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RESUMO

Os compostos heterociclicos nitrogenados tém sido uma boa alternativa no
planejamento racional de novas moléculas candidatas a farmaco. Suas diversas aplicabilidades
justificam a utilizacdo deles como substratos de diversas pesquisas. Alguns scaffolds como
indol e tiazol tem alcancado posi¢des de destaque no campo da quimica medicinal pois
exercem atividade antiprasitaria, anti-infamatdria, antibacteriana, antifungica e uma potencial
atividade antitumoral. Nesse trabalho foi proposta a sintese atraves da expansdo molecular da
tiossemicarbazida, seguida por restricdo conformacional de uma tiossemicarbazona (contendo
a porc¢do indol) conduzindo para a formacdo do nucleo tiazol. Apds obtencdo satisfatoria dos
compostos dessa série (LqlT/CS), as estruturas das moléculas foram todas caracterizadas e
comprovadas por RMN *H, RMN 3C e IV. As analises in silico mostraram que sete dos oito
compostos obedecem a regra de Lipinski, e que todos eles apresentaram bons resultados
guanto aos parametros farmacocinéticos. Como o DNA é um alvo na terapia antineoplasica o
potencial de interacdo entre ele e os compostos foi investigado e todos os derivados
apresentaram valores de Kb compativeis com moléculas intercaladoras variando entre 6,78 x
10°e 3,07 x 10° M. Além disso, foi verificado também o potencial de interagdo com a BSA,
mostrando que todos apresentam bons valores de interacdo, para o Kb compreendidos entre
1x10° e 1,29x10* M?, e valores de Ksv entre 12,65 x 10* e 5,22 x 10% essas analises de
interacdo foram realizadas por meio de técnicas de absorcao e fluorescéncia. Além disso foi
verificada a viabilidade celular frente a linhagens de macrofagos J774, utilizando a técnica
colorimétrica de MTT, onde 5 dos 8 compostos foram menos toxicos que o controle positivo,
Amsacrina (m-AMSA), utilizado na anéalise, além de ter sido investigado o potencial de
combate as células de adenocarcinoma mamario (MCF-7), onde todos os compostos foram
mais potentes que o controle m-AMSA, tendo um destaque maior os compostos LqlT/CS-04
(p-bromo), LglT/CS-06 (p-fenil) e Lgl T/CS-07 (p-trifluorometil). Esses dados mostram que
os scaffolds indol e tiazol sdo promissores quando condensados em uma Unica molécula e que
0s substituintes utilizados contribuem para o desenvolvimento de novos potenciais farmacos

com capacidade de aplicacdo em terapia antitumoral.

Palavras-chave: Indol. Tiazol. DNA. Soroalbumina Bovina. Neoplasias. Cancer.



ABSTRACT

The heterocyclic nitrogen compounds have been a good alternative in rational drug
design of new drug candidate molecules. Their diverse applicabilities justify the use of them
as substrates for several researches. Some scaffolds such indole and thiazole have reached
prominent positions in the field of medicinal chemistry, because they exert antiparasitary,
anti-inflammatory, antibacterial, antifungal activity and a potential antitumoractivity. In this
work, synthesis through the molecular expansion of thiosemicarbazide was proposed,
followed by conformational restriction of a thiosemicarbazone (containing the indole portion)
leading to the formation of the thiazole nucleus. After the compounds of this series (LgIT/CS)
were satisfactory obtained, the molecule structures were all characterized and proven by NMR
'H, NMR 33C and IR. The in silico analyses showed that seven of the eight compounds
comply with the Lipinski rule, and that all of thme presented good results interms 0s
pharmacokinetic parameters. As DNA is a target in the antineoplasic therapy, the interaction
potential between DNA and compounds was investigated and all derivatives presented Kb
values compatible with intercalating molecules ranging from 6.78x10° to 3.07x10° M. In
addition, the potential for interaction with BSA was also verified, showing that all presente
good interaction values, for Kb between 1x10° and 1.29x10* M?, and Ksv values between
12.65x10* and 5.22x10%, these interaction analyzes were performed using absorption and
fluorescence techniques. In addition, cell viability was verified in relation to J774 macrophage
lines, utilizing MTT colorimetric technique, where 5 of the 8 compounds were less toxic than
the amsacrine positive control (m-AMSA) used in the analysis, besides the potential for
combating breast adenocarcinoma cells (MCF-7), where all the compounds were more
effective than the m-AMSA control, having a higher prominence the compounds LqlT/CS-04
(p-bromine), LglT/CS-06 (p-phenyl) and LqlT/CS-07 (p-trifluoromethyl). These data show
that indole scaffolds and thiazole are promising when condensed into a single molecule and
that the substitutes used contribute to the development of potential new drugs with application

capability in antitumor therapy.

Keywords: Indole. Thiazole. DNA. Serum Albumin Bovine. Neoplasms. Cancer.
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1 INTRODUCAO

A quimica medicinal (QM) possui papel central em Vvarios processos que visam a
identificacdo de novos hits e seu desenvolvimento com propriedades farmacodinamicas e
farmacocinéticas otimizadas. Entre os estudos realizados buscando o desenvolvimento de
novas moléculas com atividades bioldgicas verificou-se a presenca de estruturas quimicas
também chamadas de scaffolds, com destaque para 0s nucleos heterociclicos nitrogenados
como indol, imidazol, pirazol, piperidina, pirimidina, triazol e tiazol. Tais nlcleos tém sido
extensivamente estudados e a gama de atividades bioldgicas permite o desenvolvimento de
possiveis candidatos a farmacos de variadas classes terapéuticas (AJANI et al., 2016; DESAI,
MAKWANA; RAJPARA, 2016; ALMEIDA et al., 2017).

AcOes comprovadas para compostos contendo nucleos nitrigenados incluem atividades
hepatoprotetoras (ABU-MELHA et al, 2019), antimalaricas (TSAGRIS et al.,, 2018),
antichagasicas (ALVAREZ et al, 2015), anti-inflamatérias (GHONIM et al., 2019),
antiulcerosas (MOHAREB; ZAKI; ABBAS, 2015) antituberculosas (MORASKI et al., 2016),
antifangicas (LINO et al., 2018), antibacterianas (REDDY et al.,2016), anti-hipertensivas
(STOICKOV et al., 2018); antivirais (PACCA et al., 2017) e antitumorais (BRAGA et al.,
2016; ALTINTORP et al., 2018; MOHAREB; ABDALLAH; MOHAMED, 2018; ABU-
MELHA et al.2019).

O indol tem sido utilizado na descoberta de novos agentes terapéuticos com potencial
atividade antitumoral, apresentando-se como uma por¢éo importante no desenvolvimento de
novos farmacos (KAUSHIK et al., 2013). A associagdo com outro nucleo que apresente
atividade antitumoral conhecida torna-se uma alternativa promissora no desenvolvimento de
novos compostos lideres melhorando a atividade bioldgica, diminuindo os efeitos colaterais e
superando a resisténcia a medicamentos na terapia oncolégica (DADASHPOUR; EMAMI,
2018; KUMARI; SINGH, 2019). Outro nucleo que tem ganhado destaque devido a atividade
antitumoral é o tiazol e seus derivados, sendo parte constituinte de moléculas promissoras que
agem por diferentes mecanismos apresentando em baixas doses uma alta taxa de eficacia e
toxicidade reduzida, que é o que se espera de novos agentes terapéuticos no combate ao
cancer. (BRAGA et al., 2016; SILVA et al., 2017; COOPER et al., 2017; GOMHA et al.,
2017; KRYSHCHYSHYN et al., 2018; SANG et al., 2018).

O cancer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo e foi responsavel por

9,6 milhdes de mortes em 2018 (BRASIL, 2018). O desenvolvimento de novos farmacos com
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melhor eficicia e menos efeitos adversos tem sido o grande desafio da quimica medicinal.
Nesse ambito variados grupos de pesquisa utilizam a ferramenta de condensacgdo de dois ou
mais nucleos farmacoféricos sintetizando novas entidades quimicas, melhorando o potencial
bioldgico, favorecendo a atuacdo em alvos terapéuticos mais especificos e diminuindo a
toxicidade, propiciando assim o possivel surgimento de novos farmacos antitumorais (AJANI
et al., 2016; BRAGA et al., 2016; MABKHOT et al.,, 2018; SHAVETA; SINGH, 2016;
COOPER et al., 2017; SILVA et al., 2017)

O conhecimento dos diversos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do céancer
permite o planejamento de novos farmacos através das estratégias baseadas na estrutura do
receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design). Em contraste, quando a estrutura do
alvo eleito ndo é conhecida, métodos de planejamento de farmacos baseado na estrutura do
ligante (LBDD, do inglés ligand-based drug design) podem ser utilizados, explorando
propriedades e caracteristicas de séries de ligantes bioativos. Também pode ser utilizada a
estratégia de multiplos alvos no planejamento de novos farmacos (MTDD do inglés mult-
target drug desing) ou ainda a estratégia de desenho de farmacos baseados em fragmentos
(FBDD do inglés fragment-based drug design) (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO, 2008;
ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009; THOMAS et al., 2017).

Dessa forma baseando-se em estudos sobre esses scaffolds, o presente trabalho propds
a sintese de novos derivados indol-tiazdlicos com a finalidade de avaliar a atividade
antiproliferativa in vitro e verificar como possivel mecanismo de acéo a interacdo com DNA e
a interacdo com albumina, além de predizer, atraves de andlise in silico, as propriedades

farmacocinéticas dos compostos da série LqIT/CS’s.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 HETEROCICLICOS E SUA RELEVANCIA PARA A QUIMICA MEDICINAL

Os compostos heterociclicos podem apresentar variados atomos na composi¢do do
anel, porém geralmente sdo encontrados os dtomos de oxigénio, nitrogénio e enxofre. De
acordo com o heterodtomo presente no nlcleo e a quantidade total de &tomos constituintes do
anel podem ocorrer interferéncias nas propriedades fisico-quimicas e consequentemente nas
respectivas atividades biologicas. As diferentes combinagdes que podem ser feitas nas
estruturas dessas moléculas sdo responsaveis pela gama de aplicacdo terapéutica (MARTINS
et al., 2015).

Apesar de alguns compostos heterociclicos apresentarem algumas limitacGes de uso
devido as proprias caracteristicas fisico-quimicas ou toxicidade, estas podem ser contornadas
por meio de mudancas estruturais na molécula que otimizam os resultados obtidos
(MARTINS et al.,, 2015; ALMEIDA et al., 2017). Os heterociclicos nitrogenados estéo
presentes em 59% dos farmacos aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration)
tornando-os as estruturas mais significativas e privilegiadas entre os produtos farmacéuticos,
podendo apresentar anéis que variam de trés a oito membros (VITAKU; SMITH,;
NJARDARSON, 2014).

Entre os heteroaromaticos destacam-se o tiazol, o benzoimidazol, o indol, o imidazol,
o0 triazol e o tetrazol. Desses, apenas o0 primeiro contém um atomo de enxofre, os demais
apresentam apenas 0 nitrogénio como heteroatomo (Figura 1), aléem da presenca desses
atomos diferentes de carbono e hidrogénio, o nucleo indol e o benzoimidazol apresentam-se
condensados a um anel de 6 membros constituidos apenas por carbono (VITAKU; SMITH,;
JNARDARSON, 2014; MARTINS et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017). O conhecimento
especifico sobre o alvo molecular e os aspectos referentes a eficacia e seguranca, fornecem
uma base sélida para elucidacdo e proposicdo de novas rotas sintéticas e mecanismos de acao,
somadas a existéncia de medicamentos ja comercializados contendo anéis nitrogenados
servem como estimulo para a obtencdo de novos farmacos que contenham essas estruturas
(VITAKU; SMITH; NJARDARSON, 2014; ALMEIDA et al., 2017; ANDRADE;
KUMMERLE; GUIDO, 2018).
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Figura 1 - Heterociclicos nitrogenados com anéis de cinco membros

COICRG OO

TIAZOL BENZOIMIDAZOL INDOL IMIDAZOL TRIAZOL TETRAZOL

FONTE: O autor

Essas estruturas representadas acima estdo presentes em principios ativos de diferentes
medicamentos que alcancaram éxito na pratica clinica, todas apresentam em comum um ou
mais nucleo nitrogenado, e servem para representar e confirmar a ampla gama de atividades
biologicas desses nacleos de interesse no campo da quimica medicinal visando diversos fins
terapéuticos. Tais moléculas agem por mecanismos diversos (tabela 1) por meio da interagdo
com receptores apresentando acdes especificas dentro do organismo (VITAKU; SMITH;
NJARDARSON, 2014).

Tabela 1 - Estruturas de alguns medicamentos comercializados que apresentam nucleos

heterociclicos em destaque, nomenclatura, classe terapéutica e mecanismos de acao.

Nomenclatura Anel heterociclico Classe terapéutica Mecanismo de
Acéo
N’,N Antagonista dos
2 \{ Indol e Imidazol Antiemética receptores 5-HT3
A (KAUSHIK et al., 2013)
N
H
Ondasentrona
o
QN/ o Antagonista do receptor
N7 & i ‘s . . .
/K@[Nb—-\_ Benzo-Imidazol Anti-hipertensivo de angiotensina
(GABA et al., 2014)

Telmisartana




23

Inibidor da sintese de

cl Imidazol Antifingico ergosterol
(ZHANG et al., 2014a)
Inibidor de microttbulos
Tiazol Anticancer (BROGDON;LEE;
(pele) CANETTA, 2014)
Ixabepilona
H,N
S
r}'_/ Inibidor da sintese da
o.. 2 N s Tiazol e Tetrazol Antibidtico parede celular bacteriana
ol j;l/ /
o N SN MYZNIKOV;
S ont <
o%on NN HRABALEK;
Cefmenoxime KOLDOBSKII, 2007)
F
Triazol Antifangico Inibidor da sintese de
F r? ‘\N ergosterol
/
> ~ (CARRILO-MUNOZ et
N
N al., 2006)
LN
Fluconazol
o_ - - - - -
o H = Benzo-imidazol Antiulceroso Inibidor da bomba de
N
« \©: s W, prétons
i (SACHS;SHIN;
HOWDEN, 2006)
Esomeprazol

FONTE: O autor.

O presente trabalho propds a sintese de novos derivados indol-tiazolicos e os aspectos

especificos de cada um desses scaffolds serdo descritos nas proximas secgoes.
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2.2 O INDOL E SUA APLICACAO NA SINTESE DE NOVOS FARMACOS

O indol ou benzo [b] pirrol um heteroaromético biciclico planar com férmula CsH7N
contendo anel de benzeno de seis membros fundido ao anel de pirrol contendo nitrogénio de
cinco membros, € relatado como um importante bloco de constru¢do no campo da quimica
medicinal (KAUSHIK et al., 2013). E um nucleo no qual dez elétrons m se movem pela
estrutura, e se comporta como uma base fraca. Isso se deve a deslocaliza¢do do par de elétrons
do atomo de nitrogénio para o sistema eletrénico-n que circula livremente por todo o anel
ind6lico. Portanto, o par de elétron no nitrogénio ndo esta disponivel para protonacdo e é
protonado no C-3 porque esta posicdo, devido a retencdo da aromaticidade, é
termodinamicamente mais estavel (BARLUENGA; VALD’ES, 2011).

A natureza versatil do indol permitiu que ele se destacasse nos estudos de descoberta
de potenciais novos farmacos, tendo grande significado nos ultimos anos devido a sua
variedade de atividades farmacologicas (Figura 3) (PATIL; PATIL; PATIL, 2017).
Fisiologicamente é parte constituinte do triptofano, um aminoacido essencial que interfere
diretamente na sintese proteica e na regulacdo de importantes mecanismos fisiolégicos como
precursor da serotonina e da vitamina B3. Os seus derivados podem ser obtidos através de
métodos sintéticos ou encontrados na natureza em vegetais e organismos marinhos como
algas, esponjas e microrganismos (KAUSHIK et al.,2013).

