azometinica), formando o derivado indolico-tiossemicarbazona (Figura 17)
(Pedrosa, 2017).
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Figura 17. Esquema do mecanismo de agéo para sintese de LQIT/LT-53.
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3.1.3 Mecanismo reacional para formacao dos derivados 2- ((1H-indol-3il)-
metileno) -hidrazina) -4-fenil-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol (LQIT/CS)

O mecanismo reacional para obtencdo dos derivados 2-((1H-indol-3il)-
metileno)-hidrazina)-4-fenil-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol ~ (LQIT/CS) foi  descrito
inicialmente por Hantzsch em 1887 (Souza et al., 2005). Entre os métodos possiveis
para obtencéo destaca-se a reacao de ciclizagao intramolecular utilizando compostos
a-halocarbonilicos com tiossemicarbazonas substituidas (Cardoso et al., 2014). A
reacao tem como ponto de partida o tautomerismo da tiocarbonila e formacao de uma
imina. Em seguida, ocorre um atague nucleofilico por meio do par de elétrons livres
do atomo de enxofre ao carbono a-halogenado da acetofenona, resultando na saida
do bromo que logo abstrai o préton ligado ao enxofre. Em continuidade ao mecanismo,
0 nitrogénio com par de elétrons livres promove um ataque nucleofilico na carbonila,
formando assim o anel de cinco membros. Posteriormente, o oxigénio com carga

negativa abstrai os hidrogénios ligados ao nitrogénio que apresentava carga positiva
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e do HBr formado anteriormente (Figura 18). Por fim, ocorre uma reacdo de
desidratacdo conduzindo a formacdo do tiazol como composto final da reacao
(Halimehjani et al., 2016; Liu et al., 2011; Zhou et al., 2017; Nascimento et al., 2017).

Figura 18. Esquema do mecanismo de agéo para sinteses dos derivados indol-tiazélicos.

Fonte: Nascimento, 2017.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar estrutura quimica e avaliar atividade antiproliferativa dos

novos derivados indol-tiazolicos livres e encapsulados em nanoparticulas poliméricas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a sintese de 8 novos derivados indol-tiazélicos da série LQIT/CS;
Determinar as caracteristicas estruturais dos derivados por meio de
ferramentas analiticas como ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono (RMN *H e RMN *3C) e infravermelho (1V);

Analisar in silico as propriedades farmacocinéticas ADMET dos compostos da
série LQIT/CS;

Avaliar o possivel perfil de interacdo dos novos derivados com o0 ssDNA e a
BSA in vitro;

Analisar a atividade antioxidante in vitro dos compostos sintetizados;

Avaliar a viabilidade celular e citotoxicidade in vitro dos novos derivados
sintetizados em linhagens de células ndo transformadas macrofagos J774 e em
células tumorais MCF-7, T-47D, DU-145 e Jurkat;

Validar método de quantificagdo em HPLC-UV para os compostos da série
LQIT/CS;

Encapsular os compostos promissores da série LQIT/CS em dois tipos
diferentes de nanoparticulas DEX-ETCA e FUC-ETCA;

Caracterizar as nanoparticulas obtidas quanto ao tamanho, indice de
polidispersdo, carga superficial, além de caracteriza-las estruturalmente e
morfologicamente através das técnicas de infravermelho (IV) e microscopia
eletrbnica de varredura (MEV);

Quantificar a taxa de encapsulamento obtida nas nanoparticulas obtidas;
Avaliar a viabilidade celular e citotoxicidade em macréfagos J774 e atividade
antiproliferativa in vitro das nanoparticulas contendo 0s compostos
encapsulados em células tumorais;

Avaliar a captura celular in vitro das nanoparticulas em macréfagos J774 e em

células tumorais.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 PRODUTOS QUIMICOS E REAGENTES

Os reagentes com seus numeros de registro pelo Chemical Abstracts Service
(CAS), utilizados para obtencdo dos compostos estdo descritos a seguir: p-toluil-
isotiocianato (CAS: 622-59-3) e hidrazina (CAS: 10217-52-4), cloreto de metileno
(CAS: 75-09-2), indol-3-carboxaldeido (CAS: 487-89-8 ), alcool etilico (CAS: 64-17-5),
acido acético glacial (CAS: 1186-52-3), 2-bromo-4-fluoracetofenona (CAS: 403-29-2),
2-bromo- 4-cloroacetofenona (CAS: 536-38-9), 2-bromo-4-nitroacetofenona  (CAS:
99-81-0), 2,4-dibromoacetofenona (CAS: 99-73-0), 2-bromoacetofenona (CAS: 70-11-
1), 2-bromo-4-fenilacetofenona (CAS: 135-73-9), 2-bromo-4-trifluoroacetofenona
(CAS: 383-53-9), 2-cloro-4-metoéxi-acetofenona (CAS: 2196-99-8).Todos os reagentes
e solventes foram fornecidos pela Merck.

Além dos reagentes utilizados na sintese dos derivados indol-tiazolicos,
também foram utilizados os seguintes reagentes e solucbes para execucdo dos
ensaios: 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (CAS:1898-66-4 - Merck),
Dimetilsulfoxido (CAS:67-68-5 -Merck), acido ascorbico (CAS: 50-81-7 - Merck)
hidroxitolueno butilado (BHT) (CAS: 128-37-0 - Merck), 2,2°- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (CAS: 30931-67-0 - Merck), Persulfato de
potassio (CAS: 7727-21-1 - Merck), brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazélio (MTT) ( CAS: 298-93-1 — Merck), meio de cultura RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific), soro fetal bovino (Thermo Fisher Scientific), albumina de soro bovino (BSA)
(CAS: 9848-46-8 — Merck ), DNA de esperma de salmdo (ssDNA), acetonitrila
(CAS:75-05-8 — Merck).

5.2 EQUIPAMENTOS

Foram realizadas leituras utilizando o método de cromatografia em camada
delgada (CCD) em placas cromatograficas Polygram Sil G/UV 254 com espessura de
0,20 mm, posteriormente reveladas através de radiacdo de luz ultravioleta (UV) no
comprimento de onda (A) de 254nm na cédmara de radiagdo ultravioleta Vilber
Lourmat®. O monitoramento das reac¢des permitiu a visualizagdo do término apos
verificagcdo do desaparecimento dos reagentes utilizados inicialmente. A etapa de

mensuragao do ponto de fusado (P.F) foi realizada em um fusidmetro (Fisatom 431D).
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As analises para elucidacéo estrutural foram realizadas através das técnicas
de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
carbono (RMN 13C), utilizando o Agilent ProPulse 300MHz e 75 MHz,
respectivamente, a partir de solucdes dos compostos em solvente DMSO — d,
utilizando como padrao interno o tetrametilsilano (TMS). A Espectroscopia de
Infravermelho (IV) na regido de 4000-400 cm-1 utilizando o equipamento FT-IR/FT-
NIR (PerkinElmer, Spectrum 400) a temperatura ambiente. A analise de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada utilizando o HPLC/UV Agilent com
injecao de 10 pyL de amostra e coluna C-18 em Acetonitrila/Metanol. A obtencdo dos
espectros de UV-vis foi realizada com o espectrofotometro Ultraspec 3000 PRO UV-
Visible, o espectro de emisséo de fluorescéncia foi obtido utilizando o aparelho JASCO
FP-6300. A caracterizacdo das nanoparticulas quanto ao tamanho, indice de
polidispersao e carga superficial foi realizada no Zetasizer ZS90 (Malvern Instrument,
EUA). Para realizar a andalise por microscopia eletrénica de varredura das
nanopartiuclas foi utilizado o metalizador (FINE COAT, ION SPUTTER JFC-1100) e
as nanoparticulas foram observadas no microscopio eletrbnico de varredura
(TESCAN, MIRA3). Nos ensaio de captura celular foi utilizado o microscépio de
fluorescéncia (Zeiss Axio, Imager.M2m, objetiva de 40x, NA = 0,80) usando filtros
DAPI (excitacdo 350/50 nm e emissdo 460/50 nm) e Green Alexa488 (excitacao
470/40 nm e 525 nm). /50 nm) filtros.

5.3 SINTESE DOS OITO NOVOS DERIVADOS INDOL-TIAZOLICOS

Todas as sinteses foram realizadas no Laboratério de Quimica e Inovacéo
Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco,
Brasil. Para obtenc&o dos 8 novos derivados indol-tiazélicos (CS01-08) foi necessaria

a realizacéo de 3 etapas.
5.3.1 Etapa 1: Obtencéo da tiossemicarbazida

A primeira etapa consistiu nha obtencédo da tiossemicarbazida (LT-45), conforme
a metodologia aplicada inicialmente por Girsoy, Terzioglul, Otilk (1997) e Liesen e
colaboradores (2010), onde ocorre uma adicdo nucleofilica entre a hidrazina e o
isotiocianato (Figura 19), em propor¢cdo molar de 1:1, em 20mL de diclorometano,
permanecendo em agitacdo magnética por 1 hora a temperatura ambiente. Apos

utilizacéo da técnica de CCD e verificacdo do fim da reacao, foi realizada a filtragéo,
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onde o precipitado foi sendo concentrado no centro do papel de filtro, utilizando o
diclorometano, posteriormente o filtrado foi seco em dessecador a vacuo, para entao
ser utilizado na etapa de sintese posterior (Oliveira et al., 2017; Alves et al., 2021;
Jacob et al., 2021).

Figura 19 — Obtencao da tiossemicarbazida (LQIT/LT-45)
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5.3.2 Etapa 2: Obtencéo da tiossemicarbazona

Para obtencdo do intermediario tiossemicarbazona (LgIT/LT-53), o LT-45
obtido na primeira etapa reagiu com o 3-indol carboxaldeido em quantidades
equimolares (Figura 20). O etanol foi utilizado como solvente da reacdo e o acido
acético glacial foi adicionado ao sistema reacional em quantidades cataliticas (15
gotas), permanecendo sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 2 horas.
O precipitado foi filtrado, lavado com etanol e seco em dessecador a vacuo, para
aplicacao na proxima e ultima etapa da sintese (Oliveira et al., 2015; Alves et al., 2021,
Jacob et al., 2021).

Figura 20 — Obtenc¢éo da tiossemicarbazona (LQIT/LT-53)
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T.A: Temperatura ambiente. Fonte: O autor, 2022.

5.3.3 Etapa 3: Obtencéo derivados indol-tiazélicos

Por fim, na terceira etapa realizou-se a sintese de Hantzsch cujo mecanismo

visa a obtencdo de tiazéis a partir de a-halocarbonilas (acetofenonas) e
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aminotioureias, em proporc¢des equimolares (Figura 21). Nessa etapa foram utilizadas
oito diferentes acetofenonas que reagiram separadamente com o LT-53. O solvente
utilizado na reacéo foi o etanol, e o sistema para obtencao foi mantido sob agitacao
magnética e refluxo a temperatura de 78°C+3. Nas reacbes onde nao ocorreu
precipitacdo espontanea do produto foi adicionada agua destilada, obtendo-se entao

o precipitado, este foi filtrado e seco como nas etapas anteriores (Alves et al., 2021).

Figura 21 — Obtencéao dos derivados indol-tiazdlicos
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Fonte: O autor, 2022.
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5.4 ANALISES IN SILICO
5.4.1 Avaliacéao das propriedades farmacocinéticas

As predicdes das propriedades farmacocinéticas de ADME (absorc¢do,
distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo) dos compostos 8 novos derivados indol-
tiazolicos sintetizados foram obtidas através das plataformas on-line SwissADME
(http://www.swissadme.ch/) (Daina et al., 2017) e pkCSM

(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) (Pires, Blundell, Ascher, 2015), os

resultados das propriedades fisico-quimicas obtidos também foram analisados sob a
Otica da RO5 (regra dos cinco) de Lipinski e pela regra de Veber, que determinam
parametros fisico-quimicos aceitaveis para o desenvolvimento de moléculas com
potencial de se tornarem futuros farmacos com administracéo oral (Lipinski, 2004;
Veber et al., 2002).0 perfil das predi¢cdes obtidas foi avaliado de acordo com a
metodologia proposta por Almeida-Janior e colaboradores (2019) e Gouveia e
colaboradores (2022).

5.5 ANALISES IN VITRO
5.5.1 Ensaio de interacdo com DNA e BSA
5.5.1.1 Preparo das solucées de DNA e BSA e das solucdes estoque dos compostos

A solucdo de DNA de esperma de salméo (ssDNA) foi preparada a partir da
dissolucédo do mesmo em tampéao Tris-HCI (50M, pH 8,0), e deixada em repouso por
24h, a 8 °C. Depois desse periodo a solucéo foi sonicada por 30 minutos, em seguida
teve a concentracdo determinada por meio do céalculo do coeficiente de extingdo molar
6600 Mt cm -1 a 260 nm, como foi feito por Wolfe e colaboradores (1987). O grau de
pureza da solucéo obtida € medido pela razdo dos valores de absorbancia em 260 e
280 nm. Apos essas etapas a solucéo obtida permanece armazenada sob refrigeragéo
(Alves et al.,2021). A albumina de soro bovino (BSA) foi pesada e posteriormente
também foi diluida em tampéao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6) para obtencdo de uma
concentracdo de 1mM. Para preparacdo das solucbes estoque de cada um dos
compostos foi realizado um célculo para que a concentracéo final dessa solucédo fosse
de 1uM, utilizando como solvente o DMSO. Apéds o preparo todas foram mantidas em

seus respectivos frascos-ambar para protecdo de uma possivel fotodegradabilidade.


http://www.swissadme.ch/
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction
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5.5.1.2 Espectroscopia de absorcao eletrénica do composto livre

A solucao estoque de cada composto foi utilizada para preparo das solucdes
teste para varredura (composto livre), sendo estas obtidas por diluicdo em Tris-HCI,
as concentracdes obtidas foram de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50 uM. Esse
processo foi realizado em triplicata para observagdo do perfil de absor¢cdo dos

compostos e escolha de uma concentracdo para realizacdo dos testes de interagao.
5.5.1.3 Espectroscopia de absorcao eletronica dos compostos com ssDNA e BSA

Para realizacdo desse ensaio, 0s novos derivados foram fixados na
concentracdo de 20 UM e expostos a solucdo de ssDNA nas seguintes concentragdes:
10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM. Apods a adicao da biomolécula as solugdes testes (SSDNA
+ composto) foram homogeneizadas e permaneceram em repouso, a temperatura
ambiente durante 10 minutos para estabilizacdo das substancias no tampéao. Todas
amostras foram preparadas em triplicata e seguiram para analise entre o0s
comprimentos de onda de 200 a 600nm, no Ultraspec 3000 PRO, utilizando uma
cubeta de quartzo retangular com comprimento de 1 cm Optico de percurso (Alves et
al., 2021).

Apébs obtencdo dos dados espectroscopicos foram calculados os valores das
constantes de ligacdo, que servem como reveladores de afinidade entre a biomolécula
e 0 composto testado. A constante de ligacdo intrinseca (Kb) foi obtida utilizando a

equacao de Mcghee, Hippel (1974) descrita abaixo:

[CSs] / (ea — £f) = [CSs] / (eb- &f) + 1/ Kb (eb- £f)

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

Onde, €a, ¢b e ¢f sao coeficientes de extincdo aparente, ligado e livre,
respectivamente. Para obtencéo dos valores de Kb a partir da raz&o entre a inclinagéao
e o intercepto foram utilizados os graficos dos [CSs] / (ea — €f) versus [CSs] e [DNA] /
(ea — €f) versus [DNA]. Os dados de ligacao e graficos foram obtidos por meio do

software Origin.
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Posteriormente foi realizado o teste com a BSA, sendo fixada na concentragéo
de 20 uM e os compostos teste utilizados nas seguintes concentracgoes: 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40 uM. Os sistemas foram preparados em triplicata, homogeneizados e
deixados em repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizacédo
no tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,6), antes de serem encaminhados para a leitura no
espectrofotometro de absorcéo na faixa de comprimento de onda que variou entre
200-600nm.

Os dados espectroscopicos obtidos foram utilizados para calcular os valores
das constantes de ligacao intrinseca (Kb), para avaliacdo da afinidade de ligacao entre
a biomolécula e os compostos teste. A equacao utilizada para obtencéo do Kb foi a
mesma utilizada na analise de interacdo com o DNA (Mcghee & Hippel, 1974), sendo

descrita da seguinte forma:
[CS]/ (¢a — €f) = [CS] / (¢a — €f) +1 / Kb (ea — &f)

Onde, os coeficientes de extingdo aparente, limitado e livre, estdo representados
respectivamente por €a, €b e ef. O ajuste de grafico de [CS]/(ea — &f) versus [CS] foi
usado para obter valores de Kb da razéo inclinacdo para interceptacéo .Os dados de

ligacéo e graficos foram obtidos por meio do software Origin.
5.5.1.4 Espectroscopia de emissao de fluorescéncia com ssDNA e BSA

O perfil de fluorescéncia dos derivados CS com as biomoléculas foi realizado a
25°C em uma cubeta de quartzo retangular com um comprimento de caminho de 1 cm
em triplicata. Para o teste realizado com a BSA o0s espectros de emissdo de
fluorescéncia foram registrados na regido de 310-400 nm em um comprimento de
onda de excitacdo de 285nm, com bandas de excitacdo e de emissao de 2,5 nm, em
concentracdes de (5-40 puM) e concentracao fixada da BSA em 20 uM. Para realizacao
da titulacdo de fluorescéncia com o ssDNA foram utilizadas solu¢cdes do mesmo nas
concentracgdes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 pM enquanto o composto foi fixado em 20
UM (Ribeiro et al., 2019, Alves et al., 2021). As diferentes intensidades obtidas ap6s
a exposicdo do composto ao ssDNA e para a BSA foram utilizadas para calcular a

constante de Stern-Volmer (Ksv), pela seguinte equacao Lakowicz (2006):

Fo/F=1+Ksv[Q]
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Onde, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia no estado estacionario de
compostos na auséncia e na presenga dos compostos, respectivamente, Ksv é a
constante de Stern-Volmer, e [Q] € a concentracdo do ssDNA em uM. A constante de
regressao linear foi obtida através do grafico de intensidade de emisséo relativa (Fo /
F) versus [Q]. O software utilizado para obtencao dos dados de ligacdo também foi o
Origin.

5.5.2 Atividade antioxidante

5.5.2.1 Método de reducao de radicais DPPH

Para realizacdo do ensaio de captura radicalar do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) foi adotada como base a metodologia proposta por Macias-Hernandez e
colaboradores (2022), com algumas modificacdes. O método € baseado na alteracdo
da cor do DPPH, ap0ls sofrer reacdo de 6xido-reducdo, o radical analisado que
inicialmente apresenta coloracéo violeta intensa, passa a sua forma reduzida DPPH-
H, apresentando entdo coloracdo amarela. Os compostos foram diluidos em DMSO
em diferentes concentracgdes (7,8-1000 pg/mL), entdo 0,32 mL de cada concentragao
foi adicionado a 2,0 mL de solugcéo de metanol com DPPH a 1mM. Os tubos de ensaio
contendo suas respectivas amostras foram incubados a 25 °C durante 25 min na
auséncia de luz por aproximadamente 30 minutos. Depois desse tempo de reacao
entre os compostos e o DPPH, foi utilizado o espectrofotometro (Hewlett-Packard,
modelo 8453) para leitura das absorbancias no comprimento de onda de 515nm. Os
controles experimentais utilizados foram o acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado.
Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. Para determinacdo da acéo

antioxidante, foi utilizada a seguinte equacéao:

ABS controle — ABS amostra
ABS controle

[DPPH](%) = ( )x1oo

Onde: ABS controle = absorbéncia do controle; ABS amostra = absorbancia da

amostra contendo os compostos nas diferentes concentragoes.

O coeficiente de inibicdo (ECso), concentragdo minima de substancia

antioxidante necessaria para promover reducéo da concentracéo inicial do radical livre
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DPPH em 50%, foi determinada por ajuste de regressao linear da capacidade
antioxidante versus as concentracbes dos novos derivados indol-tiazélicos

sintetizados.

5.5.2.2 Método de reducéo radical ABTS* [2,2’-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)]

Baseando-se na metodologia proposta por Jacob e colaboradores (2022) com
poucas modificacdes, realizou-se o ensaio de captura de radicais catidnicos do
ABTS*, que apresenta coloracdo azul-esverdeado e apos a adicdo de substancia
antioxidante, o radical é reduzido e consequentemente perde a cor no meio reacional,
deixando um aspecto transparente (Jacob et al., 2022; Macias-Hernandez et al.,2022;
Verma et al., 2022). A solucdo de ABTS™ foi obtida apds a reacéo entre 7mM de ABTS
(5mL) e 2,45mM de persulfato de potassio (88 pL), o resultado dessa reacdo
permaneceu incubado por 16h na auséncia de luz. ApGs esse tempo foi realizada uma
diluicdo com etanol 80% para obter uma absorbancia de 0,70-0,734nm. A solucédo de
ABTS*(2,7mL) foi misturada com 0,3 mL para cada uma das concentragdes (7,8-1000
pMg/mL) analisadas dos compostos. Os tubos contendo essas misturas foram
incubados a 25°C durante 5 minutos na auséncia da luz. Para leitura das absorbancias
no comprimento de onda de 734nm foi utilizado o espectrofotdmetro (Hewlett-Packard,
modelo 8453). No experimento a solucdo de ABTS* foi utilizada como controle, o
metanol foi utilizado como branco do equipamento. Os padrdes utilizados foram o
acido ascorbico e o hidroxitolueno butilado. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata e as porcentagens de sequestro de radical para cada uma das concentracdes

testadas foram determinadas pela seguinte equagao:

ABS controle — ABS amostra
ABS controle

[ABTS](%) = ( )x1oo

Onde: ABS controle = Absorbancia de controle; ABS amostras= Absorbancia da

amostra contendo os compostos nas diferentes concentragoes.

O coeficiente de inibigdo (ECso), concentragdo minima da substancia

antioxidante necessaria para promover reducdo da concentracdo inicial do radical
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ABTS*" em 50%, foi determinada por ajuste de regresséo linear da capacidade
antioxidante versus as concentracdes dos novos derivados indol-tiazélicos

sintetizados.

5.5.3 Avaliagcdo da viabilidade celular e atividades antiproliferativa dos

compostos livres

Para determinacéo da citotoxicidade foi utilizado o método de ensaio de MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio), conforme descrito por
Tizziani e colaboradores (2017) com algumas modificagdes. A avaliacao da viabilidade
celular foi realizada em macrofagos J774 e as atividades antiproliferativas foram
verificadas utilizando as seguintes linhagens de células transformadas: MCF-7
(adenocarcinoma de mama humano), T-47D (carcinoma ductal infiltrante de mama),
DU-145 (Carcinoma prostético) e Jurkat (Células T de leucemia aguda). Todas as
linhagens foram obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células
foram cultivadas em meio de cultura RPMI (Gibco®) ou DMEN (Gibco®),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SFB-Gibco®) e antibidtico (solucao de
estreptomicina 1%). As células foram incubadas na estufa a 37°C a 5% de COa.

