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RESUMO

O cancer e a leishmaniose sdo doencas associadas a altos indices de morbidade e mortalidade,
com lacunas no arsenal terapéutico que ressaltam a progressiva necessidade de novos
farmacos quimioterdpicos. A pesquisa e o desenvolvimento de farmacos que contenham
nucleos heterociclicos nitrogenados em sua estrutura sdo crescentemente visados na Quimica
Medicinal devido a potencialidade inerente a eles. Assim, esse trabalho prop6s planejar e
sintetizar doze derivados tiossemicarbazonicos hibridizados a diferentes nucleos heterociclos,
caracteriza-los fisico-quimica e estruturalmente, avaliar o perfil de interacdo com potenciais
alvos in silico, delinear seu perfil farmacocinético in silico, avaliar a atividade
antiproliferativa frente a linhagens tumorais e normais, determinar seu potencial
antileishmania frente cepas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum, bem como a toxicidade frente a hemacias humanas in vitro. Os compostos
planejados foram avaliados in silico, por meio do docking molecular, frente aos alvos
topoisomerase Ila complexada com DNA (PDB ID: 5SGWK), DNA (PDB ID: 1BNA e 1G3X)
e topoisomerase | de L. donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S), evidenciando uma
maior afinidade do composto acridinico, SOL-AC2, com as diferentes isoformas da enzima
topoisomerase e com o modelo de DNA apropriado para compostos intercaladores, enquanto
que a molécula SOL-PR2 demonstrou um melhor perfil ao interagir com os sulcos do DNA.
Esses foram experimentalmente obtidos por uma reacdo de condensacdo entre 0s
intermediarios tiossemicarbazidicos e os aldeidos de acridina, quinolina, indol, piridina, fenil-
piridina e fenil-piperidina, obtendo-se rendimentos reacionais variando de 56,95% a 98,99%.
A identificacdo estrutural dos compostos foi realizada por meio de técnicas espectroscopicas
de IV, RMN de 'H e RMN de 23C. Os estudos de atividade antiproliferativa in vitro foram
realizados pelo método do MTT utilizando-se cinco linhagens tumorais (HCT 116, MCF-7,
HelLa, SKMEL e PC-3) e duas linhagens normais (L929 e HaCaT), nos quais 0 composto
SOL-AC2 apresentou uma melhor atividade antiproliferativa, destacando-se devido ao
percentual de inibicdo de 75.20 = 0.80% frente a linhagem de melanoma, SKMEL,
corroborando com os resultados in silico frente aos alvos 5GWK e 1BNA. Quando avaliados
em relacdo a sua atividade antipromastigota, evidenciando a maior potencialidade dos
compostos inddlicos, em especial o composto SOL-I1 (ICs; L. amazonensis = 12,16 pg mL™;
ICso L. infantum = 14,64 pg mL™). Para esses, propuseram-se possiveis mecanismos de acio
in silico pela interacdo com as enzimas de Leishmania: piruvato quinase (PDB ID: 3PP7) e
tripanotiona redutase (PDB ID: 2JK6). A partir dos resultados obtidos, observou-se que
mantendo a porcédo tiossemicarbazonica e modificando-se o ndcleo heteroclico, resulta-se na
alteracdo no perfil quimioterapico. Esses foram também avaliados quanto sua atividade
hemolitica, de modo que todos os compostos apresentaram baixa toxicidade as heméacias
humanas. Os estudos farmacocinéticos in silico concluiram que todos os compostos foram
condizentes com critérios de druglikeness estabelecidos por Lipinski, Ghose e Egan, além de
evidenciar uma boa absor¢do gastrintestinal. Tendo obtido o perfil molecular mais desejavel
para cada atividade bioldgica, propuseram-se novos compostos andlogos baseando-se na
arvore de decisdo de Topliss, avaliando-o0s nos alvos cristalizados supracitados. Os mesmos
apresentaram, majoritariamente, melhor afinidade que os compostos protétipos e propriedades
farmacocinéticas desejaveis, viabilizando a sintese e continuidade dos estudos envolvendo
esses.

Palavras-chave: Atividade antitumoral. Atividade antileishmania. Modificagdo molecular.
Docking molecular.