Moléculas contendo essas estruturas heteroaromaticas planares apresentam diversas
atividades bioldgicas tais como anti-inflamatéria (OZDEMIR et al., 2015), antiviral
(ZHANG; CHEN; YANG, 2015; SCUOTTO et al., 2016), anticonvulsivante (SWATHI;
SARAGAPANI, 2015), antibacteriana (SANNA et al., 2018), antidepressiva (PATIL; BARI,
2016), anti-hipertensiva (PANDA et al., 2012), hipoglicemiante (TZVETKOV et al., 2014), e
notavel propriedade antitumoral (MEHNDIRATTA; NEPALI; SATAPATHY, 2017,
ZHANG et al., 2014b; MARTINO et al., 2006; BAYTAS et al., 2014). Embora a inibi¢do da
formacdo dos microtubulos seja o principal mecanismo de atuacdo anticancerigena, novos
alvos tém sido explorados como as proteinas quinases, DNA topoisomerase, histonas
desacetilases (HDACS) e sirtuinas (KUMARI; SINGH, 2019).
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Figura 2 - Estruturas quimicas naturais e sintéticas contendo o ndcleo indol
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FONTE: O autor

Os bancos de dados do FDA revelaram o significado dos heterociclicos contendo
nitrogénio no projeto de farmacos. Entre essas moléculas, os derivados de indol estdo na nona
posicdo das 25 principais moléculas em 2015, envolvidas na sintese de medicamentos
fundamentais aprovados pela FDA, o que justifica a sintese dos derivados aqui propostos
(VITAKU, SMITH; NJARDARSON, 2014).

2.3 O TIAZOL COMO PORCAO DE MOLECULAS COM VARIADAS ATIVIDADES
BIOLOGICAS

Os tiazdis sdo heteroaromaticos pentagonais, apresentando trés &tomos de carbono, um
atomo de enxofre e um de nitrogénio. A disposicdo desses atomos no anel heterociclico pode
variar de duas maneiras levando a existéncia do 1,2-tiazol ou 1,3-tiazol (Figura 3). O tiazol €
um farmacéforo que ocupa um lugar de destaque na quimica medicinal devido a sua
reatividade e atividade biolégica sendo amplamente encontrado em farmacos aplicados no
combate de doencas de modo geral (AYATI et al., 2015; ROUF; TANYELI, 2015).



26

Figura 3 - Diferenca estrutural nos anéis tiazélicos
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FONTE: O autor

Essas estruturas podem ser encontradas naturalmente nas epotilonas, substancias
produzidas por fungos que apresentam atividade antifungica e antitumoral, e na Tiamina
(vitamina B1), sendo esta essencial para a sintese de neurotransmissores como a acetilcolina e
0 &cido gama-amino-butirico (figura 4). De forma sintética ele foi obtido primeiramente por
Hantzch e Waber, em 1887, por meio da reacdo de tioamidas e halocetonas, tal método se
estabeleceu como o mais utilizado para obtencdo de tiazois, mas existem outros métodos
como o de Cook-Heilborn e Robinson-Gabriel, que utilizam outras substancias de partida.
Com o passar dos anos novos metodos de obtencdo foram implementados com modificacdes
dos metodos classicos, utilizando-se inclusive principios da quimica verde, que promove a
sintese utilizando substancias menos nocivas ao meio ambiente (ROUF; TANYELI, 2015;
CHHABRIA et al., 2016).

Figura 4 - Derivados tiazolicos de origem natural.
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FONTE: O autor

Esta estrutura ganhou sua evidéncia apresentando atividade antibacteriana
(KASHYAP, 2012), antidiabética (DATUSALIA; KHATIK, 2018), antituberculose (LU et
al., 2012), antirretroviral (MELEDDU et al., 2016), anti-inflamatéria (MUHAMMAD et al.,
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2017), anti-helmintico (AMNERKAR; BHONGADE; BHUSARI, 2014), antioxidante
(REDDY et al., 2015), antitumoral (SANTOS et al., 2016; EJAZ et al.,2018), cardiotdnico
(DUAN et al., 2015) diurético (AYATI et al.,2015), imunomoduladora (SANTOS et al.,
2016) entre outras (VITAKU; SMITH; NJARDARSON, 2014).

Este nlcleo estd presente em medicamentos com atividade antibacteriana,
antirretroviral, anti-inflamatoria, antiparasitaria, antitumoral entre outras, atuando por
mecanismos de acdo diversificados como podemos observar na tabela 2 (VITAKU; SMITH;
NJARDARSON, 2014; CHHABRIA et al., 2016; FRIJA; POMBEIRO; KOPYLOVICH,
2016).

Tabela 2 - Diferentes atividades bioldgicas de medicamentos comercializados contendo o

nucleo tiazol
Estrutura Molecular Nome do Classe Mecanismo de Ag¢do
e Nomenclatura medicamento Terapéutica
NH,
Inibidor da sintese da
CEFEPIME Antibacteriano parede celular
bacteriana
(KASHYAP et al.,
2012)

(GALLANT et al.,
2013)

@v L B \@< RITONAVIR Antirretroviral Inibidor de protease
= (o) N ~ N N 7
Pt

Q0

S\N7 . Inibidor da COX
%N@ MELOXICAM Anti-inflamatério  preferencialmente

OH O

COX 2
(TURCK et al.,
1997)
OJ\O 0 o Inibidor da PFOR
N N; NITAZOXANIDA Antiparasitario (WHITE JR., 2004)
H
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’Ni<gjjlv, HN” O Inibidor dos
S\/\u Mg NIZATIDINA Antiulceroso receptores H2
(GOLIN-JONES,
1995)
@in\n@"“ Inibidor da proteina
o© N)’:N\ NCNfOH DASATINIBE Antineoplésico Quinase
(KANTARIJAN et
al., 2010)

o)
. F /@f%m SODELGLITAZAR
F S

Antidiabético

Agonista do receptor
PPAR
(LIU et al., 2011)

Antidoto para

Antagonista da

HZN NH, AMIFENAZOL overdose de morfina/ Estimulante
O barbitaricos e respiratério
opiaceos (CRESPO et al.,
1999)
HyC
"{_ o Sty Anti- Bloqueador da

{

HO g

Q FEBUXOSTAT

hiperuricémico

enzima xantina
oxidase
(SCHUMACHER et
al., 2002)

FATOSTATIN

Antineoplasico

Bloqueio das SREBP
(XIANGYAN et al.,
2014)

IXABEPILONA

Antineoplasico

Estabilizador da
formacéo dos
microttbulos

(RUGO et al., 2012)

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
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A atividade antitumoral do tiazol vem sendo sustentada por pesquisas que atribuem a
esse nlcleo propriedades inibitorias de proteinas quinases (DAS; SIKDAR; BAIRAGI, 2016)
inibicdo da polimerizacéo de tubulinas (GUGGILAPU et al., 2017), indutores de degradagéo
do fator de inducédo de hipoxia (HIF) (HUSSEIN et al., 2017), inibidores de valosina-proteina
(VCP) (BURSAVICH et al., 2010), inibidor de autotaxina (ATX) (BALUPURI et al., 2017)
entre outros mecanismos sendo extensivamente estudado devido a sua potencialidade

antitumoral por diferentes vias celulares.

Diversos grupos de pesquisa exploram este ndcleo 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 obtencao
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) avaliacdo das
atividades frente a diferentes linhagens celulares tumorais in vitro; d) verificar a interacdo
com diferentes biomoléculas, investigando assim possiveis mecanismos de acdo (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).

2.4 NUCLEOS INDOL E TIAZOL NA PROPOSICAO DE NOVOS COMPOSTOS E A
IMPORTANCIA DAS ANALISES IN SILICO

A associacdo entre os farmacéforos indol e tiazol mostrou-se eficaz na obtencéo 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 Glso de 0,05uM e baixa toxicidade em ceélulas néo
transformadas (PARRINO et al., 2017). O composto 13d também apresentou bons valores de
ICso nas linhagens tumorais DU145, PC-3 (cancer de prdstata), A549 (cancer de pulmao) e
HCT-15 (cancer de cblon), 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 especies 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 migracdo celular na linhagem DU145
(GUGGILAPU et al., 2017).
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Figura 5 - Compostos destaques com potencial atividade antitumoral contendo os nlcleos

ko
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indol e tiazol.

FONTE: O autor

O mecanismo antitumoral esta intrinsicamente ligado as propriedades
farmacocinéticas dessas moléculas, essas caracteristicas sdo imprescindiveis no processo de
otimizacdo adicional de compostos hit-to-lead, potencializando as chances de surgimento de
um novo farmaco. Os parametros farmacocinéticos de absorcao, distribuicdo, metabolizagéo,
excrecdo e toxicidade (ADMET) tornaram-se necessarios no processo de triagem na selecao
de novos candidatos a farmaco (MATIAS et al., 2017; LARIK et al., 2019).

Qazi e colaboradores (2018) utilizaram os parametros de ADMET como etapa
essencial no seu trabalho de sintese de novas semicarbazonas como potenciais inibidores da
urease, destacando a importancia da predicdo do perfil ADMET in silico, e ressaltando a
capacidade dessa etapa em classificar as moléculas em status favoravel ou desfavoravel no
processo de descoberta de uma nova molécula com propriedades terapéuticas.

Os estudos de Kuthyala e colaboradores (2019) e Almeida-Janior e colaboradores
(2017) também utilizaram o recurso dessas analises in silico que podem trazer indicios de
parametros que vao desde a solubilidade eficaz do ligante, fator que interfere diretamente na
absorcdo, passando por parametros ligados ao volume de distribuicdo da droga, caracterizando
porcdes que estdo ligadas as proteinas ou livres no plasma até dados de metabolizacdo
enzimatica, depuracdo e toxicidade. Como o comportamento farmacodinamico depende de
fatores como captagdo e distribuicédo, as ligacOes as proteinas plasmaticas se apresentam como
uma variavel de extrema importancia e que deve ser devidamente investigada (CARTER,;
HO,1994; KUTHYALA et al., 2019). Portanto é importante o estudo de liga¢des a proteinas

séricas de novos derivados obtidos a partir da juncdo dos ndcleos indol e tiazol.
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2.5 INTERAQAO ENTRE FARMACOS E A PROTEINA ALBUMINA

Dentre todas as proteinas presentes no plasma a albumina sérica humana (HSA) se
destaca em quantidade, representando cerca de 60% das proteinas plasmaticas totais,
correspondendo a uma concentracdo de 42mg/mL e apresentando como principais funcdes a
manutencdo da pressdo osmotica coloidal, além de atuar como depésito e transporte de
substancias endégenas como &cidos graxos, vitaminas, bilirrubina, metabdlitos e aminoécidos
e exogenas como farmacos (MELOUN; MORAVEK; KOSTKA, 1975; ZHAO et al., 2015).
Trata-se de uma proteina globular ndo glicosilada de cadeia Gnica composta por 585 residuos
de aminoécidos e 17 pontes de dissulfeto, devido a 34 cisteinas presentes na molécula. Sua
estrutura pode ser dividida em trés dominios homélogos I, Il e Ill, sendo cada um destes
subdividido em subdominios A e B (KOCH-WESER; SELLERS, 1976; WANG et al., 2013).
Os principais locais de interagdo a molécula ligante na HSA situam-se em cavidades
hidrofobicas nos subdominios 1A e Il1A, que também sdo respectivamente denominados de
local I e local Il (Figura 6) (SUN; WANG, 2017).

Figura 6 - Estrutura da albumina do soro humano (HSA) com os respectivos locais de

interacdo com ligantes destacados e cada subdominio em cores distintas.

Local I

Dominio [1

FONTE: MONDAL et al., 2017

As interagdes entre a albumina e as moléculas ligantes e sua capacidade de transportar

e fornecer substancias, sejam elas enddgenas ou exdgenas, pela corrente sanguinea até 6rgaos-
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alvo vem sendo amplamente explorada no decorrer dos anos (SUN; WANG, 2017;
GOUVEIA et al., 2018; SILVA et al., 2018; MENEZES et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019;
SALEM et al., 2019; YASREBI; TAKJOO; RIAZI, 2019; ERMAKOVA; DANILOVA,
KHAIRUTDINOV, 2020). Grande parte desses estudos realizados utilizam além da HSA, a
albumina do soro bovino (BSA), devido a similaridade de 76% na sequéncia de aminoécidos
e homologia de 80% entre essas duas proteinas. Estas caracteristicas somadas a ampla
caracterizacdo da BSA e apresentacdo das mesmas fungdes bioldgicas, a torna adequada para
realizacdo de estudos de interacdo proteina-ligante como pode ser notado nos estudos
realizados com a HSA (GELAMO; TABAK, 2000; LIU et al., 2018; RAFOLS et al., 2018;
KUMAR; MASRAN, 2019; SILVA-FILHO et al., 2019).

A BSA ¢é composta por 582 amino&cidos, e também é dividida em 3 dominios
homdlogos e dispostos linearmente I-111, cada um deles é subdividido em A e B, estando
unidos por 17 ligagdes dissulfetos, apresentando em sua estrutura 2 triptofanos localizados na
posicdo 134 (no dominio I) e 212 (na bolsa hidrofobica do dominio II), enquanto a HSA
apresenta apenas o residuo Trp-214, o que faz com que ambas apresentem uma fluorescéncia
intrinseca. Os locais de ligagéo as substancias enddgenas ou exdgenas da BSA encontram-se
em cavidades hidrofobicas presentes nos subdominios I1A e 1l1A, também chamados de local
| e Il semelhantes ao da HSA (METI et al., 2015; SURYAWANSHI et al., 2016; ROY et al.,
2017) (Figura 7).

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

interacdo com ligantes destacados e cada dominio em cores distintas.
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FONTE: CAl et al., 2010.
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A interacdo ligante-proteina é de extrema importancia para o entendimento das
propriedades farmacologicas e farmacocinéticas dos medicamentos, a vasodilatacdo que
ocorre no ambiente tumoral leva ao acumulo relativamente alto de albumina no ambiente
tumoral, esta pode ser considerada como um bom veiculo na utilizacdo de drogas anticancer
como o paclitaxel e a doxorrubicina (LI et al., 2014; GUHATHAKURTA et al., 2017). Além
desses medicamentos utilizados na terapéutica, existem estudos que investigam a interagéo
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)

2.6 O DNA COMO ALVO FARMACOLOGICO

Os mecanismos pelos quais essas moléculas candidatas a farmacos anticAncer atuam
sdo bem diversificados, entre eles temos: inibicdes da enzima de ligagdo ao elemento
regulador de esterol (SREBP) (XIANGYAN et al, 2014), inibicdo da formacdo de
microtubulos (RUGO et al., 2012; BROGDON; LEE; CANETTA, 2014), aumento das EROS
(LEE et al., 2016; GUGGILAPU et al.,, 2017), inibicdo de proteinas quinases (DAS;
SIKDAR; BAIRAGI, 2016), inducdo da degradacdo do HIF (WANG et al., 2016; HUSSEIN
et al., 2017), 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 CDK1/ciclina B
(PARRINO et al.,, 2017), inibicdo de anidrase carbdnica IX (PEERZADA et al.,2018;
ELDEHNA et al., 2018) inibicdo da topoisomerase (RIBEIRO et al.,2019) e intercalacdo
com DNA (WANG et al., 2011; GUPTA et al.,, 2018; TOMCZYK; WALCZAK, 2018;
JAFARI et al., 2019).

A interacdo entre farmacos e DNA, provoca mudancas fisioldgicas nessa biomolécula,
dessa forma esse mecanismo tem sido amplamente explorado e apresenta alta importancia no
desenvolvimento de novos medicamentos anticancer. Essas moléculas, também chamadas de
ligantes de DNA podem alterar a conformacdo do DNA, bem como impedir a replicacdo e
transcricdo dessa biomolécula, favorecendo dessa forma a inibicdo do crescimento 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 sdo: interacdes
na espinha dorsal anibénica do DNA (sendo essas geralmente inespecificas) (figura 8A),
interacdes nos sulcos (maior ou menor) (figura 8B) e empilhamento entre os pares de base
(figura 8C) (ALMEIDA et al., 2017; TOMCZYK; WALCZAK, 2018; MARQUES et al.,
2019).
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Figura 8 - Modos de interacdo e formacdo do complexo reversivel ligante —-DNA.