Os trés compostos padrdes utilizados foram: amsacrina, asulacrina e
doxorrubicina. Os ensaios foram realizados usando 1x104 células/poco para cada uma
das linhagens celulares testados. Os padrdes e 0s novos derivados indol-tiazélicos
foram solubilizados em DMSO e diluidos em meio de cultura respectivo para cada
linhagem, as concentracfes utilizadas para o teste foram 3,12 a 100 ug/mL e
incubados por 24 ou 48h em camara umidificada com 5% de CO2. Apos o periodo
determinado para cada linhagem celular, 20 pL de solucdo de MTT foram adicionados
por 3h. Para dissolucdo dos cristais de formazan foi utilizado DMSO e a leitura da

absorbancia em 570nm em um leitor de placas modelo Varioskan.

Foram realizados dois experimentos independentes, ambos realizados em
triplicata, para entdo calcular os valores de ICso por regresséo linear, utilizando o
software Origin. Para calcular o indice de seletividade (SI) utilizamos a razao entre os
valores de CCso para células nao transformadas (J774) e o ICso das células
transformadas (MCF-7, T47-D, DU-145 e Jurkat).
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5.5.4 Estudos nanotecnoldgicos
5.5.4.1 Validacdo de método de quantificacao

Para validar o método de quantificagcdo por HPLC-UV das duas moléculas CS
escolhidas seguimos as recomendacdes dos guias do ICH (2005), FDA (2015) e RDC
166/17. Os parametros avaliados definidos pelas diretrizes foram: seletividade,

linearidade, exatidao, preciséo, limite de detec¢ao e quantificacao, e robustez.
5.5.4.1.1 Seletividade

O ensaio de seletividade objetiva identificar uma concentracdo conhecida do
analito em diferentes meios, que podem servir como interferentes. Para esse estudo
utilizamos uma concentragdo de 10 ug.mL™! das moléculas em estudo solubilizadas
em solucéo tampao simulando o pH sanguineo (pH 7,4), gastrico (pH 1,2) e intestinal
(pH 6,8), e quando inserida em meios contendo constituintes de nanoparticulas de
fucana ou constituintes de nanoparticulas de dextrana. Foram realizados 5 corridas
independentes de cada matriz testada e a area do pico e o tempo de retencdo foram
avaliados para identificar a capacidade do método de separar picos do CS e os
compostos presentes na matriz. A seletividade também foi avaliada pela pureza do
pico da molécula através do uso do software Empower 2 (Waters Corporation, Milford,
USA).

5.5.4.1.2 Linearidade

Para os estudos de linearidade, foi utilizado uma solucédo estoque de CS (1
mg.mL™) ao qual foi prepara em DMSO:acetonitrila (1:1 v/v), estocada em frascos
hermeticamente fechados e armazenado a -20 °C por duas semanas. ApoOs este
tempo, uma curva padréo foi preparada utilizando a solugcédo estoque, ao qual as
concentracdes definidas foram 1, 2.5, 5, 10, 15 and 20 ug.mL™ utilizando a fase mével
acetonitrila:dgua acidificada (0.05% de acido trifluroacético pH= 3, 85:15 v/v) para a
molécula CS-03 e a fase movel acetonitrila:dgua acidificada (0.05% de acido
trifluroacético pH= 3, 70:30 v/v) para a molécula CS-08. A curva padréo foi ajustada
usando regressao linear de minimos quadrados, ponderada pelo reciproco da
concentracéo, considerando a area do pico do CS. Os residuos foram calculados com

base na diferenca entre os valores teoricos e experimentais da curva padrao.
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5.5.4.1.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao

Para a obtencdo dos limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
seguimos as recomendacdes oficiais do ICH (2005) para produtos farmacéuticos
utilizando a curva padrédo das moléculas CS. O LOD foi obtido a partir do desvio
padrao da resposta e a inclinacao da curva padrao realizada em triplicata multiplicado
por 3,3 (sinal/ruido maior ou igual a 3,3), enquanto o LOQ foi calculado pela razéo
entre 0 desvio padrdo de resposta e a inclinacdo da curva de calibracdo dos CS

multiplicada por 10 (sinal/ruido maior ou igual a 10).
5.5.4.1.4 Carry-over

O carry-over é a quantidade de residuo do analito no equipamento apds este
ser analisado. Para investigar o carry-over, uma injecdo contendo apenas a fase
movel do método foi injetada no HPLC-UV apds injecdo de uma concentracao de 20
pMg.mL™! da molécula. A presenca de um possivel residuo do CS foi avaliada e

calculada no cromatograma em branco. O teste foi realizado 6 vezes.
5.5.4.1.5 Exatidao

A exatiddo do método de HPLC-UV do CS foi realizada em triplicata utilizando
3 diferentes concentragées das moléculas (1, 10 e 20 yg.mL™1) diluidas na fase movel.
As porcentagens de recuperacdo foram determinadas calculando a razdo entre as

concentracdes observadas e tedricas das moléculas.
5.5.4.1.6 Precisao

A precisao foi avaliada utilizando solucéo estoque do CS diluidas com a fase
movel nas concentracées de 1, 10 e 20 yg.mL™ na temperatura de 25 °C. A
repetibilidade (intradia) e a preciséo intermediaria em dias separados (interdia) foram
avaliadas, ambas por diferentes analistas. Para a repetibilidade foram utilizadas
amostras frescas, preparadas nas 3 concentracdes determinadas, quanto a precisao
interdia, a avaliacdo ocorreu através da injecdo das concentragdes em dias diferentes.
Trés analistas diferentes realizaram a injecdo das amostras CS nas concentracdes de
1,10 e 20 uyg.mL™* para obter os resultados. A repetibilidade e a precisdo intermediaria
foram expressas como desvio padréo relativo (%RSD).
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5.5.4.1.7 Robustez

Para avaliar a robustez do método, foi considerada uma variacdo de 5% nas
condicbes finais definidas para o método cromatografico, com variacdo em niveis
baixo, médio ou alto, em que o fluxo, a temperatura da coluna e a fase mével foram
variadas de acordo com o especificado nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Parametros analiticos e variagGes para andlise de robustez do método de HPLC-UV para
guantificacdo do CS-03.

Parametros VariagOes (Especificacao)
Concentragcdo da acetonitrila 80.75% (AA) 85% (Aa) 89.25% (aa)
na fase movel
Concentracao da agua 19.25% (BB) 15% (Bb) 10.75% (bb)
acidificada na fase mével
Temperatura da coluna 23.7 °C (CC) 25.0°C (Cc) 26.3°C (cc)
Fluxo da fase movel 0.76 (DD) 0.80 (Dd) 0.84 (dd)

Fonte: O autor, 2022.

Tabela 4 — ParAmetros analiticos e variagdes para andlise de robustez do método de HPLC-UV para

guantificacdo do CS-08.

Parametros Variagdes (Especificacao)
Concentracdo da acetonitrila 66.5% (WW) 70.0% (Ww)  73.5% (ww)
na fase movel
Concentracéo da agua 33.5% (XX) 30.0% (Xx) 26.5% (xx)
acidificada na fase movel
Temperatura da coluna 23.7 °C (YY) 25.0 °C (Yy) 26.3 °C (yy)
Fluxo da fase movel 0.66 (Z2) 0.70 (Z2) 0.74 (z2)

Fonte: O autor, 2022.

Um total de 27 corridas experimentais foram realizadas, para cada molécula,
para o ensaio de robustez do método em HPLC-UV utilizando uma concentracdo de
10 yg.mL™. As tabelas 5 e 6 apresentam as combinacdes dos parametros para cada
corrida. Para determinar os efeitos das variaveis, foi calculada a razdo entre as

concentracdes observadas e tedricas das moléculas.
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Tabela 5 — Combinagéo fatorial de parametros analiticos de robustez do CS-03.

Combinacao

fatorial

© 00 N O 0o M W N P

N DD NN NN DNMNDN P P PP PR R
~N o o WN P O © 0N o W DN -+, O

Parametros analiticos

Concentragdo  Concentracdo da Temperatura Fluxo Referéncia

da acetonitrila agua acidificada da coluna dafase

na fase movel na fase movel movel
AA BB CcC DD R1
AA BB Cc DD R2
AA BB cc DD R3
AA BB CcC Dd R4
AA BB CcC dd R5
AA BB cc Dd R6
AA BB cc dd R7
AA BB Cc Dd R8
AA BB Cc dd R9
Aa Bb CcC DD R10
Aa Bb Cc DD R11
Aa Bb cc DD R12
Aa Bb CcC Dd R13
Aa Bb CcC dd R14
Aa Bb cC Dd R15
Aa Bb cc dd R16
Aa Bb Cc Dd R17
Aa Bb Cc dd R18
aa bb CcC DD R19
aa bb Cc DD R20
aa bb cc DD R21
aa bb CcC Dd R22
aa bb CcC dd R23
aa bb cc Dd R24
aa bb cc dd R25
aa bb Cc Dd R26
aa bb Cc dd R27

Fonte: O autor, 2022.



Tabela 6 — Combinagéo fatorial de parametros analiticos de robustez do CS-08.
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Parametros analiticos

Combinagdo Concentracdo

fatorial

© 00 N O o b WN P

N DD NN NN DNMNDN P P PP PR R
~N o o0 WOWN P O © 0N o W DN -+, O

Concentracdo da Temperatura Fluxo Referéncia
da acetonitrila  agua acidificada da coluna dafase
na fase movel na fase movel movel
WwW XX YY Y4 R1
WwW XX Yy Y4 R2
WW XX yy zZZ R3
WW XX YY 7 R4
WWwW XX YY zz R5
Ww XX yy Zz R6
WwW XX yy zz R7
WW XX Yy 7z R8
ww XX Yy zz R9
Ww XX YY zZ R10
Ww XX Yy zZ R11
Ww XX yy 7 R12
Ww XX YY /7 R13
Ww XX YY zz R14
Ww XX yy Zz R15
Ww XX yy zz R16
Ww XX Yy /7 R17
Ww XX Yy zz R18
ww XX YY 7 R19
ww XX Yy 7 R20
ww XX yy 7 R21
ww XX YY 7z R22
ww XX YY zz R23
ww XX yy 7z R24
ww XX yy zz R25
ww XX Yy Zz R26
wWw XX Yy zz R27

Fonte: O autor, 2022.
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5.5.4.2 Obtenc¢édo das nanoparticulas de Fucana-ETCA ou Dextrana-ETCA contendo

0s novos derivados indol-tiazdlicos

As nanoparticulas foram obtidas pela técnica de polimerizacdo em emulséo
anidnica (AEP), de acordo com a metodologia realizadas por Lira e colaboradores
2011 e Cavalcanti e colaboradores 2021. Dessa forma, 50mg do polissacarideo
(fucana — FUC ou dextrana — DEX) foram diluidos em 5mL de agua ultrapura, sendo
posteriormente realizada correcdo do pH da solucdo para 2,5 utilizando éacido
cloridrico 1M (HCI). A solucgédo foi entdo mantida em agitacéo a 1200 rpm e entdo foram
adicionados 100uL de etilcianoacrilato (ETCA). Ap6s 1 minuto de agitacdo, uma
solucéo dos compostos da série LQIT/CS (5mg/mL) em DMSO:Acetonitrila 1:1 v/v foi
adicionada e mantida em agitacdo magnética durante 3 horas. Ap0s o0 processo de
polimerizacdo, as nanoparticulas obtidas foram dialisadas em uma membrana de
dialise (membrana Spectra-por® 100.000 g/mol peso molecular cutoff (MWCO),
Biovalley, Marne la Vall'ee, Franca) em 1 L de agua destilada durante a noite, obtendo-
se as CS-NP-Dex-ETCA e CS-NP-Fuc-ETCA. Através dessa técnica também foram
produzidas as nanoparticulas sem conter os novos derivados sintetizados (NP-Dex-
ETCA e NP-Fuc-ETCA) para possibilitar que fossem feitas comparacbes com 0s

padrdes nas analises futuras.

5.5.4.3 Caracterizacdo de nanoparticulas quanto ao tamanho, indice de polidisperséo,

carga superficial, infravermelho e microscopia eletrénica de varredura

Os parametros das nanoparticulas foram avaliados usando o equipamento
Zetasizer ZS90 (Malvern Instrument, EUA). Para esta analise, as nanoparticulas foram
diluidas em &gua ultrapura na proporcdo de 1:20 e lidas no equipamento a uma
temperatura de 25°C e um angulo fixo de 90°. As analises foram realizadas em

triplicata e os resultados foram apresentados por sua média e desvio padrao.

As analises de infravermelho por transformada de Fourier foram realizadas
utilizando 5 mg de LQIT/CS e nanopatrticulas (NP-Dex-ETCA, NP-Fuc-ETCA, CS-NP-
Dex-ETCA e CS-NP-Fuc-ETCA), bem como da mistura fisica (NP-Fuc-ETCA mais CS
e NP-Dex-ETCA mais CS). Os espectros foram obtidos com uma resolucdo de 4cm
na regido de 4000 a 400 cm™ usando um FT-IR/FT-NIR (PerkinElmer, Spectrum 400).
Os dados foram processados e os graficos foram plotados no software Origin 8
(OriginLab Northampton, EUA).
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Para a analise no microscopio eletrdnico de varredura, inicialmente, as
nanoparticulas (NP-Dex-ETCA, NP-Fuc-ETCA, CS-NP-Dex-ETCA e CS-NP-Fuc-
ETCA) foram diluidas em agua ultrapura (Milli Q®) na proporcéo de 1:10 (v/v) e seco
em uma pastilha de silicio a 37°C em estufa por 24 horas. Apds a secagem, o wafer
de silicio foi fixado em stubs contendo fita de carbono e metalizado com ouro e paladio
utilizando um metalizador (FINE COAT, ION SPUTTER JFC-1100). As nanoparticulas

foram observadas em um microscopio eletrénico de varredura (TESCAN, MIRA3).
5.5.5.4 Taxa de encapsulamento das CS-NP-Dex-ETCA e CS-NP-Fuc-ETCA

A taxa de encapsulamento em ambas as nanopatrticulas (CS-NP-Dex-ETCA e
CS-NP-Fuc-ETCA) foi determinada usando um método de HPLC-UV validado e
seguiu a metodologia proposta por Cavalcanti e colaboradores (2021). Uma aliquota
de 50 puL de cada formulacdo (antes e apos a dialise) foi dissolvida em 600 pL de
DMSO e em um baldo volumétrico o volume foi completado para 5 mL com a mistura
de acetonitrila:agua acidificada na proporcéo de 70: 30 v/v, sendo esta a fase movel
do meétodo validado. A taxa de encapsulamento foi definida usando a seguinte
equacao:

PD x 100)

Taxa de Encapsulamento(%) = ( 5D

Onde PD é a concentracéo do LQIT/CS pés-dialise e BD é a concentracdo de LQIT/CS

pré-didlise.
5.5.5 Citotoxicidade de nanoparticulas contendo os compostos da série LQIT/CS

A citotoxicidade de CS-NP-Dex-ETCA e CS-NP-Fuc-ETCA foi estudada
utilizando também o ensaio MTT (Lira et al., 2011; Cavalcanti et al., 2021).
Resumidamente, os macréfagos J774A.1 e a linhagem celular de adenocarcinoma de
mama MDA-MB-231 foram adquiridos no Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ)
e cultivados em frasco de cultura (75 cm?) utilizando meio L-15 de Leibovitz e mistura
de nutrientes F-12. (1:1 v/v) para MDA-MB-231 e meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) para células de macrofagos J774A.1. Ambos os meios foram suplementados
com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de antibi6ticos (penicilina e estreptomicina).

As experiéncias in vitro foram realizadas com células da 72 a 82 passagem.
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5.5.6 Ensaio de captura celular das nanoparticulas contendo os compostos da
série LQIT/CS

Para andlise de captacdo celular foram utilizados macrofagos J774.1 e a
linhagem celular de cancer de mama metastatico (MDA-MB-231) obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Inicialmente, as células foram cultivadas em meio
DMEM para macrofagos e uma mistura de meio L-15 de Leibovitz e mistura de
nutrientes F-12 (1:1 v/v) para MDA-MB-231, contendo 10% de FBS e 1% de
antibiéticos. (penicilina e estreptomicina), foram adicionados a uma placa de 24 poc¢os
(1 x 105 células/poco) contendo uma lamela de vidro redonda (8 mm de diametro).
Apoés a adesao celular, as amostras das nanoparticulas contendo os compostos ,
foram diluidas no mesmo meio utilizado para cultura celular, na concentracéo final de
10 yg.mL-1, foram inseridas nos respectivos pocos. Células incubadas apenas com
meio de cultura foram utilizadas como controle negativo. As placas foram incubadas
por 15 min, 1 e 3 horas a 37°C. Apds lavagem com solucado salina tamponada com
fosfato (PBS), as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% (400 uL) por 20
min, seguido de nova lavagem com PBS. Em seguida, foram adicionados 400 pL de
cloreto de aménio (50 mM) para bloquear a reatividade do aldeido, reagindo por 10
min. Finalmente, as células foram lavadas e a laminula foi removida dos pocos e
selada em lamina. As amostras foram observadas sob um microscopio de
fluorescéncia (Zeiss Axio, Imager.M2m, objetiva de 40x, NA = 0,80) usando filtros
DAPI (excitacdo 350/50 nm e emissdo 460/50 nm) e Green Alexa488 (excitacédo
470/40 nm e 525 nm). /50 nm) filtros.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados experimentais foram expressos como média * erro padréao (S.E.). Foi
aplicado o teste estatistico de analise de variancia (ANOVA) one-way e two-way,
seguido do pos-teste de Tukey e Bonferroni. Foram considerados significativos os

valores de p menores que 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 SECAO QUIMICA

6.1.1 Sintese dos novos derivados indol-tiazélicos

A rota sintética estabelecida foi realizada em 3 etapas, obtendo com éxito os
08 novos derivados indol-tiazolicos, que formaram precipitados apos adicdo de agua
no meio reacional e passaram apenas por processo de lavagem com éter etilico

quando necessério para remog¢ao de subprodutos.

6.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados
Apés obtencdo dos compostos, todos foram submetidos a analises iniciais

referentes as suas caracteristicas fisico-quimicas, conforme observa-se na tabela 7.

Tabela 7. Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos novos derivados indol-tiazélicos.

Composto Cor do po Rendimento Faixa de Rf/Eluente
obtido (%) P.F.(°C) (n-Hex/AcOEt)

CS-01 Branco 68,21 279-280 0,43 (6,5:3,5)
CS-02 Amarelo claro 45,83 269-271 0,55 (6,5:3,5)
CS-03 Vermelho 70,67 259-260 0,53 (6,5:3,5)
CS-04 Amarelo claro 75,62 272-274 0,62 (6:4)

CS-05 Amarelo claro 71 265-267 0,40 (6,5:3,5)
CS-06 Branco 33 255-256 0,69(6,5:3,5)
CSs-07 Amarelo claro 49,8 295-296 0,66 (6:4)

CS-08 Amarelo escuro 50,41 247-249 0,54 (6:4)

n-Hex: n-Hexano; AcOEt: Acetato de etila. FONTE: O autor, 2022.

A coloragéao dos compostos variou de acordo com o0s substituintes contidos em
suas moléculas, obtendo-se 4 diferentes tonalidades. Os rendimentos obtidos
variaram entre 33% e 75,62%, sendo a maioria dos valores obtidos acima de 50%,
todos os novos derivados apresentaram faixa de ponto de fusdo variando no maximo
2°C e fatores de retencgao avaliados por CCD entre 0,40 e 0,7 em mistura de n-Hexano

e Acetato de Etila em diferentes proporcdes. Apds a realizacdo dessas analises
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iniciais os compostos da série LglIT/CS foram caracterizados utilizando as técnicas de
RMN H, RMN 13C e IV.

6.1.3 Caracterizacdo por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H)
e de carbono (RMN 13C)

Considerando-se que as novas moléculas obtidas apresentam alto grau de
similaridade, pois sofrem variacbes apenas na posicao para (-p) do anel aromatico
ligado na posicédo quatro do anel tiazdlico, sendo essa a porcao da molécula que foi
derivada de diferentes acetofenonas. O composto CS-01, sera tomado como exemplo
para explanacgdo dos espectros, servindo como base para correlacdo com as demais
moléculas (Figura 22). A presenca de nlcleos aroméaticos favoreceu que alguns sinais
ficassem muito préximos, mas ainda assim é possivel realizar a caracterizacdo dessa
regido.

A quantidade de hidrogénios em cada um dos derivados CS foi confirmada por
meio da analise de RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz). Na regido de campo baixo houve
a presenca de um sinal na forma de singleto, com valores aproximados de 11,50 ppm,
esse sinal foi atribuido ao hidrogénio da porcao indol, que por estar ligado a um atomo
de nitrogénio, apresenta-se bastante desblindado, em alguns dos espectros esse
singleto estava um pouco alargado, tal caracteristica pode ter ocorrido devido a
labilidade da ligagdo N — H, devido as transferéncias rapidas (alta frequéncia) dos
prétons que acabam causando desacoplamento dos spins (Pedrosa, 2017).

Os hidrogénios pertencentes ao grupo metil da porcdo p-toluil, que esta
presente em todas as moléculas, foi constatado na forma de singleto integrando para
3 hidrogénios entre 2,29 ppm. O hidrogénio pertencente ao anel tiazol, ligado na
posi¢cdo Cs, foi observado como um singleto em 6,55 ppm, indicando que houve
formacdo desse nucleo heterociclico (Silva, 2014). O hidrogénio da porcao
azometinica foi representado por um singleto em 8,33 ppm, como observado nas
caracterizagOes de outros trabalhos do grupo de pesquisa (Pedrosa, 2017; Oliveira et
al., 2017). Além disso foi observado um multipleto integrando para dez hidrogénios,
sendo eles da porgéo toluil, fenil e indol, todos ligados a carbonos sp2, estando em
regides que apresentam ambientes semelhantes devido a ressonancia presente no
anel aromaético.

O espectro de RMN *H para o composto CS-01 (Figura 22) mostra em destaque
0s sinais diagnosticos que indicam que houve a formagado da molécula esperada. Em

azul temos o hidrogénio do indol que esta diretamente ligado ao heteroatomo, em
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laranja temos o hidrogénio azometinico, ligado a um carbono sp2 que esté ligado a

um nitrogénio e em verde o Unico hidrogénio do anel tiazol.

Figura 22. Espectroscopia de RMN H do composto CS-01

14 12 10 8 5 4 2 0 ppm

Fonte: O autor,2020
Os sinais caracteristicos que indicam a formacao dos derivados indol-tiazélicos

estdo listados na tabela 8, para cada um deles, evidenciando-se a proximidade entre
os valores, o0 que ja era esperado devido ao alto grau de similaridade em grande parte

da molécula.