ABSTRACT

Cancer and leishmaniasis are diseases associated with high rates of morbidity and mortality,
with gaps in the therapeutic arsenal that underscore the progressive need for new
chemotherapy drugs. The research and development of drugs that contain nitrogenous
heterocyclic nuclei in their structure are increasingly targeted in Medicinal Chemistry due to
their inherent potential. Therefore, this work proposed to design and synthesize twelve
thiosemicarbazonic derivatives hybridized to different heterocyclic nuclei, to characterize
them physically-chemically and structurally, to evaluate the interaction profile with potential
in silico targets, to outline their in silico pharmacokinetic profile, to evaluate the
antiproliferative activity against the tumoral and normal strains, determine their potential
antileishmania against promastigote strains of Leishmania amazonensis and Leishmania
infantum, as well as toxicity against human red blood cells in vitro. The designed compounds
were evaluated in silico, through molecular docking, against the targets: topoisomerase Ila
complexed with DNA (PDB ID: 5GWK), DNA (PDB ID: 1BNA and 1G3X) and
topoisomerase | of L. donovani complexed with DNA (PDB ID: 2B9S), exhibiting a greater
affinity of the acridinic compound, SOL-AC2, with the different isoforms of the
topoisomerase enzyme and the appropriate DNA model for intercalator compounds, while the
SOL-PR2 molecule showed a better profile when interacting with the DNA grooves. These
derivatives were experimentally obtained by a condensation reaction between the
thiosemicarbazide intermediates and the acridine, quinoline, indole, pyridine, phenyl-pyridine
and phenyl-piperidine aldehydes, obtaining reaction yields ranging from 56.95% to 98.99%.
These structures were confirmed by IR, *H NMR and *C NMR spectroscopic techniquesin
vitro antiproliferative activity studies were performed through the MTT method, using five
tumor lines (HCT 116, MCF-7, HeLa, SKMEL and PC-3) and two normal lines (L929 and
HaCaT), in which the compound SOL-AC2 presented better antiproliferative activity,
standing out due to the inhibition percentage of 75.20 + 0.80% against the melanoma strain
SKMEL, corroborating with the results in silico against the 5GWK and 1G3X targets. When
evaluated in relation to their antipromastigote activity, indole compounds presented greater
potential, especially the compound SOL-I1 (ICs, L. amazonensis = 12.16 pg mL™Y; 1Cs L.
infantum = 14.64 pug mL™Y). Therefore, possible mechanisms of action in silico have been
proposed by the interaction with Leishmania targets: pyruvate kinase (PDB ID: 3PP7) and
trypanothione reductase (PDB ID: 2JK6). From the results obtained, it was observed that
maintaining the thiosemicarbazonic portion and modifying the heterocyclic nucleus, results in
changes in the chemotherapy profile. These were also evaluated for their hemolytic activity,
demonstrating that all compounds were non-toxic to red blood cells. In silico pharmacokinetic
studies concluded that all compounds were consistent with druglikeness criteria established
by Lipinski, Ghose and Egan, and showed good gastrointestinal absorption. Having obtained
the most desirable molecular profile for each biological activity, novel analogous compounds
were proposed based on the Topliss decision tree, evaluating them on the aforementioned
crystallized targets. Most of them showed better affinity than the prototype compounds and
desirable pharmacokinetic properties, enabling the synthesis and continuity of studies
involving these.

Keywords: Antitumor activity. Antileishmania activity. Molecular modification. Molecular
docking.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Modos de ligacdo com o DNA por interaces ndo-covalentes.............ccccevevveivennnnn 24
Figura 2— Compostos intercaladores de DNA ... ....ooiiiiiiee e 25
Figura 3 — Compostos que Se 1igam A0S SUICOS ..........ceveieierieiieicriesieieee e 26
Figura 4 — Processo de simplificagdo MOIECUIAT ..........ccooiiiiiiiii e 29
Figura 5 — Exemplos praticos da aplicacdo da estratégia de hibridacdo molecular ................. 30
Figura 6 — Estrutura geral das tiosSemicarbazonas............ccocovevrirerieiinenesieseee e 36
Figura 7 — Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas...........ccccoereerereenieneneese e 37

Figura 8 - Mecanismo de relaxamento desempenhado pela topoisomerase | sobre a fita de

DN A e R R Lo bR e bt R et bRt e Rt e Rt Re bt ere et st e e nenrs 38
Figura 9 — Estrutura geral dos derivados acridinicos-tiossemicarbaznicos.............ccccvevenene 39
Figura 10 - Estrutura quimica da triapina..........ccoereeierieieneiesese e 40
Figura 11 — Estrutura quimica do composto 2-(3-(4-metdxibenzilideno)-6,6-
dimetilbiciclo[3.1.1]heptan-2-ilideno)-N-fenilhidrazina-1-carbotioamida (41)..........cccccvevnnnne 41
Figura 12 — Compostos hibridos fenoxidiol-tiossemicarbazona ............ccccccevvveveiieieciesiennnn 41
Figura 13 - Compostos derivados tiossemicarbazonicos 2 € 10a ..........ccoovvverereienireniniennnns 42
Figura 14 - Estrutura geral dos derivados tiossemicarbazonas arilicas...........cccccoeercvrviveinenns 43
Figura 15 — NUCIEO ACHIAINICO ....ccveeiiiiiiiece st 43
Figura 16 — Estrutura quimica da @amSaCIiNa ...........ccveieerieiieieeie e seesee e se e sree e eesseesaes 44
Figura 17 — Processo de ciclizacdo espontanea em derivados espiro-acridinicos.................... 45
Figura 18 - Compostos hibridos tiofénico-acridiniCoS .............ccovveireiniiiinecscsc e 46
Figura 19 - Derivado N-[6-(benzoamino)-3-acridinil]benzamida (3a)...........ccoooevvrrenieninnnns 47
Figura 20 — Estrutura geral da qUINOIING ..........cccociiiieiicic e 47