FONTE: O autor.

A primeira maneira (figura 8A) de interagdo é tida como inespecifica pois trata-se de
uma interacdo baseada na atracdo eletrostatica entre uma porcdo catibnica do ligante com a
porcdo anibnica da face externa da dupla helice do DNA, devido a presenca do grupo fosfato.
A segunda forma (figura 8B) é a interacdo nos sulcos, estas podem ocorrer tanto nos sulcos
maiores ou menores e sao classificadas como ligaces ndo covalentes, assim como a terceiro
tipo (figura 8C) que é a intercalacdo entre os pares de bases. Nessa ultima, 0s anéis
aromaticos dos ligantes ocupam o0s espacos entre os pares de bases do DNA com consequente
aumento a distancia entre elas (KABIR; HOSSAIN; KUMAR, 2013; OZLUER; KARA,
2014; ALMEIDA et al. 2017).

Essas interacdes entre os ligantes e biomoléculas, seja alboumina ou DNA, podem ser
verificadas por meio de andlises espectroscdpicas de absorcdo e/ou fluorescéncia, onde a
ocorréncia de alteracBes nas intensidades dos picos, ou deslocamentos dos mesmos para
outros comprimentos de onda servem como indicios de uma possivel alteracdo na
conformacéo/estrutura molécula em estudo. Essas alteracbes variam em 4 tipos e podem
indicar qual o tipo de interacdo ocorre, a primeira delas é o hipocromismo (figura 9A), que
corresponde a uma diminuicdo da intensidade da luz absorvida/emitida (BAS et al., 2018). A
segunda € o hipercromismo (figura 9B), que também esta relacionada a intensidade do pico
formado, tratando-se entdo de um aumento na intensidade de luz absorvida/emitida
(SHAHADABI; MAGHSUDI, 2014). O terceiro efeito é hipsocrémico (figura 9C), este
ocorre quando o pico maximo é deslocado para a regido que abrange menores comprimentos

de onda (regido do azul) (CANOVIC et al., 2017). Por fim, o efeito o batocrémico (figura
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9D), ocorrendo quando o pico maximo de absorcdo é deslocado para um comprimento de
onda mais longo (regido do vermelho) (PAWAR; OTTOOR, 2018).

Figura 9 - Alteracdes observaveis em espectros de absorc¢éo e fluorescéncia que estdo
relacionadas a interacdo ligante-biomolécula, sendo A (hipocromismo), B (hipercromismo), C

(hipsocromismo) e D (batocromismo).

A B

FONTE: O autor.

Os efeitos exemplificados na figura 9 servem para avaliacdo da interacdo ligante-
biomoléculas, podendo entdo fornecer dados relacionados tanto a farmacocinética, quando
falamos da albumina, quanto dados farmacodindmicos quando se trata da interacdo com o
DNA, estes dados podem ainda servir como indicios de possiveis mecanismos de acGes de
moléculas candidatas a farmacos antitumorais (ALMEIDA et al., 2017; VARRICA et al.,
2018; JAFARI et al., 2019).

2.7 A NECESSIDADE DE NOVOS FARMACOS PARA COMBATER OS MECANISMOS
DE RESISTENCIA DO CANCER

A busca por novos agentes antitumorais € justificada pela alta incidéncia de cancer
somada a altas taxas de mortalidade, sendo a segunda principal causa de morte no mundo e
responsavel por mais de 9,6 milhdes de mortes em 2018 (BRASIL, 2018). Diversos
mecanismo estdo sendo estudados para uma maior elucidacdo de como essa doenca consegue
vencer as barreiras do sistema imunolégico, mantendo-se em progressdo e por muitas vezes
até tornando-se resistente aos medicamentos utilizados na pratica clinica (YOUSSIF et al.,
2018; GUO et al., 2019; MARQUES et al., 2019).

Para um melhor entendimento de como ocorrem essas adapta¢6es no microambiente

tumoral, Hanahan e Weinberg (2011) elencaram as dez principais caracteristicas do cancer
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(Figura 10), tais estratégias para perpetuacdo do tumor passaram a servir como alvos
terapéuticos, e varias moléculas sintéticas vem sendo desenvolvidos de maneira racional
objetivando a atuacdo das mesmas em alvo-especificos, diminuindo assim a toxicidade do
tratamento antitumoral (GALDINO-PITTA et al., 2017; HAMDY et al., 2017; GOUVEIA et
al., 2018; RIBEIRO et al., 2019; SILVA-FILHO et al., 2019).

Figura 10 - As caracteristicas do cancer.
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FONTE: HANAHAN; WEINBERG, 2011.

Entre os tipos de cancer, 0 que atinge as células mamarias é o segundo mais frequente

em mulheres, perdendo apenas para o cancer de pele ndo melanoma. Foram 2,09 milhdes de
casos de cancer de mama registrados em 2018 e cerca de 627 mil mortes a nivel mundial, para
o0 triénio 2020-2022 estima-se para cada ano o surgimento de 66.280 casos novos desse tipo
de cancer no Brasil (BRASIL, 2018; INCA, 2019). Existem outras alternativas terapéuticas
aléem da quimioterapia, como por exemplo a cirurgia, radioterapia, hormonioterapia e
imunoterapia. Entretanto é comum a utilizacdo dessas modalidades de maneira combinada,
tendo ainda a quimioterapia adjuvante (pds-cirurgia) mostrado resultados satisfatérios na
diminuicdo de recorréncia local e dos casos de morte. Nos esquemas combinados sao
utilizados mais de um medicamento para promover a reducdo da toxicidade e resisténcia,
além de aumentar a eficacia do tratamento. E comum a ocorréncia de mielossupressdo,
alopecia, nausea, diarreia, neuropatia, cardiotoxicidade, reacbes alérgicas graves e
infertilidade, o que ressalta mais uma vez a importancia do desenvolvimento de novos agentes
antitumorais com menor toxicidade e maior eficacia. (CARNEIRO et al., 2018; CHOPRA;
DAVIES, 2019).
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3 DELINEAMENTO DA ESTRATEGIA DE SINTESE

Com base nos resultados obtidos por Oliveira e colaboradores em 2017, que sintetizou
uma série de indois-tiossemicarbazonas, foi idealizada a rota sintética adotada para a obtencédo
dos  derivados  (1H-indol-3il)-metileno)-hidrazina)-4-fenil-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol
(LgIT/CS). A presenga do nucleo indol contribuiu para bom resultados de Glso, como por
exemplo o derivado LqlT/LT 53 apresentou um Glsg para K-562 (leucemia) de 0.16uM, para
MCF-7 (mama) de 2,52 pM e para HT-29 (colon) de 1.45uM (PEDROSA, 2017). Para
sintetizar a tiossemicarbazona LqlT/LT-53 foi utilizada a estratégia de expansdo molecular da
tiossemicarbazida LglT/LT-45 com o aldeido 3-indol carboxaldeido.

Para o desenvolvimento da série (1H-indol-3il)-metileno)-hidrazina)-4-fenil-3-(p-
toluil)-2,3-dihidrotiazol (LqlT/CS) foi utilizada a estratégia de restricio molecular do
LgIT/LT-53 que conduziu a formacdo do anel tiazol, onde na posicdo 4 teremos um
grupamento fenilico na posicdo para R. Onde R pode ser hidrogénio (ndo substituido), e/ou
grupos que atuam como retiradores de elétrons, tais como os grupamentos NO2 e CFs que
desempenham eletronicamente a mesma funcao, ndcleo fenil, e/ou halogénios (F, Cl, Br) que
mesmo apresentando efeito indutivo retirador ativam o anel em orto/para, e/ou grupamentos -
OCHzs e Ph que atuam como doadores de elétrons também foram utilizados nesse estudo. Tais
substituintes sdo amplamente utilizados nas pesquisas realizadas pelo grupo do laboratorio
LqIT e tém apresentado bons resultados, mostrando-se potencialmente ativos contra linhagens

celulares tumorais.
3.1 MECANISMOS REACIONAIS

3.1.1 Mecanismo reacional para formacdo do derivado hidrazina tiossemicarbazida
(LglT/LT-45)

Na sintese do N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-45), o mecanismo geral
representa a formacdo do composto intermediario, ou seja, a tiossemicarbazida que é
caracterizado por um ataque simultaneo do nitrogénio da hidrazina ao carbono da tiocarbonila
e a deslocalizacdo dos elétrons = (pi) para 0 nitrogénio vizinho conduzindo a sintese da
tiossemicarbazida (figura 11). Apés a ruptura da ligagdo m, ocorre a passagem dos elétrons da
ligagdo C=N para 0 nitrogénio, este por sua vez torna-se negativo, desprotonando o nitrogénio
que apresenta carga positiva, estabelecendo uma carga formal zero em toda a molécula
promovendo a formagdo da tiossemicarbazida (TENORIO et al, 20005; AQUINO, 2007,



38

PEDROSA, 2017). A presenca do grupamento NH> torna a tiossemicarbazidas em moléculas

com potencial toxico, sendo utilizadas na quimica medicinal como compostos intermediarios

Figura 11 - Esquema do mecanismo de reacdo para sintese da tiossemicarbazida LglT/LT-45.

Ho,N—NH, +/©/\_P\\s /©/N ﬁ g NH, _/O/ T

FONTE: O autor.

3.1.2 Mecanismo reacional para formacéo do 2-(5-bromo-1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-
toluil)-hidrazina-carbotioamida (LgIT/LT-53)

A sintese do derivado 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(LgIT/LT-53), a partir do N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida (LqlT/LT-45), caracteriza-se
por uma reacdo de condensacdo. O &cido acético atua como catalisador protonando a
carbonila da funcdo 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
0 oxigénio (fendmeno denominado prototropismo). Decorrente a isto, ocorre a deslocalizacao
dos elétrons do nitrogénio com posterior eliminacdo de agua. Por fim, o nitrogénio que agora
se encontra positivo é desprotonado pela molécula de dgua gerando um composto com a
funcdo imina (ligacdo azometinica), formando o derivado ind6lico-tiossemicarbazona (figura
12) (PEDROSA, 2017).
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Figura 12 - Esquema do mecanismo de acdo para sintese de LqIT/LT-53.

FONTE: O autor.

3.1.3 Mecanismo reacional para formacéo dos derivados 2-((1H-indol-3il)-metileno)-
hidrazina)-4-fenil-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol (LqlT/CS)

O mecanismo reacional para obtencdo dos derivados 2-((1H-indol-3il)-metileno)-
hidrazina)-4-fenil-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol (LqlT/CS) foi descrito inicialmente por
Hantzsch em 1887 (SOUZA et al., 2005). Entre os métodos possiveis para obtencdo destaca-
se a reacdo de ciclizacdo intramolecular utilizando compostos a-halocarbonilicos com
tiossemicarbazonas substituidas (CARDOSO, et al., 2014). A reacdo tem como ponto de
partida o tautomerismo da tiocarbonila e formacdo de uma imina. Em seguida, ocorre um
ataque nucleofilico por meio do par de elétrons livres do 4&tomo de enxofre ao carbono a-
halogenado da acetofenona, resultando na saida do halogénio, funcionando como grupo
abandonador que logo abstrai o proton 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, 0 oxigénio com carga negativa abstrai 0s
hidrogénios ligados ao nitrogénio que apresentava carga positiva e do HBr formado

anteriormente. Por fim, ocorre uma reacédo de desidratacdo conduzindo a formagéo do tiazol



40

como composto final da reacdo (HALIMEHJANI et al., 2016; LIU et al., 2011; ZHOU et al.,
2017; NASCIMENTO et al., 2017).

Figura 13 - Esquema do mecanismo de ac¢do para sinteses dos derivados indol-tiazélicos.

FONTE: NASCIMENTO, 2017



41

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar a potencial atividade antitumoral de novos derivados
indol-tiazolicos da série LqIT/CS’s.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a sintese de 8 novos derivados indol-tiazolicos da série LqlT/CS;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos derivados por meio de ferramentas analiticas
como ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN H e RMN C) e

infravermelho (1V);

e Analisar as propriedades farmacocinéticas ADMET in silico dos compostos da série
LqIT/CS’s;

e Avaliar o possivel perfil de interagdo dos novos derivados com o sSDNA e a BSA por

meio de técnicas espectroscdpicas de absor¢do UV-Vis e emissdo de fluorescéncia;

e Auvaliar a viabilidade celular e citotoxicidade in vitro dos novos derivados sintetizados em
linhagens de células ndo transformadas macrofagos J774 e em células tumorais mamarias
MCF-7.
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5 METODOLOGIA
5.1 SEQAO EXPERIMENTAL QUIMICA
5.1.2 Reagentes e solventes

A sintese dos derivados tiazolinicos ocorreu em 3 etapas, onde foram utilizados os
seguintes reagentes e solventes: p-toluil-isotiocianato (CAS: 622-59-3 — Sigma-Aldrich®) e
hidrazina (CAS: 10217-52-4 — Acros®), cloreto de metileno (CAS: 75-09-2 — Quimex®),
indol-3-carboxaldeido (CAS: 487-89-8 — Sigma Aldrich®), alcool etilico (CAS: 64-17-5 —
Quimica Moderna®), 4cido acético glacial (CAS: 1186-52-3 — Dinamica®), 2-bromo-4-
fluoracetofenona (CAS: 403-29-2 — Sigma Aldrich®), 2-bromo- 4-cloroacetofenona (CAS:
536-38-9 — Sigma Aldrich®), 2-bromo-4-nitroacetofenona (CAS: 99-81-0 — Sigma
Aldrich®), 2,4-dibromoacetofenona (CAS: 99-73-0 — ACROS®), 2-bromoacetofenona (CAS:
70-11-1 — Sigma Aldrich®), 2-bromo-4-fenilacetofenona (CAS: 135-73-9 - ACROS®), 2-
bromo-4-trifluoroacetofenona (CAS: 383-53-9 — Sigma Aldrich®), 2-cloro-4-metdxi-
acetofenona (CAS: 2196-99-8 — Sigma Aldrich®).

5.1.3 Caracterizagao estrutural

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 (X) de 254nm na cdmara de radiagdo ultravioleta Vilber Lourmat®. O monitoramento das
reacOes permitiu a visualizacdo do téermino apos verificacdo do desaparecimento dos reagentes
utilizados inicialmente. A etapa de mensuracdo do ponto de fusdo (P.F) foi realizada em um
fusiometro (Fisatom 431D)através do uso de capilares de vidro com uma das extremidades

fechadas.

As analises para caracterizacdo 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 — d6 , Espectroscopia de Infra-vermelho (V) na regido de
4000-400 cm? utilizando o equipamento FT-IR/FT-NIR (PerkinElmer, Spectrum 400) a

temperatura ambiente



43

5.1.4 Procedimento quimico experimental
5.1.4.1 Sintese da tiossemicarbazida

A primeira etapa consistiu na obtencdo da tiossemicarbazida (LqlT/LT-45) seguindo a
metodologia aplicada por Giirsoy, Terzioglul, Otiik (1997) e Liesen e colaboradores (2010),
onde ocorre uma adi¢do nucleofilica entre a hidrazina e o isotiocianato em proporcdo molar
de 2:1 obtidos comercialmente (Sigma®) (figura 14). Em um baldo de fundo redondo de
100mL foi adicionado 20mL de cloreto de metileno/diclorometano e posteriormente
adicionou-se 0,98mL (6.701 mmol) do p-toluil-isotiocianato, o baldo foi fechado e
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente, apdés 10 min. adicionou-se aos poucos
(gotejando) 0,41mL (0.429mol) de hidrazina. As condigdes reacionais foram mantidas e apos
poucos minutos observou-se a presenca de uma turbidez na amostra e logo depois tornou-se

possivel a visualizagdo da formacdo de um precipitado branco.