Tabela 8. Deslocamentos quimicos em ppm dos sinais diagndésticos de RMN 'H que indicam a

formag&o dos derivados indol-tiazélicos

Composto N-H HC=N C-H

(indol) (Azometinico) (tiazol)
CS-01 11,48 8,33 6,55
CS-02 11,50 8,34 6,60
CS-03 11,51 8,37 6,88
CS-04 11,52 8,36 6,63
CS-05 11,48 8,34 6,55
CS-06 11,85 8,58 7,23
CS-07 11,53 8,37 6,77
CS-08 11,52 8,35 6,44

Fonte: O autor,2022
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Os espectros evidenciando o0s descolamentos dos demais compostos

sintetizados estéo dispostos nos apéndices.

Os dados obtidos pelo espectro de RMN 13C (DMSO-ds, 100MHZz) permitiram a
identificagdo de todos os carbonos das moléculas, apresentando deslocamentos
quimicos em concordancia com as estruturas propostas. Foram destacados o0s sinais
referentes ao Cs (CH) e C2 (N=C-S), ambos do anel tiazdlico, aléem do C azometinico
(HC=N), indicando a formacdo dos novos derivados, corroborando com os dados
obtidos no RMN 'H e com outros trabalhos do grupo de pesquisa do LQIT (Pedrosa,
2017; Oliveira et al., 2017; Lafayette et al., 2017). Na figura 23 podem ser observados
os carbonos destacados utilizando seta amarela para o C azometinico, seta azul para

o C2 do tiazol e seta vermelha para o Cs desse mesmo anel.

Figura 23. Espectroscopia de RMN 2C do composto LgIT/CS-01

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 pPpm

Fonte: O autor, 2020
Os sinais diagnosticos destacados para o CS-01 também foram destacados
para os demais compostos dessa série de moléculas. A tabela 9 apresenta os valores
dos deslocamentos quimicos obtidos, onde observa-se o0 mesmo padréo, o carbono
azometinico variando entre 138,34-139,96 ppm, o Cz variando entre 166,51 €167,86
ppm, e o Cs apresentando valores entre 100,14-110,66 ppm.
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos em ppm dos sinais diagnosticos de RMN 13C que indicam a

formacgéo dos derivados indol-tiazolicos.

Composto C2 Cs HC=N
(tiazol) (tiazol) (Azometinico)
CS-01 166,88 100,97 138,51
CS-02 166,77 101,72 138,34
CS-03 166,51 105,12 138,84
CS-04 167,28 102,28 138,91
CS-05 166,98 100,96 139,59
CS-06 167,86 110,66 139,96
CS-07 167,18 103,94 138,63
CS-08 167,60 100,14 148,75

Fonte: O autor,2022
Os espectros de RMN '3C dos demais compostos evidenciando seus

respectivos deslocamentos quimicos encontram-se dispostos nos apéndices.

6.1.4 Caracterizagdo por infravermelho por transformada de Fourrier

Utilizando a técnica de infravermelho foi possivel identificar as bandas de
absorcdo que caracterizam grupos caracteristicos dos compostos sintetizados. No
composto CS-01, a ligacao NH foi evidenciada como uma banda de média intensidade
em 3445 cm?, além de outras ligagdes como do carbono azometinico com o nitrogénio
(C=N) na forma de uma banda de forte intensidade em 1541-1575 cm, a ligacdo
referente ao C=N exociclico que apresentou uma banda de média intensidade em
1429 cm, o grupo NCS foi identificado por uma banda de média intensidade em 1357
cm ! e uma outra banda de média intensidade em 1224 cm! caracterizando a ligagéo
N-N=C (Figura 24).

As demais bandas observadas caracterizam a presenca de ligacbes C=C de
carbonos aromaticos, como também foi observado nos trabalhos de Silva (2009),
Pedrosa (2017), Oliveira e colaboradores (2017) e Galdino e colaboradores (2019).
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Figura 24. Espectro de infravermelho do CS-01
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Fonte: O autor,2022
Os espectros das demais moléculas da série sintetizada encontram-se nos

apéndices. Na tabela 10 estdo apresentadas as bandas observadas pela técnica de
infravermelho que representam os sinais diagndsticos que corroboram com os dados
previamente obtidos indicando a formacdo dos novos derivados indol-tiazdlicos,

seguindo sempre o padrao apresentado e detalhado acima do composto CS-01.

Tabela 10. Sinais diagnosticos de IV para caracterizagdo dos novos derivados da série CS em cm™.

Composto N-H C=N C=N N-N=C N=C-S
(indol) (Azometinico) (Exociclico)
CSs-01 3445 1541-1575 1429 1224 1357
CS-02 3307 1543-1557 1428 1220 1321
CS-03 3307 1542 1427 1196-1247 1325
CS-04 3190 1558-1576 1440 1247 1356
CS-05 3154-3104  1542-1568 1444 1248 1359
CS-06 3173 1539 1441 1357 1298
CS-07 3178 1575-1537 1440 1323 1372
CS-08 3338 1575-1538 1440 1247 1335

Fonte: O autor,2022
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6.1.5 Dados espectroscopicos e espectrométricos dos derivados indol-

tiazolicos

Os sinais referentes aos hidrogénios e carbonos das moléculas foram
reportados em ppm e a representacdo da multiplicidade, em seus respectivos
deslocamentos quimicos, foi da seguinte forma: singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto
(dd), tripleto (t), quarteto (g) e multipleto (m).

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-4-(4-fluorofenil)-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol
(CSs-01)

» Formula molecular: C2sHi19FNaS

= Massa molecular: 426,51 g/mol

* RMN !H (DMSO-ds, 300MHz): & = 11,48 (s, 1H, NH); 8,33 (s, 1H, HCN); 8,27
(dd, 1H, J=8Hz e 4Hz, indol); 7,66 (d, 1H, J=4Hz, indol); 7,43 (dd, 1H, J=8Hz e
4Hz, indol); 7,06-7,26 (m, 10H, p-F-fenil, p-toluil, indol); 6,55 (s, 1H, tiazol); 2,29
ppm (s, 3H, CHs).

= RMN 3C (DMSO-ds, 100MHz): & = 166,88 (C: tiazol); 163,37 (C-F); 160,10
(C=NH); 148,45 (HC=N); 138,51-130,09 (C aromaéticos); 129,39-127,61 (C-
indol); 124,47-111,79 (C fenil e p-toluil); 100,97 (Cs tiazol); 20,46 ppm (CHs).

» |V (KBr): cm?® = 3445 (N-H), 1541-1575 (C-N azometinico), 1429 (C=N
exociclico), 1357 (NCS), 1224 (N-N=C).

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-4-(4-clorofenil)-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol
(CS-02)
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Cl

= Fo6rmula molecular: C2sHi19CIN4S

= Massa molecular: 442,96 g/mol

* RMN !H (DMSO-ds, 600MHz): & = 11,50 (s longo, 1H, NH); 8,36 (s, 1H, HCN);
8,29 (dd, 1H, J=12Hz e 6Hz, indol); 7,84 (dd, 1H, , J=12Hz e 6Hz, indol); 7,67
(d, 1H, J=6Hz, indol), 7,65-7,63(m, 2H, indol); 7,57 (d, 2H, J=12Hz, fenil); 7,46-
7,21 (m, 6H, p-toluil, indol); 6,63 (s, 1H, tiazol); 2,30 ppm (s, 3H, CH3).

= RMN 13C (DMSO-ds, 150MHz): & = 166,77 (C: tiazol), 148,59 (HCN); 138,34
(CH-NH); 137,07-130,15 (C arométicos); 129,80-128,30 (C indol); 124,47-
111,79 (C fenil, p-toluil); 101,72 (Cs tiazol); 20,64 ppm (CHs).

= |V (KBr): cm? = 3307 (N-H), 1543-1557 (C-N azometinico), 1428 (C=N
exociclico), 1321 (NCS), 1220 (N-N=C).

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-4-(4-nitrofenil)-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol
(CS-03)

Ir=

* Fdérmula molecular: C2sH19Ns02S

= Massa molecular: 453,52 g/mol

= RMN 'H (DMSO-ds, 300MHZz): & = 11,51 (s, 1H, NH); 8,37 (s, 1H, HCN); 8,26-
8,28 (m, 1H, indol); 8,06-8,09 (d, 2H, J=9Hz, p-nitro); 7,69 (d, 1H, J=3Hz,
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indolico); 7,43-7,46 (d,2H J=9Hz, inddlico e p-toluil); 7,15-7,23 (m, 7H, p-nitro e
p-toluil); 6,88 (s, 1H, tiazol); 2,29 ppm (s, 3H, metila).
* RMN 3C (DMSO-ds, 100MHz): d = 166,51 (C:tiazol), 149,10 (C-NO2); 146,63
(HCN); 138,84 (C azometinico); 137,68-129,79 (C aromatico); 129,57-128,21
(C indol); 124,45-111,85 (C fenil, p-toluil); 105,12 (Cs tiazol); 20,66 ppm (CHs).
= |V (KBr): cm?= 3307 (N-H), 1542 (C-N azometinico), 1427 (C=N exociclico),
1325 (NCS), 1196-1247 (N-N=C).

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-4-(4-bromofenil)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (CS-04)

e Foérmula molecular: C2sH19BrN4S

e Massa molecular: 487,41 g/mol

e RMN !H (DMSO-ds, 600MHz): & = 11,53 (s, 1H, NH); 8,36 (s, 1H, HCN);
8,28-8,30 (d, 1H, J=12Hz, indol); 7,69 (s, 1H, indol), 7,44-7,46 (d, 2H,
J=12Hz, inddlico e p-toluil), 7,13-7,21 (m, 9H, p-bromo e p-toluil), 6,63 (s,
1H, tiazol), 2,30 ppm (s, 3H, metila).

e RMN 3C (DMSO-ds, 150MHz): & = 167,28 (C: tiazol),149,12 (HC=N);
138,91(C azometinico); 138,72-135,68 (C aromaéticos);131,70-126,26 (C-
indol); 124,98-112,30 (C fenil, p-toluil); 102,28 (Cs tiazol), 21,14 ppm (CH3).

e |V (KBr): cm? = 3190 (N-H), 1576-1558 (C-N azometinico), 1440 (C=N
exociclico), 1356 (NCS), 1247 (N-N=C).
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2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono) -4-fenil-3-(p-toluil) -2,3-dihidrotiazol
(CS-05)

e Formula molecular: C2sH20N4S

e Massa molecular: 408,52 g/mol

e RMN H (DMSO-ds, 300MHz): & = 11,48 (s, 1H, NH); 8,34 (s, 1H, HCN);
8,27-8,30 (d, 1H, J=9Hz, indol); 7,67 (s, 1H, indolico); 7,42-7,45 (d, 1H,
J=9Hz, inddlico); 7,15-7,23 (m, 11H, fenil, inddlico, p-toluil); 6,55 (s, 1H,
tiazol); 2,28 ppm (s, 3H, CHs).

e RMN 3C (DMSO-d, 100MHz): & = 166,98 (C: tiazol); 148,39 (HC=N);
139,59(C azometinico); 137,05-130,06 (C aromaticos); 129,31 — 128,05 (C
indol); 124,45-111,78 (C fenil e p-toluil); 100,96(Cs tiazol), 20,61 ppm (CHs).

e IV (KBr): cm1=3154-3104 (N-H), 1568-1542 (C-N azometinico), 1444 (C=N
exociclico), 1359 (NCS), 1248 (N-N=C).

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono)-4-([1,1'-bifenil]-4-il)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (CS-06)

Ir=

e Formula molecular: C31H24N4S

e Massa molecular: 484,61 g/mol
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e RMN !H (DMSO-ds, 300MHz): & = 11,85 (s, longo, 1H, NH); 8,58 (s, 1H,
HCN); 8,18-8,21 (dd, 1H, J=9Hz e 3Hz, indol); 7,93-7,94 (d, 1H, J=3Hz,
indol); 7,65-7,66 (d, 1H, indol); 7,60-7,63 (d, 1H, J=9Hz, indol); 7,23-7,52 (m,
15H, p-fenil, indol, toluil, Cs tiazdlico); 2,35 ppm (s, 3H, CHs).

e RMN 3C (DMSO-ds, 100MHz): 5 = 167,86 (Cztiazol), 149,04 (HCN); 141,28-
137,27 (C aromaticos); 132,96 (C azometinico); 130,57-121,20 (C fenil e
inddlicos); 110,66 (Cs tiazol); 20,83 ppm (CHs).

e IV (KBr): cmt=3173 (N-H), 1539 (C-N azometinico), 1441 (C=N exociclico),
1357 (NCS), 1298 (N-N=C).

2-(1H-indol-3-il)metileno-hidrazono)-3-(p-toluil)-4-(4-(trifluorometil)fenil)-2,3-
dihidrotiazol (CS-07)

g,

e Foérmula molecular: C2sH19F3N4S

e Massa molecular: 476,52 g/mol

e RMN !H (DMSO-ds, 600MHz): & = 11,53 (s, 1H, NH); 8,37 (s, 1H, HCN);
8,28-8,29 (d, 1H, J=6Hz, indol); 7,70 (m, 1H, indol); 7,62-7,63 (d, 2H,
J=6Hz); 7,45-7,46 (d, 1H, J=6Hz, indol); 7,41-7,43 (d, 2H, J=12Hz, indol);
7,17-7,23 (m, 6H, p-trifluorometil e p-toluil); 6,77 (s, 1H, tiazol); 2,30 ppm (s,
3H, CH3).

e RMN 13C (DMSO-ds, 150MHz): & = 167,18 (C= tiazol); 149,34 (HC=N);
138,63 (C azometinico); 137,60-130,76 (C aromaticos); 129,98 — 125,66 (C
indol); 122,96-111,32 (C fenil e p-toluil); 103,94 (Cs tiazol), 21,14 ppm (CH3).

e IV (KBr): cm?t = 3178 (N-H), 1575-1537 (C-N azometinico), 1440 (C=N
exociclico), 1372 (NCS), 1323 (N-N=C).
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2-(1H-indol-3-il)metileno-hidrazono)-3-(p-toluil)-4-(4-(metoxi)fenil)-2,3-
dihidrotiazol (CS-08)
S

_ =]

e Formula molecular: C26H22N4OS

OCH,

e Massa molecular: 438,54 g/mol

e RMN 'H (DMSO-ds, 600MHz): & = 11,52 (s, 1H, NH); 8,35 (s, 1H, HCN);
8,30-8,31 (d, 1H, J=6Hz, indol); 7,68 (s, 1H, indol); 7,45-7,46 (d, 1H, J=6Hz,
indol); 7,22-7,16 (m, 6H, p-metoxi, p-toluil), 7,13-7,11 (d, 2H, J=12Hz, indol)
6,79-6,80 (d, 2H, J=6Hz, p-toluil), 6,44 (s, 1H, tiazol), 3,69 (s, 3H, OCHg);
2,30 ppm (s, 3H, CH3).

e RMN 3C (DMSO-ds, 150MHz): & = 167,60 (C:2 tiazol), 159,55 (C-OCH3);
148,75 (C azometinico); 139-135,92 (C aromaticos); 130-128,99 (C indol);
125,00-112,29 (C fenil e p-toluil); 100,14 (Cs tiazol), 55,57 (OCHs); 21,14
ppm (CHsa).

e |V (KBr): cm? = 3338(N-H), 1575-1538 (C-N azometinico), 1440 (C=N
exociclico), 1335 (NCS), 1247 (N-N=C).

6.2 ESTUDO IN SILICO
6.2.1 Avaliacéo in silico das propriedades fisico-quimicas

Umas das ferramentas utilizadas para avaliacdo dos parametros fisico-
guimicos séo a regra de Lipinski, também conhecida como Regra dos cinco (RO5) e
regra de Veber, através dos valores estipulados por esses pesquisadores torna-se
possivel identificar se as moléculas avaliadas possuem caracteristicas que 0s
classifiguem como um possivel farmaco de administracao por via oral. Os parametros
obtidos in silico servem como dados preditivos e norteadores no planejamento de
novos candidatos a farmacos (Veber et al., 2002; Lipinski, 2004; Almeida Junior et al.,
2019). Os dados obtidos apés analise dos novos derivados indol-tiazélicos encontram-

se na tabela 11.
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Tabela 11. Verificagdo dos parametros fisico-quimicos de acordo com RO5 e Veber.

Composto Massa DLH® ALH¢ MLog P TPSA (A% Ligacdes

molecular? rotativas’
CS-01 426,51 1 3 4,65 73,68 4
CS-02 442,96 1 2 4,75 73,68 4
CS-03 453,52 1 4 3,19 119,50 5
CS-04 487,41 1 2 4,85 73,68 4
CS-05 408,52 1 2 4,28 73,68 4
CS-06 484,61 1 2 5,27 73,68 5
CS-07 476,52 1 5 5,00 73,68 5
CS-08 438,54 1 3 3,92 82,91 5

aSwissADME massa molecular; "SwissADME doadrores de ligagdes de hidrogénio; ¢SwissADME
aceptores de ligagGes de hidrogénio; 9SwissADME log do coeficiente de particdo ocatanol-agua;
eSwissADME célculo da area de superficie polar topolégica; 'SwissADME ndmero de ligagGes rotativas.
FONTE: O autor,2022.

Analisando os dados obtidos pode-se verificar 0s compostos apresentam pesos
moleculares entre 408,52 a 487,41g/mol, sendo todos abaixo de 500 g/mol, que é o
valor estabelecido pela regra, quanto ao numero de doadores de ligacao de hidrogénio
para todos os compostos foi igual a 1 e o limite maximo seria 5 (Lipinski, 2004). O
namero de aceptores de ligacdes de hidrogénio variou entre 2 e 5, de acordo com
Lipinski esses valores devem ser iguais ou menores que 10, deixando todos os novos
derivados dentro dos parametros (Lipinski, 2004; Almeida Junior et al., 2019)

Ao observar o MLog de P, que traz valores referentes a lipofilicidade dos
compostos, e de acordo com a RO5 devem ser iguais ou menores que 5, nota-se que
0 composto CS-06 foi o unico a violar um dos parametros da regra de Lipinski, pois
apresentou um MLog P acima de 5, enquanto 0s outros sete compostos apresentaram
valores entre 3,19 e 5,00, portanto, a Unica excecéao foi o CS-06 que apresentou um
MlogP de 5,27, tal valor pode ser atribuido devido & presenca de um anel aromatico
(fenil) a mais que esta presente em sua estrutura (Lipinski, 2004; Almeida Junior et
al., 2019).

Os outros dois parametros apresentados na tabela 12 sdo analisados de

acordo com Veber, ele estabelece que a TPSA deve ser igual ou menor que 140 Ao,
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e 0 numero de ligacdes rotacionaveis deve ser igual ou menor que 10 (Veber et al.,
2002; Rodrigues et al., 2021). Os valores encontrados para TPSA variaram entre
73,68 e 119,50, e numero de ligacdes rotacionaveis variou entre 4 e 5, estando todos
0s compostos dentro dos valores estabelecidos por Veber. Os resultados obtidos na
tabela 12 sugerem que os compostos analisados possuem uma boa biodisponibilidade
oral e boa absorcéo intestinal (Veber et al., 2002; Lipinski, 2004; Almeida Juanior et al.,
2019; Rodrigues et al., 2021).

6.2.2 Avaliacdo in silico das propriedades farmacocinéticas

Os dados obtidos na andlise das caracteristicas fisico-quimicas podem ser
suplementados analisando mais fatores ligados a farmacocinética, que envolvem os
processos de absorcao, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e toxicidade (ADMET)
dos compostos sintetizados, bons resultados desses aspectos sao importantes
preditores para moléculas candidatas a farmaco e servem para identificar possiveis
problemas no decorrer da pesquisa, obter esses dados previamente possibilita ganho
de tempo e diminui custos (Pires, Blundell, Ascher, 2015; Larik et al., 2019;
Dominguez-Villa, 2021).

A avaliacdo de parametros farmacocinéticos in silico, permite que sejam
obtidos previamente, e de maneira preditiva, dados referentes ao comportamento das
moléculas em estudo dentro do organismo. A avaliacdo por meio de abordagens
computacionais acelera o processo de obtencédo de valores ligados aos processos de
ADMET pode contribuir na analise de dados obtidos nos testes in vitro e in vivo
(Almeida Junior et al., 2019; Dominguez-Villa, 2021; Rodrigues et al., 2021).

A avaliacdo de 31 parametros (Tabela 12) realizada forneceu informacfes
relevantes, com dados que podem pressupor comportamentos farmacocinéticos
indicando as possiveis melhores moléculas para prosseguimento da pesquisa,
servindo como um filtro inicial na busca do melhor composto da série, bem como
indicando fatores que serdo desafios durante a pesquisa. A identificagdo desses
fatores no inicio da pesquisa permite que, de acordo com os resultados obtidos, sejam
estabelecidas metodologias complementares, novas abordagens e implementacdes
tecnolégicas em busca da otimizacdo das caracteristicas dos novos derivados indol-
tiazolicos (Pires, Blundell, Ascher, 2015; Dominguez-Villa, 2021).