Figura 21 - Estrutura do 6,7-metilenedioxi-4-(2,4-dimetoxifenil)quinolin-2(1H)-ona (12e) ..48
Figura 22 — Compostos 4-0XOQUINOTINICOS. ........coviirieiiieesic et 49
Figura 23 - Estrutura quimica do derivado quinolinico QUINDErl..........cccocvviinniincneiennnn. 50

Figura 24 - Moléculas quinolinicas sintetizadas com acdo antileishmania e antitripanossoma

Figura 25 — NUCIEO INAOLICO ......coiueeiecie et nne s 51
Figura 26 — Estruturas quimicas dos derivados 3-tiocianato-indol mais promissores para
atividade antiprolifEratiVa............ccoveiiiiiii s 52

Figura 27 — Derivados inddélicos acoplados a subunidades de sulfonamida..............c.ccccuen... 53



Figura 28 - Hibrido aminotiofénico-indol TN8-7..........ccccciiiiiiiiiiiieese e 54

Figura 29 - Estratégia de hibridacdo molecular desenvolvida para obtencdo de um derivado

INAOI geM-AItIOACELIIAUO ......c..eiveeciiee et nne s 55
Figura 30 — Estrutura geral da piridina..........coccooeiiiiiiiiieeeese s 55
Figura 31 — Reagdo de reducéo para obtencao da pIperiding ..........ccocvevveeeienenenenenesiseenes 56
Figura 32 — Derivado piridinico, 5b, sintetizado por Abdelaziz e colaboradores (2018)......... 57
Figura 33 — Derivado piridinico, 13d, inibidor de C-Met ...........cccooeeviiiiiicieec e 58
Figura 34 — Estrutura geral dos derivados piperidiniCos ..........cccocurerieerereieeieneneese e 58
Figura 35 - Enantibmeros e seus efeitos sobre a cepa resistente de L. tropica .........ccccocevenene 59
Figura 36 - Alcaloides piperidinicos isolados das flores de Senna spectabilis............c..c.c....... 60
Figura 37— Redocking do etoposideo para validagdo do método ...........cccecvevvevieieecicieiiennne 75

Figura 38 — Docking da molécula SOL-AC2 (A) e da Amsacrina (B) com o complexo
Topoisomerase HIO/DNA ........ooiii e 77
Figura 39 - Docking molecular do Etoposideo com o complexo Topoisomerase [la/DNA ....79
Figura 40 — Docking das moléculas SOL-AC2 (A) e SOL-P1 (B) com o complexo

Topoisomerase ITO/DNA ......ooiiiiiiie e sb e abeeenes 80
Figura 41 — Interacdo entre a molécula SOL-PR2 e 0 alvo DNA (PDB ID: 1BNA) ............... 82
Figura 42 - Interacdo entre a molécula SOL-PP2 e 0 alvo DNA (PDB ID: 1BNA) ................ 83
Figura 43 — Interagcfes da molécula SOL-AC2 (A) e da Amsacrina (B) com o DNA (PDB ID:
L C ) ISP PRPTSRPRRRN 85
Figura 44 - Docking das moléculas SOL-AC2 (A) e Camptotecina (B) com o complexo
TOPOISOMETASE I/DINA ... .ottt bbbttt e bbbt ne e 88
Figura 45 - Representacdo das possiveis formas tautoméricas da molécula SOL-P1............ 103
Figura 46 — Espectro de infravermelho da molécula SOL-PP2...........cccccevviieiieie e, 104
Figura 47 — Compostos mono e para-dissubstituidos, respectivamente ............ccccceeevervennene. 106
Figura 48 - RMN de *H da molécula SOL-PP2.........ccccooiiiiiiiiiieec e 110
Figura 49 — Espectro aproximado de RMN de *H da molécula SOL-PR1..........c.cccccovvnunnn, 111
Figura 50 — Estrutura tridimensional das moléculas SOL-PR1 e SOL-PR2, respectivamente
................................................................................................................................................ 112
Figura 51 — Estrutura de derivado N-acilhidrazonico e seu espectro de RMN de *H a 20° C (A)
RSO O () TSSO 113
Figura 52 — Possiveis conformeros das moléculas SOL-PR1 e SOL-PR2............cccccevrrrnenn. 114

Figura 53 — RMN de 3C da MOIECUIA SOL-PP2.........ovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeneseenes 118


file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783003
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783003
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783005
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783005
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783010
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783011
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783012
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783013
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783014
file:///C:/Users/Deus/Desktop/Dissertação/-%20DISSERTAÇÃO%20FINAL/VERSÃO%20FINAL%20com%20correções.docx%23_Toc34783018

Figura 54 - Estratégias de modificagdo molecular empregadas nos anéis heterociclicos ...... 129
Figura 55 - Docking das moléculas SOL-I1 (A) e SOL-12 (B) no alvo Piruvato Quinase.....134
Figura 56 - Relacao bioisostérica entre 0s anéis indolico e puriniCo .........cccccevvevecieerieennenn, 136