A reacdo foi acompanhada através de CCD e ap0s 1 hora foi verificado o fim da
reacdo, caracterizado por desaparecimento do isotiocinato inicialmente utilizados. Em
seguida, adicionou-se hexano no baldo para favorecer a precipitacdo e entdo o precipitado foi
filtrado em papel de filtro com auxilio de um funil sinterizado e purificado por meio de

sucessivas lavagens com cloreto de metileno.

Figura 14 - Obtencéo da tiossemicarbazida (LglT/LT-45)
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FONTE: O autor
5.1.4.2 Sintese da tiossemicarbazona

A segunda etapa centrou-se na obtengéo da tiossemicarbazona (LqlT/LT-53) seguindo a

metodologia de Pedrosa (2017) obedecendo a proporcéo reacional de 1:1 (figura 15).
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Figura 15 - Obtencéo da tiossemicarbazona (LqIT/LT-53)
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FONTE: O autor

Em um baldo de fundo redondo de 100mL adicionou-se 10mL de etanol, e 0,569
(3.862mmol) de 3-indol-carboxaldeido, adicionou-se 1mL de &cido acético glacial gota-a-
gota. Entdo o baldo foi fechado e permaneceu sob agitacdo e temperatura ambiente. Apos
solubilizacdo do primeiro reagente adicionou-se 0,70g (3.862mmol) da tiossemicarbazida
(LgIT/LT-45) obtido na etapa anterior. Através do acompanhamento por CCD foi verificado o
desaparecimento dos reagentes iniciais apos 2h. O precipitado obtido foi filtrado e purificado

através de lavagens com etanol absoluto gelado.
5.1.4.3 Sinteses dos derivados indol-tiazélicos

A terceira e ultima etapa consistiu na obtencdo dos derivados indol-tiazélicos (figura
16). Esta etapa realizou-se por meio da Sintese de Hantzsch cujo mecanismo visa a obtencéo
de tiazdis a partir de a-halocarbonilas e aminotioureias. Em um baldo de 100mL adicionou-se
15mL de etanol e logo depois o LgIT/LT-53 sintetizado anteriormente, apds 10 minutos
foram adicionadas as respectivas acetofenonas para a formacdo de cada um dos 8 compostos
finais (LqlT/CS-01 ao LqIT/CS-08), o sistema permaneceu sob agitacdo e refluxo a
temperatura de 70-75°C. ApOs testes realizados, verificou-se que a melhor proporcdo para

otimizacdo do resultado foi de 1,1:1 LqlT/LT-53: Acetofenona.

Houve varia¢do quanto ao tempo reacional entre 3-9h para obtencdo dos 8 compostos
finais. Para promover a precipitacdo dos compostos que nao precipitaram naturalmente foi

utilizado agua destilada, e posterior lavagem com éter etilico (NASCIMENTO, 2017).
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Figura 16 - Obtenc&o dos derivados tiazdlicos e suas respectivas substitui¢des
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FONTE: O autor

Sintese do (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-(4-fluorofenil)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (LgIT/CS-01): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-
carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-4-flior-acetofenona (0,070g, 0.324 mmol ),

etanol (15 mL) foram mantidos sob agitacdo e refluxo na temperatura de 72°C por 3-4 horas.

Sintese do (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-(4-clorofenil)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (LqlT/CS-02): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-
carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-4-cloro-acetofenona (0,075g, 0.324 mmol),

etanol (15 mL) foram mantidos sob agitacdo e refluxo na temperatura de 72°C por 3-4 horas.

Sintese  do  (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-(4-nitrofenil)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (LgIT/CS-03): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-
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carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-4-nitro-acetofenona (0,094g, 0.324 mmol),

etanol (15 mL) foram mantidos sob agitacéo e refluxo na temperatura de 72°C por 2-3 horas.

Sintese do (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-(4-bromofenil)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (LglT/CS-04): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-
carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2,4-dibromo-acetofenona (0,089g, 0.324), etanol (15 mL)
foram mantidos sob agitacédo e refluxo na temperatura de 72°C por 2-3 horas.

Sintese do (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-fenil-3-(p-toluil)-2,3-dihidrotiazol
(LglT/CS-05): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-carbotioamida
(0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-acetofenona (0,064g, 0.324), etanol (15 mL) foram mantidos
sob agitacéo e refluxo na temperatura de 72°C por 3-4 horas.

Sintese do (E)-2-((E)-((1H-indol-3-il)metileno)hidrazina)-4-([1,1'-bifenil]-4-il)-3-(p-toluil)-
2,3-dihidrotiazol (LqIT/CS-06): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-
hidrazina-carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-4-fenil-acetofenona (0,089g, 0.324),

etanol (15 mL) foram mantidos sob agitacéo e refluxo na temperatura de 72°C por 8-9 horas.

Sintese  do  (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-(4-trifluorometil-fenil)-3-(p-
toluil)-2,3-dihidrotiazol (LglT/CS-07): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-
hidrazina-carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-4-trifluorometil-acetofenona (0,086g,
0.324), etanol (15 mL) foram mantidos sob agitacéo e refluxo na temperatura de 72°C por 2-

3 horas.

Sintese do (E)-2-((E)-((1H-indol-3il)metileno)hidrazina)-4-(4-metoxi-fenil)-3-(p-toluil)-2,3-
dihidrotiazol (LqlT/CS-08): A mistura de 2-(1H-indol-3-il-metileno)-N-(p-toluil)-hidrazina-
carbotioamida (0,110g, 0.35mmol), 2-bromo-4-metoxi-acetofenona (0,059g, 0.324 mmol),

etanol (15 mL) foram mantidos sob agitacdo e refluxo na temperatura de 72°C por 2-3 horas.

5.1.5 Estudo in silico das propriedades farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas de ADME (absorcao, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo) dos compostos sintetizados foram obtidas através das plataformas on-line
SwissADME e pkCSM, primeiramente foram analisadas sob a 6tica da RO5 (regra dos cinco)
de Lipinski, que determina parametros fisico-quimicos aceitaveis para o desenvolvimento de

moléculas com capacidade de se tornarem futuros medicamentos com administracdo oral
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(VEBER, 2002; LIPINSKI, 2004). De acordo com essa regra 0s compostos se enquadram
como promissores quando apresentam as seguintes caracteristicas: peso molecular <

500g/mol, nimero total de doadores de ligacdo de hidrogénio < 5, nimero total de aceptores

de hidrogénio <10, logP <5 (LIPINSKI, 2004).

Além dessa avaliacdo também foram observados os parametros especificos que ndo se
enquadram dentro da RO5, mas que também sdo importantes na compreensdo da
biodisponibilidade oral dos compostos examinados como a TPSA (area de superficie polar
topologica) que deve ser < 140 A%, o numero de ligagdes rotacionaveis < 10 (VEBER et al.,

2002; TRIFUNOVIC et.al., 2016).

5.2 SE(;AO EXPERIMENTAL BIOLOGICA
5.2.1 Materiais e Equipamentos

O DNA de esperma de salmdo (ssDNA), o hidroximetilaminometano (Tris) e a
albumina de soro bovino (BSA) foram adquiridos comercialmente da Sigma-Aldrich. O
DMSO foi adquirido da Quimex e utilizado como solvente para preparacdo das solucdes
estoque. A obtencédo dos espectros de UV-vis foi realizada com o espectrofotdometro Ultraspec
3000 PRO UV-Visible, o espectro de emissdo de fluorescéncia foi obtido utilizando o
aparelho JASCO FP-6300 e o dicroismo molecular realizado através do JASCO (J-815 CD

Spectrometer).
5.2.2 Preparo da solucéo estoque

Antes da realizacdo dos ensaios bioldgicos foi necessario realizar a preparacdo de uma
solucdo estoque para cada composto. Para tal, foi realizado um célculo para que a
concentracdo final dessa solugédo fosse de 1uM. Apds o preparo todas foram mantidas em seus

respectivos frascos-ambar.
5.2.3 Preparo das solucdes de DNA e BSA

A solucdo de ssDNA foi preparada a partir da dissolucdo do mesmo em tampéao Tris-
HCI (50M, pH 8,0), e deixada em repouso por 24h, & 8 °C. Depois desse periodo a solucéo foi
sonicada por 30 minutos, em seguida teve a concentragdo determinada por meio do calculo do
coeficiente de extingdo molar 6600 M™ cm * a 260 nm, como foi feito por Wolfe e

colaboradores (1987). O grau de pureza da solucdo obtida € medido pela raz&o dos valores de
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absorbancia em 260 e 280 nm. Apos essas etapas a solugdo obtida permanece armazenada sob
refrigeracdo. A BSA foi pesada e posteriormente também foi diluida em tamp&o Tris-HCI (0,1

M, pH 7,6) para obtencdo de uma concentracdo de 1mM.
5.2.4 Espectroscopia de absorcao eletrénica do composto livre

A solucdo estoque de cada composto foi utilizada para preparo das solugdes 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 observacao do perfil de absor¢do dos compostos e escolha de uma concentragao
para realizacdo dos testes de interacao.

5.2.5 Espectroscopia de absorcéo eletronica dos compostos com ssSDNA e BSA

Esse experimento foi realizado fixando os novos derivados na concentragdo de 20 uM
e expostos a solucdo de ssDNA nas seguintes concentracfes: 10, 20, 40, 60, 80 e 100 puM.
Apos a adicdo da biomolécula as solucdes testes (SSDNA + composto) foram homogeneizadas
e permaneceram em repouso, a temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizacéo
das substancias no tampdo. Todas amostras foram preparadas em triplicata e seguiram para
analise no Ultraspec 3000 PRO, utilizando uma cubeta de quartzo retangular com

comprimento de 1 cm dptico de percurso.

Ap0s obtencao dos dados espectroscopicos foram calculados os valores das costantes
de ligacdo, que servem como reveladores de afinidade entre a biomolécula e o composto
testado. A constante de ligacdo intrinseca (Kb) foi obtida utilizando a equacdo de Mcghee,
Hippel (1974) descrita abaixo:

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

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

Onde, €a, €b e &f sdo coeficientes de extin¢do aparente, ligado e livre, respectivamente. Para
obtencdo dos valores de Kb a partir da razdo entre a inclinagdo e o intercepto foram utilizados
os graficos dos [CSs] / (sa — &f) versus [CSs] e [DNA] / (ea — f) versus [DNA]. Os dados de

ligagdo e graficos foram por meio do software SigmaPlot 10.0.
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Possiveis alteracbes nos espectros de absorcdo de interacdo dos novos derivados
sintetizados apds a interacdo com as biomoléculas, bem como os valores das constantes de

ligagdo, podem fornecer informagdes relativas ao perfil de interacdo alcancado.

Posteriormente foi realizado o teste com a BSA na concentracdo de 20 pUM e 0s
compostos utilizados nas seguintes concentragdes: 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 estabilizacdo no tampédo Tris-HCI, antes de
serem encaminhados para a leitura no espectrofotdmetro de absorcdo na faixa de

comprimento de onda que variou entre 200-600nm.
5.2.6 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia do composto livre

O perfil de fluorescéncia das moléculas pertencentes a série LqIT/CSs foram
estabelecidos perante a preparacdo de amostras contendo os compostos e a solu¢do tampéo
Tris-HCI (0,1 M pH 7,6) em triplicata, em concentragdes que variaram de 5 a 40 uM, com
intervalos de 5 UM entre estas, na faixa de comprimento de onda de 220-700nm, com bandas
de excitacdo e emissdo respectivamente de 5 e 5nm ou de 5 e 10 nm em alguns casos e alta

sensibilidade.
5.2.7 Espectroscopia de emissao de fluorescéncia com ssDNA e BSA

O perfil de fluorescéncia dos derivados LgIT/CSs 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 albumina os 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 emissdo de 2,5 nm, em concentracfes de (5-40 uM) e

concentracdo fixada da BSA em 20 uM.

Para realizacdo da titulacdo de fluorescéncia com o ssDNA foram utilizadas solucdes
do mesmo nas concentracfes de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM enquanto o composto foi fixado
em 20 uM. As diferentes intensidades obtidas ap0s a exposicdo do composto ao ssSDNA foram
utilizadas para calcular a constante de Stern-Volmer (Ksv), pela seguinte equacdo 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 presenca dos compostos, respectivamente, Ksv é a constante de Stern-
Volmer, e [Q] é a concentracdo do sSDNA em pM. A constante de regressdo linear foi obtida
através do gréafico de intensidade de emisséo relativa (Fo / F) versus [Q]. O software utilizado
para obtencdo dos dados de ligacdo também foi o SigmaPlot 10.0.

5.2.8 Citotoxicidade in vitro em linhagens de células tumorais MCF-7 e viabilidade celular em

macrdfagos J774

Para verificacdo da potencial atividade citotoxica e viabilidade celular, foram
utilizados 50puM de cada uma das substéncias sintetizadas em um screening inicial por meio
do método de MTT. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos nas concentracoes
1x10°. As substancias previamente dissolvidas em DMSO serdo diluidas em série no meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico (estreptomicina +
penicilina) para obtencdo das concentragdes finais e adicionadas em placa de 96 pocos (100
ulL/ pogo), como controle positivo foi utilizada a amsacrina e 0 controle negativo foram as
células ndo-tratadas. Apos um periodo de incubacdo de 48h, o sobrenadante foi aspirado e
foram adicionados 150 pL de solu¢do de MTT 10% em RPMI 1640, sendo a placa colocada
na estufa a 5% de CO por um periodo entre 2 e 3h. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado e
seu precipitado ressuspendido em 150 uL. de DMSO e agitado até completa dissolucdo dos
cristais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotémetro de placa a um comprimento
de onda de 595nm.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 SECAO QUIMICA

A rota sintética empregada teve sua aplicabilidade confirmada com a obtencao dos 8
novos derivados indol-tiazélicos, que formaram precipitados ap6s adi¢do de agua destilada no
meio reacional e passaram apenas por processo de lavagem com éter etilico quando necessario
para remocao de subprodutos (figura 17).

Figura 17 - Esquema da rota de sintese geral
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6.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados

Apds a sintese dos intermediarios e produtos da rota de sintese, todos foram
submetidos a analises iniciais referentes as suas caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos

reacionais, tendo seus respectivos resultados apresentados na tabela abaixo.

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos do composto intermediério LgIT/LT-

53 e dos compostos finais da série LqIT/CS’s

Composto Aspecto Rendimento  Faixa de P.F. Rf/Eluente
©C)

LglT/LT-53 P4 amarelo 69% 197-198 0,7 (n-Hex/AcOEt. 4:6)
LqgIT/CS-01  P6 esbranquicado 68,21% 279-280 0,43 (n-Hex/AcOEt. 6,5:3,5)
LqIT/CS-02  P6 amarelo claro 45,83% 269-271 0,55 (n-Hex/AcOEt. 6,5:3,5)
LqgIT/CS-03 Pé vermelho 70,67% 259-260 0,53 (n-Hex/AcOEt. 6,5:3,5)
LglT/CS-04  Pd amarelo claro 75,62% 272-274 0,62 (n-Hex/AcOEt. 6:4)
LgIT/CS-05  Pé amarelo claro 71% 265-267 0,40 (n-Hex/AcOEt. 6,5:3,5)
LgIT/CS-06 PO esbranquicado 33% 255-256 0,69(n-Hex/AcOEt. 6,5:3,5)
LgIT/CS-07  Pé amarelo claro 49,8% 295-296 0,66 (n-Hex/AcOEt. 6:4)
LgIT/CS-08 PG amarelo escuro 50,41% 247-249 0,54 (n-Hex/AcOEt. 6:4)

FONTE: O autor

A faixa de fusdo e Rf do LgIT/LT-53 corroboram com dados ja descritos apds a
sintese realizada por PEDROSA (2017). Os compostos da séric LqIT/CS’s apresentaram
rendimentos que variaram entre 33% a 75,62%, todos 0s novos derivados apresentaram 0S
pontos de fusdo variando no maximo em 2°C e fatores de retencédo entre 0,40 e 0,7 em mistura
de hexano e acetato de etila. Apés realizacdo dessas analises iniciais 0S novos compostos
foram encaminhados para a etapa de caracterizacdo estrutural onde foram realizados ensaios
através das técnicas de RMN H, RMN 3C e IV. Para exemplificaco da caracterizaco seréo
comentados os resultados obtidos a partir do composto LqlT/CS-01, servindo como base para

correlacdo com os resultados das demais moléculas.