Tabela 12. Parametros farmacocinéticos ADMET dos novos derivados indol-tiazélicos.
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Parameters CS-01 | CS-02 |CS-03 |CS-04 | CS-05 | CS-06 CS-07 | CS-08 Unit
Solubilidade em agua -5.919 | -5.906 |-5.893 | -5.905 | -5.979 | -5.649 |-5.756 |-5.783  Numérico (log mol/L)
Permeabilidade Caco2 1.069 1.023 [0.344 | 1.021 | 1.031 0.983 |1.036 |1.071 Numeérico (log Papp in 10
5 cm/s)
Absorcéo Intestinal 92.863 | 91.906 |90.55 |91.839 |93.415 | 93.35 (90.142 |93.68 Numérico (%Absorcao)
1
Permeabilidade cuténea -2,737 | -2.739 |-2.735|-2.739 | -2.74 -2.735 |-2.737 |-2.732 Numérico (log Kp)
Substrato Glicoproteina-P Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/N&ao)
Inibidor Glicoproteina-P | Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Categoérico (Sim/N&o)
Inibidor Glicoproteina-P Il Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Distribution
VDss 0,126 0.177 |-0,246 | 0.191 | 0.105 | -0.315 |0.197 |0.228 Numérico (log L/kg)
Fracao livre 0,220 0.204 ]0.202 | 0.204 | 0.203 0.286 [0.194 |0.195 Numeérico (Fu)
Permeabilidade BBB 0,561 0.568 |-0.739 | 0.566 | 0.615 0.551 [0.626 |0.392 Numérico (log BB)
Permeabilidade CNS -0,656 | -0.622 |-1.346 | -0.622 | -0.633 | -0.298 |-0.578 |-1.340 Numeérico (log PS)
Metabolism
Substrato CYP2D6 Sim Sim N&o Sim Sim Sim  [Sim Nao Categoérico (Sim/N&o)
Substrato CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Sim Sim  [Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Inibidor CYP1A2 Sim Sim Sim Sim Sim Sim  [Sim Sim Categoérico (Sim/N&o)
Inibidor CYP2C19 Sim Sim Sim Sim Sim Ndo |Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Inibidor CYP2C9 Sim N&o N&o N&o Nao Ndo |[Nao Sim Categoérico (Sim/N&o)
Inibidor CYP2D6 Nao Nao Nao Nao Nao Nao |Nao Nao Categorico (Sim/N&o)
Inibidor CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Sim Nado |Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Excretion
Clearence Total 0,016 0.147 0.184 | 0.125 | 0.277 0.237 ]0.200 ]0.194 Numeérico (log mL/min/kg)
Substrato Renal OCT2 N&ao N&o Nao N&o Nao Ndo |[Nao Nao Categorico (Sim/N&o)
Toxicity
Toxicidade AMES Sim N&o N&o Sim Nao Ndo |[Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
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Dose Maxima tolerada 0.709 0.694 |0.601 | 0.694 | 0.708 0.490 1|0.686 |0.689 Numeérico (log mg/kg/dia)
Inibidor hERG | Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Categoérico (Sim/N&o)
Inibidor hERG 11 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Toxicidade aguda oralem | 1.962 1.889 |2.246 | 1.889 | 1.869 2425 (1.856 |2.253 Numérico (mol/kg)
ratos

Toxicidade cronica oralem | 1.17 0.447 ]0.793 | 0.419 | 0.567 0.462 |0.270 |0.878 Numérico (log

ratos mg/kg_bw/dia)
Hepatotoxicidade Sim Sim Sim Sim Sim Ndo |[Sim Sim Categorico (Sim/N&o)
Sensibilizagdo cutanea N&ao N&o N&o N&o Nao Ndo [N&o Nao Categoérico (Sim/N&o)
Toxicidade T. Pyriformis 0.287 0.287 0.285 | 0.287 | 0.287 0.285 [0.286 |0.287 Numeérico (log pg/L)
Toxicidade em peixe -2.478 | -2.130 |-2.259 | -2.276 | -1.623 | -3.366 |-1.736 |-2.751 Numérico (log mM)

Fonte: O autor, 2022
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A absorcdo é a primeira etapa da farmacocinética e alguns pardmetros sao
limitantes para que tal acdo ocorra, como é o caso da solubilidade em agua a 25°C
(logS). Os valores preditivos de logS obtidos mostram que todos 0s compostos sao
moderadamente sollveis em agua (-1 e -5), apresentando valores muito proximos
entre eles, 0 que ja era esperado por se tratar de moléculas orgéanicas e pelo alto grau
de similaridade entre elas. (Lambertucci et al., 2018; Ribeiro et al.,2019). A avaliacéo
da permeabilidade celular Caco-2 (células epiteliais de adenocarcinoma colorretal
humano) é amplamente utilizada para prever a absorcédo de farmacos administrados
por via oral, uma alta absorcéo esta atribuida a valores de log Papp > 0,90 (Pires,
Blundell, Ascher, 2015).

Apenas o composto CS-03 apresentou valor inferior ao especificado, o0 que
pode ser explicado devido ao carater idnico da porcdo que o diferencia dos demais
compostos, que é o grupo nitro que apresenta por apresentar cargas (N* e O’) ndo
consegue atravessar facilmente a membrana das células em estudo. Quanto aos
demais compostos analisados, todos apresentaram valores acima de 0,98 indicando
boa permeabilidade das moléculas através da mucosa dessas células (Cui et al.,
2016).

Avaliando-se a absorc¢ao intestinal, nota-se também que o CS-03 e o CS-07
foram os que apresentaram menores taxas de absorcéo intestinal quando comparado
aos demais, mas para ser considerada como uma molécula com baixa absorcéo o
percentual apresentado deve ser abaixo de 30%, 0 que esta bem distante dos 90%
apresentado pelos composto em questao, tal resultado leva a conclusédo de que para
0 CS-03 a presenca do grupo nitro pode promover uma diminuicdo da absorcao
intestinal do composto, devido a ionizacdo que esse grupo sofre no ambiente bioldgico
(Cui et al., 2016).

Na estrutura do CS-07 temos um grupo trifluorometil que segundo Boechat,
Pinto e Bastos (2015), contribui para um aumento da lipofilicidade, fator que contribui
para uma melhor absorgao intestinal, apesar de ter apresentado um dos valores mais
baixos para esse parametro em analise computacional. Dessa forma, apesar do efeito
do grupo nitro no CS-03 e do grupo trifluorometil no CS-07, todos esses compostos
apresentam alta capacidade para atravessar a barreira intestinal ( Larik et al., 2019).

Somado a esses parametro temos a permeabilidades cutanea que é
considerada relevante para o desenvolvimento de drogas desenvolvidas para

administragdo transdérmica, esse parametro considera a constante de
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permeabilidade da pele logKp, quando este valor est4 acima de -2,5, considera-se o
composto apresentando baixa permeabilidade cutéanea, tal comportamento pode ser
observado em todas as moléculas estudadas, pois apresentaram logKp variando em
torno de -2,7, o que reforca uma via de administracdo que nao seja a transdérmica ou
a possibilidade de implementacdo de ferramentas da tecnologia farmacéutica que
possibilitem a administracédo por essa via (Larik et al., 2019).

A andlise in silico da interacdo entre as moléculas estudadas e a glicoproteina
P podem fornecer dados relevantes, tendo em vista que além de estar relacionada a
possiveis interacdes medicamentosas, essa proteina esta associada a casos de
resisténcia a multiplas drogas por funcionar como um mecanismo de expulsdo de
xenobidticos, influenciando diretamente na diminuicdo da biodisponibilidade (Lu et al.,
2022; Yu et al., 2022). Os resultados obtidos sédo categoéricos e indicam a possibilidade
de que os compostos testados atuem como substrato para essa enzima, ou como
inibidores de glicoproteina P I/Il. Os testes iniciais indicam que todos os compostos
da série em estudo podem servir como substratos e todas também podem inibir essa
enzima, sendo necessaria a realizacado de testes mais conclusivos como por exemplo
o docking molecular que pode esclarecer melhor essas interagdes entre 0s compostos
e a glicoproteina P (Lu et al., 2022; Yu et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Avaliando in silico a etapa de distribuicdo, correlacionando o volume de
distribuicdo aparente (VDss) e a fracao livre (FI) torna-se possivel entender como
ocorre a distribuicdo de uma molécula e determinar quantitativamente a porcédo da
molécula que nao esta ligada as proteinas plasmaticas (Almeida Junior et al. 2019).
Os valores de VDss>0,45 indicam uma maior distribuicdo nos tecidos enquanto
valores de VDss<-0,15 indicam uma maior distribuicdo no plasma (Lambertucci et al.,
2018).

Entre os compostos da série LQIT/CS, apenas os derivados CS-03 e CS-06
apresentaram valores de VDss abaixo de -0,15, isso estabelece que ocorre uma maior
distribuicdo no plasma, importante notar que ambos sao 0s pontos extremos de
lipofilicidade, sendo o CS-03 o menos lipofilico, e a maior hidrofilicidade tende a deixar
a molécula no plasma, enquanto o CS-06 € o que apresenta maior forca de ligacao
com a albumina, o que justifica sua maior permanéncia no plasma (Milosevic et al.,
2017; Merzouki et al., 2022).Todos 0s outros compostos apresentam valores
intermediarios de VDss, 0 que os torna distribuidos mais uniformemente entre os

tecidos e o plasma em comparagcéo com o CS-03 e CS-06.
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Quanto a fracéo livre os valores variaram entre 0,194 e 0,286, que sao
considerados como bons resultados de fragdo livre, indicando que as moléculas
estardo disponiveis em boas quantidades para uma possivel atuacédo sobre o alvo
farmacolégico (Almeida Janior et al. 2019).

A permeabilidade pela barreira hematoencefalica (BHE) fornece dados
relevantes que auxiliam no entendimento da acéo da molécula, efeitos colaterais e
consequentemente uma possivel toxicidade. Através da analise computacional pelo
pkcsm, as moléculas que apresentam valores de logBB acima de 0,3 atravessam
prontamente a BHE, enquanto as que apresentam logBB abaixo de -1 sdo mal
distribuidas para o cérebro (Speciale et al., 2021).

Das moléculas avaliadas apenas o CS-03 apresentou valores negativos, tal fato
pode estar diretamente relacionado a ionizacdo0 que ocorre em sua estrutura
molecular, que ja foi fator interferente em outras propriedades para essa molécula (Cui
et al., 2016). O CS-08, apresentou valores acima de 0,3, o que reflete uma possivel
capacidade de atravessar a BHE, os demais compostos apresentaram valores muito
préximo entre si, em torno de 0,5 e 0,6, sendo todos, portanto caracterizados como
moléculas que atravessam a BHE, o que pode levar a efeitos colaterais ou algum nivel
de toxicidade, mas tratam-se de dados preliminares que necessitam de mais estudos
para serem de fato esclarecidos (Speciale et al., 2021; Merzouki et al., 2022).

Corroborando com os resultados de permeabilidade da BBB, a andlise da
permeabilidade do sistema nervoso central (SNC), mostrou que 0S compostos
possuem tal capacidade pois apresentam valores de logPS maiores que -2, é
importante notar que os compostos CS-03 e CS-08, mais uma vez se destacam
apresentando valores dissonantes dos demais compostos da série, mostrando que
mesmo apresentado determinada capacidade ela é cerca de duas vezes menor
quando comparada com os demais compostos, excluindo-se o CS-06, que € o
composto mais lipofilico da série, que chegou a violar a regra de Lipinski, e apresenta
como esperado, uma maior capacidade de atingir o SNC (Speciale et al., 2021;
Merzouki et al., 2022).

Analisando as moléculas sintetizadas quanto a capacidade de inibir o citocromo
P450, um importante complexo enzimatico de metabolizacdo e desintoxicacdo do
organismo, foi possivel observar a presengca ou auséncia do efeito inibitorio da
molécula sobre diferentes isoformas (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4). Todos com compostos se comportaram como substrato do CYP3A4,
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importante metabolizador de farmacos, e apenas o composto CS-06 ndo realiza a
inibicdo desse complexo enzimético, o que sugere uma maior atencao para os demais
compostos quanto aos parametros relacionados a hepatotoxicidade (Kumar, Sharma,
Roychowdhury, 2012; Yamaki et.al, 2017; Govindarao et al., 2022).

Os parametros referentes a excrecao foram o Clearence total (CT) (medida de
eliminagéo hepética e renal das substéancias) e a capacidade de inibir o transportador
de cétions organicos 2 (OCT2), que promove a eliminacdo de compostos enddégenos
e de varios farmacos utilizados na clinica, a inibicdo pode comprometer a liberacao
dessas substancias bem como evidenciar contraindicagdes potenciais, principalmente
se outros inibidores de OCT2 forem administrados concomitantemente. Nenhum dos
compostos avaliados atuam como substratos do OCT2, e quanto aos valores de CT,
0 composto que apresentou o menor valor foi o CS-01, sendo cerca de dez vezes
menor em comparacgao com 0s demais compostos, o que pode levar a um maior tempo
circulante dentro do organismo.

O estudo da toxicidade in silico possui elevada importancia e, por isso, deve
ser avaliado nas etapas iniciais de desenvolvimento de uma molécula candidata a
farmaco até a possivel comercializacdo como medicamento inovador. O teste de
AMES consiste na avaliacdo da atividade mutagénica das moléculas (Naven et al.,
2010; Matias et al., 2017). De acordo com os dados obtidos quatro dos compostos
apresentam potencial atividade mutagénica (LqIT/CS-01,04,07 e 08).

A dose méaxima tolerada para a maioria dos compostos variou entre 0,6 e 0,7
log (mg/kg/dia), o que é considerado uma dose alta, a Unica excec¢éo foi o CS-06 que
apresentou uma dose um pouco inferior no valor de 0,490, para esse parametro
considera-se um valor baixo quando € inferior a 0,477, o que classifica o CS-06 com
uma dose moderada.

A possibilidade de inibicdo dos canais de potassio codificados pelo gene hERG
(human ether-a-go-go gene) esta correlacionada ao desenvolvimento da sindrome do
QT longo adquirido, que consequentemente conduz a arritmia ventricular fatal, os
compostos avaliados apresentaram resultados inconclusivos para esse parametro,
pois apesar de todos serem preditivamente caracterizados como inibidores do hERG
II, ndo foram constatados como inibidores do hERG | (Garrido et al.,2020).

Além de outros fatores ligados a toxicidade, foi avaliado o potencial de
hepatotoxicidade, ja que tal parametro esta associado a possiveis problemas sérios

associados a medicamentos (Bjérnsson, 2008) e verificou-se que, com excecao do
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composto LqIT/CS-06, todos os demais apresentam uma potencial toxicidade
hepatica, sugerindo que devem ser estudados de maneira mais cuidadosa e profunda
na tentativa de elucidar melhor os dados obtidos e possiveis mecanismos envolvidos
(Matias et al., 2017). Por fim, também foi avaliado o potencial de sensibilizacdo da
pele e concluiu-se que com exce¢ao do LQIT/CS-01 os demais compostos nao

provocam efeito sensibilizante na pele (Larik et al., 2019).

6.3 ANALISES IN VITRO
6.3.1 Interagdes com DNA e BSA

Para realizagdo dos testes de interagdo, inicialmente foram realizadas as
varreduras dos compostos na regido de 200 a 600nm, onde 0S compostos
apresentaram absorcéo entre 320 e 420nm, corroborando com resultados ja descritos
na literatura, pois apresentam em suas estruturas quimicas anéis aromaticos,
heterociclicos insaturados e/ou grupos de atomos portadores de pares de elétron
desemparelhados (Lakowicz, 2016). Todos os compostos foram fixados na
concentracdo de 20uM para realizacdo de interacdo, foi possivel obter o perfil
absortivo de todos os compostos, enquanto os perfis de fluorescéncia sé foram
obtidos para sete dos oito compostos, a Unica excec¢ao foi o CS-04.

6.3.1.1 Interacdo com o0 SsDNA
6.3.1.1.1 Espectroscopia de absor¢cao UV-Vis

Os compostos da série LglT/CS’s fixados a concentragdo de 20uM foram
expostos a quantidades crescentes de ssDNA (0 a 100uM). Apés a verificacdo dos
graficos foi possivel observar a presenca dos efeitos hipercrémico (Baltazar et al.,
2018), hipocréomico e hipsocromico (Almeida et al., 2015). A presenca desses efeitos
indica uma possivel formacdo de um complexo DNA-ligante, servindo como dados
iniciais para elucidacdo do mecanismo de acdo pelo qual ocorre a interacado de
pequenas moléculas com o DNA (Almeida et al., 2015; Lafayette et al., 2017; Baltazar
et al., 2018).

Os dados obtidos estédo presentes na tabela 13, onde podemos comparar a
absorcdo maxima dos compostos livres e interagindo com o ssDNA, além de observar
o valor da constante de ligagao (Kb) de cada um desses dos compostos, o0 que serve
como parametro de forca de interacao entre moléculas e o DNA, sendo aplicado para

comparar moléculas estruturalmente diferentes, além de indicar os modos de ligagao
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ao DNA (Mcghee; Hippel, 1974; Plsikova et al., 2012; Lafayette et al., 2017). Os
valores referentes a intercaladores tipicos estdo compreendidos no intervalo entre 104
e 10° M1 (Thalmilarasan et al., 2016; Almeida et al., 2017). Os espectros de absorcdo

dos compostos interagindo com o DNA encontram-se nos apéndices.

Tabela 13. Dados espectroscopicos de absorgédo UV-Vis dos compostos LqlIT/CS’s livres e

interagindo com o ssDNA

Composto Amax  Amax AN Hipercromismo Hipocromismo  Kb(M?) R
livre ligado  (nm) (%) (%)°
(nm) (nm)
Cs-01 367 366 1 22,61 - 6,26x10% p-F
CS-02 365 366 1 - 7,24 3,11 x104 p-Cl
CS-03 363 363 0 29,06 - 3,07 x10*  p-NO2
CS-04 363 363 0 16,13 - 3,71 x10° p-Br
CS-05 368 366 2 17,88 - 6,78 x10° p-H
CS-06 364 363 1 - 27,47 8,81 x10*  p-Ph
CS-07 369 361 8 29,29 - 4,08 x10*  p-CFs
CS-08 367 367 0 - 3,22 3,95 x10* p-OCHs

a. Hipercromismo resultante da interagéo entre os compostos da série LqIT/CS’s e 20uM de ssDNA em
comparacdo aos compostos livres. b. Hipocromismo resultante da interagdo entre os compostos da

série LqIT/CS’s e 20uM de ssDNA em comparagao aos compostos livres. Fonte: O autor,2022.

A presenca dos efeitos hiper ou hipocrdmicos caracteriza alteracées estruturais
na dupla hélice do DNA, quando esta interagindo com outras moléculas (Lafayette,
2013; Sirajuddin; Ali; Badshah, 2013). Foi observado que cinco dos oito compostos
apresentaram hipercromismo e apenas trés deles apresentaram hipocromismo. O CS-
07 apresentou a maior variagdo no comprimento de onda, caracterizando um
deslocamento para uma regido com comprimento de ondas menores, caracterizando
um efeito hipsocrémico, que pode estar relacionado a presenca dos trés atomos de
fldor presentes no substituinte retirador de elétrons trifluorometil (CF3). Esta molécula
ainda apresentou a maior elevacéo no pico de absor¢cdo quando conjugada ao DNA,
semelhante ao perfil encontrado na avaliagdo do farmaco Flutamida (Temerk; Ibrahim,
2015), medicamento antitumoral utilizada no combate ao céncer de prostata que

também apresenta em sua estrutura o substituinte (CF3s).
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Entre os demais compostos que apresentaram hipercromismo, o CS-03,
apresentou uma taxa de 29,06% muito proxima do CS-07 (Figura 25), outros tré
compostos apresentaram taxas de 16, 17 e 22%, sendo respectivamente valores
referentes ao CS-04, CS-05 e CS-01, tal caracteristica sugere que a presenca do
aumento desse pico absortivo esté relacionada a ligacdes com o ssDNA por ligacdes
parciais, por contatos externos via fosfato ou nos sulcos (Arshad et al.,2017; Baltazar
et al., 2018). A maior intensidade desse tipo de interacdo ocorre quando ha presenca
de fortes cargas positivas, neste caso o fato de ambas moléculas (CS-07 e CS-03)
apresentam em comum a substituicdo com grupamentos que sao fortes retiradores de
elétrons, nas posi¢cdes p-trifluorometil e p-nitro, respectivamente, esta diretamente

relacionada ao perfil apresentado (Arjmand; Jamsheera, 2011)

Figura 25. Espectros de absor¢éo dos compostos LqIT/CS-07 e LgIT/CS-03 na presenca de
quantidades crescentes de ssDNA. [DNA]=0,10,20,40,60,80,100.
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Os compostos CS-02 e 06 e 08, apresentaram as seguintes taxas de

hipocromismo 7,24%, 27,47% e 3,22%, respectivamente, o efeito de diminuicdo do
pico absortivo pode estar relacionado a intercalacdo ao ssDNA, provavelmente por
meio de interacbes de empilhamentos de elétrons 1 entre os anéis aromaticos
presentes nas estruturas quimicas dos compostos e os pares de base do ssDNA
(Ozuler, Kara et al.,2014; Liu et al., 2014; Narva et al., 2016; Ma et al., 2018).

O CS-06 apresentou um efeito hipocrémico, que ser explicado devido ao
subsituinte p-fenil, 0 que consequentemente leva a uma estabilizacdo do complexo

ligante-ssDNA formado (Figura 26). Além de alteracdes na intensidade dos picos de
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absorcao, foi observado para o CS-02 e 06 uma variagdo quanto ao comprimento de
onda de 1nm, caracterizando assim a presenca de um leve um desvio para regioes
com comprimentos de onda menores (deslocamento para regido do azul). Estas
variacfes nado foram encontradas para o LqlT/CS-08, que por sua vez apresenta em
sua estrutura o grupamento metéxi, que é um doador de elétrons, diferente do

substituinte Cl que é um retirador de elétrons.

Figura 26. Espectros de absorcéo dos compostos CS-06 e CS-02 na presenca de quantidades
crescentes de ssDNA. [DNA]=0,10,20,40,60,80,100.
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Fonte: O autor, 2022.

O grau de afinidade biomolécula-ligante foi calculado por meio da constante
intrinseca (Kb), o valor obtido reflete a intensidade da for¢ca de ligacdo entre os
compostos da série LgIT/CS e o ssDNA. A obtencao do Kb foi realizada utilizando os
dados das alteracbes de absorbancias apresentadas pelos compostos quando
expostos ssDNA nas concentracdes ja especificadas, conforme o método de Mcghee
e Von Hippel (1974).

O composto CS-03 apresentou o menor valor de Kb, seguido pelo CS: 02, 08,
07, 01, 06, 04, em ordem crecente, tendo um destague maior o CS-05, que € o
derivado sem substituicdo, quanto maior o valor do Ky, mais forte é a interacao entre
a molécula e os pares de base do DNA, caracterizando um bom grau de afinidade por
intercalacédo (Kumar et al., 2019). Os resultados obtidos indicam que a presenca das
substituicbes diminuiu a forca de interacdo ssDNA-ligante, mas n&o exclui a
capacidade de ligacdo entre os demais compostos e o sSDNA , pois os valores para

intercaladores tipicos que interagem com o DNA estdo na faixa de 10% e 10° M1
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(Ihmels; Otto, 2005) indicando assim que todos os compostos da série apresentam
capacidade de interacdo com o DNA, o que pode indicar um possivel mecanismo de
acao.

Observando os compostos halogenados, nota-se que a presenca de um atomo
de flor favorece uma maior forca de ligacdo com o DNA se comparada com o
trifluorometil, apesar de serem ambos retiradores de elétrons, a substituicdo com um
forte retirador de e  halogenado diminui a interacdo com o DNA. Isto pode ser
evidenciado ao analisarmos o Kp dos compostos que apresentaram hipercromismo,
pois o substituido com Br (CS-04), apresenta valor superior aos substituintes CFs, F e
Cl é atribuido ainda ao CS-04 uma elevada reatividade que contribui para que o

mesmo exerca uma atividade alquilante sobre o DNA.

6.3.1.1.2 Espectroscopia de fluorescéncia

As andlises por meio da espectroscopia de fluorescéncia servem para
confirmar os dados obtidos com a espectroscopia de absorcdo, complementando
assim os estudos de interacdo entre pequenas moléculas e o DNA, apresentando
como vantagem uma alta taxa de sensibilidade, grande faixa de concentracao linear
e seletividade (Sirajuddin; Ali; Badshah, 2013; Ribeiro et al., 2019).

O DNA apresenta baixa propriedade de fluorescéncia, sendo assim para o0s
estudos de fluorescéncia a andlise foi realizada avaliando as alteracfes do perfil de
fluorescéncia dos compostos, a presenca do anel inddlico nas estruturas das
moléculas testadas pode ter contribuido para visualizacdo da fluorescéncia dos
compostos, como foi realizado no estudo de Singhal, Khanna e Khanna (2019).