Figura 57 - Docking das moléculas SOL-I1 (A) e SOL-I2 (B) no alvo Tripanotiona Redutase

................................................................................................................................................ 137
Figura 58 - Modelo Boiled-Egg dos compostos Sintetizados ...........cccvevveiieeiieiiiciiesiieeiiens 140
Figura 59 — Proposta para obtencdo de um analogo mais potente para atividade antitumoral
................................................................................................................................................ 147
Figura 60 - Docking da molécula proposta (A) e a SOL-AC2 (B) no alvo Topollo/DNA (PDB
|5 T VAV T PSSP 149
Figura 61 - Interacdes da molécula proposta (A) e da SOL-AC2 (B) com o DNA (PDB ID:
L C ) QISP PSPRTPSPRPRN 150

Figura 62 - Proposta para obtencdo de um analogo mais potente para atividade antileishmania
frente Cepas de L. AmMAZONENSIS. .....c.iiiiiiriiiie ittt sre e b eneenes 151
Figura 63 - Docking da molécula proposta (A) e a SOL-12 (B) no alvo Piruvato Quinase (PDB
1 o = TSSO 152
Figura 64 - Proposta para obtencdo de um analogo mais potente para atividade antileishmania
frente cepas de L. INFANTUM.........ooiiiiii s 153
Figura 65 - Docking da molécula proposta (A) e a SOL-12 (B) no alvo Tripanotiona Redutase
(PDB ID: 2JKB) w.vveienieieeiesieiee et seest ettt te bbbt e s abe b be st en ettt ereabe e neene e 154

Figura 66 - Modelo boiled-egg para 0S COMPOSLOS PrOPOSLOS. ......eeverveerreereiierirerieeeesreeneeans 155



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Parametros utilizados no docking molecular para cada alvo farmacoldgico .......... 61
Tabela 2 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, 0s compostos

controle € a Topollo/DNA (PDB ID: SGWK) ..ccviiiiiiiiiiiiiieeeee e 76
Tabela 3 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, 0 composto
controle @ 0 DNA (PDB ID: 1BNA) ...ovoiiiiiiiiisieee ettt 81
Tabela 4 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, 0 composto
controle € 0 DNA (PDB ID: 1G3X) ..uuiiiiiiiiiiiiieniieie ettt sttt sttt 84
Tabela 5 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, composto controle e
a enzima topoisomerase | de L. donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)................ 87
Tabela 6 - Caracteristicas fisico-quimicas dos intermediarios tiossemicarbazidicos............... 90
Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos acridiniCos...........ccecevvreriiereannn. 95
Tabela 8 - Derivados tiossemicarbazénicos hibridizados a heterociclicos sintetizados........... 97
Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados............ccccevvereceerieennenn 98
Tabela 10 - Solubilidade dos compostos SINtEtIZAAOS ..........c.covrveiiereiie e 99
Tabela 11 - Valores de absorcéo obtidos pela espectroscopia de infravermelho................... 100

Tabela 12 - Resultados da analise por IV dos compostos previamente sintetizados e
Q181 0] [ToF: o [0SO USUSTSSN 106
Tabela 13 - Resultados da anélise por RMN de *H dos compostos sintetizados.................... 107
Tabela 14 - Resultados da analise por RMN de *H dos compostos previamente sintetizados e
Q18 0] [ToF: o [0 1< PSR URPROPRPR 114
Tabela 15 - Resultados da anélise por RMN de **C dos compostos sintetizados ................. 115
Tabela 16 - Resultados da analise por RMN de *C dos compostos previamente sintetizados e
[010] o] I Tor= o [0 S TSP RO PO PO TPV TUPTUR PSPPSR 119
Tabela 17 - Efeito das amostras na viabilidade das células ap6s 72 h de tratamento ............ 120

Tabela 18 - Atividade proliferativa de compostos acridinicos-tiossemicarbazonicos realizada

POr AIMeEida €t al. (2015).....cciueiieiiece e e nre s 125
Tabela 19 - Atividade proliferativa de compostos quinolinicos-tiossemicarbazénicos realizada
POr RIDEITO €t al. (2019) ...eeeeiieiee e 126

Tabela 20 - Comparacdo entre as metodologias utilizadas para avaliagdo da atividade

ANEIPIONTEIALIVA .....ecveiceice ettt e st e e e e s e teeneesreenae s 126



Tabela 21 - Avaliagdo da atividade antipromastigota desenvolvida pelos derivados
] L0 (=] (22 Vo [0 LRSS 128
Tabela 22 - Redocking para validacdo dos métodos em alvos de Leishmania....................... 132
Tabela 23 - Resultados do docking molecular entre 0os compostos indélicos, ligantes co-
cristalizados e 0s alvos selecionados de Leishmania..........cccccveviiereniesiieneeie e 133

Tabela 24 - Atividade hemolitica dos compostos sintetizados na concentracdo 250 pg mL™