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

Os deslocamentos quimicos dos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos presentes
nas moléculas foram reportados em ppm e a multiplicidade dos sinais encontrados estéo

representadas da seguinte forma: singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t),
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quarteto (q) e multipleto (m), devido a presencga de nlcleos aromaticos nas moléculas alguns
sinais apareceram muito préximos, mas apesar disso foi possivel a identificagdo dos principais

sinais, também conhecidos como sinais diagnosticos.

Os novos derivados indol-tiaz6licos variaram entre si em apenas uma regido da
molécula, a saber, a posicdo para (-p) do anel aromatico ligado na posicdo quatro do anel
tiazolico, sendo todas os outros sinais com valores muito aproximados devido a similaridade

estrutural dos compostos da série.

Todos os compostos finais apresentaram os sinais referentes a quantidade respectiva
de hidrogénios de cada molécula proposta. Os sinais presentes na regido de campo baixo em
forma de singleto com valores proximos de 11,50 ppm foram atribuidos ao hidrogénio da
porcdo indol, que estd ligado ao nitrogénio, este encontra-se bastante desblindado,
apresentando, em alguns casos, um sinal mais alargado, isso pode ser explicado através da
labilidade da ligacdo N-H, devido as transferéncias rapidas (alta frequéncia) dos hudrogénios
que acabam causando desacoplamento de spins. Esses achados corroboram com os dados
encontrados por PEDROSA (2017). Em posicéo vicinal ao nitrogénio da porc¢édo indol existe
um carbono sp? que esta ligado a um hidrogénio que pode tanto se apresentar como um
dupleto, quando acopla com o hidrogénio ligado ao nitrogénio com um J=3,0Hz, ou pode
ainda aparecer como um singleto variando entre 7,66 e 7,69 ppm.

Foi constatada em todos os compostos a presenca de um singleto entre 2,28 e 2,35
integrando para trés hidrogénios, referentes ao Unico CHsz presentes nas moléculas na porcao
p-toluil. Entre 6,55 e 6,88 foi observado um singleto integrando para um hidrogénio que se
refere ao que estd presente na posicdo Cs do anel tiazol, sendo assim um indicador de que
houve a formacdo do anel, como também foi observado no trabalho de SILVA (2014).
Também foi observado entre 8,33 e 8,58 a presenca de um singleto referente ao hidrogénio da
por¢do azometinica, como descrito na pesquisa de PEDROSA (2017) e Oliveira e
colaboradores (2017). Os demais sinais sdo referentes aos hidrogénios aromaticos que

compreende a regido entre 7 e 9 ppm (Figura 18).
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Figura 18 - Espectroscopia de RMN *H do composto LglT/CS-01
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FONTE: O autor

Devido a presenca de muitos hidrogénios aromaticos em algumas moléculas, houve
juncdo de sinais dando origem a multipletos que integraram para uma quantidade de
hidrogénio acima de seis. Os hidrogénios presentes na por¢do indol também apareceram
dispostos nessa regido de hidrogénio ligado aos carbonos sp?. Os sinais diagnosticos estdo
destacados na tabela abaixo e os espectros de RMN ! H dos demais compostos se encontram

nos apéndices A, B, C e D.

Tabela 4 - Sinais diagndsticos de RMN 1 H que indicam a formag&o dos derivados indol-

tiazolicos
Composto N-H HC=N C-H Substituinte
(indol) (Azometinico) (tiazol)
LgIT/CS-01 11,48 8,33 6,55 F
LqIT/CS-02 11,50 8,34 6,60 Cl
LqIT/CS-03 11,51 8,37 6,88 NO;
LqIT/CS-04 11,52 8,36 6,63 Br

LqIT/CS-05 11,48 8,34 6,55 H



55

LglT/CS-06 11,85 8,58 6,64 Ph
LqlT/CS-07 11,53 8,37 6,77 CF3
LglT/CS-08 11,52 8,35 6,44 OCHs

FONTE: O autor

Na andlise espectroscopica de RMN 3C todas as moléculas em DMSO-d6 mostraram
deslocamentos quimicos em concordancia com as estruturas propostas. Os sinais referentes ao
Cs (CH), C2 (N=C-S) e C azometinico (HC=N) indicando a formacdo dos novos derivados
corroboram com dados encontrados na analise de RMN 'H e com os trabalhos do grupo de
pesquisa do LglT (PEDROSA, 2017; OLIVEIRA et al., 2017; LAFAYETTE et al., 2017). O
espectro do composto LglT/CS-01 (figura 19) mostra a posi¢do dos deslocamentos abordados

anteriormente utilizando seta vermelha, azul e amarela, respectivamente.

Figura 19 - Espectroscopia de RMN *C do composto LgIT/CS-01

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

FONTE: O autor
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A tabela 5 apresenta os sinais diagnosticos dos compostos da série LgIT/CS. Todos
seguiram o mesmo padrdo observado acima, apresentando valores para Cs entre 100,14-
110,66, para C; a variacdo foi de 166,51-167,86 e para o C azometinico foi de 138,34-139,96.

Tabela 5 - Sinais diagnosticos de RMN 3C que indicam a formagdo dos derivados indol-

tiazolicos

Composto C2 Cs HC=N Substituinte

(tiazol) (tiazol) (Azometinico)
LqIT/CS-01 166,88 100,97 138,51 F
LglT/CS-02 166,77 101,72 138,34 Cl
LqIT/CS-03 166,51 105,12 138,84 NO2
LglT/CS-04 167,28 102,28 138,91 Br
LqIT/CS-05 166,98 100,96 139,59 H
LqIT/CS-06 167,86 110,66 139,96 Ph
LqIT/CS-07 167,18 103,94 138,63 CF3
LqIT/CS-08 167,60 100,14 139,97 OCHs

FONTE: O autor

Os espectros evidenciando os descolamentos dos demais compostos sintetizados estao

dispostos nos apéndices E, F, G e H.

6.1.4 Caracterizacgdo por infravermelho por transformada de Fourrier

A técnica de IV permitiu identificar as bandas de absorcdo que evidenciam ligacdes
diagndsticas dos compostos formados como uma banda de média intensidade em 3445 cm
referente a ligacdo NH, também foram evidenciadas bandas de forte intensidade em 1541-
1575 cm™ que sdo estiramentos caracteristicos de ligagdo C=N azometinico e em 1429 que se
refere a0 C=N exociclico. Uma banda de média intensidade foi observada em 1357 cm?,
correspondente ao grupo funcional NCS, e outra em 1225 cm?® em média intensidade

caracterizando a ligacdo N-N=C (figura 20).

As demais bandas observadas estdo relacionadas com as ligacdes 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 20 - Espectro de infravermelho do LqIT/CS-01
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FONTE: O autor

Os espectros de infravermelho de todas as moléculas estdo dispostos nos apéndices |,

J, Ke L. mas a tabela 6 apresenta as ligacfes diagndsticas que evidenciam a formacao dos

derivados indol-tiazdlicos da serie LglIT/CS, seguindo sempre o padrdo apresentado e

detalhado acima do composto LglT/CS-01.

Tabela 6 - Sinais diagndsticos de IV para caracterizacdo dos novos derivados da série

LqIT/CS.

Composto N-H C=N(v) C=N(v) N-N=C N=C-S  Substituinte

(indol) (Azometinico)  (Exociclico) (v)
LglT/CS-01 3445 1541-1575 1429 1224 1357 F
LglT/CS-02 3307 1543-1557 1428 1220 1321 Cl
LglT/CS-03 3307 1542 1427 1196-1247 1325 NO:
LqlT/CS-04 3190 1558-1576 1440 1247 1356 Br
LqglT/CS-05 3154-3104 1542-1568 1444 1248 1359 H
LqlT/CS-06 3173 1539 1441 1357 1298 Ph
LglT/CS-07 3178 1575-1537 1440 1323 1372 CF3
LglT/CS-08 3338 1575-1538 1440 1247 1335 OCHs

FONTE: O autor
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6.1.5 Dados espectroscopicos e espectrométricos dos derivados indol-tiazolicos

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

Iz

=  Formula molecular: CosH1oFN4S

= Massa molecular: 426,13

= RMN 'H (8ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,48 (s, 1H, NH), 8,33 (s, 1H, HCN), 8,26-
8,29 (m, 1H, indol), 7,66 (d, 1H, J=3Hz, indol), 7,42-7,45 (m, 1H, indol), 7,06-7,26
(m, 10H, p-fenil, p-toluil, indol), 6,55 (s, 1H, tiazol), 2,29 ( s, 3H, metila).

* RMN 3C (8ppm, DMSO-ds 75MHz): 166,88 (C:tiazol), 100,97 (Cs tiazol), 138,51 (C
azometinico);

= |V (vecm? KBr): 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

(LI T/CS-02)
)
/ N
\ i

=  Formula molecular: CosH19CIN4S

= Massa molecular: 442,10

= RMN H (§ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,50 (s longo, 1H, NH), 8,34 (s, 1H, HCN),
8,26-8,29 (m, 1H, indol), 7.67 (d, 1H, J=2,4Hz, indol), 7,42-7,45 (m, 1H, indol), 7,30-
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7,32 (d, 2H, J=8,4Hz, p-cloro) 7,13-7,22 (m, 8H, p-cloro, p-toluil, indol), 6,60 (s, 1H,
tiazol), 2,29 ( s, 3H, metila).

= RMN 2C (3ppm, DMSO-ds 75MHz): 166,77 (Cz tiazol), 101,72 (Cs tiazol), 138,34 (C
azometinico);

* IV (vcm? KBr): 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

(LgIT/CS-03)
NJB\@\
/ N
- gﬁ

=  Formula molecular: C2sH19Ns02S

= Massa molecular: 453,12

= RMN H (6ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,51 (s, 1H, NH), 8,37 (s, 1H, HCN), 8,26-
8,28 (m, 1H, indol), 8,07 (d, 2H, J=9,0Hz, p-nitro), 7,69 (d, 1H, J=3Hz , indolico),
7,41-7,46 (m, 3Hz, indolico e p-toluil), 7,08-7,23 (m, 6H, p-nitro e p-toluil), 6,88 (s,
1H, tiazol), 2,29 (s, 3H, metila)

* RMN 3C (8ppm, DMSO-ds 75MHz): 166,51 (C:tiazol), 105,12 (Cs tiazol), 138,84 (C
azometinico);

= |V (vcem?t KBr): 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
(LqlT/CS-04)

Br

Iz
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e Formula molecular: CasH19BrN4S

e Massa molecular: 486,05

e RMN H (5ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,52 (s, 1H, NH), 8,36 (s, 1H, HCN), 8,28-
8,30 (d, 1H, J=3Hz indol), 7,69 (d, 1H, d=3Hz), 7,44-7,46 (m, 3H, inddlico), 7,13-
7,23 (m, 8H, p-bromo e p-toluil), 6,63 (s, 1H, tiazol), 2,30 (s, 3H, metila)

e RMN C (3ppm, DMSO-ds 75MHz): 167,28 (C. tiazol), 102,28 (Cs tiazol),
138,91 (C azometinico);

e IV (v.cm?® KBr): 3190 (N-H), 1576-1558 (C-N azometinico), , 1440 (C=N
exociclico), 1356 (NCS), 1247 (N-N=C);

2-(1H-indol-3-il-metileno-hidrazono) -4-fenil-3-(p-toluil) -2,3-dihidrotiazol (LqlT/CS-05)

e
/ N
r @

e Formula molecular: CasH20N4S

e Massa molecular: 408,14

e RMN H (6ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,48 (s, 1H, NH), 8,34 (s, 1H, HCN), 8,27-
8,30 (m, 1H, indol), 7,67 (s, 1H, indolico), 7,42-7,45 (m, 1H, inddlico), 7,15-7,23
(m, 11H, fenil, indélico, p-toluil), 6,55 (s, 1H, tiazol), 2,28 (s, 3H, metila)

e RMN BC (§ppm, DMSO-ds 75MHz): 166,98 (C: tiazol), 100,96(Cs tiazol), 139,59
(C azometinico);

e IV (vcm?® KBr): 3154-3104 (N-H), 1568-1542 (C-N azometinico), 1444 (C=N
exociclico), 1359 (NCS), 1248 (N-N=C);

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

e Formula molecular: C31H24N4S

e Massa molecular: 484,17

e RMN !H (§ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,85 (s longo, 1H, NH), 8,58 (s, 1H,
HCN), 8,18-8,21 (m, 1H, indol), 7,94 (d, 1H, J=3,0Hz), 7,60-7,66 (m, 4H, p-fenil),
7,23-7,52 (m, 13H,p-fenil, inddlico, tiazolico), 2,35 (s, 3H, metila)

e RMN 3C (ppm, DMSO-ds 75MHz): 167,86 (C, tiazol), 110,66 (Cs tiazol),
139,96 (C azometinico);

e IV (vcem® KBr): 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 (LglT/CS-07)
g
G
—N
CF;
\
N

e Formula molecular: CasH1oF3N4S

e Massa molecular: 476,12

e RMN H (§ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,53 (s, 1H, NH), 8,37 (s, 1H, HCN), 8,28
(s, 1H, indol), 7,70 (s, 1H, indol), 7,62-7,63 (d, 2H, J=3Hz), 7,41-7,46 (m, 3Hz,
indolico e p-toluil), 7,17-7,19 (m, 6H, p-trifluorometil e p-toluil), 6,77 (s, 1H,
tiazol), 2,30 (s, 3H, metila)

e RMN BC (8ppm, DMSO-ds 75MHz): 167,18 (C; tiazol), 103,94 (Cs tiazol),
138,63 (C azometinico);

e IV (v cm? KBr): 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
(LgIT/CS-08)

S

N/JJ\Q
/ N
C I\{ @ 3

e Formula molecular: C2sH22N4OS

e Massa molecular: 438,15

e RMN 'H (8ppm, DMSO-ds 300MHz): 11,52 (s, 1H, NH), 8,35 (s, 1H, HCN), 8,30-
8,31 (d, 1H, J=3Hz, indol), 7,11-7,23 (m, 8H, p-metdxi, p-metil e p-indol), 7,68 (d,
1H, J=3Hz), 6,44 (s, 1H, tiazol), 2,30 (s, 3H, metila), 7,45-7,46 (s, 1H, indol),
6,79-6,80 (m, 2H, p-metil), 3,7 (s, 3H, metoxi);

e RMN C (8ppm, DMSO-ds 75MHz): 167,60 (C. tiazol), 100,14 (Cs tiazol),
139,97 (C azometinico);

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

6.1.6 Estudo in silico das propriedades farmacocinéticas

Os parametros fisico-quimicos podem interferir diretamente nas caracteristicas
farmacocinéticas das moléculas. Portanto, esses dados foram previamente avaliados e
encontram-se descritos na tabela 7, posteriormente foram avaliados dados referentes a

farmacocinética de cada um dos derivados (tabela 8).