Os compostos quando avaliados isoladamente, na concentragao de 20 uM,
apresentaram fluorescéncia na faixa de 420 a 520 nm, (Tabela 14), a Unica excecéo
foi o composto CS-04, pois nao foi possivel evidenciar a formacado de um pico de
fluorescéncia, o que consequentemente também impediu a visualizagédo da interagédo
desse composto com o DNA, por ndo permitir a analise dos dados obtidos. Para tal
composto torna-se necessario a utilizacao de outras técnicas complementares como
a calorimetria de titulacao isotérmica (ITC) em estudos futuros. Todos os espectros de
emissao fluorescente estdo dispostos nos apéndices.

Os demais compostos foram expostos ao DNA em diferentes concentracoes,

como pode-se observar na tabela 14, houve um efeito hipercrébmico que aumentou de
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acordo com a concentracdo nos compostos CS-01,02 e 03, enquanto nos compostos
CS-05,06 e 07 ocorreu um aumento da fluorescéncia até a concentracéo de 80 uM,
acima disso iniciou-se um hipocromismo, e no composto CS-08 a fluorescéncia

estabilizou-se mostrando-se inalterada nas concentragdes de 80 e 100 yM.

Tabela 14. Dados espectroscopicos de emissao fluorescente dos compostos LglT/CS’s livres e

interagindo com o ssDNA em concentracdes crescentes.

Composto Amax Amax Exc. Emi. AN Hipercromismo Bandas R
livre ligado (nm) (nm) (nm) (%) Exc Emi
(nm) (nm) (nm)
CSs-01 467 469 273 449 2 37,58 55 p-F
CS-02 467 469 273 452 2 17,45 55 p-Cl
CS-03 468 471 272 451 3 23,40 55 p-NO2
CS-04 - - - - - - - p-Br
CS-05 467 469 276 450 2 17,73 55 p-H
CS-06 469 469 275 440 0 35,56 55 p-Ph
CS-07 469 470 277 454 1 34,26 55 p-CF3
CS-08 467 467 277 451 0 17,69 55 p-OCHs3

a Hipercromismo resultante da interagdo entre os compostos da série CS e 20uM de ssDNA em

comparacao aos compostos livres. Fonte: O autor, 2022.

A alteracao na intensidade do pico fluorescente, pode ter ocorrido devido a
diminuicao da flexibilidade conformacional da nova estrutura formada (ligante-DNA)
(Faulhaber et al., 2011). A maior elevacéo foi observada ap6s interacdo do composto
CS-01 (Figura 27), e foi decrescendo segundo a ordem: CS-06, 07, 03, 05, 08 e o de
menor efeito hipercrdmico foi o0 CS-02. Esse aumento de fluorescéncia pode estar
relacionado a uma maior ligacdo no local de intercalacdo com o DNA (Faulhaber et
al., 2011; Alves et al., 2021). Os compostos CS-06 e 08, que foram 0s Unicos que ndo
apresentaram um efeito batocrémico leve, para os demais foi possivel observar a
variacdo de 1-3nm no pico fluorescente a mais quando exposto a concentracdes
crescentes do DNA, esse efeito também sugere a formacdo do complexo (ligante-
DNA) (Sirajuddin; Ali; Badshah, 2013; Alves et al., 2021). Esse deslocamento do pico
para a regiao do vermelho foi mais no CS-03 o que apresentou o desvio de 3nm.



92

Figura 27. Efeitos hipercrdmico e batocrémico evidenciado nos compostos CS-06 e CS-03.
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Devido a variac¢ao da intensidade fluorescente nao ter obedecido o aumento da
concentragdo, ndo houve uma linearidade, dessa forma néo foi possivel calcular o Ksv
dos compostos, necessitando entdo de uma analise por outro método para
confirmacéo da interacéo, que serdo realizados em estudos futuros com a técnica de
dicroismo circular que permite visualizar a interacdo com DNA de maneira mais
detalhada. Contudo os resultados preliminares alcancados ndo excluem o indicio de
formacdo do complexo ligante-DNA, pois nota-se que 0Ss compostos tiveram a
fluorescéncia intrinseca modificada na presenca do DNA.

Este comportamento se assemelha ao evidenciado pelas sondas fluorescentes
utilizadas para estudos de fluorescéncia como o Brometo de Etideo (BE) ou 4',6'-
diamino-2-fenil-indol (DAPI) que se ligam ao DNA por intercalagdo nas cadeias duplas
de DNA e promovem um aumento da intensidade fluorescente do complexo formado,
a elevacédo do pico fluorescente tende a ser diminuida apés a adicdo de uma outra
molécula, causando assim a supressao da fluorescéncia e possibilitando o célculo da
extincdo de fluorescéncia, tendo em vista a competicdo entre a sonda fluorescente e
a biomolécula adicionada pelos locais de ligacdo ao DNA (Sirajuddin; Ali; Badshah,
2013; Ma et al., 2018).

O composto CS-06 apresentou um hipocromismo mais acentuado na analise
de absorcéo e também o maior pico na fluorescéncia com o DNA o que serve como
indicio para evidenciar a intercalacéo entre o ligante estudado e o DNA. E importante
destacar também que o composto CS-05 que apresentou o maior valor de Ky também

apresentou um valor intermediario de hipercromismo e um leve efeito batocrémico,
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ambos servindo como indicios de interacao por intercalacdo com o DNA (Jiang et al.,
2005).

6.3.1.2 InteracGes com BSA

A ligacdo de farmacos as proteinas € um fator determinante sobre a agédo dos
farmacos no organismo, impactando diretamente aspectos da farmacocinética e
farmacodinamica (Buddanavar, Nandibewoor, 2017). Entre as proteinas plasmaticas
a albumina se destaca por se apresentar em maior quantidade, além disso o papel de
transportadora de substancias fez com que de diversos grupos de pesquisa viessem
a investigar o perfil de interacdo entre ligantes-albumina. Técnicas espectroscopicas
aplicadas para esse fim permitem a observacdo de mudancas nos perfis absortivos e
fluorescentes da mesma quando esta livre e quando estd possivelmente interagindo

com outros ligantes/moléculas (Buddanavar, Nandibewoor, 2017).

6.3.1.2.1 Espectroscopia de Absor¢do UV-Vis

Diferente dos estudos realizados com o DNA, para a investigacdao da
possibilidade de interacdo ligante-BSA, foi utilizado como padrdo os parametros da
proteina, pois ela ja é amplamente caracterizada e tem suas informacdes ja muito bem
detalhadas na literatura, (Liu et al., 2018; Rafols et al., 2018; Kumar; Masran, 2019;
Silva-Filho et al., 2019) apresentando um pico de absorcéo relacionado a absorcéo de
aminoacidos (Trp, Tyr e Phe) na faixa de 278-280nm, que pode sofrer alteracdes
quando a BSA interage com outras moléculas (Chaturvedi et al., 2015; Mohamadi et
al., 2015; Ribeiro et al., 2019). Os dados espectroscopicos referentes a absor¢éo UV-
vis da BSA livre bem como exposta a concentracdes crescentes (0-40 uM) dos novos
derivados indol-tiazolicos estéo dispostos na tabela 15.
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Tabela 15. Dados espectroscopicos de absorgdo UV-vis da BSA livre e interagindo com quantidades
crescentes dos derivados da série LqIT/CS’s (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uyM).

Amax Amax AN Hipercromis Hipocro Kb(M1) R
Composto  Livre Interagindo (nm) mo mismo
(nm) (nm) (%) (%)
CS-01 278 278 0 52,88 - 1,30x 10° p-F
CS-02 278 278 0 52,10 - 1,41x10° p-Cl
CS-03 278 278 0 64,15 - 1,29x10% p-NO2
CS-04 278 277 1 47,01 - 1,14x10° p-Br
CS-05 278 278 0 43,50 - 1,14x10° p-H
CS-06 278 278 0 61,14 - 1,45x10° p-Ph
CS-07 278 278 0 61,58 - 1,39x10° p-CF3
CS-08 278 278 0 56,45 - 1,38x10° p-OCHs

Fonte: O autor, 2022.

A adicao dos compostos a solugdo de BSA, gerou um leve efeito hipsocrémico,
variando 1 nm, apenas para o composto CS-04, este deslocamento somado a um
efeito hipercromico de 47,01% (Figura 28), deve-se provavelmente a interacdo de
maneira ndo covalente, através do empilhamento de elétrons 1 entre os anéis
aromaticos dos novos derivados e residuos de aminoacidos na cavidade hidrofébica
de ligacdo da BSA (Singla; Luxami; Paul et al., 2016). Podemos inferir ainda que o
sitio ativo da proteina, disponivel para ligacdo dos compostos, esta exposto em um
ambiente hidrofobico, provavelmente préximo ao residuo Trp-212 (Belatik et al., 2012;
Raja; Bhuvanesh; Natarjan et al., 2011).

Segundo os dados da tabela 16, os valores de Ky variaram entre 1,29 x 10* a
1,45 x 10° M1, indicando um bom grau de afinidade com a BSA (Silva-Filho et al.,
2019), a ordem crescente de forca de ligacdo foi CS-03, 05, 04, 01, 08, 07, 02, 06. O
composto que causou maior elevagao do pico de absorcédo foi o CS-03 (Figura 28),
qgue também apresentou o menor valor de Ky, 0 que nos leva a concluir que a presenca
do grupamento nitro, contribui diretamente para uma maior absorgéo, porém quando
comparado com as demais moléculas sintetizadas, este derivado nao se liga tao
fortemente a BSA. Com excecdo dos compostos CS-04 e CS-05 todos os demais

promoveram um aumento de intensidade do pico absortivo acima de 50% o que é
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indicativo de interacdo ligante-BSA, e também ndo exclui a interacdo desses dois
compostos, pois eles apresentaram uma forca de ligacao intermediaria, semelhante
aos demais (Almeida et al., 2017).

Nota-se que a diminuicdo da eletrofilicidade dos halogénios promoveu um
aumento do valor de Ky, dessa forma o composto substituido com o bromo (CS-04),
apresentou valor superior ao do cloro (CS-02), que por sua vez apresentou uma
constante superior ao composto substituido com o atomo de flior (CS-01). Estes
compostos halogenados podem ter interagido com a BSA promovendo uma maior
exposicdo dos residuos de aminoéacidos, Trp-134 eTrp-212, que estavam inicialmente
situados em bolsdes hidrofobicos, fazendo com que ficassem mais expostos devido a
alteracdo na estrutura terciaria da proteina (Almeida et al., 2017; Asadi et al., 2020).
Os demais espectros de absorcédo da BSA na presenca dos compostos encontram-se

dispostos nos apéndices.
Figura 28. Espectros de absor¢do da BSA na presenca de LglT/CS-03 e 04 em quantidades
crescentes de [LgIT/CS]=0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40.
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6.3.1.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia da BSA

Através da supressao dos picos de fluorescéncia pode-se investigar o perfil de
interacdo entre ligantes-BSA, esses dados podem contribuir para um melhor
entendimento das alteracdes ja visualizadas no espectro de absor¢édo (Gouveia et al.,
2018, Silva-Filho et al., 2019; Ribeiro et al., 2019). A diminui¢do do pico fluorescente
deve-se a interac@o da estrutura terciaria da BSA levando a altera¢cdes do ambiente
hidrofébico onde o Trp esta presente, e possivel local onde ocorre a ligacédo entre o
composto e a proteina, causando assim a supresséo da fluorescéncia (Shi et al., 2016;
Gouveia et al., 2018). Para prosseguir com a realizacdo dessa analise na regido de
fluorescéncia da proteina foi verificado previamente que os compostos sintetizados
nao apresentaram picos nessa regido de estudos, pois isso poderia ser um fator de
interferéncia no estudo. A tabela 16 apresenta os resultados obtidos apds a realizacéo

dessa andlise em triplicata. Os demais espectros estao dispostos nos apéndices.

Tabela 16. Dados espectroscopicos de emissao fluorescente da BSA livre e interagindo com
quantidades crescentes dos derivados da série LqIT/CS’s (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 uM).

Exc. Bandas Amax Amax AN Hipocro KSV R
(nm) Exc livre ligado (nm) mismo (M)
Composto Emi (nm)  (nm) (%)2
(nm)

CS-01 285 2,525 342 339
CS-02 285 2525 342 338

CS-03 285 2525 342 340
CS-04 285 2525 342 341

3 70,7  10,41x10*  p-F
4
2
1
CS-05 285 2525 342 339 3 44,94  6,19x10*  p-H
3
6
4

59,74 5,22 x104 p-Cl
46,53 5,98 x104 p-NO2
50,18 7,42 x104 p-Br

CS-06 285 2525 342 339
CS-07 285 2525 342 336
CS-08 285 2525 342 338

61,45 12,65x10°  p-Ph
4791  529x10°  p-CFs
51,37  6,02x10*  p-OCHs

a Hipocromismo resultante da interagcao entre os compostos da série CS e 20uM de BSA. Fonte: O
autor,2022.

Observando a tabela 17, nota-se que todos os compostos quando adicionados

ao meio contendo a BSA promoveram extingdo da fluorescéncia, caracterizada por
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um intenso hipocromismo, que variou entre 44% a 70,7%. O maior hipocromismo foi
evidenciado pelo composto CS-01 (Figura 29), nesse caso pode-se observar que o
hipocromismo seguiu uma ordem decrescente de acordo com a diminuicdo da
eletrofilicidade dos compostos halogenados, pois o CS-02, substituido com o p-Cl,
apresentou resultado inferior ao substituido com o p-F, e superior ao hipocromismo
apresentado pelo CS-04, substituido com o p-bromo. A extincédo da fluorescéncia da
BSA é evidenciada apos a adicdo de sondas fluorescentes (Ghosh; Rathi; Arora,
2016), como todos os compostos se comportaram dessa forma na analise com o DNA
(promovendo um aumento da fluorescéncia do mesmo), é mais um fator que indica a
interacdo das moléculas sintetizadas com o DNA, apesar da impossibilidade calcular
a Kesy.

O célculo da constante de Stern-Volmer (Ksv) mostrou que o maior valor, 12,65
x10% esta atribuido ao CS-06, composto que apresenta maior hidrofobicidade,
corroborando com os resultados encontradosnos testes in silico e com resultados
observados por Gouveia e colaboradores (2018).

Além disso, foi observado também a presenca do efeito hipsocrémico em todos
0Ss compostos, sendo mais intenso (6nm) para o CS-07 (Figura 29), o que também é
indicativo de interacdo entre a BSA e o ligante (Ribeiro et al., 2019). A presenca dos
efeitos hipercrémico na absorcao e hipocrémico na fluorescéncia séo indicios de que
houve alguma provavel mudanca na estrutura da proteina apos interacéo (Kalaiarasi
et al., 2016; Muralisankar et al., 2016).

Figura 29. Espectros de absor¢do da BSA na presenca de LgIT/CS-01 e 07 em quantidades
crescentes de [LqIT/CS]=0, 5, 10,15, 20, 25, 30, 35, 40.

LqlT/CS-01 LqlT/CS-07

250
HE—— 250
— 5uM
10pM
15uM
— 20pM 200 4
— 25uM
30uM
35uM
— 40pM

— OpM
— 5uM
10uM
15uM
— 20uM
— 25uM
30uM
35uM
— 40uM

200 -

150

iNTENSIDADE
INTENSIDADE

50 +

320 340 380 380 400 320 340 360 380 400
COMPRIMENTO DE ONDA COMPRIMENTO DE ONDA

Fonte: O autor, 2020.



98

Nota-se nos resultados da tabela 17 que o composto CS-05 apresentou um
menor valor de fluorescéncia, bem como de absorbancia, apesar de apresentar
valores de Ky e Ksv intermediarios, provavelmente a auséncia de um substituinte na
posicdo —p, diferente dos demais compostos acabou causando uma menor exposicao
do Trp, gerando entdo uma baixa absorcéo e baixa fluorescéncia, o que nao exclui o
fato de ocorrer ligacdo entre o composto e a molécula com forca intermediaria, se

comparado aos demais compostos da série.

6.3.2 Atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS)

Os resultados obtidos no teste de DPPH podem ser observados na figura 30,
onde os quadrantes A e B mostram 0s oito compostos da série, € possivel notar que
nao houve uma regularidade entre os valores, que acabaram ndo sendo dose
dependente, tal comportamento pode ser explicado pela auséncia de ligagbes de
hidrogénio fracas nas moléculas o que ndo permite a doacdo de hidrogénio que viria
a reduzir o DPPH e fazé-lo alterar sua coloragéo (Iraji et al., 2022).

De acordo com esse teste a maioria dos compostos ndo apresentaram
atividade antioxidante nas concentragfes estudadas, ainda assim na tabela 17 foi
possivel verificar 0 ECso em pg/mL dos compostos 04,06 e 08, mas os valores
apresentados sdo muito maiores quando comparados ao controle o que mais uma vez
reflete que o mecanismo de doacéo de hidrogénio ndo ocorre com as moléculas da
série.

Tabela 17. Resultados de atividade antioxidante in vitro promovido pelos derivados indol-tiazolicos.

Compostos ECso (DPPH?) ECso (ABTS +)

% Captura
% Captura do

cadical em ECso ECso do radical ECso ECso
1000 pg/mL. (Mg/mL) (uM)  em 1000 (Mg/mL) (M)
png/mL
CS 01 37.8+0.04 nd nd 90.44+00 6.4+10 15.01
CS 02 28.77+£0.01 nd nd 89.9+0.04 935+29 21149
Cs 03 29.2+0.0 nd nd 95.77+0.0 13.8+0.6 30.45
CS 04 52.8+0.01 486.8 + 27.5 949+0.01 10.4+0.0 21.39
CS 05 47.5 £ 0.02 nd nd 92.4+0.0 345+3.3 84.52

CS 06 72.7+0.01 708.4 +0.0 92.3+0.0 47.8+05 98.72




99

CS 07 16.6 £ 0.0 nd nd 92.8+0.04 36.6+15 76.87

CS 08 66.05+0.0 637.7+26.1 89.8+0.04 73.8+0.3 168.30

Acido 99.8 7.75+0.01 99.0 13.4+ 76.08

ascorbico 0.01

(BHT) 99.1 18.9 +0.03 100 5,24+ 23.78
0,02

Nd: ndo determinado nas concentracdes estudadas. BHT: Hidroxitolueno butilado. Fonte: O autor,
2022.

Figura 30. Avaliacdo da atividade in vitro dos compostos da série CS com o radical DPPH.
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1000

Ainda analisando a figura 30 nos quadrantes C e D pode-se observar um perfil

de resposta totalmente diferente do primeiro teste antioxidante. E possivel notar um

aumento do percentual de captura do ABTS com o aumento da concentracao para

todos os compostos. O ECso em pM dos compostos apresentaram valores bem mais
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proximos aos controles utilizados, que foram o &cido ascérbico e o Hidroxitolueno
butilado (BHT), tendo um destague maior para o CS-01(p-Fltor) e 04 (p-Bromo), que
apresentaram valores inferiores aos dois controles utilizados.

A monohalogenacgdo com o atomo de Fldor mostrou-se mais eficaz quanto ao
efeito antioxidante, no entanto, ainda assim o CS-07 substituido com o grupo
trifluorometil mostrou bons resultados, enquanto a substituicdo com p—OCHs (CS-08)
ou p—CI (CS-02) diminuiu a atividade de captura do ABTS (Yakan et al.,2021).

Rafigue e colaboradores (2020) realizaram substituicbes em compostos
heterociclicos nitrogenados e verificaram valores antioxidantes semelhantes ao
controle utilizado que foi o acido ascoérbico, quando utilizaram os substituintes nitro

(CS-03) e trifluorometil (CS-07), corroborando com os resultados obtidos.

6.3.3 Avaliacdo da viabilidade celular e citotoxicidade in vitro dos novos
derivados sintetizados

O resultado de citotoxicidade é uma etapa inicial e de extrema importancia para
continuidade de testes com novas moléculas candidatas a farmaco (Gouveia et
al.,2022). O controle negativo, que foi considerado como o 100% de viabilidade dos
macréfagos, consiste em células ndo tratadas, enquanto o controle positivo foi a
doxorrubicina. Os resultados de CCso dispostos na tabela 18 permitem notar que todos
0S compostos sdo menos téxicos que a doxorrubicina, utilizada como padrao.

Na avaliacdo da citotoxicidade dos compostos da série LQIT/CS, o controle
negativo consistiu nas célculas néo tratadas e foram utilizados trés controles positivos:
a doxorrubicina, a amsacrina e a asulacrina. Apés analise foi possivel calcular o IC50
para as linhagens MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), T-47D (carcinoma
ductal infiltrante de mama), DU-145 (Carcinoma prostatico) e Jurkat (Células T de
leucemia aguda). Cada uma dessas linhagens foi analisada separadamente tendo
seus respectivos graficos.

Além de realizar o célculo de CC50 e IC50 é possivel correlacionar esses
valores para encontrar o indice de seletividade (IS) (Tabela 18) que indica quantas
vezes determinado composto € mais eficaz que toxico, correlacionando dessa forma
que altos valores de IS sugerem uma margem maior entre a dose efetiva e dose téxica,
guanto maior essa distancia mais segura a utilizacdo da substancia em anélise.

Os compostos menos téxicos foram o CS-03 e CS-05, com valores de 84,12 +

1,67 uM e 66,81 = 2,62 puM, respectivamente, sendo o primeiro substituido com o
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grupo nitro, enquanto o segundo é o composto sem substituicdo, o que leva a perceber
que a substituicdo nitro foi a Unica que favoreceu uma menor toxicidade para

macrofagos.



Tabela 18. Resultados de CCso, ICs0 e IS promovidos pelos compostos LQIT/CS.

102

Compostos J774-A1 MCF-7 T-47D DU-145 JURKAT
R | CCso(UM) | ICso (M) IS | ICso (UM) IS | ICso (UM) IS | ICso (uM) IS

Cso1 F |1476£016] gogs0.00 151 | 143:t009 103 |0.25:0.77 590 |1.10+0.05 13,4

CS 02 cl | 3391181 | 1521005 27,8 |1.32+0.03 27.8 | 1214002 28,0 | 1.37:0.06 2438

Cs 03 NO, |8412%1.67 | 0745000 113,7 | 0.93:0.04 905 | 1.28:t0.05 657 | 1.2420.12 67,8

Cso04 Br |28.85%£3011107:021 27,0 |1.03:t0.06 27.0 | 1512009 191 |164+0.74 17,6

CS 05 H |6681%£262| 0861002 77,7 |1.3120.03 51,0 | 1.22¢0.07 548 | 1.31+0.06 51,0

CS 06 ph |31.90£099 1571013 251 | 1102007 251 |1.38+0.04 231 |1.46:0.08 21,8

Cs 07 CFs | 1049%014 1 5311047 130 | 1442007 7.3 |121+012 87 |1.62:004 65

CS 08 OCHs | 1049£0,14 | 0 g9+0.18 11,8 | 1.2740.08 11,8 | 1.34:0.04 7.8 | 1.69:0.32 6,2

DOXORRUBICINA | 1,09 1.1120.86 1.0 |[1.032027 11 |1.12¢006 1.0 |0.74:003 15
m-AMSACRINA i - 1.14+0.09 - |1.2520.38 - |0.80£#0.03 - | 1.41:0.11 -
ASULACRINA - - 1.18¢0.07 - |1.26%043 - | 0.66x020 - | 1.33#0.08 -

Fonte: O autor,2022



103

A analise in vitro frente a linhagem MCF-7 (Figura 31) trouxe resultados
promissores, pois seis dos oito compostos testados apresentaram ICso inferior aos trés
controles utilizados, e os outros dois compostos que alcancaram valores acima do
controle ainda assim mostraram valores bem proximos. O maior destaque para essa
linhagem celular foi o composto CS-03 (p-Nitro) que apresentou um ICso de
0,74+0.09uM, sendo assim o0 mais efetivo para combater essa linhagem,
apresentando um IS de 113, o que reflete uma grande distancia entre a dose efetiva
e toxica para esse composto.