................................................................................................................................................ 138
Tabela 25 - Relacéo das moléculas analisadas com a glicoproteina P ...........ccccoeevienennnnne 141
Tabela 26 - Parametros de drugliKENESS...........ccoiiiiiiiieieeic s 143
Tabela 27 - Valores de Log Kp dos compostos analisados ...........cccveivveiieiieeniesieesiee e 145
Tabela 28 - Interacdo das moléculas analisadas com as isoformas de CYP450..................... 146

Tabela 29 - Resultados do docking molecular entre a estrutura proposta, molécula SOL-AC2 e

TOPOIIO/DINA ...t r e nne e s 148
Tabela 30 - Resultados do docking molecular entre a estrutura proposta, molécula SOL-AC2 e
DNA (PDB ID: LG3X) .viiitiitiiieieiesiesieestestesiesas et sa st sesaesesbessesaasassessasassessessasessessessssenses 149
Tabela 31 - Resultados do docking molecular entre 0 composto proposto, SOL-12 e o alvo
Piruvato QUINAse (PDB ID: BPP7) ....cciiiiieieie ittt 151
Tabela 32 - Resultados do docking molecular entre 0 composto proposto, SOL-12 e o alvo
Tripanotiona Redutase (PDB ID: 2JKB).......ccciiiiiiiiieiiesie st 153

Tabela 33 - Capacidade de inibicdo dos compostos propostos frente as isoformas de CYP450



Esquema 1 -
Esquema 2 -
Esquema 3 -
Esquema 4 -
Esquema 5 -

Esquema 6 -

Esquema 7 -
Esquema 8 -
Esquema 9 -
Esquema 10 -
Esquema 11 -

Esquema 12 -
Esquema 13 -

LISTA DE ESQUEMAS

Estagios da descoberta de fArmacos............ccocvevveveveicsenie s
Analise retrossintética de compostos tiossemicarbazonicos.............
Rota sintética para obtencdo dos derivados tiossemicarbazidicos....
Rota sintética do nucleo aldeido de acridina...........c.ccccveveveveniennnn,

Esquema  reacional para  obtencdo  dos  derivados
tiossemicarbazénicos hibridizados a ndcleos heterociclicos.............

Mecanismo  reacional ~de  obtengdo  dos  derivados
ti0SSEMICArbazidiCOS. ......cveveieiece e
Mecanismo reacional de obtengéo da 9-metil-acridina....................
Mecanismo reacional de obtencdo do intermediario ACN-01..........
Mecanismo reacional de obtencdo da acridina-9-carboxaldeido......
Mecanismo reacional de obtenc¢do dos compostos finais..................

Estratégias de modificacdo molecular empregadas, associadas ao
resultado de atividade antiproliferativa para linhagem SKMEL.......
AIVOre de TOPHISS...ccveiie e

Amostra da arvore de decisdo de Topliss com base nos dados da

atividade antileishmania..........ooooeeeeeeeee

32
36
64
66

67

90

92
93
94
96

122
123

130



Grafico 1 -
Grafico 2 -
Grafico 3 -
Gréfico 4 -

LISTA DE GRAFICOS

Diagrama d& Cralg........ccureeierierienienie et 131
Valores de Log P dos compostos analisados............ccccevveveiveresiennnnn 143
Valores de Log S dos compostos analisados.............ccoevevveiieeiieinenn, 144

Valores de Log P dos cOmpOStOS Propostos. .........ceeeevereereenierieneseninns 156



LISTA DE ABREVIATURAS

ADME  Absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecao
ADT AutoDockTools
CADD Computer-Assisted Drug Design

DNA Acido desoxirribonucleico

F.F. Faixa de Fusdo

ICso Concentracdo capaz de inibir de 50% de crescimento
v Espectroscopia de infravermelho

J Constante de acoplamento

Ki Constante de inibicdo estimada

Log P Coeficiente de particao

m-AMSA Amsacrina

MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolio
PDB Protein Data Bank

Rend. Rendimento

Ry Fator de Retencao

RMN de *C  Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono

RMN de 'H Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Topo Ila.  Topoisomerase Ila. humana