Tabela 7 - Verificacdo dos parametros fisico-quimicos de acordo com RO5

Composto  Peso DLH® ALH® MLogPY 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
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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

aBSwissADME peso molecular; "SwissADME doadrores de ligagdes de hidrogénio; “SwissADME aceptores de

ligacdes de hidrogénio; “SwissADME log do coeficiente de particio ocatanol-agua; ¢SwissADME célculo da

area de superficie polar topoldgica; ‘SwissADME ntmero de ligagdes rotativas. FONTE: O autor

Analisando os dados obtidos podemos verificar que, com excec¢do do CS-06, todos os
compostos se enquadram dentro dos parametros pré-estabelecidos por Lipinski, apresentando
pesos moleculares entre 408,52 a 487,41g/mol, o numero de doadores de ligacdo de
hidrogénio foi 0 mesmo para todos 0os compostos, enquanto o0 numero de aceptores de ligacao
de hidrogénio variou entre 2 e 5. Quanto ao logP, sete dos oito compostos apresentaram
valores entre 3,19 e 5,00, trazendo assim valores de lipofilicidade de acordo com o
recomendado, a unica exce¢do foi o CS-06 que apresentou um logP de 5,27. Tal valor pode
ser atribuido devido a presenca de um anel aromatico (fenil) a mais que esta presente em sua
estrutura, quando comparado ao composto nao substituido CS-05. Todos 0s compostos, sem
excecdo, apresentaram uma TPSA menor que 140, variando entre 73,68 e 119,50, e nimero
de ligagdes rotativas variando entre 4 e 5. Estes resultados se encontram dentro dos limites
pré-determinados sugerindo uma boa biodisponibilidade oral e boa absorcdo intestinal
(VEBER et al., 2002; LIPINSKI, 2004; ALMEIDA JUNIOR et al., 2019)

Apos a avaliacdo por meio da RO5, também foi realizada uma analise quanto aos
parametros farmacocinéticos que envolvem as propriedades de absorgdo, distribuicéo,
metabolizacdo, excrecdo e toxicidade dos compostos sintetizados, bons resultados desses
aspectos sdo essenciais para moléculas candidatas a farmaco (LARIK et al., 2019). Os valores
preditivos, encontram-se descritos na tabela 8. A significancia desses dados serd melhor

explanada abaixo.

Tabela 8 - Valores farmacocinéticos preditivos das propriedades farmacocinéticas obtidos através da
plataforma pkCSM

ADMET CS-01 CS-02 CS-03 CS-04 CS-05 CS-06 CS-07 CS-08

WS -5,919 -5906 -5,831 -5,905 -5,979 -5,649 -5,756 -5,783
(logmol/L)
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IS (%abs) 92,86 91,90 89,25 91,83 93,41 09335 90,14 93,68

SP (log Kp) -2,737 -2,739 -2,736 -2,739 -2,740 -2,735 -2,737 -2,732

Perm.
Caco2(log 4 hg9 1023 0204 1,021 1,031 0983 1,036 1071
papp 10°

cm/s)

VDss(log 0,126 0177 -0,138 0,191 0,105 -0,315 0,197 0,228
L/kg)

FFREE 0,22 0,204 0,195 0,204 0,203 0,286 0,194 0,195

M Inibidor Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim
CYP3A4

E CT (log 0,016 0,147 0,215 0,125 0,277 0,237 0,200 0,194
ml/min/kg)

Tox. AMES Sim Nao Nao Sim Nao Nao Sim Sim

T HT Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim

SS Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao

Abreviacdes das propriedades farmacocinéticas e dos valores preditivos obtidos na plataforma
pkCSM: A (Absorcéo), D (Distribuicao), M (Metabolizacdo), WS (Solubilidade em agua); 1S
(Solubilidade intestinal); SP (Permeabilidade cutanea); VDss (log de liberacdo total do
farmaco); FFREE: Fracdo livre; CT (depuracdo total); HT (Hepatotoxicidade) e SS
(Sensibilizacao cutanea). FONTE: O autor

A absorcdo é a primeira etapa da farmacocinética e alguns parametros sdo limitantes
para que tal acdo ocorra, como é o caso da solubilidade. Os valores preditivos obtidos
mostram que todos 0s compostos sdo moderadamente sollveis, apresentando valores entre -
5,649 e -5979 (LAMBERTUCCI et al., 2018; RIBEIRO et al.,2019). Somado a esse
pardmetro temos a absorcdo intestinal e as permeabilidades cutanea e nas células Caco2 que
também sdo consideradas relevantes para a obtencdo de resultados in silico dos compostos
(LARIK et al., 2019). Todos os compostos apresentaram valores referentes a absorcéo

intestinal acima de 89% chegando até 93%, para 0s compostos LglT/CS-05,06 e 08. Dessa
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forma esses compostos apresentam alta capacidade para atravessar a barreira intestinal
(SELICK et al.,2002; LARIK et al., 2019).

A primeira etapa da farmacocinética tambem ¢é avaliada utilizando-se células da
linhagem Caco-2, que sdo enterdcitos, para avaliacdo da absorcao oral de medicamentos, uma
alta absorcdo esta atribuida a valores de log Papp> 0,90. Apenas o composto LglT/CS-03
apresentou valor inferior ao especificado, nota-se também que esse composto foi o que
apresentou uma menor taxa de absorcdo intestinal, levando a conclusdo de que a presenca do
grupo nitro em relacdo aos demais substituintes pode promover uma diminuicdo da absorgao
intestinal do composto, devido a ionizacdo que esse grupo sofre no ambiente bioldgico.
Quanto aos demais derivados analisados, todos apresentaram valores acima de 0,98 indicando
boa permeabilidade das moléculas atraves da mucosa entérica (CUI et al., 2016),
corroborando com os dados obtidos anteriormente sob a 6tica de VEBER (2002).

A segunda etapa farmacocinética é a distribuicao e ela pode ser avaliada in silico por
meio de pardmetros como a volume de distribuicdo aparente (VDss) e analise da fracao livre.
O VDss é um dos parametros mais importante junto com a fracdo livre (FFREE) para
caracterizar a distribuicio de uma molécula, enquanto um determina a extensdo de
distribuicdo o outro determina quantitativamente a por¢do da molécula que ndo esta ligada a
proteina (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 distribui¢cdo no
plasma (ZHIVKOVA et al., 2012; AMO et al., 2013; LAMBERTUCCI et al., 2018).

Apenas 0 composto LglT/CS-06 apresentou um valor de VDss (-0,315) que estabelece
uma maior distribuicdo no plasma, enquanto todos os outros compostos apresentam valores de
intermediarios de VDss apresentando um perfil com bons resultados de fracdo livre variando
entre 0,19 e 0,28 (ALMEIDA JUNIOR et al. 2019). Esses valores indicam que essas
moléculas se encontrardo disponiveis em boas quantidades para atuar sobre o possivel alvo
farmacoldgico. O valor mais alto da fracdo livre foi encontrado para a molécula com a maior

distribuicdo no plasma de acordo com os parametros utilizados, que é o LqlT/CS-06.

A avaliacdo do metabolismo foi feita de maneira categdrica, sendo de grande
importancia a avaliagdo do citrocromo P450, jA& que a maioria dos medicamentos é
metabolizada por esse sistema enzimatico agindo como indutores ou inibidores podendo
potencialmente levar a existéncia de interacbes farmacocinéticas (LANDMARK;
PATSALOQS, 2010) e atée mesmo a producdo de metabdlitos toxicos (MATIAS et al., 2017).
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Entre as enzimas que este citocromo possui, temos a CYP3A4 que é responsavel pelo
metabolismo de mais de 50% dos medicamentos e pode sofrer processos de inducdo ou
inibicdo ao interagir com compostos enddgenos ou xenobidticos. Apos avaliacdo, verificamos
que todos os compostos, com excecdo do LglT/CS-06, possuem capacidade de inibir a
CYP3A4 e isso pode ser um fator a se olhar com atencdo para evitar possiveis problemas
metabdlicos e evitar interacbes com medicamentos, podendo potencialmente impedir que
alguns farmacos sejam metabolizados e excretados, aumentando suas toxicidades ou até
mesmo em alguns casos impedindo a ativacdo das moléculas e consequentemente o efeito

farmacologico.

Na avaliagdo da excrecdo, foi utilizado o parédmetro de clearence total também
chamado de depuracdo, compreendido como o volume de fluido corporal do qual uma
substancia ¢ completamente removida por unidade de tempo. A soma da depuracdo renal com
a depuracdo hepatica indica a taxa de eliminacdo renal. Este pardmetro foi observado
constatando uma boa eliminacdo renal dos compostos sintetizados mostrando valores
compreendidos entre 0,016 e 0,277 log ml/min/kg (ALMEIDA JUNIOR et al. 2019).

O ultimo parametro avaliado in silico foi a toxicidade, sendo de elevada importancia e,
por isso, deve ser avaliado desde a concepcdo da uma molécula candidata a farmaco até a
possivel comercializacdo como medicamento inovador. O teste de AMES consiste na
avaliacdo da atividade mutagénica de compostos (NAVEN et al., 2010; MATIAS et al.2017).
De acordo com os dados obtidos quatro dos compostos apresentam potencial atividade

mutagénica (LqlT/CS-01,04,07 e 08) e os demais apresentaram resultados negativos.

Também foi avaliada a potencial hepatotoxicidade, ja que tal parametro esta
associado a possiveis problemas sérios associados a medicamentos (BJORNSSON, 2008) e
verificou-se que, com excecdo do composto LqlT/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¢do do LgIT/CS-01 os demais compostos

ndo provocam efeito sensibilizante na pele (LARIK et al., 2019)
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6.2 SECAO BIOLOGICA
6.2.1 Varredura dos compostos

Nos testes de varredura, 0s compostos apresentaram absorcdo entre 320 e 420nm,
corroborando com resultados j& descritos na literatura para 0s compostos que apresentam em
suas estruturas anéis aromaticos, heterociclicos insaturados e/ou grupos de atomos portadores
de pares de elétron desemparelhados (KUMAR, 2006; LAKOWICZ, 2006). Foi possivel tragar
o perfil absortivo de todos os compostos, enquanto os perfis de fluorescéncia s foram obtidos
para sete dos oito compostos, a tnica excecdo foi o LglT/CS-04, que ndo apresentou um perfil que

permitisse a visualizagdo dos picos, mesmo apos alguns ajustes na metodologia.

6.2.2 Interagdo com o0 ssSDNA
6.2.2.1 Espectroscopia de absorcdo UV-Vis

Todos os compostos da série LqIT/CS’s foram utilizados nos estudos de interagcdo por
meio da absorcédo, apds realizacdo da varredura, sendo expostos a quantidades crescentes de
SSDNA, variando entre 0 a 100uM. ApOs a verificagdo dos graficos foi possivel observar a
presenca dos efeitos hipercromico (BALTAZAR et al., 2018), hipocrémico (GAO et al.,
2010) e hipsocromico (JANESARI et al., 2013).Tais efeitos servem como indicadores de uma
possivel formacdo de um complexo DNA-ligante, servindo até como dados iniciais para
elucidacdo do mecanismo de acao pelo qual ocorre a interacdo de pequenas moléculas com o
DNA (ALMEIDA et al., 2015; LAFAYETTE et al., 2017; SANKARGANESH et al., 2018;
BALTAZAR et al., 2018; WANG et al., 2019).

Os dados espectroscopicos obtidos estdo presentes na tabela 9, onde podemos
comparar a absor¢do maxima dos compostos livres e interagindo com o ssDNA, bem como
observamos o valor da constante de ligacdo de cada um desses dos compostos, 0 que serve
como parametro de forca de interacdo entre moléculas e o DNA, sendo aplicado para
comparar moléculas estruturalmente diferentes, além de indicar os modos de interacdo com o
DNA (MCGHEE; HIPPEL, 1974; PLSIKOVA et al., 2012; LAFAYETTE et al., 2013). Os
valores referentes a intercaladores tipicos estdo compreendidos no intervalo entre 10* e 106 M-
1 (THALMILARASAN et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017). Os espectros de absorcdo dos

compostos interagindo com o DNA encontram-se no apéndice M.
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Tabela 9 - Dados espectroscépicos de absor¢cdo UV-Vis dos compostos LqIT/CS’s livres e

interagindo com o0 ssSDNA

Amax Amax A} Hipercromismo  Hipocromismo  Kb(M™)

livre interagindo  (nm) (%) (%)

(nm) (nm)
CS-01 367 366 1 22,61 - 6,26x10* p-F
CS-02 365 366 1 - 7,24 3,11 x10* p-Cl
CS-03 363 363 0 29,06 - 3,07 x10*  p-NO;
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 8,81x10*  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

FONTE: O autor

A presenca de efeitos hipercrébmicos ou hipocrdmicos caracteriza alteracbes na
estrutura da dupla hélice do DNA ap6s ligacdo com outras moléculas (LAFAYETTE, 2013;
SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Foi observado que cinco dos oito compostos
apresentaram hipercromismo e apenas trés deles apresentaram hipocromismo. Quanto a
variacdo da regido do comprimento de onda, 0 composto que apresentou um maior desvio foi
0 LglT/CS-07, caracterizando um efeito hipsocrémico, que pode estar relacionado a presenca
dos trés atomos de fllior presentes no substituinte retirador de elétrons trifluorometil (CF3).
Esta molécula ainda apresentou a maior elevacdo no pico absortivo quando conjugada ao
DNA, semelhante ao perfil encontrado na avaliagdo do farmaco Flutamida (TEMERK;
IBRAHIM, 2015), droga antitumoral utilizada no combate ao cancer de prostata que também
apresenta em sua estrutura o substituinte (CF3).

Entre os demais compostos que apresentaram hipercromismo, com destaque para o0
LqIT/CS-03, que apresentaram uma porcentagem de variacdo na intensidade dos picos
absortivos muito proxima do LqlT/CS-07 (figura 21) sugerindo que esses cinco compostos,
gue apresentaram um aumento do pico absortivo, se ligam ao ssDNA por ligacGes parciais por
contatos externos via fosfato ou nos sulcos (ARSHAD et al.,2017; BALTAZAR et al.,2018).
Esse tipo de interacdo é mais intensa quando h& presenca de fortes cargas positivas, neste caso

o fato de ambas moléculas apresentam em comum a substituicdo com grupamentos que sao
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fortes retiradores de elétrons, nas posicdes p-trifluorometil e p-nitro, respectivamente, esta
diretamente relacionada ao perfil apresentado (ARIMAND; JAMSHEERA, 2011)

Figura 21 - Espectros de absor¢do dos compostos LqlT/CS-07 e LglT/CS-03 na presenca de
quantidades crescentes de ssDNA. [DNA]=0,10,20,40,60,80,100. As setas apontando para
cima e para a esquerda indicam respectivamente a presenca do efeito hipercromico e
hipsocrémico, respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em
funcéo da concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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FONTE: O autor

Para os trés compostos que apresentaram hipocromismo, LqIT/CS-02 e 06 e 08, cujas
variacOes foram de 7,24%, 27,47% e 3,22%, respectivamente, pode-se atribuir o efeito de
diminuicdo do pico absortivo a intercalacdo ao SSDNA envolvendo interacbes de
empilhamentos de elétrons m entre os anéis aromaticos presentes nas estruturas desses
derivados testados e os pares de base do fDNA (OZULER, KARA, ET AL.,2014; LIU et al.,
2014; NARVA et al., 2016; MA et al., 2018). O LglIT/CS-06 apresentou um maior efeito
hipsocrémico, isso pode ser explicado devido a presenca de um anel fenil na posicdo —p, o
gue consequentemente leva a uma estabilizacdo do complexo ligante-ssDNA formado (figura
21). Além de alteracdes na intensidade dos picos de absorcdo, foi observado para o LqIT/CS-
02 e 06 uma variagdo quanto ao comprimento de onda de 1nm, caracterizando assim a
presenca de um leve efeito hipsocrémico, ou seja, um desvio para regibes que apresentam
menores comprimentos de onda (deslocamento para regido do azul). Estas variagcbes ndo

foram encontradas para o LgIT/CS-08, que por sua vez apresenta em sua estrutura o
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grupamento metoxi, que é um doador de elétrons, diferente do substituintes ClI (LglT/CS-02)

e CF3(LqlT/CS-07) que séo retiradores de elétrons.