Os valores de ICsp e IS pode estar relacionada a formacgao de espécies reativas
de nitrogénio (ERN’s), como o 6xido nitrico (NO™*), o diéxido de nitrogénio (NO2) e o
anion peroxinitrito (ONOO"), que acabam por desempenhar efeitos semelhantes as
ERO’s, ativando assim vias de morte celular através de mecanismos como, por
exemplo, ativacdo do processo de apoptose intrinseco dependente de caspases
(Paula; Serrano; Tavares, 2009).

Figura 31. Resultados da atividade antiproliferativa in vitro promovida pelos compostos frente as

células tumorais MCF-7.
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Fonte: O autor,2022.

Ainda para essa linhagem celular destaca-se os valores de ICsp obtidos pelo
grupo contendo o forte retirador de elétrons trifluorometil (CS-07), que por sua vez
mostrou resultados superiores ao composto monohalogenado com flior (CS-01),
mostrando que a inser¢cdo de mais de um atomo de halogénio pode favorecer a
atividade contra células MCF-7, no entanto esse aumento de atividade também
reflete-se no teste feito com macrofagos, sendo a toxicidade um fator importante a ser

observado (Al-Jameel; Youssef, 2018; Santana et al., 2018; Elkamhawy et al., 2019).
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O composto ndo substituido (CS-05) mostrou-se mais eficaz que os demais
compostos testados, de maneira geral os susbtituintes doadores de elétrons p-fenil
(CS-06) e p-metodxi (CS-08) apresentaram resultados moderados, corroborando com
os dados obtidos na literatura (Arafa et al., 2013; Li et al., 2013; Rakesh et al., 2019),
0 mesmo também foi observado nos compostos substituidos com grupos retiradores
de elétrons moderados p-cloro (CS-02) e p-bromo (CS-04).

Para analise da atividade antiproliferativa na linhagem T-47D (Figura 32), o
composto CS-03 (p-Nitro) apresentou um ICso de 0,93+0.04, mais uma vez menor que
os controles utilizados, com valor de IS de 90, destacando a importéancia e influéncia
do substituinte dessa parte da molécula (Paula; Serrano; Tavares, 2009). Além desse
composto o CS-04 (p-Bromo) apresentou o mesmo ICso da Doxorrubicina, com um
desvio padrdo menor, somado ao fato de ainda ter mostrado um valor inferior aos
demais controles utilizados, o que destaca a essencialidade do atomo de bromo para

desempenho da atividade antiproliferativa (Nasr; Bondock; Touns et al., 2014).

Figura 32. Resultados da atividade antiproliferativa in vitro promovida pelos compostos frente as

células tumorais T-47D.
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Fonte: O autor, 2022.

Analisando os compostos halogenados é possivel notar que a diminuicdo da
eletronegatividade e aumento do impedimento estérico favoreceu a atividade
antiproliferativa, pois é possivel notar valores decrescentes de ICso para o0 CS-01 (p-
Fldor), CS-02 (p-Cloro) e CS-04 (p-Bromo) (Siegal; Schultz, 2007; Hernandes et al.,
2010).

A linhagem DU-145 mostrou valores muito proximos entre 0s compostos
(Figura 33), no entanto o composto CS-01(p-Fluor) apresentou valor de ICso de
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0,25+0.77, valor que é 4,5 vezes menor que o ICso da doxorrubicina (1.12+0.06) e no
minimo 2,5 vezes menor que os demais controles (Tabela 18). Vale destacar ainda
gue apesar da alta toxicidade relatada a compostos que apresentam atomos de flaor
em sua composic¢ao, o composto CS-01(p-Fluor) apresentou um IS de 59, sendo muito
distante da dose toxica, o que é muito promissor para esse candidato a farmaco, e

este substituinte € encontrado em medicamentos almplamente utilizados para o

combate do cancer como o Fluororacila (5-FU) e a enzalutamida (Akhtar et al., 2017).

Figura 33. Resultados da atividade antiproliferativa in vitro promovida pelos compostos frente as
células tumorais DU-145.
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Fonte: O autor,2022.

A influéncia do grupo nitro na pesquisa realizada por Lingala e colaboradores
(2022) mostrou que esse substituinte ndo tem uma atividade muito promissora frente
a linhagem DU-145, no entanto, nota-se que apesar desse substituinte favorecer um
aumento o valor do ICsp quando comparado ao composto CS-05 (nédo substituido),
considerando-se o desvio padrdo é possivel notar uma proximidade dos valores o que
caracteriza um valor moderado para este composto.

Nas células da linhagem Jurkat (Figura 34), os compostos que se destacaram
foram o CS-01(p-Fluor) e o CS-03 (p-Nitro), apesar dos valores de ICso serem
superiores ao apresentado pela Doxorrubicina, ainda assim sdo menores que 0S
demais controles (Tabela 18).

No entanto também se faz importante observar a correlacdo entre os valores
obtidos nos macrofagos e nesta linhagem, pois analisando a Doxorrubicina observa-
se maior proximidade entre a dose tOxica para macréfagos e a dose toxica para Jurkat,

sendo uma diferenca de 1,47 vezes para o controle citado, enquanto para o CS-01(p-
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Fluor), a dose de ICso para 0s macrofagos € 13 vezes maior, e para o CS-03 (p-Nitro)
a diferenga entre os valores de ICso em pM na citotoxicidade J774 e em Jurkat é de
68 vezes. Levando-se em consideracao ainda que o CS-05 apesar de apresentar um
valor de ICso quase duas vezes maior que a Doxorrubicina, também apresenta um IS
de 51, o que também o torna promissor para essa linhagem. O que ressalta os bons
resultados nos testes de citotoxicidade para esses dois compostos de modo geral.

Figura 34. Resultados da atividade antiproliferativa in vitro promovida pelos compostos frente as

células tumorais Jurkat.
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Fonte: O autor, 2022.

6.3.4 Validacdo do método de quantificagdo em HPLC UV para os compostos da
série

A validacédo do método de quantificacdo por HPLC-UV foi realizada para o CS-
03 e CS-08, sendo determinada a partir da andlise de estabilidade da molécula em
diferentes pHs simulados e do encapsulamento em dois modelos de nanoparticulas
de etil cianoacrilato (ETCA) revestidas com dextrana ou fucana. A proposta foi
entender o comportamento das moléculas em estudos in vivo e verificar a
possibilidade do encapsulamento em nanoparticulas na promoc¢édo da preservacao
das caracteristicas fisico-quimicas das moléculas utilizadas. O desenvolvimento do
método analitico em HPLC permitiu avaliar o comportamento desta molécula em uma
matriz farmacéutica complexa, com alta reprodutibilidade e sensibilidade, através de

uma técnica simples e rapida.

6.3.4.1 Seletividade

A analise de seletividade do método utilizando cromatografia de fase reversa com

eluicdo isocratica na concentracdo de CS-03 e CS-08 de 10 pg.mL-1 em diferentes
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solugbes de pH (pH= 7,6, 6,8 e 1,2) e em contato com 0s constituintes das
nanoparticulas de dextrana ou fucana, confirma que o método utilizado permite a
analise dos novos derivados analisados. Os cromatogramas mostram uma boa
resolucao do pico CS-03 (Figura 35), e do CS-08 (Figura 36) separando-os dos demais
constituintes da matriz utilizada. O tempo de retencdo de pico de CS-03 foi de
4,21+0,07 min e do CS-08 foi de 6.30 + 0.09 min.

A seletividade refere-se a capacidade do método de identificar o analito em
uma mistura complexa sem interferir no pico da molécula e em outros componentes

da mistura (Verbic; Dorké; Horvai, 2013; Moosavi; Ghassabian, 2018).

Figura 35 - Cromatogramas representativos de CS-03 a 10 yg.mL-1 com diferentes meios

enriquecidos.

AU

Retention Time (min)

Fase movel (A); CS-03 na fase mavel (B); solugdo tampéo fosfato pH 7,6 (C), pH gastrico simulado (D);
pH intestinal simulado (E); constituintes de nanoparticulas de dextrana (F); e na presenca de

constituintes de nanoparticulas de fucana (G).Fonte: O autor, 2022.
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Os dados de seletividade obtidos também esclarecem que CS-03 sofre alguma
modificacdo na presenca de diferentes pHs, mostrando que quando tentamos
quantificar CS-03 em solucdes simuladas de pH (7,4, 1,2 e 6,8) (Figura 35C, 35D, e
35E) observamos que o pico de CS-03 é deslocado, além da reducao na intensidade
do pico (Piekarski et al., 2014; Jangid; Pooja; Kulhari, 2018). Esses resultados sé&o
importantes, pois mostram a necessidade de desenvolver uma forma farmacéutica
gue proteja 0 CS-03 para futuras aplicacdes terapéuticas.

. Foi possivel notar que o método escolhido para quantificar CS-08 é seletivo.
No entanto existem limitacBes quanto a identificacdo do CS-08 quando em contato
com pH sanguineo e intestinal (Figura 36C e 36E), aparecendo um pico de baixa
intensidade no tempo de retencdo do CS-08, mas foi possivel idenfica-lo no pH
gastrico (Figura 36D).

Figura 36 - Cromatogramas representativos de CS-08 a 10 ug.mL-1 com diferentes matrizes.

AU

Retention Time (min)

Fase movel (A); CS-08 na fase mavel (B); solugdo tampéo fosfato pH 7,6 (C), pH gastrico simulado (D);
pH intestinal simulado (E); constituintes de nanoparticulas de dextrana (F); e na presenca de

constituintes de nanoparticulas de fucana (G).Fonte: O autor, 2022.
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6.3.4.2 Linearidade

A linearidade esta relacionada a capacidade do método de obter resultados de
concentracdo proporcional do analito na amostra (Moosavi; Ghassabian, 2018). A
regressao linear de foi obtida a partir da curva padrdo para o CS-03 (Figura 37) com
seis concentracdes (1-20 pg.mL-1) obtendo-se a equagdo da curva y=
243753x+15505 com valor de r>= 0,9997, onde a concentracédo de CS-03 foi calculado
pela equacao [CS03]= (Abs+15505)/243753, onde [CS-03] foi a concentracdo de CS-
03 em pg.mL-1 e Abs foi a area do pico em uV s. A inclinagédo da curva padrao linear
foi 234164-245552, sendo estatisticamente diferente de 0.

Figura 37 — Curva padrdo do CS-03. Curva 1 (-e-), Curva 2 (-e-) e Curva 3 (-e-).
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Fonte: O autor, 2022.
Apods a andlise estatistica dos dados de linearidade usando ANOVA (FDA,

2015), podemos ver na figura 38 que o método apresentou homocedasticidade dos
residuos, indicando assim que as variagfes sao iguais a distribuicdo normal dos
valores identificados na regresséo linear modelo. Os resultados do teste F mostraram
que a comparacdo das variancias nao foi significativamente diferente com
Fcalculado=1342>Ftabulado=3,11 com valor de P<0,0001 (Mahbobi; Tiemann, 2015).
Assim, o método proposto é considerado adequado para descrever a regressao linear

na faixa de concentracbes de CS-03 de 1 a 20 pg.mL-1.
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Figura 38 - Homocedasticidade dos residuos obtidos a partir de trés curvas padréao

independentes com seis concentracfes do CS-03 variando de 1-20 ug.mL-1.
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Fonte: O autor, 2022

Para obter a regresséo linear de CS-08 (Figura 39), fizemos uma curva padrao
com as mesmas concentracgdes utilizadas para o outro composto (1-20 pg.mL-1),
obtendo-se a seguinte equagéo da curva: y=246346x-118872 com valor de r’>= 0,9998.
A concentragdo de CS-08 foi calculada usando a equacdo [CS-08]=
(Abs+118872)/246346, onde [CS-08] foi a concentracdo de CS-08 e Abs a area do

pico em PV s.
Figura 39 — Curva padrdo do CS-08. Curva 1 (-e-), Curva 2 (-e-) e Curva 3 (-e-).
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Fonte: O autor, 2022
Conforme a figura 40, observamos que o método se mostrou homocedastico

dos residuos, apés analise estatistica dos dados de linearidade por meio de ANOVA,
conforme recomendado pelo FDA (2015). Esses resultados indicam que a variancia é

igual a distribuicdo normal dos valores indicados na regressao linear.
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Em relacdo a andlise estatistica do teste F, observamos que as comparacdes
das variancias nédo foram significativamente diferentes, pois o valor de Fcaiculado fOI
maior que o valor de Frabulado (Mahbobi; Tiemann, 2015) (Fcaiculado=4175>Ftabulado=4,10)
com P valor=0,0481. Assim, o0 método é adequado para descrever a regressao linear

na faixa de concentracéo avaliada de CS-08, que foi de 1 a 20 pg.mL-1.

Figura 40 - Homocedasticidade dos residuos obtida a partir de trés curvas padréo independentes da

andlise de seis concentracdes de CS08 (variando de 1-20 pug.mL-1).
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Fonte: O autor, 2022.
6.3.4.3 Limite de detecc¢éo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

O limite de deteccao (LOD) esta relacionado a menor concentracdo do analito
na amostra de teste que é facilmente detectada, enquanto o limite de quantificacéo
(LOQ) é a menor concentracdo do analito na amostra de controle, que pode ser
determinada com precisdo (Armbruster; Pry, 2008; Saadati et al., 2013; Pum, 2019).

Para o CS-03 os valores LOD e LOQ deste método foram 0,21 e 0,66 pg.mL-1
respectivamente, e para o CS-08 foram obtidos, LOD= 0,18 pg.mL-1 e LOQ= 0,36
png.mL-1, sendo dados importantes para a precisdo e exatiddo de um método,
permitindo a analise desses compostos em formulagbes farmacéuticas com
seguranca, mostrando que as concentracdes em escala de microgramas podem ser
guantificadas de forma confiavel pela técnica de HPLC-UV (Armbruster; Pry, 2008;
Taleuzzaman, 2018).
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6.3.4.4 Carry-over

. O carry-over é definido como a contamina¢do de uma amostra pela anterior,
apos a eluicdo da maior concentracdo da curva. A presenca de residuos pode
influenciar na diminuicdo da exatiddo e precisdo nas analises de HPLC, afetando
andlises posteriores. As caracteristicas quimicas do analito contribuirdo para a
presenca ou auséncia de residuos, pois estao relacionadas a afinidade do analito pela
fase estacionaria e/ou afinidade com o eluente apés as analises realizadas
(Buszewski; Noga, 2012; Moein; El Beqqgali; Abdel-Rehim 2017).

Nos resultados de carry-over mostrados na figura 41 nota-se a presenca de
residuo apos a eluicdo do branco no tempo de retencdo do CS-03. A taxa de residuos
identificada foi de 0,47%. Este resultado esta de acordo com as recomendacdes das
diretrizes do ICH (2020) que determinam que a resposta da amostra em branco deve
ser inferior a 20% da resposta de pico do LOQ, o que foi encontrado em nosso estudo
foi um percentual de 14,27%.

Figura 41 - Residuo de CS-03 apds corrida de concentragdo maxima de 20 pg.mL-1.
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Fonte: O autor,2022.
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Analisando o carry-over para o CS-08, foi possivel verificar (Figura 42) que
apos a eluicdo da fase movel, que ndo ha residuo do composto analisado. Diante
desses resultados, a proporcado da fase movel parece ser adequada para a andlise
com o CS-08.

Figura 42 - Residuo de CS-08 apds corrida de concentragdo maxima de 20 pg.mL-1.
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Fonte: O autor, 2022.

6.3.4.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico esta relacionada a capacidade do método
de obter dados quantitativos sobre a concentracdo do analito o mais préximo do valor
tedrico (ICH, 2020). Em nosso estudo, avaliamos a exatiddo do método HPLC-UV por

meio de trés niveis de concentracao (1, 10 e 20 ug.mL-1).
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A exatiddo obtida entre as concentracdes de CS-03 variou de 103 a 105%
(Tabela 19), de acordo com as recomendacdes do FDA (2020), que recomenda
valores que variam de 95 a 105%. Os valores de RSD ficaram entre 1,69 a 3,39%. De
acordo com os resultados obtidos, 0 método validado € considerado exato, seguindo
as recomendac0des do ICH (2020) quanto aos requisitos de pesquisa de qualidade de

medicamentos.

Tabela 19 — Exatidao do método de quantificacdo por HPLC para o CS-03.

Cs-03 CS-03 SD Exatidao RSD (%)
concentragéo concentragéo (%)

tedrica (ug.mL?) observada (ug.mL1)

1 1.03 0.02 104.9 3.39
10 10.47 0.15 105.2 2.62
20 20.65 0.24 103.3 1.69

SD: Desvio padrdo, RSD: Desvio padrao relativo. Fonte: O autor, 2022.

Para o CS-08, os dados apresentados na tabela 20 mostram que o método foi
exato, com valores de exatiddo nas trés concentracdes (1, 10 e 20 pg.mL-1) testadas
em torno de 97,8 a 100,7%, seguindo as recomendacdes do FDA ( 2020). Os valores
obtidos do RSD também foram de acordo com os recomendados pelo ICH (2020),

com valores entre 2,58 e 4,71%.

Tabela 20 — Exatidao do método de quantificagcdo por HPLC para o CS-08.
CS-08 CS-08 SD Exatidao RSD(%)

concentracao concentracao (%)

tedrica (ug.mL?t) observada (ug.mL)

1 0.94 0.03 97.8 4.71
10 10.03 0.61 100.3 3.70
20 20.14 0.38 100.7 2.58

SD: Desvio padréo, RSD: Desvio padréo relativo. Fonte: O autor, 2022

6.3.4.6 Preciséao
A precisdo de um meétodo refere-se ao grau de concordancia entre os

resultados de analises individuais quando o procedimento é realizado repetidamente,
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podendo ser interdias ou intradias, do mesmo analista ou com analistas diferentes
(Thompson, 2012; Sheetal, 2013).

A avaliacdo da precisdo do método foi realizada a partir da quantificacdo do
CS-03 em trés concentracdes (1, 10 e 20 pg.mL-1) por repetibilidade e precisédo
intermediaria em dias diferentes (inter-dia), evidenciando os dados apresentados na
tabela 21. Os valores obtidos para RSD apds repetibilidade (intra-dia) variaram de
2,36 a 3,99%, enquanto os dados inter-dia apresentaram variacdo de RSD entre 0,75
a 3,51%. Os dados também atendem as recomendacdes das diretrizes ICH (2020),

gue afirmam que a precisao do RSD inter-dia e intra-dia ndo deve exceder 15%.

Tabela 21 — Precisao intra-dia e e inter-dia nalaisadas pelo método de HPLC para quantificacdo do

CS-03.
Parametros  CS-03 Concentracdo CS03 Concentracdo SD  RSD (%)
de validacdo tedrica (ug.mL™) observada (ug.mL™?)
Preciséo 1 1.05 0.02 3.38
Intra-dia 10 10.16 0.29 3.99
20 20.24 0.33 2.36
Precisao 1 1.03 0.02 3.11
Inter-dia 10 10.12 0.26 3.51
20 20.60 0.12 0.75

SD: Desvio padréo, RSD: Desvio padréo relativo. Fonte: O autor, 2022

Os resultados de precisdo do RSD mostram que houve um baixo nimero de
mudancas significativas entre as concentra¢des encontradas com o método utilizado.
Além disso, na figura 43, podemos observar uma baixa variacdo em termos de troca
de analista, com coeficiente de variacédo abaixo de 15% conforme recomendado pelo
ICH (2020). Diante dos resultados obtidos, o método apresentou baixos erros
aleatdrios em termos de repetibilidade e precisdes intermediarias.

Figura 43 — Precisdo intermediaria do método por HPLC para quantificacdo do CS-03. Analista 1 (-¢-),
Analista 2 (-e-) e Analista 3 (-e-).
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Os resultados obtidos para o CS-08 ap6s o estudo de precisdo (Tabela 22)
mostraram que o método é preciso apds avaliagdo intradia e interdias com variagdo

de RSD em torno de 2,63 a 4,98% e 3,96 a 5,35% respectivamente. Atendendo assim

a diretriz ICH (2020).

Tabela 22 — Precisao intra-dia e e inter-dia nalaisadas pelo método de HPLC para quantificacdo do

CS-08.

Parametros  CS-08 Concentragdo CS-08 Concentragdo SD  RSD
de validagdo tedrica (ug.mL™?) observada (ug.mL™?) (%)
Preciséo 1 1.06 0.04 2.63
Intra-dia 10 9.68 0.33 4.98
20 19.84 0.61 294

Preciséo 1 1.02 0.05 5.35
Inter-dia 10 9.71 0.33 4.50
20 20.52 0.61 3.96

SD: Desvio padrdo, RSD: Desvio padréo relative. Fonte: O autor, 2022

Na figura 44, semelhante aos dados obtidos para o CS-03, é possivel verificar

gue a mudanca do analista manteve uma baixa variacdo das concentra¢gdes obtidas,

evidenciando que o método também apresenta baixos erros aleatdrios em relagéo a

repetibilidade e preciséo intermediaria para quantificacdo do CS-08, atendendo ao que

é recomendado pelo ICH (2020).

Figura 44 — Precisdo intermediaria do método por HPLC para quantificacdo do CS-08. Analista 1 (-e-),

Analista 2 (-e-) and Analista 3 (-e-).
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6.3.4.7 Robustez

A robustez do método esta relacionada a capacidade do método analitico de
resistir a pequenas e deliberadas variagdes nos parametros analiticos (César, Pianetti,
2009; Ferreira et al., 2017). Para as analises de robustez, foi considerada a
concentracéo de 10 pg.mL-1 de CS-03.

Os dados obtidos em nosso estudo (Tabela 23) mostraram que a variagao dos
parametros da fase moével e da razdo de fluxo impactaram diretamente no resultado
da concentracédo de CS-03. Portanto, mostramos que os parametros definidos para a
validacdo sdo os mais adequados para a analise do CS-03 e que variacdes nos
parametros de fluxo e proposicdo da fase mével podem ser criticas para a analise e

apresentar resultados que nao condizem com o valor real da molécula.