d ppm Deslocamento quimico em parte por milhao



SUMARIO

1 [N EEI0] 516 107X 0 IR 20
2 OBUJIETIVOS ..ottt sttt e bt et ne et st ne et e 22
2.1 ODBJEUIVO QEIAL......eiciiiiii e 22
2.2 ODJetivOSs ESPECITICOS .....uveivieieiie et re e 22
3 REFERENCIAL TEORICO ..ottt 23
3.1 QUIMICA MEAICINGL ......oeiivieiiiece e nbee 23
3.1.1 Planejamento de FAIMACOS ........coeiiiiiieiie e 23
3.1.2 Estratégias de modificagdo MOIECUIAr ...........cccoveiiiiiiiieee s 27
3.1.2.1 BIOISOSIEIISITIO ...ttt sttt st bttt et e bbbttt eereeneenes 28
3.1.2.2 SIMPHTICAGA0 MOIECUIAN ... s 28
3.1.2.3 Hibridag8o MOIECUIAT..........cccuiiii e 29
3.1.3 Estratégias computacionais aplicadas a quimica medicinal............c.cccccvevvviveirennenn, 31
3.1.3.1 Modelagem MOIECUIAT ..........cuoiiiiiee s 32
3.1.3.2 Predicao farmacocCinética in SHHCO .........cccveieiiiiicce e 33
3.2 TiIOSSEMICAIDAZONAS .......eeiveiiieiie it ee sttt te e e sre e te e e sreenneenee e 35
3.3 COMPOSLOS ACKTAINICOS ... vttt et 43
3.4 CompPOStOS QUINOITNICOS .....ecviiiieiieeieciiesie ettt ste e ne e e 47
3.5 COMPOSLOS INAOIICOS ...ttt 50
3.6 Compostos piridinicos e PIPEridiNICOS ........cccoereieiiii e 55
4 METODOLOGIA . ...ttt ene e 61
4.1  DOoCKING MOIECUIAY .....c..oiiiiiiiiece e 61
4.1.1 PreparaCao da BNZIMA........ccccuiiiieiie ittt e re e stae et e e sbeesaeasbeesraeenbeeanes 62
4.1.2 PreparaGao d0S HANTES. .......ccuiiiieieiiie e 62
4.1.3 Estudos de ancoramento molecular para validagéo (redocking) ..........c.ccccecevvenene. 63
4.2 PredicBes farmacocinéticas in SIlICO.........ccccviiiiieiiicce e 63
4.3  Metodologia de sintese dos cOmpostos OBLIAOS...........ccoiereiiiiereireee e, 63
4.3.1 Sintese dos intermediarios tiossemicarbazidiCos ...........cocvvvrieiieieienene e 64
4.3.1.1 Sintese do N-fenil-hidrazina-carbotioamida (RFHOL) .........cccccccevveieiieieece e 64
4.3.1.2 Sintese do N-(4-clorofenil)hidrazina-carbotioamida (RFH02)...........c.ccoceovreniinnnnen. 64
4.3.2 Sintese da acridina-9-carboxaldeido (AC-02)..........ccceeieiieieiiicieeie e 65

4.3.2.1 Sintese da 9-metilacriding (AC-01) .......ccooivriririiiiiere e 65



4.3.2.2 Sintese do N-(acridina-9-ilmetileno)-N,N-dimetilbenzeno-1,4-diamino (ACN-01) .....65

4.3.2.3 Sintese do produto final: acridina-9-carboxaldeido (AC-02) .......c.ccccecvevvevvicierinennnn, 65
4.3.3 Sintese dos compostos hibridos fiNAIS .........cccooeiieiiiiiie e, 66
4.4  Caracterizacdes fisico-quimicas dos compostos sintetizados ..........cccoevvervevneannnn. 68
O R Y o= =] Vo - TSRS 68
4.4.2 Solubilidade aparente ..o 68
G B e 1(0] glo [ =] (<] o= (o PSPPSR PRTTI 68
O e 1= W L= {1 1SY- o PR 68
445 ReNdIMENTO 8 FEAGED .......c.eeeiueiieieitiite sttt 69
4.4.6 Coeficiente de PArTICAO .....c.eciveiiieiie ettt re e 69
45  Caracterizacgdo estrutural dos compostos SiNtetizados...........cccceverereiencieninnnnn, 69
4.5.1 Espectroscopia de infravermelno ...........cooveiiiiiii i 69
4.5.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear .............cccoccevveveiiieieese e s, 70
4.6  Atividade antiproliferatiVa. ..o 70
4.7  Atividade antileisShmania...........cooooiiiiiie 71
4.8  Avaliacéo do potencial hemOolitiCO.........cccvveiiiic i 72
4.9  Proposta de COMPOSLOS MAIS ALIVOS .........coueriieieiiieie et 73
5 RESULTADOS E DISCUSSAO..........oiiiieeieereieessestessseeesss s s s sessssessesensnes 74
51  DoCKING MOIECUIAL .......oouiiiiiiiiiie s 74
5.1.1 Docking molecular da interacdo dos derivados propostos com topoisomerase Ila
complexada COM DINA ... e et e e st e e be e sae e aeesaeenree s 74
5.1.2 Docking molecular da interagdo dos derivados propostos com DNA ..........c..cc........ 80
5.1.3 Docking molecular da interagéo dos derivados propostos com topoisomerase | de L.
donovani complexada Com DINA ... 86
5.2  Sintese e caracterizagcao fiSiCO-QUIMICA..........coverviiriieii e 89

5.2.1 Mecanismo reacional e caracterizagdo fisico-quimica dos intermediarios
tI0SSEMICAIDAZIAICOS ......vvieeeeie ettt ettt b e 89

5.2.2 Mecanismo reacional e caracterizacdo fisico-quimica do nucleo acridina-9-

(072 1 10 €= 1[0 (=7 T [0 PSSR 91
5.2.3 Mecanismo reacional e caracterizac¢do fisico-quimica dos compostos finais ........... 95
5.3  Caracterizacgao estrutural dos compostos sintetizados............ccceevevvveereeieeiieennnns 100
5.3.1 Andlise por espectroscopia no infravermelno...........ccccooooiiniiiincee 100
5.3.2 ldentificacdo dos compostos por ressonancia magneética nuclear..............ccoccevnee. 106