Figura 22 - Espectros de absor¢do dos compostos LqlT/CS-06 e LgIT/CS-02 na presenca de
quantidades crescentes de ssDNA. [DNA]=0,10,20,40,60,80,100. As setas apontando para
baixo e para a esquerda indicam respectivamente a presenca do efeito hipocromico e
hipsocrémico, respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [DNA]/(Ea - Ef) em
funcdo da concentracdo de DNA, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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FONTE: O autor

O grau de afinidade biomolécula-ligante foi calculado por meio do Kb, que é a
constante intrinseca que reflete quéo intensa é a forca de ligacdo entre os compostos da série
LqIT/CS’s e o ssDNA, para isso foram utilizados os dados das alteragcdes de absorbancias
apresentadas pelos compostos quando expostos a quantidades crescentes de sSDNA, conforme
0 metodo de Mcghee e VVon Hippel (1974). O composto LqlT/CS-03 apresentou um menor
valor de Kb, em continuidade a ordem crescente observada para os derivados da série
LqIT/CS’s foi: 02 < 08 <07 <01 < 06 < 04, e 0 que apresentou maior valor de Kb foi o 05,
que € o derivado sem substituicdo, quanto maior o valor do Ky, mais forte € a interacao entre a
molécula e os pares de base do DNA, caracterizando uma possivel boa afinidade por
intercalacdo (KUMAR et al.,, 2019). Os resultados obtidos indicam que a presenca das
substituicdes diminuiu a forca de interacdo sSDNA-ligante, mas ndo exclui a capacidade de

ligagdo entre os demais compostos e 0 SSDNA , pois 0s valores para intercaladores tipicos que
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interagem com o DNA estdo na faixa de 10* e 10° M (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.

6.2.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Para confirmacdo da formacdo do complexo de interacdo ligante-DNA, todos 0s
compostos foram submetidos a analises de fluorescéncia, que pode ser utilizada como uma
técnica complementar nos estudos de interacdo entre pequenas moléculas e o DNA,
apresentando como vantagem uma alta taxa de sensibilidade, grande faixa de concentracdo
linear e seletividade (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; RIBEIRO et al., 2019).

Devido a baixa propriedade de fluorescéncia enddgena do DNA foi investigada a
possibilidade de avaliagdo dos espectros de fluorescéncia dos compostos, como foi realizado
no estudo de SINGHAL, KHANNA e KHANNA (2019). Quando analisados isoladamente na
auséncia do ssDNA na concentracdo de 20 uM a maioria dos compostos apresentou
fluorescéncia na faixa de 420 a 520 nm, com um unico pico de emissdo (tabela 10), a Unica
excegdo foi o composto LglT/CS-04, pois ndo foi possivel evidenciar a formacao de um pico de
fluorescéncia, o que consequentemente também impediu a visualizacdo da interacdo desse
composto com o DNA, necessitando que para tal composto sejam utilizadas outras técnicas
complementares como a calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) em estudos futuros. Todos 0s
espectros de emissdo fluorescente estdo dispostos no apéndice N.

A analise dos demais compostos com o DNA em diferentes concentragdes, como pode-se
observar na tabela 8, provocou um hipercromismo regular que aumentou de acordo com a
concentragdo nos compostos LqlT/CS-01,02 e 03, enquanto nos compostos LglT/CS-05,06 e 07
ocorreu um aumento da fluorescéncia até a concentracdo de 80 uM, acima disso iniciou-se um
hipocromismo, e no composto LqIT/CS-08 a fluorescéncia estabilizou-se mostrando-se

inalterada nas concentracdes de 80 e 100 puM.

Tabela 10 - Dados espectroscopicos de emissao fluorescente dos compostos LgIT/CS’s livres

e interagindo com o sSDNA em concentracdes crescentes.

Amax Amax Exc. Emi. AL\ Hipercromismo  Bandas
livre ligado (nm) (nm)  (nm) (%) Exc/Emi
(nm) (nm) (nm)

CS-01 467 469 273 449 2 37,58 55 p-F
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CS-02 467 469 273 452 2 17,45 55 p-Cl
CS-03 468 471 272 451 3 23,40 55 p-NO:
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-OCH3

FONTE: O autor

No que se diz respeito a alteracdo na intensidade do pico fluorescente, esta pode ter
ocorrido devido a diminuicdo da flexibilidade conformacional da nova estrutura formada
(ligante-DNA) (FAULHABER et al., 2011). A maior elevagédo foi observada apés interagéo
do composto LqlT/CS-01 (figura 23), e foi decrescendo segundo a ordem: LqlT/CS-06 > 07 >
03 > 05 > 08 e 0 de menor efeito hipercromico foi 0 02. Esse aumento de fluorescéncia pode
estar relacionado a uma maior ligacdo no local de intercalacdo com o DNA (FAULHABER et
al., 2011).

Figura 23 - Efeitos hipercromico e batocromico evidenciado nos compostos LqlT/CS-01 e

CS-03 respectivamente
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FONTE: O autor

Com excecdo dos compostos LqlIT/CS-06 e 08, que ndo apresentaram nenhum
deslocamento para outras regides de comprimentos de onda, os demais apresentaram efeito
batocrémico leve, que € um dos indicios de intercalagdo (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH,
2013, HUANG et al., 2019), deslocando o pico para a regido do vermelho, sendo o LgIT/CS-

03 0 que apresentou o desvio mais elevado de 3nm.
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Devido a variacdo da intensidade fluorescente ndo ter obedecido o aumento da
concentracdo, ndo houve uma linearidade, dessa forma ndo foi possivel calcular o Ksv dos
compostos, necessitando entdo de uma andlise por outro método para confirmacdo da
interacdo, que serdo realizados em estudos futuros. Contudo os resultados preliminares
alcancados ndo excluem o indicio de formacdo do complexo ligante-DNA, pois € notorio que
0s 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 elevagéo do pico
fluorescente tende a ser diminuida ap6s a adicdo de uma outra molécula, causando assim a
supressdo da fluorescéncia e possibilitando o calculo da extin¢do de fluorescéncia, tendo em
vista a competicdo entre a sonda fluorescente e a biomolécula pelos locais de ligacdo ao DNA
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013; MA et al., 2018). A presenca do anel indélico nas
estruturas das moléculas testadas pode ter contribuido para a fluorescéncia dos compostos.

O composto LglT/CS-06 apresentou um hipocromismo mais acentuado na analise de
absorcdo e também o maior pico na fluorescéncia com o DNA o que serve como indicio para
evidenciar a intercalagdo entre o ligante estudado e o DNA. E importante destacar também
que o composto LgIT/CS-05 que apresentou o maior valor de K, também apresentou um valor
intermediario de hipercromismo e um leve efeito batocrémico, ambos indicativos de interacao
por intercalagdo com 0 DNA (JIANG et al., 2015).

6.2.3 Interagdes com BSA

A ligacdo de farmacos a proteinas é um fator importante que tem impacto sobre a sua
farmacocinética e sua farmacodindmica, tornando possivel o esclarecimento tanto de efeitos
farmacocinéticos, como também farmacodinamicos (BUDDANAVAR, NANDIBEWOOR,
2017). A albumina é a proteina encontrada em maior quantidade no plasma sanguineo, tem
papeis muito importantes dentro do organismo, entre elas o de transportar substancias, o que
tem feito dela objeto de estudo de diversos grupos de pesquisa com intuito de investigar o
perfil de interacdo entre ligante-albumina através de técnicas espectroscopicas que permitem a

observacdo de mudangas nos perfis absortivos e fluorescentes da mesma quando livre e
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quando interagindo com moléculas (BUDDANAVAR, NANDIBEWOOR, 2017; POOR et
al.,2018; DERDAK et al., 2019; SHAGHAGHI et al.,2019).

Os dados obtidos apds realizacdo da varredura, descrita no item 5.2.1 foram utilizados
também para verificacdo de interacdo entre as moléculas da série LqIT/CS e a BSA que tem
sido estudada devido a sua similaridade estrutural com a HSA (MOREIRA et al., 2014).

6.2.3.1 Espectroscopia de Absorcdo UV-Vis

A utilizacdo dessa técnica é uma forma de investigar a interacdo ligante-BSA,
utilizando como padrdo os parametros da proteina, pois ela ja € amplamente caracterizada
(LIU et al., 2018; RAFOLS et al., 2018; KUMAR; MASRAN, 2019; SILVA-FILHO et al.,
2019) apresentando um pico de absorcédo relacionado a absor¢do de aminoacidos (Trp, Tyr e
Phe) em torno de 278-280nm, este pode sofrer alteracbes quando interage com outras
moléculas (CHATURVEDI et al 2015; MOHAMADI et al., 2015; CAO et al., 2018;;
RIBEIRO et al., 2019).

Os dados espectroscopicos referentes a absorcdo UV-vis da BSA livre bem como
exposta a concentracfes crescentes (0-40 uM) dos novos derivados indol-tiazdlicos estéo

dispostos na tabela 11.

Tabela 11 - Dados espectroscdpicos de absor¢do 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 uM).

Amax Amax Al Hipercromismo  Hipocromismo Kb(M™)
livre interagindo  (nm) (%) (%)

(nm) (nm)
CsS-01 278 278 0 52,88 - 1,30x10° p-F
CS-02 278 278 0 52,10 - 1,41x10° p-Cl
CS-03 278 278 0 64,15 - 1,29x10*  p-NO;
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
CsS-07 278 278 0 61,58 - 1,39x10°  p-CFs
CS-08 278 278 0 56,45 - 1,38x10°> p-OCHs

Fonte: O autor
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Apos a adicdo dos compostos a solucdo de BSA, apenas em um caso houve um leve
efeito hipsocrémico, variando 1 nm para o composto LglT/CS-04, este deslocamento alinhado
com um efeito hipercrémico de 47,01% (figura 24), deve-se a interacdo de maneira nao
covalente e provavelmente através do empilhamento de elétrons 7 entre os anéis aromaticos
dos novos derivados e residuos de amino&cidos na cavidade de ligacdo da BSA (SINGLA,
LUXAMI; PAUL et al., 2016). Podemos inferir ainda que o sitio ativo da proteina, disponivel
para ligacdo dos compostos, estd exposto em um ambiente hidrofobico, provavelmente
préximo ao residuo Trp-212 (BELATIK et al., 2012; RAJA; BHUVANESH; NATARAJAN
etal., 2011).

Segundo os dados da tabela 11, os valores de Kp, variaram entre 1,29 x 10* a 1,45 x 10°
M, indicando um bom grau de afinidade com a BSA (SILVA-FILHO et al., 2019), a ordem
crescente de forca de ligacdo foi CS-03 (nitro) < CS-05 (n&o substituido) < CS-04 (bromo) <
CS-01 (flaor) < CS-08 (metoxi) < CS-07 (trifluorometil) < CS-02 (cloro) < CS-06 (fenil). O
composto que causou maior elevacdo do pico de absorcao foi o LqlT/CS-03 (figura 24), que
por sua vez teve o menor Kp, 0 que nos leva a concluir que a presenga do grupamento nitro,
contribui diretamente para uma maior absor¢do, porém em compara¢do com as demais
moléculas, este derivado ndo se liga tdo fortemente a BSA, 0 que pode estar diretamente
relacionado ao carater ibnico desse susbstituinte.

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 € indicativo de uma boa interacdo ligante-
BSA, e néo exclui a interagdo desses dois compostos, pois eles apresentaram uma forca de ligacédo
intermediaria (ALMEIDA et al., 2017. Estes compostos podem ter interagido com a BSA
promovendo uma maior exposicdo dos residuos de aminodcidos, Trp-134 eTrp-212, que
estavam inicialmente situados em bols6es hidrofobicos, mas foram mais expostos devido a
modificacdo na estrutura terciaria da proteina (SAMARI et al., 2012; ALMEIDA et al., 2017
ASADI et al., 2020). Os demais espectros de absorcdo da BSA na presenca dos compostos

encontram-se dispostos no apéndice O.

Figura 24 - Espectros de absorcdo da BSA na presenca de LqIT/CS-03 e 04 em quantidades
crescentes de [LglT/CS]=0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40. As setas apontando para cima e para
a esquerda indicam respectivamente a presenca do efeito hipercrémico e hipsocrémico,
respectivamente. Insercdo: correspondente ao grafico de [LQIT/JF]/(Ea - Ef) em funcdo da

concentracdo do derivado, conforme determinado a partir dos dados espectrais.
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FONTE: O autor.

6.2.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia

O estudo de possivel ligacdo entre a BSA e compostos quimicos pode ser realizada
também pela técnica de fluorescéncia, através da supressdo dos picos de fluorescéncia
(GOUVEIA et al., 2018, SILVA-FILHO et al.,2019; RIBEIRO et al., 2019). Este efeito deve-se a
interacdo com a estrutura terciaria da BSA levando a alteraces do ambiente hidrofébico onde o
Trp esta presente, devido a ligacdo estabelecida entre o composto e a BSA, causando assim a
supressao da fluorescéncia (SHI et al., 2016; GOUVEIA et al., 2018). A realizacdo dessa analise
na regido de fluorescéncia da proteina foi idealizada, pois 0os compostos sintetizados pertencentes
a série LqIT/CS’s, quando tiveram seus perfis de fluorescéncia avaliados ndo apresentaram picos
nessa regido, o que descarta a existéncia de possiveis interferentes. A tabela 12 apresenta 0s
resultados obtidos ap6s a realizacdo dessa analise em triplicata. Os demais espectros estdo
dispostos no apéndice P.

Tabela 12 - Dados espectroscépicos de emissdo 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).
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Exc. Bandas Amax Amax AA Hipocro KSV

-1

(nm) ExcEmi livre ligado (nm)  mismo (M)
(hm)  (nm)  (nm) (%0)*

CS-01 285 2525 342 339 70,7 10,41 x10* p-F
CS-02 285 2525 342 338 59,74 5,22 x10* p-Cl
CS-03 285 2525 342 340 46,53 5,98 x10* p-NO;
CS-04 285 2525 342 341 50,18 7,42 x10* p-Br
CS-05 285 2525 342 339 44,94 6,19 x10* p-H

CS-06 28 2525 342 339 61,45 12,65x10* p-Ph

CS-07 285 2525 342 336 47,91 5,29x10* p-CF3

A O W W L, N DWW

CS-08 28 2525 342 338 51,37 6,02x10* p-OCHs

FONTE: O autor

Como pode-se observar na tabela 12, todos os compostos ao serem adicionados ao
meio contendo a BSA promoveram extingdo da fluorescéncia, caracterizada por um intenso
hiprocromismo, variando entre 44% a 70,7%. O maior hipocromismo foi evidenciado pelo
composto LqlT/CS-01 (figura 25), nesse caso pode-se observar que o hiprocromismo seguiu
uma ordem decrescente de acordo com a diminuicdo da eletrofilicidade dos compostos
halogenados, pois o LgIT/CS-02, substituido com o p-Cl, apresentou resultado inferior ao
substituido com o p-F, e superior ao hiprocromismo apresentado pelo LqlT/CS-04,
substituido com o p-bromo.

A extincdo da fluorescéncia da BSA € evidenciada apds a adicdo de sondas
fluorescentes (GHOSH; RATHI; ARORA, 2016), como todos 0s compostos se comportaram
dessa forma, inclusive na analise com o DNA (promovendo um aumento da fluorescéncia do
mesmo), € mais um fator que confirma a interacdo das moléculas sintetizadas com o DNA,
apesar da impossibilidade calcular a Ksy.

O célculo da constante de Stern-Volmer (Ks) mostrou que o maior valor, 12,65 x 10
estd atribuido ao LqIT/CS-06, que por sua vez € 0 composto que apresenta maior
hidrofobicidade, corroborando com os resultados encontrados por Gouveia e colaboradores
(2018). Enquanto o LqIT/CS-02 apresentou o menor valor de Ks e um percentual
hipercrémico intermediério.

Alem disso, foi observado também a presenga do efeito hipsocrdmico, sendo mais

intenso (6nm) para o LqlT/CS-07 (figura 25), o que também ¢é indicativo de interacdo entre a
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BSA e o ligante (RIBEIRO et al., 2019). A presenca dos efeitos hipercromico na absorgéo e
hipocrdomico na fluorescéncia sdo indicativos de que ocorreu alguma provavel mudanga na
estrutura secundaria da proteina ap6s interacdo (KALAIARASI et al, 2016;
MURALISANKAR et al., 2016).