Tabela 23 — Efeitos dos parametros analiticos no tempo de retencéo, concentragédo tedrica e
contetido de CS-03.

Referéncia CS-03 CS-03 Concentracdo Conteu Rt
Concentracao observada (ug.mLt) do (%) (min)
tedrica (ug.mL™1)

R1 10 11.84 118.42 4.48
R2 10 11.94 119.40 4.48
R3 10 11.66 116.62 4.48
R4 10 11.38 113.80 4.28
R5 10 8.75 87.59 4.10
R6 10 11.42 114.23 4.28
R7 10 8.86 88.65 4.13
R8 10 11.27 112.70 4.26
R9 10 8.72 87.28 4.18
R10 10 0.16 1.66 4.29
R11 10 0.17 1.70 4.30
R12 10 0.17 1.75 4.28
R13 10 10.24 102.47 4.10
R14 10 0.52 5.26 4.28
R15 10 10.01 100.15 4.10

R16 10 0.53 5.32 4.28
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R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10.38 103.84 4.10
0.55 5.54 4.28
0.45 4.53 4.66
0.27 2.70 4.61
0.30 3.02 4.64
0.26 2.66 4.36
0.28 2.84 4.18
0.28 2.81 4.37
0.28 2.84 4.22
0.27 2.79 4.37
0.27 2.75 421

Rn: Referéncia as variagbes dos parametros descritos no item 5.5.5.1.7 da metodologia. Rt: Tempo

de retenc¢do. Fonte: O autor, 2022.

Analisando a variacdo dos parametros na propor¢cdo de fase movel,

temperatura e vazdo em 5% sobre o método validado para quantificagcdo do CS-08,

notou-se (Tabela 24) que o aumento do fluxo para 0,74 mL.min-1 e diminucao da

proporcao de acetonitrila na fase movel para 66,5%, e aumento da agua acidificada

para 33,5%, atuam como fatores limitantes do método. H4 também uma varia¢éo no

tempo de retencédo apés pequenas mudancas no fluxo e na fase mével. Portanto, é

importante atentar para as pequenas modificacbes do método para garantir a

confiabilidade dos resultados obtidos apds a anédlise do CS-08 em HPLC-UV.

Tabela 24 - Efeitos dos parametros analiticos no tempo de retengéo, concentracéo tedrica e conteddo

de CS-08.
Referéncia CS-08 CS-08 Conteudo Rt (min)

Concentracao Concentracao

tedrica (ug.mLt)  observada (ug.mL™1) (%)
R1 10 9.63 96.34 7.04
R2 10 10.26 102.69  7.03
R3 10 9.88 98.89 7.02
R4 10 9.15 91.55 6.44
R5 10 1.28 12.87 6.38
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R6
R7
R8
R9
R10
R11
R12
R13
R14
R15
R16
R17
R18
R19
R20
R21
R22
R23
R24
R25
R26
R27

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

10.22
3.42
9.75
4.58

10.39
9.68
9.84

10.29
9.60

10.24
8.74
9.72
9.29

10.04
9.45
9.56
9.09
0.95
8.82
1.31
9.86
1.79

102.20
34.21
97.55
45.81

103.92
98.42
96.76

102.93
96.09

102.47
87.44
97.20
92.98

100.47
94.53
95.60
90.98

9.50
88.25
13.16
98.62
17.94

6.53
6.35
6.61
6.33
6.30
6.30
6.30
6.20
5.61
6.20
5.62
6.20
5.61
5.73
5.73
5.73
5.68
5.27
5.45
6.54
5.39
6.72

Rn: Referéncia as variacdes dos parametros descritos no item 5.5.5.1.7 da metodologia. Rt: Tempo

de retencdo. Fonte: O autor, 2022.

6.3.5 Desenvolvimento de nanoparticulas de ETCA revestidas com fucana ou

dextrana contendo 0s compostos e suas caracterizacdes

Para o desenvolvimento das nanoparticulas, foi utilizado o mondémero

biodegradavel, Etil cianoacrilato (ETCA) que € derivado do isobutil cianoacrilato

(IBCA) que tem sido amplamente utilizado para o desenvolvimento de nanoparticulas

(Lira et al., 2011; Cavalcanti et al., 2021).
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De acordo com os resultados obtidos pelo zetasizer (Tabela 25), foi possivel
desenvolver as nanoparticulas usando ETCA como mondmero, obtendo valores de
diametro menores para as nanoparticulas com dextran (450,7 nm para NP-Dex-ETCA,
169,7 nm para CS-03 -NP-Dex-ETCA e 232.7 nm para CS-08 -NP-Dex-ETCA) e
superior para nanoparticulas com fucana (679,6 nm para NP-Fuc-ETCA, 441,6 nm
para CS-03-NP-Fuc-ETCA e 389.2 nm para CS-08-NP-Fuc-ETCA). A dispersao das

nanoparticulas foi homogénea com valores de PDI abaixo de 0,2 (Danaei et al., 2018).

Essa variagdo no tamanho das nanoparticulas esté relacionada ao tamanho da
cadeia polissacaridica, uma vez que a fucana possui uma estrutura quimica maior que
a dextrana. Essa diferenca de tamanho também foi observada nos estudos de Lira-
Nogueira et al. 2022 e Cavalcanti et al. 2021, ambos desenvolveram nanoparticulas

utilizando os polissacarideos dextrana e fucana.

Tabela 25 - Tamanho, potencial zeta e taxa de encapsulagcao do ETCA nanoparticulas com CS-03 e

com CS-08.
Formulacdes Concentracao Diametro PDI Potencial ER%
(CS-03) (nm) Zeta (mV)
mg.mL*?
NP-Dex- - 450.7£6.26 0.042 -16.7 £0.37 -
ETCA
CS-03-NP- 1 169.7+£2.12 0.175 55+0.2 68.70 + 2.23
Dex-ETCA
CS-08-NP- 1 232.7+055 0,193 +15.6+0.45 67.88+0.12
Dex-ETCA
NP-Fuc- - 679.6 £ 2251 0.134 -61.7+0.55 -
ETCA
CS-03-NP- 1 4416 £1553 0.059 -62.9+0.89 68.29+0.26
Fuc-ETCA
CS-08-NP- 1 389.2+19.97 0,086 -63.9+1.13 67.54+0.11
Fuc-ETCA

PDI: Indice de polidispersao, ER: Taxa de encapsula¢ao. Fonte: O autor,2022.
Para obter a taxa de encapsulamento dos compostos, foi utilizado o método de
HPLC-UV validado anteriormente. Observamos uma taxa de encapsulamento de 67-
68% para ambas as nanoparticulas, sem diferenca significativa ao trocar o

polissacarideo utilizado.



121

A taxa de encapsulamento pode variar de acordo com a molécula a ser
encapsulada, Alhareth et al. (2010) obtiveram uma taxa de encapsulamento de 74%
de doxorrubina em nanoparticulas de poli(alquil cianoacrilato) contendo dextrana,
enquanto Soma et al. (2000) obtiveram na co-encapsulacdo de ciclosporina A e
doxorrubicina um total de 99 e 80% respectivamente em nanoparticulas de poli(alquil
cianoacrilato) com dextrana, e Cavalcanti et al. (2021) mostraram uma taxa de
encapsulamento de oncocalixona A de 100% para nanoparticulas de IBCA com
fucana e 67% para nanoparticulas de IBCA com dextrana. Esses resultados mostram
a capacidade dessas nanoparticulas de encapsular medicamentos e moléculas
candidatas a farmaco.

6.3.5.1 Caracterizagcado das NP’s com a técnica de infra-vermelho por transformada de

Fourrier

A técnica de infravermelho foi utilizada para caracterizar as nanoparticulas,
onde observa-se as bandas de absorcédo das amostras, para CS-03 ocorre uma banda
de média intensidade em torno de 3125 cm referente ao grupo indol N-H, outra banda
em torno de 1545 cm referente a ligacdo C=N do azometino e em torno de 1500 cm-
! outra banda referente a ligacédo exociclica C=N. Também ¢é possivel observar em
torno de 1200-1100 cm* bandas de absorcéo referentes a ligacdo N-N=C e em 1325
cm? uma banda referente a ligagdo N=C-S, corroborando assim os resultados
anteriores obtidos na caracterizacdo do composto.

Em relacdo as nanoparticulas de fucana (NP-Fuc-ETCA e CS03-NP-Fuc-
ETCA) (Figura 45), podemos observar uma banda de absorgéo de alta intensidade na
regido em torno de 3250 cm, que se refere a presenca de grupos OH e outra banda
de absorcdo em 1625 cm referente a ligacdo C=0, em linha com o estudo de
Cavalcanti et al. (2021). Na mistura fisica podemos observar a superposicdo das
bandas de absorcédo de CS-03 livre e NP-Fuc-ETCA, sugerindo assim que na amostra
de CS-03-NP-Fuc-ETCA houve o encapsulamento do composto nas nanoparticulas.
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Figura 45 — Espectro do CS-03 ( ), Mistura fisica CS-03 e NP-Fuc-ETCA (linha azul), NP-
Fuc-ETCA (linha vermelha), e CS03-NP-Fuc-ETCA (linha preta).
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Fonte: O autor, 2022.

Os resultados das nanoparticulas de dextrana (NP-Dex-ETCA e CS03-NP-Dex-
ETCA) (Figura 46) também foram semelhantes aos das nanoparticulas de fucana,
mostrando uma banda de absorcéo de alta intensidade em torno de 3200-3400 cm?
referente ao OH alongamento e outra banda de absorcdo em torno de 1654 cm!
referente a ligagdo C=0, corroborando com o estudo de Abdurrahmanoglu e Firat
(2007). A mistura fisica também mostra a sobreposicao dos picos do CS-03 com 0s
do NP-Dex-ETCA, evidenciando que houve o encapsulamento do composto formando
as nanoparticulas do CS-03-NP-Dex-ETCA.
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Figura 46 — Espectro do CS-03 ( ), Mistura fisica com dextrana (linha roxa), NP-Dex-
ETCA (linha rosa), e CS-03-NP-Dex-ETCA (linha laranja).

100

SN

60

CS03
Physical mixture

NP-Dex-ETCA

CS03-NP-Dex-ETCA

40

0 ; T g | — l“w - lw — T v T v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Transmittance (a.u.)

Wavenumber (cm ")
Fonte: O autor, 2022.

Em relacdo ao CS-08 (Figuras 47 e 48), podemos observar uma banda na
regido de 3330 cm! referente a ligacdo N-H do indol, outra banda em torno de 1570
cm?® que se refere a ligacdo C=N do azometino, e uma banda de média intensidade
em torno de 1250 cm™ referente a ligagcdo N-N=C, corroborando com a analyses de
infravermelho realizada inicialmente.

Quando avaliamos o perfil das nanoparticulas de fucana (Figura 47),
observamos uma banda de absorc¢édo intensa em torno de 3000-3500 cm™! referente
aos grupos OH e outra banda de absorcao de média intensidade na regido em torno
de 1600 cm™ ao qual a que se refere a ligacdo C=0, esses resultados estédo de acordo
com os apresentados por Cavalcanti et al. (2021). Podemos observar que na mistura
fisica também ha uma sobreposicao das bandas de absor¢édo das nanoparticulas com

a do CS-08, mostrando assim que a molécula estava encapsulada nas nanoparticulas.
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Figura 47 — Espectro do CS-08 (linha laranja), Mistura fisica com fucana ( ), NP-Fuc-
ETCA (linha roxa), and CS-08-NP-Fuc-ETCA (linha rosa).
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Fonte: O autor, 2022.

Sobre as nanoparticulas de dextrana (Figura 48), o perfil das bandas de
absorcado se assemelha ao das nanoparticulas de fucana. Podemos observar a banda
de alta intensidade na regido entre 3000-3500 cm-1 referente a OH e outra banda de
média intensidade em torno de 1600 cm-1 relacionada a ligacdo C=0, corroborando
os resultados obtidos no estudo de Abdurrahmanoglu e Firate (2007). Assim como
também é possivel identificar a sobreposicao das bandas caracteristicas de CS-08 e
nanoparticulas na mistura fisica, mostrando que CS-08 também foi encapsulado em

nanoparticulas de dextrana.
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Figura 48— Espectro do CS-08 (linha laranja), Mistura fisica com dextrana (linha azul), NP-Fuc-
ETCA (linha vermelha), and CS-08-NP-Fuc-ETCA (linha preta).
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Fonte: O autor, 2022.

6.3.5.2 Analise morfol6gica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A andlise microscopica possibilitou avaliar a morfologia das nanoparticulas
contendo CS-03 (Figura 49), que apresentaram forma esférica e distribuicao
homogénea, corroborando os resultados do indice de polidisperséo (PDI) obtidos no
zetasizer (Tabela 25). Esses resultados estdo de acordo com os artigos de Lira et al.
(2011), Cavalcanti et al. (2021), Lira-Nogueira et al. (2022), e Cavalcanti et al. (2022)
gue mostraram as mesmas caracteristicas microscopicas com nanoparticulas de
IBCA.
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Figura 49 — Estrutura morfoldgica da NP-Dex-ETCA (A), CS03-NP-Dex-ETCA (B), NP-Fuc-ETCA (C)
e CS03-NP-Fuc-ETCA (D) obtidas por MEV.

Fonte: O autor, 2022.

As imagens obtidas no MEV mostraram nanoparticulas que contém o CS-08
(Figura 50) também apresentaram morfologia esférica e distribuicdo homogénea,
corroborando com os resultados obtidos do PDI (Tabela 25), mostrando uma
monodispersidade nanoparticulas revestidas com fucana ou dextrana. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura (Lira et al., 2011; Cavalcanti et al., 2021,

Lira-Nogueira et al., 2022; Cavalcanti et al., 2022).
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Figura 50 — Estrutura morfolégica da NP-Dex-ETCA (A), CS-08-NP-Dex-ETCA (B), NP-Fuc-ETCA (C)
e CS-08-NP-Fuc-ETCA (D) obtidas por MEV.

Fonte: O autor,2022.

Conforme evidenciado por Cavalcanti et al. (2021), também podemos observar
a caracteristica core-corona dessas nanoparticulas contendo CS-03 ou CS-08,
causada pelo revestimento de polissacarideos na superficie das nanoparticulas.

6.3.6 Citotoxicidade em macréfagos J774A.1 dos novos derivados indol-

tiazélicos encapsulados nas nanoparticulas poliméricas

6.3.6.1 Nanoparticulas com CS-03

Os resultados de citotoxicidade mostraram que o composto CS-03 apresentou
baixa toxicidade na linhagem de macrofagos J774A.1 nas concentracdes testadas,
apenas na concentracdo mais elevada que apresentou taxa de viabilidade celular em
torno de 50% (Figura 51). Em contrapartida, todos os grupos referentes as
nanoparticulas pareceram toxicos pelos resultados obtidos através do metabolismo

do MTT (Figura 51) apresentando resultados semelhantes ao grupo da doxorrubicina.
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Figura 51- Citotoxicidade do CS-03 livre e encapsulado.
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Porém, podemos observar nas figuras 52 e 53 que os aspectos morfolégicos
dos macréfagos foram conservados em todos os grupos de nanoparticulas apoés
exposicdo as menores e maiores concentracdes, 0 que nos leva a sugerir que o
mondémero ETCA ou os polissacarideos (dextrana e fucoidan) podem estar
interferindo no metabolismo do MTT nas células macrofagas e, assim, induzindo
resultados erréneos.

Na Figura 52B podemos observar que na menor concentragdo de CS-03 as
células se mostram viaveis enquanto na maior concentracao perdem sua estrutura e
ficam mais escuras, evidenciando danos celulares e corroborando os resultados
apresentados pelo MTT. Ao comparar as imagens do CS-03 com as imagens do NP-
Dex-ETCA (Figura 52C) e CS-03-NP-Dex-ETCA (Figura 52D), em ambas as
concentragdes as células ndo apresentam sinais de dano celular, corroborando os

resultados obtido por Lira et al. (2011). Quando comparamos as imagens de maior
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concentracdo de CS-03 Ilivre com CS-03-NP-Dex-ETCA, parece que O
encapsulamento do composto protege os macrofagos da toxicidade do CS-03 em
altas concentracdes, 0 que vai contra os resultados apresentado apoés a leitura do
metabolismo do MTT.

Figura 52 - Aspectos morfolégicos das células pds-tratamento com CS-03 livre e encapsulados em

nanoparticulas com dextrana.
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Resultados semelhantes sdo apresentados no grupo de nanoparticulas com
fucana, mostrando que o NP-Fuc (Figura 53C) nao parece ser toxico, corroborando
os estudos de Lira et al. (2011) e Cavalcanti et al. (2021) que identificaram que
nanoparticulas de IBCA revestidas com fucana ndo sdo toxicas para células de
macrofagos J774A.1. Porém, as nanoparticulas CS-03-NP-Fuc-ETCA (Figura 53D)
foram toxicas na concentracao mais alta, provavelmente por favorecer a internalizacéo
de CS-03 dentro dos macréfagos. Muitos estudos tém destacado as limitacdes dos
ensaios MTT na mensuragdo dos resultados de viabilidade celular, uma vez que o
ensaio MTT se baseia na redugdo do sal de tetrazélio em cristais de formazan por
células metabolicamente ativas, ndo estando diretamente associado a células que
sofreram apoptose, o0 que limita o interpretacdo do ensaio e leva a resultados nao-
conclusivos (Surin et al., 2017; Rai et al., 2018; Ghasemi et al., 2021).
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Figura 53 - Aspectos morfoldgicos das células pos-tratamento com CS-03 livre e

encapsulados em nanoparticulas com fucana.

A D

Controle negativo macrofagos J774 (coluna A), sob microscdpio 6ptico com objetiva de 10x, apds
tratamento com CS-03 (coluna B), NP-Fuc-ETCA (coluna C) e CS-03-NP-Fuc -ETCA (coluna D) em

concentracdes mais baixas (linha 1) e mais altas (linha 2).Fonte: O autor, 2023.
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6.3.6.2 Nanoparticulas com CS-08

Para o estudo da citotoxicidade das nanoparticulas com CS-08 (Figura 54), os
resultados foram muito semelhantes aos encontrados para o CS-03. O CS-08 livre
apresentou baixa toxicidade para macrofagos. Por outro lado, as nanoparticulas (CS-
08-NP-Dex-ETCA e CS-08-NP-Fuc-ETCA) eram toxicas, assim como as
nanoparticulas brancas (NP-Dex-ETCA e NP-Fuc-ETCA). Esses resultados nao
corroboram com o que encontramos na literatura, uma vez que Lira et al. (2011),
Cavalcanti et al. (2021) e Lira-Nogueira et al. (2022) relataram que nanoparticulas

revestidas com fucana ou dextrana ndo eram toxicas para macréfagos ou fibroblastos.
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Figura 54- Citotoxicidade do CS-08 livre e encapsulado.
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CS-08 livre (A), CS-08-NP-Dex-ETCA (B), CS-08-NP-Fuc-ETCA (C), NP-Dex-ETCA (D), NP-Fuc-ETCA
(E), e doxorrubicina (F) contra macréfagos J774. Fonte: O autor, 2023.

Quando avaliamos as imagens de macrofagos no microscopio optico (Figuras
55 e 56), observamos que nas nanopatrticulas (NP-Dex-ETCA) (Figura 55) em ambas
as concentracfes (maior e menor) as células permaneceram viaveis, como parece no
controle. Acreditamos que a dextrana provavelmente possa inibir a acdo do MTT,
retardar sua metabolizagdo nas ceélulas e/ou impedir sua internalizacéo,

proporcionando resultados inconclusivos.

Figura 55 - Aspectos morfologicos das células pds-tratamento com CS-08 livre e

encapsulados em nanoparticulas com dextrana.
C D

Concentration
Lower

Greater

A B

Controle negativo macrofagos J774 (coluna A), em microscopio Optico com objetiva de 10x, apos
tratamento com CS-08 (coluna B), NP-Dex-ETCA (coluna C), CS-08-NP-Dex-ETCA (coluna D ) em

concentracdes mais baixas (linha 1) e maiores (linha 2).Fonte: O autor, 2023
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Os resultados com NP-Fuc-ETCA (Figura 56) sao semelhantes aos do NP-Dex-
ETCA, mostrando que em ambas as concentra¢cdes as nanoparticulas sem o farmaco
nao foram téxicas. De acordo com Han et al. (2019), a fucana parece ter influéncia na
disfuncdo mitocondrial, atuando como molécula protetora contra a disfuncao
mitocondrial. Segundo Shiau et al. (2022), a fucana também parece aumentar 0s
niveis de superéxido mitocondrial. Essa a¢ao da fucana sobre a mitocéndria pode ser
um dos fatores que inibem a acao de reducédo do MTT sem causar danos celulares.

Figura 56 - Aspectos morfologicos das células pds-tratamento com CS-08 livre e

encapsulados em nanoparticulas com fucana.
A B
Controle negativo macrofagos J774 (coluna A), em microscépio Optico com objetiva de 10x, apls

tratamento com CS08 (coluna B), NP-Fuc-ETCA (coluna C) e CS08-NP-Fuc-ETCA (coluna D) em
concentracdes mais baixas (linha 1) e maiores (linha 2). Fonte: O autor, 2023
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6.3.7 Captura celular em macré6fagos J774A.1 dos novos derivados indol-

tiazélicos encapsulados nas nanoparticulas poliméricas

Para os estudos de captacao celular utilizamos CS-03 e CS-08 como marcador
fluorescente, sabe-se que os derivados de indbis sao conhecidos como sondas
fluorescentes que podem emitir fluorescéncia em diferentes regides, conforme
demonstrado no estudo de Younis et al. (2020) que demonstraram que os derivados
de indol exibem emisséo induzida por agregagdo com luminescéncia branca, verde
ou azul. Além disso, no estudo de You et al. (2019), os autores demonstram que inddéis
derivados de aldeidos podem apresentar fluorescéncia na regido verde. Os dados da
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literatura corroboram os resultados apresentados, nos quais podemos observar a
fluorescéncia do composto CS-03 e CS-08 (Figuras 57 e 58) na regido verde e uma
leve fluorescéncia na regido azul. Os resultados do estudo de captacéo celular de
macrofagos mostraram que CS-03-NP-Dex-ETCA e CS-08-NP-Dex-ETCA séo
capturados por macrofagos nos primeiros 15 minutos, com captacdo aumentando
apos 1 e 3 horas de exposi¢cdo ao nanoparticulas (Figura 57).