5.4  Atividade antiproliferatiVa............cooiiiiiiiiiie e 119



55 Avaliagdo da atividade leishmanicida dos compostos sintetizados ...................... 127

5.5.1 Proposta de mecanismo de acdo antileishmania desenvolvido pelos compostos mais
PFOMIISSOTES ..vvvetveteesteeseesteesteaseesseeseeeseesseesseaseesseesseesseeseesaeesseaseesteeseeaseeaseestaaneesseenseaneenseensens 132

5.5.1.1 Docking molecular da interacdo dos derivados indélicos com Piruvato Quinase ....133

5.5.1.2 Docking molecular da interacdo dos derivados indélicos com Tripanotiona Redutase..

.................................................................................................................................... 135
56  Avaliagdo do potencial hemolitico dos compostos sintetizados ...............ccccveuvnee. 137
5.7  Predi¢0es farmacoCiNBLICAS ..........ccueiieiieiie e 139
5.8  Perspectiva dos quimioterdpicos mais ativos para o tratamento de cancer e
JEISNIMANTOSE ...ttt e nte e st e neesbeenteeneenreenee e 147
5.8.1 Proposta de composto mais ativo para atividade antitumoral............c..ccccceevveieenn. 147

5.8.2 Proposta de composto mais ativo para atividade antileishmania frente L.
T F= V0] T ] 1SR 150

5.8.3 Proposta de composto mais ativo para atividade antileishmania frente L. infantum....

.................................................................................................................................... 152
5.8.4 Avaliagdo farmacocinética in silico dos compostos propostos.........cccceevevrereeereene 154
6 CONCLUSAO . ...ttt 158
7 PERSPECTIVAS . ...t 160
REFERENCIAS ..ottt 161

ANEXOS ..o s 179



20

1 INTRODUCAO

Na avaliacdo e busca de moleculas com potencial bioldgico, os compostos
heterociclicos ocupam um lugar de destaque na atencdo de varios grupos de pesquisa em todo
o mundo. Uma variedade de heterodtomos podem fazer parte da constituicdo desses
heterociclos, fornecendo-lhes propriedades Unicas, como interferéncia em suas reatividades
quimicas e propriedades fisico-quimicas, e na criacdo de novos locais de interacao entre esses
compostos e o0 alvo bioldgico (BOZOROV; ZHAO; AISA, 2019).

Os farmacos de origem sintética representam significativa parcela do mercado
farmacéutico. Constata-se que 90% dos farmacos sintéticos empregados na terapéutica sdo
heterociclicos, no qual 95% desses apresentam o atomo de nitrogénio e 28% apresentam o
atomo de enxofre (DAI et al., 2017; MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001; VITAKU;
SMITH; NJARDARSON, 2014).

Assim, é atribuido a quimica medicinal o emprego de estratégias racionais de
desenvolvimento de farmacos que otimizem o processo de descoberta, tanto do aspecto
bioldgico, quanto do aspecto quimico. Seguindo esse conceito, propde-se a viabilidade do
emprego da estratégia de hibridacdo molecular de compostos heterociclicos a unidade
tiossemicarbazonica, adicionalmente a estratégias racionais de bioisosterismo, simplificacéo e
expansdo molecular. Essa, por sua vez, apresenta amplo espectro de acdo bioldgica,
desenvolvendo suas atividades por uma diversidade de mecanismos de acdo, 0s quais
envolvem, dentre outros, interferéncia na atividade de proteinas e enzimas essenciais para a
proliferacédo celular (MROZEK-WILCZKIEWICZ et al., 2019).

Tais mecanismos de agao 0s caracterizam como promissores agentes quimioterapicos,
podendo-se dar énfase a potencialidade como antitumorais e/ou antiparasitarios, devido a
semelhanca entre os alvos presentes em ambos. As similaridades entre células cancerigenas e
parasitarias sdo inimeras: ambos sdo autdbnomos, nao sujeitos a mecanismos regulares de
sinalizacdo, capazes de estabelecer um microambiente tecidual que permita a evasédo
imunoldgica e, consequentemente, refletir alteracbes funcionais de varias células inatas
(NARASIMHAN et al., 2018; OLIVEIRA, 2014).

A exemplo da viabilidade dessa percep¢do, Hoof van Huijsduijnen e colaboradores
(2013) avaliaram cinco classes de compostos antimalaricos com potencial acdo anticancer,

utilizando um painel de 91 linhagens celulares cancerigenas. Seus estudos confirmaram que
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trés classes (artemisinas, peroxidos sintéticos e inibidores de dihidrofolato redutase)
apresentaram potente atividade antiproliferativa, com valores de ICsp na faixa nM. Além
disso, em determinados casos, observou-se uma atividade sinérgica com outros farmacos
anticancer utilizados na clinica.