Figura 25 - Espectros de absorcédo da BSA na presenca de LqlT/CS-01 e 07 em quantidades
crescentes de [LglT/CS]=0, 5, 10,15, 20, 25, 30, 35, 40. As setas apontando para baixo e para
a esquerda indicam respectivamente a presenca do efeito hipercromico e hipsocrémico,

respectivamente.
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FONTE: O autor

Nota-se nos resultados da tabela 12 que o composto LqlT/CS-05 apresentou um menor
valor de fluorescéncia, bem como de absorbancia, apesar de apresentar valores de Kp e Ksy
intermediarios, provavelmente a auséncia de um substituinte na posicdo —p, diferente dos
demais compostos acabou causando uma menor exposicdo do Trp, gerando entdo uma baixa
absorcdo e baixa fluorescéncia, 0 que ndo exclui o fato de ocorrer ligacdo entre 0 composto e

a molécula com forca intermediaria, se comparado aos demais compostos da série.
6.2.4 Viabilidade celular em macréfagos J774
Observou-se gque todos os compostos foram capazes de induzir alguma toxicidade nas

células testadas, os valores respectivos do percentual inibitério de cada um dos compostos

podem ser observados na tabela 13.
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Tabela 13 - Viabilidade celular em porcentagem do controle positivo utilizado e dos
compostos da série LglT/CS com seus respectivos substituintes frente a linhagem de
macréfagos J774.

Composto Viabilidade(%) Substituinte

m-AMSA 13,02 -
LqIT/LT-53 10,98 -
LgIT/CS-01 6,91 (p-F)
LgIT/CS-02 21,69 (p-Cl)
LqIT/CS-03 43,90 (p-NOy)
LgIT/CS-04 44,35 (p-Br)
LqlT/CS-05 10,95 (p-H)
LqIT/CS-06 63,42 (p-Ph)
LqIT/CS-07 10,05 (p-CFs)
LqIT/CS-08 31,92 (p-OCHs)

FONTE: O autor

O controle positivo (M-AMSA), esta diminuiu a viabilidade celular para
aproximadamente 13%, comparando-a com 0s demais resultados observamos que o composto
intermediario LgIT/LT-53 apresentou-se mais toxicos para a linhagem testada e que a
estratégia de formacdo do tiazol proporcionou uma diminuicdo na toxicidade contra esta
linhagem celular, ressaltando que a insercdo de 5 dos 8 substituintes promoveu uma melhora
nesse perfil de viabilidade, tendo como destaque os compostos substituidos com um grupo p-
fenil (LqIT/CS-06), 0 p-bromo (LglT/CS-04).

Estes compostos promoveram respectivamente uma viabilidade em torno de 63,42% e
44,35% esses resultados podem estar diretamente relacionados a elevada hidrofobicidade
destes. A reducdo da viabilidade em 43,90% para o (LglT/CS-03) pode estar relacionada a
geracdo de espécies reduzidas de nitrogénio (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009).

A néo substituicdo do CS-05 contribui para uma diminuicdo da viabilidade celular, tal
fato concorda com os valores observados nos compostos que apresentaram como substituintes
atomo (s) de flaor, estes diminuiram ainda mais a viabilidade celular, que é o caso do CS-01

(1 a4tomo de flior) e o CS-07 (3 a&tomos de flior — o que atribui a esse substituinte um
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tamanho semelhante ao atomo de CI). A proximidade entre os valores desses trés compostos
estd correlacionada ao fato de que o flior na quimica medicinal é considerado como um
bioisostero ndo-classico do dtomo de hidrogénio (LIMA; BARREIRO, 2005; MENG; QING,
2006; HERNANDES et al., 2010).

Correlacionando os resultados das substituicdes com halogénios, notou-se que a
diminuicdo da eletrofilicidade favoreceu um aumento da viabilidade celular. Dessa forma o
resultado apresentado pelo CS-02 (p-cloro) foi intermedidrio quando comparado aos
substituidos com F e com Br, 0 que pode ser explicado pelas caracteristicas intermediarias do
halogénio Cl, apresentando-se com um volume aumentado em rela¢do ao flGor, o que pode
promover uma melhor acomodacdo nos sitios-alvo de ligacdo, podendo se acomodar em
locais mais apertados e cavidades hidrofébicas mais profundas (SIEGAL; SCHULTZ, 2007,
HERNANDES et al., 2010).

Enguanto isso, o composto CS-08 apresenta em sua estrutura um forte grupamento
doador de elétrons (p-metoxi), apresentando um valor duas vezes maior que o controle,
apresentando também um resultado intermediario quando comparado as demais moléculas.
Esta caracteristica pode também inferir uma boa atividade antitumoral quando comparada
com moléculas com grupamentos retiradores de elétrons (RAKESH et al., 2019). De maneira
geral a substituicdo na posicao p-fenil possibilitou um aumento da viabilidade em celulas de

macrofagos J774, com excecdo da substituicdo p-flior (CS-01)

6.2.5 Citotoxicidade com linhagem tumoral MCF-7

A avaliacdo da atividade antitumoral dos novos derivados indol-tiazélicos sintetizados
foi também realizada por uma triagem utilizando 50uM dos compostos em linhagens de
células de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), através da técnica de MTT e
utilizando a m-AMSA como controle positivo e células transformadas nao tratadas como
controle negativo. Os valores de viabilidade celular em percentual podem ser observados na
tabela 14.

Tabela 14 - Viabilidade celular em porcentagem do controle positivo utilizado e dos
compostos da série LgIT/CS com seus respectivos substituintes frente a linhagem de células
MCF-7.

Composto Viabilidade(%) Substituinte
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m-AMSA 31,20 -
LqIT/CS-01 21,17 (p-F)
LqIT/CS-02 11,07 (p-CI)
LqIT/CS-03 23,04 (p-NO)
LqIT/CS-04 13,54 (p-Br)
LqIT/CS-05 22,16 (p-H)
LqIT/CS-06 23,53 (p-Ph)
LqIT/CS-07 7,64 (p-CFs)
LqIT/CS-08 31,30 (p-OCHy)

FONTE: O autor

O controle positivo mostrou uma viabilidade de 31,20% de células MCF-7, esse valor
foi muito semelhante ao CS-08 (metoxi) que apresentou 31,30%, contrariando os resultados
encontrados por Rakesh e colaboradores (2019), pois esse resultado de um substituinte com
um forte grupo doador de elétrons mostrou-se inferior, no que se diz respeito ao potencial

antitumoral, aos valores apresentados pelos substituintes caracterizados como retiradores de e-

O composto que se destacou, sendo aproximadamente quatro vezes mais potente que o
controle positivo foi 0 CS-07, diminuindo a viabilidade das células MCF-7 para 7,64% numa
concentracdo de 50uM (tabela 14). A Unica diferenca entre este e 0os demais compostos da
série esta na substituicdo com o grupamento trifluorometil, presente em varias pesquisas de
moléculas com potencial atividade antitumoral (AL-JAMEEL; YOUSSEF, 2018 SANTANA
et al., 2018; ELKAMHAWY et al., 2019) e em farmacos ja utilizados na pratica clinica para o
tratamento do cancer como é o caso da enzalutamida, do regorafenibe, do ponatinibe e do
sorafenib (AKHTAR et al., 2017; LUZINA; POPOV, 2009).

A presenca de atomos de fldor contribui para melhorar a seletividade, eficacia e
facilita a administracdo. Pesquisas voltadas a farmacos antitumorais que contenham o
trifluorometil na estrutura molecular tém se destacado mostrando uma potente atividade
antitumoral (ISANBOR; O’HAGAN, 2006; ZHU et al., 2014; SANTANA et al., 2018). Dessa
forma o resultado encontrado frente a linhagem de células transformadas testadas corrobora

com os dados descritos na literatura, sugerindo o CS-07 como um composto com grandes
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potenciais para testes avancados antitumorais, possivelmente agindo por outros mecanismos
que serdo futuramente investigados como a inibicao da topoisomerase Ila.

Continuando a analise, pode-se notar que a presen¢a de uma substituicdo com o p-Br,
no caso do CS-04, mostrou-se na forma de atividade citotoxica intermediaria em comparagdo
com os demais halogénios, mas em relagdo ao controle esse composto mostrou resultados
mais de duas vezes superiores. Esses resultados podem ser explicados pelo impedimento
estérico gerado devido ao grande volume ocupado pelo atomo de bromo com diminuicdo da
atividade quando comparado ao CS-07. O efeito eletronegativo exercido pelo Br ainda assim
é tido como essencial para a existéncia da atividade antitumoral (NASR; BONDOCK;
TOUNS et al., 2014).

O CS-02 substituido com p-cloro apresentou resultados satisfatérios, que corroboram
com os encontrados por SILVA e colaboradores (2017) em linhagem tumoral de carcinoma
hepatocelular (HepG2) quando utilizaram esse halogénio em p-substituicdo. A capacidade
melhor acomodacdo em cavidades hidrofobicas profundas pode ter influenciado em um
resultado superior quando comparado com o CS-01 (SIEGAL; SCHULTZ, 2007,
HERNANDES et al., 2010).

Os resultados apresentados pelo CS-01 (p-fldor) e CS-05 (ndo substituidos), foram
extremamente semelhantes, 21,17% e 22,16%, respectivamente, confirmando os resultados
encontrados nos testes com macrofagos e ressaltando o bioisosterismo entre essas duas
porcdes utilizadas na quimica medicinal (LIMA; BARREIRO, 2005; HERNANDES et al.,
2010), sendo empregado no desenvolvimento de farmacos antivirais e antitumorais (MENG,;
QING, 2006). A capacidade do flior de mimetizar o hidrogénio deve-se ao raio de Vander
Waals ser de 1,35 A e o do hidrogénio de 1,10 A, promovendo assim um minimo aumento em
efeitos estéricos, 0 que mostrou resultado ligeiramente superior ao composto nao substituido
(DUSCHINSKY, PLEVEN; HEIDELBERGER, 1957). Este resultado também foi
evidenciado na pesquisa realizada por Silva e colaboradores (2017) utilizando essa mesma
linhagem de células transformadas.

A adicdo do grupamento fenil, derivado CS-06, foi pouco significativa quando
comparada com o composto CS-05, levando a conclusdo que o aumento da hidrofobicidade
ndo foi tdo significativo para uma melhoria da atividade tdxica sobre as células transformadas,
embora tenha apresentado bons resultados com os macrofagos, a presenca de grupos doadores
de elétron, como o fenil, favorece a existéncia de uma atividade antitumoral intermediaria
(ARAFA et al., 2013; LI et al., 2013).
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A atividade atribuida ao CS-03 pode estar relacionada a formacgéo 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, ativagdo da apoptose
intrinseca dependente de caspases (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009). A biorreducdo
do grupo nitro é um processo que tem se mostrado fundamental para o estabelecimento de
suas atividades bioldgicas, sendo uma das estratégias que vem sendo utilizadas no combate ao
cancer (PAULA; SERRANO; TAVARES, 2009).

Os indicios de atividade intercalativa, observados nos testes espectroscopicos,
somados as capacidades inibitdrias dos novos derivados indol-tiazolicos os classificam como
potenciais farmacos, tendo um destaque maior para o CS-07 nessa analise, apesar da
toxicidade observada nos macrofagos, sendo necessaria a realizacdo de testes complementares
para uma maior elucidagdo dos mecanismos envolvidos.

Analisando os resultados observados frente as duas linhagens inicialmente testadas os
compostos CS-04, CS-06 e CS-07 se mostraram como destaques quando comparados aos
demais compostos, podendo apresentar resultados mais detalhados apds a realizacdo do ICsyo,

tornando assim possivel a escolha de um composto hit para a série LglT/CS.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

v Foi sintetizada uma série com oito novos compostos inéditos pertencentes a classe indol-
tiazélicos, variando em substituicdes com grupos retiradores ou doadores de elétrons na
posicdo p-fenil, e um deles sendo ndo substituido;, confirmando que a estratégia aplicada
foi efetiva.

v Os compostos foram obtidos através de metodologias eficientes e purificados,
apresentando a maioria deles rendimentos satisfatorios. Todos foram caracterizados
fisico-quimicamente, bem como por métodos espectroscOpicos, e 0S espectros se
apresentam consistentes com as respectivas estruturas quimicas;

v" Todos os compostos tiveram suas propriedades farmacocinéticas avaliadas in silico
apresentando resultados satisfatorios, semelhantes a farmacos ja comercializados;

v" Na avaliagdo por absor¢do com o ssSDNA todos os compostos apresentaram valores de Kb
condizentes com os de agentes intercaladores sendo indicativo de um possivel mecanismo
de acdo. Na fluorescéncia nédo foi possivel calcular a constante de extingdo da emisséo da
fluorescéncia, sendo necessaria a implementacéo de uma nova técnica;

v" Na avaliacdo com a BSA foi possivel calcular todas as constantes e verificado que todos
0S compostos interagem satisfatoriamente com a proteina;

v" Na avaliagdo da viabilidade celular em macrdfagos J774 foi visto que 5 dos 8 compostos
mostraram um perfil menos agressivo que o controle positivo utilizado (m-AMSA);

v" Na avaliacdo da viabilidade celular em células transformadas de MCF-7 foi visto que
todos os 8 compostos foram mais efetivos que o controle utilizado, tendo como destaque
0 composto LglT/CS-07, que difere dos demais por apresentar o substituinte CFs;

v" Os compostos LqlT/CS-04, LqlT/CS-06 e LqlT/CS-07 apresentaram os melhores
resultados da série, sendo necessaria a realizacdo do 1Cso para definicdo do composto hit

da série.

Diante dos resultados e conclusdo apresentados nesta pesquisa, verifica-se a necessidade
de dar continuidade aos estudos com estes novos compostos indol-tiazélicos. Tendo entdo

como perspectivas:
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v Realizar testes com as células para verificagdo do 1Cso dos compostos sintetizados, nao
apenas na MCF-7, mas também em outras linhagens de mama transformadas e néao
transformadas;

v Utilizar técnicas de espectroscopia de dicroismo circular, viscosidade e ITC com os
compostos da série LglT/CS’s, para ampliar os resultados existentes sobre a interagao
com 0 SSDNA;

v Verificar o potencial de inibicdo da topoisomerase lla, para assim termos uma maior

clareza quanto ao possivel mecanismo de acdo dessas moléculas.
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APENDICE A - ESPECTROS DE RMN 'H DOS COMPOSTOS LQIT/CS-01 E
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APENDICE B - ESPECTROS DE RMN H DOS COMPOSTOS LQIT/CS-03 E
LQIT/CS-04
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APENDICE C — ESPECTROS DE RMN *H DOS COMPOSTOS LQIT/CS-05 E
LQIT/CS-06
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APENDICE D - ESPECTROS DE RMN *H DOS COMPOSTOS LQIT/CS-07 E
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— ESPECTROS DE RMN 2C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-01 E
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— ESPECTROS DE RMN C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-03 E

~

APENDICE F
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APENDICE G — ESPECTROS DE RMN C DOS COMPOSTOS LQIT/CS-05 E
LQIT/CS-06
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APENDICE H — ESPECTROS DE RMN C 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-06
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APENDICE L — ESPECTROS DE IV DOS COMPOSTOS LQIT/CS-07 E LQIT/CS-08

TRANSMITANCIA (%)

TRANSMITANCIA (%)

100 -
1440
80 \ [
3178 J
60 s
el
. ___J N 1520 |||
CF3
40 \ 1372
N 1601
i 1575
1537
CS-07 1509 13i23 11I08 Fe
20 T y T ; T T T : T i T I ]
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
COMPRIMENTO DE ONDA (cm'1)
100 -

3338
s 1597
1543
A\ 856
20 4 N ‘
H 1247
1503 -
CS-08
0 | X ! ? I : | % I ¥ I 2 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

COMPRIMENTO DE ONDA (cm’)



112

APENDICE M - ESPECTROS DE ABSORCAO DOS COMPOSTOS LQIT/CS’s +
DNA
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APENDICE N - ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DOS COMPOSTOS LQIT/CS’s

+ DNA
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APENDICE O — ESPECTROS DE ABSORCAO DA BSA + COMPOSTOS LQIT/CS’s
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APENDICE P — ESPECTROS DE FLUORESCENCIA DA BSA + COMPOSTOS
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