De acordo com o estudo de Lira et al. 2011 e Lira-Nogueira et al. 2022,
nanoparticulas contendo apenas dextrana em sua superficie sdo capturadas pelos
macrofagos J774A.1, e assim como nossos resultados, essa captura ndo é imediata
e pode ser evidenciada ap6s 1 hora de exposicdo as nanoparticulas. Segundo Lira-
Nogueira et al. (2022), a captacdo celular de nanoparticulas de dextrana parece estar
relacionada preferencialmente a via de endocitose mediada por clatrina, mas também
pode ser internalizada através de vias independentes de caveolina e clatrina-

caveolina.
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Figura 57 - Células J774 antes e depois da incubacdo em diferentes tempos com sistema CS-
03-NP-Dex-ETCA e CS-08-NP-Dex-ETCA.
(ot

CS03-NP-Dex-ETCA
1 hour 15 minutes 3 hours 1 hour 15 minutes Control

CS08-NP-Dex-ETCA

3 hours

Coluna A: Filtro branco; Coluna B: filtro DAPI; Coluna C: filtro de fluor Alexa; Coluna D: sobreposicdo
das imagens A, B e C. Linha 1: células controle em meio de cultura; linha 2, 3 e 4: ap6s 15 min, 1 e 3
h de incubacdo com CS-03-NP-Dex-ETCA, respectivamente e linha 5,6 e 7: apds 15 min, 1 e 3 h de

incubacdo com CS-08-NP-Dex-ETCA, respectivamente. Barra de escala: 2 um. Fonte: O autor, 2023.

Quanto aos resultados obtidos da captacgéo celular de CS-03-NP-Fuc-ETCA e
CS-08-NP-Fuc-ETCA, observamos que nos primeiros 15 minutos ja & possivel
identificar uma alta intensidade de fluorescéncia de CS-03 e CS-08, indicando que as

nanoparticulas de fucana sao rapidamente capturadas pelos macrofagos (Figura 58).
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Com 3 horas de incubacdo é possivel identificar uma maior intensidade de
fluorescéncia no verde, bem como identificar fluorescéncia na regido azul,
provavelmente devido a uma maior internalizacdo de CS-03 e CS-08 nesta linhagem
celular. Esses resultados também estédo de acordo com os estudos de Lira et al. (2011)
e Lira-Nogueira et al. (2022), que mostraram que nanoparticulas de IBCA revestidas
com fucana séo internalizadas por macréfagos. Segundo Lira-Nogueira et al. (2022),
a captacdo celular de nanoparticulas de fucana em macréfagos parece ocorrer
exclusivamente por vias ndo endociticas, e a captacéo celular pode estar relacionada

a vias fagociticas.
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Figura 58 — Células J774 antes e depois da incubagcdo em tempos diferentes com sistema
CS-03-NP-Fuc-ETCA e CS-08-NP-Fuc-ETCA.

A B c D

15 minutes Control

CS03-NP-Fuc-ETCA
1 hour

3 hours

15 minutes

CS08-NP-Fuc-ETCA
1 hour

3 hours

Coluna A: Filtro branco; Coluna B: filtro DAPI; Coluna C: filtro de fluor Alexa; Coluna D: sobreposicao
das imagens A, B e C. Linha 1: células controle em meio de cultura; linha 2, 3 e 4: apos 15 min, 1 e 3
h de incubacdo com CS-03-NP-Fuc-ETCA, respectivamente: 2 um. respectivamente e linha 5,6 e 7:
apo6s 15 min, 1 e 3 h de incubagdo com CS-08-NP-Fuc-ETCA, respectivamente. Barra de escala: 2 ym.

Fonte: O autor, 2023.
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6.3.8 Atividade antiproliferativa dos compostos encapsulados nas
nanoparticulas poliméricas

Quanto aos resultados de atividade antiproliferativa contra a linhagem MDA-
MB-231 (Figura 59), podemos observar que CS-03 (Figura 59A) apresentou atividade
contra essas células de cancer de mama em concentra¢des mais elevadas (100 e 50
pg.mL-1 ) obtendo um valor de IC50 de 61,23 pug.mL-1, sendo uma atividade inferior
a da doxorrubicina que apresentou um IC50 de 22,34 pg.mL-1. Quando comparamos
0s resultados com as nanoparticulas CS-03-NP-Dex-ETCA (Figura 59B) e CS03-NP-
Fuc-ETCA (Figura 59C), notamos que ambas potencializaram o efeito do CS-03 com
valores de IC50 de 23,09 e 2,13 pg.mL-1 respectivamente, em que CS-03-NP-Fuc-
ETCA apresentou perfil de atividade muito superior ao apresentado pela
doxorrubicina. O aumento da atividade do CS-03 encapsulado em NP-Fuc-ETCA pode
estar relacionado a liberacao intracelular do composto e potencializacao do seu efeito
terapéutico, conforme evidenciado no estudo de Cavalcanti et al. (2021) e Cavalcanti
et al. (2022). Além disso, a fucana possui atividade antitumoral e pode estar agindo
sinergicamente com CS-03 (Atashrazm et al., 2015; van Weelden et al., 2019; Chung
et al., 2020).

Figura 59 - Atividade antiproliferativa de CS-03 livre e encapsulado.
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CS-03 (A), CS-03-NP-Dex-ETCA (B), CS-03-NP-Fuc-ETCA (C), NP-Dex-ETCA (D), NP- Fuc-ETCA (E)
e doxorrubicina (F) contra a cepa MDA-MB-231. Fonte: O autor, 2023.
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De acordo com as imagens obtidas das células apds exposicdo ao NP-Dex-
ETCA (Figura 60C), observamos que as nanoparticulas ndo parecem ter atividade
contra células MDA-MB-231, mas sim CS-03-NP-Dex-ETCA (Figura 60D) parecem
causar danos celulares quando em concentracdo mais elevada. Apesar de
aparentemente ndo apresentar efeito pronunciado contra células MDA-MB-231, as
nanoparticulas de dextrana podem ser um sistema promissor, conforme demonstrado
no estudo de Li et al. (2014) que encapsularam cisplatina em nanoparticulas de
dextrana conjugadas com hormonio liberador do horménio luteinizante (LHRH) como

agente direcionador para o tratamento do cancer de mama.
Figura 60 - Aspectos morfolégicos das células MDA-MB-231 ap@s tratamento com CS-03 livre

e encapsulado em nanoparticulas com dextrana.
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Controle negativo MDA-MB-231 (coluna A), em microscépio Optico com objetiva de 10x, apéds
tratamento com CS-03 (coluna B), NP-Dex-ETCA (coluna C), CS-03- NP-Dex-ETCA (coluna D) em

concentracao inferior (linha 1) e superior (linha 2). Fonte: O autor, 2023.
Por outro lado, NP-Fuc-ETCA (Figura 61C) parece causar danos ao MDA-MB-

231 com alteracdo na estrutura e aspecto celular mais escuro, o que pode ser
indicador de estresse celular (Mullen et al., 2014; Scientific, 2015; Segeritz, Vallier,
2017). A atividade apresentada pelo NP-Fuc-ETCA esta relacionada a presenca da
fucana, que € uma molécula ativa contra células cancerigenas (Lin et al., 2020;
Cavalcanti et al., 2021; Jin et al., 2022). De acordo com Chen et al. (2014), a fucana
modula as cascatas de estresse do reticulo endoplasmatico e, assim, induz a
apoptose nas células cancerigenas.

Quando comparado com CS-03-NP-Fuc-ETCA (Figura 61D), observamos que
em baixas concentracdes ha reducao na populacéo de células MDA-MB-231 e que na

maior concentracdo ndo ha células viaveis, mostrando que o encapsulamento do CS-



139

03 em nanoparticulas de NP-Fuc-ETCA favorece a atividade antiproliferativa do
composto, provavelmente devido a sua liberacao intracelular, associada também a um
possivel efeito sinérgico entre fucana e CS-03. Estes resultados mostram que as
nanoparticulas CS-03-NP-Fuc-ETCA podem ser um sistema promissor para o

tratamento do cancer de mama metastatico.
Figura 61 - Aspectos morfoldgicos das células MDA-MB-231 ap@s tratamento com CS-03 livre

e encapsulado em nanoparticulas com fucana.
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Controle negativo MDA-MB-231 (coluna A), em microscépio Optico com objetiva de 10x, apéds
tratamento com CS-03 (coluna B), NP-Fuc-ETCA (coluna C), CS-03- NP-Fuc-ETCA (coluna D) em

concentracao inferior (linha 1) e superior (linha 2). Fonte: O autor, 2023.

Para o CS-08 (Figura 62A) observamos que nao foi tdo ativo contra células
MDA-MB-231, apresentando um valor de IC50 de 49,79 pg.mL-1. Quando
comparamos os resultados com o da doxorrubicina (Figura 62F) que foi utilizada como
controle positivo, obtivemos um valor de IC50 em torno de 22,34 pg.mL-1. Apesar de
ndo apresentar atividade contra essas células cancerosas, quando encapsulado em
nanoparticulas, o CS-08 apresenta sua atividade com valores de IC50 abaixo de 3,125
png.mL-1 para CS-08-NP-Dex-ETCA (Figura 62B) e IC50 em torno de 8,13 pug. .mL-1
para CS-08-NP-Fuc-ETCA (Figura 62C), apresentando resultados superiores aos da
doxorrubicina, provavelmente pelo fato das nanoparticulas facilitarem a internalizacéao
do CS-08.
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Figura 62 - Atividade antiproliferativa de CS-08 livre e encapsulado
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CS-08 livre (A), CS08-NP-Dex-ETCA (B), CS08-NP-Fuc-ETCA (C), NP-Dex-ETCA (D), NP-Fuc-ETCA
(E) e doxorrubicina (F) contra a cepa MDA-MB-231. Fonte: O autor, 2023.

De acordo com os dados apresentados na Figura 62, as nanoparticulas
brancas (NP-Dex-ETCA e NP-Fuc-ETCA) pareceram apresentar melhores resultados
que as demais nanoparticulas. Portanto, quando avaliamos as caracteristicas
microscoépicas das células, apos visualizacdo em microscépio Optico (Figuras 63 e 64),
observamos que as caracteristicas celulares do MDA-MB-231 foram preservadas
guando expostas ao NP-Dex-ETCA em ambas concentragdes (Figura 63C). Quando
avaliamos a maior concentracdo de CS-08-NP-Dex-ETCA (Figura 63D) notamos que
houve morte celular, mostrando que as nanoparticulas de dextrana potencializaram a

atividade de CS-08 provavelmente devido a internalizacao celular.
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Figura 63 - Aspectos morfoldgicos das células MDA-MB-231 ap@s tratamento com CS-08 livre

e encapsulado em nanoparticulas com dextrana.
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Controle negativo MDA-MB-231 (coluna A), em microscépio Optico com objetiva de 10x, apods
tratamento com CS-08 (coluna B), NP-Dex-ETCA (coluna C), CS-08- NP-Dex-ETCA (coluna D) em

concentracao inferior (linha 1) e superior (linha 2). Fonte: O autor, 2023.

Quanto ao NP-Fuc-ETCA (Figura 64C), eles parecem ser toxicos contra células
MDA-MB-231, mostrando que as células sdo mais escuras e em concentracées mais
altas podemos observar que elas perdem seu formato mais alongado. Estas
alteracdes na estrutura celular indicam estresse celular e s&o provavelmente
causadas pela fucana. Em vérios estudos, a fucana demonstrou a sua atividade contra
células de cancer da mama (Zhang et al., 2013a; Zhang et al., 2013b; Wu et al., 2016).
De acordo com Zhang et al. (2013b) a fucana atua induzindo a apoptose em células
MDA-MB-231 através de vias mitocondriais dependentes de célcio e caspases.

Quanto ao CS-08-NP-Fuc-ETCA (Figura 64D), podemos observar que as
nanoparticulas revestidas com fucana também potencializaram o efeito do CS-08,
provavelmente devido a liberagcéo intracelular da molécula e a fucana pode estar
agindo sinergicamente, potencializando o efeito do CS-08. Esses resultados séo
consistentes com o estudo de Cavalcanti et al. (2021) que também desenvolveram
nanoparticulas revestidas com fucana contendo o composto natural oncocalixona A e
viram que o0 encapsulamento do composto parece ter potencializado o efeito da
molécula livre e da nanoparticula branca, provavelmente com um sinergismo entre a

fucana e o composto encapsulado.
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Figura 64 - Aspectos morfologicos das células MDA-MB-231 ap@s tratamento com CS-08 livre

e encapsulado em nanoparticulas com fucana.
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Controle negativo MDA-MB-231 (coluna A), em microscépio Optico com objetiva de 10x, apods
tratamento com CS-08 (coluna B), NP-Fuc-ETCA (coluna C) e CS-08 -NP-Fuc-ETCA (coluna D) em

concentracao inferior (linha 1) e superior (linha 2).Fonte: O autor, 2023.

6.3.9 Captura celular dos compostos encapsulados nas nanoparticulas
poliméricas em células MDA-MB-231

O estudo de captacédo celular utilizando células MDA-MB-231 seguiu caminho
semelhante aos estudos na linhagem de macréfagos, mas nédo foi possivel identificar
a captacao celular nos tempos determinados em nenhum dos experimentos com as
nanoparticulas (Figuras 65 e 66). Acreditamos que a auséncia de fluorescéncia pode
estar relacionada a baixa concentracdo de CS-03 ou CS-08, pois como as
nanoparticulas eram muito toxicas para as células MDA-MB-231, foi necessario utilizar
uma concentragcdo menor de compostos, 0 que pode ter impactado os resultados de
fluorescéncia. Segundo estudos de Choi e Sawada (2023) e Itagaki (2000), a
intensidade da fluorescéncia é proporcional a concentracao.

Estes resultados sdo contraditorios aos apresentados no estudo de atividade
antiproliferativa, no qual vimos que as nanoparticulas potencializam a atividade de
CS-03 e CS-08, provavelmente devido a sua internalizacdo. Esses resultados também
nao corroboram com outros estudos, segundo Alharbi et al. (2021) a dextrana é
absorvido pelas células MDA-MB-231 através de micropinocitose e vias de endocitose
dependentes de clatrina. Acreditamos que a captacao celular ocorre devido a estudos

gue indicam a internalizacéo de particulas contendo dextrana na superficie, como € o



143

caso de estudos como o de Curcio et al. (2021) e Siddaharth et al. (2017) que
desenvolveram nanoparticulas contendo revestimento de dextrana e observaram a

absorcéao celular.
Figura 65 — Células MDA-MB-231 antes e depois da incubacao em tempos diferentes com
sistema CS-03-NP-Dex-ETCA e CS-08-NP-Dex-ETCA.
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CSO03-NP-Dex-ETCA
15 minutes 3 hours 1 hom 15 minutes Control

CSO08-NP-Dex-ETCA
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Coluna A: Filtro branco; Coluna B: filtro DAPI; Coluna C: filtro de fluor Alexa; Coluna D: sobreposicédo
das imagens A, B e C. Linha 1: células controle em meio de cultura; linha 2, 3 e 4: apds 15 min, 1 e 3
h de incubacao com CS-03-NP-Dex-ETCA, respectivamente e linha 5,6 e 7: ap6s 15 min, 1 e 3 h de

incubacédo com CS-08-NP-Dex-ETCA, respectivamente. Barra de escala: 2 ym. Fonte: O autor, 2023.
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Perfil semelhante foi apresentado pelas nanoparticulas de fucana (Figura 66),
mas sabe-se que j& em outros estudos, como Cavalcanti et al. (2022) é possivel
observar que as nanoparticulas IBCA revestidas com fucana sdo capturadas por
células MDA-MD-231. Lu et al. (2017) e Chung et al. (2020) acreditam que a fucana é

bY

internalizado em células MDA-MB-231 devido a presenca de receptores de p-

selectina.
Figura 66 — Células MDA-MB-231 antes e depois da incubacao em tempos diferentes com
sistema CS-03-NP-Fuc-ETCA e CS-08-NP-Fuc-ETCA
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Coluna A: Filtro branco; Coluna B: filtro DAPI; Coluna C: filtro de fluor Alexa; Coluna D: sobreposicéao
das imagens A, B e C. Linha 1: células controle em meio de cultura; linha 2, 3 e 4: ap6s 15 min, 1 e 3
h de incubac@o com CS-03-NP-Fuc-ETCA, respectivamente e linha 5, 6 e 7: apés 15 min, 1 e 3 h de

incubacé@o com CS-08-NP-Fuc-ETCA, respectivamente. Barra de escala: 2 ym. Fonte: O autor, 2023.
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7. CONCLUSAO

Foram sintetizados e caracterizados 8 novos compostos indol-tiazolicos
inéditos, com diferentes substituicbes na posicdo p-fenil. Nos estudos in silico foi
possivel verificar que as moléculas possuem caracteristicas satisfatorias como
candidatos a farmaco, contudo alguns compostos apresentam limitagdes especificas
intrinsicamente correlacionadas as respectivas estruturas quimicas.

Apos os testes de interacdo com o DNA, verificamos que o0s compostos
intercalam com essa biomolécula, entretanto o mecanismo pelo qual ocorre ainda nao
foi totalmente esclarecido, necessitando da realizacdo de testes mais conclusivos,
além disso os novos derivados indol-tiazélicos interagem moderadamente com a BSA,
fator importante para o desenvolvimento do ciclo farmacocinético da substancia no
organismo, tal caracteristica havia sido apontada nos testes in silico e foi confirmada
nos testes in vitro.

A verificacdo da atividade antioxidante in vitro identificou que dois dos
compostos (CS-03 e CS-04) apresentam atividade igual ou até superior aos controles
utilizados, destacando que o método ABTS forneceu dados mais conclusivos levando-
se em consideracao as caracteristicas dos compostos.

A avaliacdo de toxicidade e atividade antiproliferativa realizada in vitro
demonstrou excelentes resultados para a série sintetizada como um todo, o que
sugere gue a juncédo dos dois nucleos heterociclicos favorece um melhor desempenho
para atividade antiproliferativa, correlacionando os dados foi possivel obter indices de
seletividade promissores para as linhagens tumorais testadas, com destaque para o
CS-03 que apresentou indices de seletividade (IS) superiores a 65 em todas as
linhagens celulares, chegando a um IS de 113,7 para MCF-7.

Além disso o método de validagdo permitiu o estudo analitico detalhado dos
compostos, possibilitando a obtencdo de dados exatos e precisos na avaliagcao da
implementacdo da nanotecnologia com objetivo de otimizar as caracteristicas ja
observadas nas moléculas da série CS.

Quanto a implementacdo da nanotecnologia ao estudo, foi possivel
desenvolver os dois tipos de nanoparticulas com tamanhos adequados e com
dispersdo homogénea o que permitiu a utilizacdo dessas nanoparticulas nos
experimentos in vitro, permitindo comparar o efeito da molécula isolada com a
molécula encapsulada, onde foi verificado que o método de MTT apresentou

limitacGes de interpretacdo dos resultados, no entanto ao analisarmos as células de
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macréfagos em microscopio verificamos que ndo houveram alteracbes celulares
significativas, somando com os resultados de captacao celular foi possivel verificar
gue encapsulamento aumentou a internalizacdo nessa linhagem celular.

Analisando a atividade citotéxica na linhagem MDA-MB-23, verificamos que a
estratégia de utilizacdo das nanoparticulas aumentaram a atividade quando
comparadas ao CS-03 e CS-08 livres, possivelmente devido a internalizagcdo das
nanoparticulas nessas células, porém ao tentarmos foram encontradas limitacdes de
visualizacdo da internalizacdo utilizando a técnica de microsopia de fluorescéncia,
provavelmente pela baixa concentracgéo utilizada no ensaio.

De modo geral os resultados mostram que os scaffolds indol e tiazol sao
promissores quando condensados em uma Unica molécula, destacando-se na série
sintetizada o composto CS-03 (p-NO2) e o CS-08 (p-OCH3) que foram encapsulados
nas nanoparticulas propostas, o que pode contribuir para otimizacdo de parametros
fisico-quimicos e farmacocinéticos, otimizando a atividade antiproliferativa
investigada, permitindo a continuidade de ensaios em pesquisas futuras para o

desenvolvimento de novos medicamentos para terapia oncoldgica.
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APENDICE B — ESPECTROS DE RMN 'H DOS COMPOSTOS LQIT/CS-03 E
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APENDICE C - ESPECTROS DE RMN 'H DOS COMPOSTOS LQIT/CS-05 E
LQIT/CS-06
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APENDICE E — ESPECTROS DE RMN 3C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-01 E
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— ESPECTROS DE RMN *3C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-03 E
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APENDICE G — ESPECTROS DE RMN 3C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-05 E
LQIT/CS-06
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APENDICE H - ESPECTROS DE RMN 3C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-07 E
LQIT/CS-08
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APENDICE | - ESPECTROS DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/CS-01 E LQIT/CS-02
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APENDICE J — ESPECTROS DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/CS-03 E LQIT/CS-04
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APENDICE K — ESPECTROS DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/CS-05 E LQIT/CS-
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APENDICE L - ESPECTROS DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/CS-07 E LQIT/CS-08
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APENDICE M - ESPECTROS DE ABSORGAO DOS COMPOSTOS LQIT/CS’s +

LqlT/CS-01
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APENDICE N - ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DOS COMPOSTOS
LQIT/CS’s + DNA
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APENDICE O — ESPECTROS DE ABSORCAOQ DA BSA + COMPOSTOS
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APENDICE P — ESPECTROS DE

186

FLUORESCENCIA DA BSA + COMPOSTOS
LQIT/CS’s

LqIT/CS-01 —
250 4
250 -
200
w
a w
O 150 4
8 3
] 7]
z Z
o ]
g £ 100
50 4
0 T T T T 1 0 T T T T 1
320 340 360 380 400 320 340 360 380 400
COMPRIMENTO DE ONDA X Data
LqlT/CS-03
q LqIT/CS-04
250
— M 250
— 5uM
w—— 10uM
] 15p4M
200 — 20uM
—— 25uM
A oM W
3 ‘M g
S 150 1 — 40uM =]
7]
e -4
= ]
E E
z z
e /\
50 | /\
320 340 360 380 400 320 340 360 380 400
COMPRIMENTO DE ONDA COMPRIMENTO DE ONDA
LqIT/CS-06
LqlT/CS-05
250
250 — oM
— 5uM
—— 10uM
15uM
200 — 20uM
—— 25M
" o 4
o 35M <
2 —ww 2
7] z
b4 ]
2 2
= z
100 -
50 /-—\—
320 340 360 380 400 320 340 360 380 400
COMPRIMENTO DE ONDA COMPRIMENTO ONDA
LqIT/CS-07
LqlT/CS-08
250 - — oM
250 4
200 4
w
< 8
g P
(2] & 150 4
z
] &
E =
Z z
100 -
50 4

T T T
340 360 380

COMPRIMENTO DE ONDA

T
320

1
400

320 340 360
COMPRIMENTO DE ONDA



	10b790eb95ea758bd4d0f761bb6b81c57b373687e0333d9dfaca5bfd0f6ecd84.pdf
	e22718563307244a1eb46f8ffbb2f78aadef67605c7af488bbc85a7df6e88fb3.pdf
	10b790eb95ea758bd4d0f761bb6b81c57b373687e0333d9dfaca5bfd0f6ecd84.pdf