A partir dessa premissa, além de ressaltar o cancer como uma patologia multifatorial
caracterizada pelo crescimento e proliferacdo desordenada de células, apresentando-se como a
principal causa de morte em paises desenvolvidos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019), pode-se destacar a leishmaniose como uma parasitose de importancia clinica e social.
Essa esta associada a altos niveis de morbimortalidade e é ocasionada pela infeccdo ao
macréfago pelos protozoarios do género Leishmania, assumindo trés principais formas
clinicas (leishmaniose cutanea, mucocutanea e visceral) a depender da espécie do parasita
infectante, que variam em funcédo do tipo de lesdo causada, caracteristicas imunologicas e
moleculares (CAMARGO; BARCINSKI, 2003; READY, 2013; UPADHAYAY et al., 2018).

A quimioterapia atual associada a ambas as doencas apresenta-se limitada devido a
diferentes fatores, tais como a complexidade dos mecanismos moleculares do cancer e dos
parasitas, surgimento de resisténcia de células e cepas a medicamentos quimioterapicos, altos
custos, manifestacdo de reacOes adversas, alta toxicidade, entre outros (FORMARIZ et al.,
2004; SUNIL; KAMATH, 2017; UPADHAYAY et al., 2019). Nesse sentido, destaca-se
como prioridade, o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos quimioterapicos que
apresentem maior eficacia contra células tumorais e/ou parasitas, associada a uma menor
toxicidade.

Durante esse processo, as ferramentas computacionais biotecnoldgicas associadas aos
métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no desenvolvimento de novos
farmacos. O emprego dessas técnicas auxilia nesse processo desde seu uso na triagem virtual
até os estudos ndo clinicos na predicdo in silico do ADMET, tornando o processo de
descoberta e desenvolvimento de farméaco mais &gil, acessivel e menos laborioso (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; TANG et al., 2006).

Desse modo, a partir dessa premissa, levando-se em consideracao a potencialidade de
compostos com esse perfil quimico, esse trabalho propbe o desenvolvimento de compostos
hibridos pela juncdo de derivados tiossemicarbazonicos a diferentes anéis heterociclicos
nitrogenados, visando o esclarecimento da sua acdo in silico e in vitro para possivel aplicacdo

na quimioterapia anticancer e/ou antiparasitaria.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Planejar novos derivados tiossemicarbazonicos hibridizados a diferentes nucleos

heterociclicos nitrogenados, avaliar seus possiveis mecanismos de acdo por meio de estudos

in silico, realizar a sintese desses e avalia-los in vitro, propondo um provavel perfil

quimioterapico como potenciais antitumorais e/ou antileishmania.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desse trabalho envolverdo:

a)

b)

c)

d)

9)
h)

planejar compostos hibridos e realizar estudos de docking molecular com
potenciais alvos anticancer e antileishmania;

sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos
hibridos;

elucidar a estrutura quimica dos compostos sintetizados por meio de técnicas
espectroscopicas de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de *H e **C.
avaliar a atividade antiproliferativa in vitro frente a diferentes linhagens celulares
tumorais;

avaliar a atividade leishmanicida frente formas promastigotas de Leishmania
amazonensis e Leishmania infantum;

determinar a citotoxicidade dos compostos frente células humanas normais;
realizar estudos de predi¢dao farmacocinética in silico;

propor quimioterapicos mais ativos baseando-se nos resultados in silico e in vitro.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Quimica medicinal

3.1.1 Planejamento de farmacos

O processo de planejamento de farmacos refere-se a uma estratégia racional
empregada pela Quimica Medicinal para o desenho de novas entidades quimicas
biologicamente ativas se baseando, originalmente, no conhecimento prévio da estrutura e da
relevancia do alvo-terapéutico durante processos fisiopatoldgicos, estratégia essa denominada
de desenho de drogas baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés, structure-based
drug design) e, posteriormente, avancando para utilizagdo do conhecimento da estrutura do
ligante para o desenho racional da nova estrutura quimica ativa, estratégia conhecida como
desenho baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés, ligand-based drug design), ou
desenho racional baseado na estrutura farmacoforica de farmacos com estrutura e mecanismo
de acgdo elucidados, como no desenho de fa&rmacos baseado no fragmento (FBDD, do inglés,
fragmente-based drug design) (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

A primeira estratégia citada, SBDD, objetiva a obtencdo de moléculas ligantes com
atributos eletrostaticos e estereoquimicos necessarios para realizacdo de uma interacéo
farmaco-receptor de alta afinidade. Para tal, é fundamental a compreensdo da estrutura-alvo,
cujo arranjo tridimensional pode ser obtida por meio de técnicas como cristalografia de raio
X, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, ou até mesmo por técnicas
computacionais de homologia molecular a partir de uma proteina analoga, caso haja uma
indisponibilidade da estrutura-alvo visada. Dessa forma, é possivel identificar e analisar o
sitio ativo enquanto a suas propriedades eletrostaticas e sua topologia, incluindo a presenca de
fendas, cavidades e bolsGes (FERREIRA et al., 2015; KUMAR; JHA, 2017).

Os alvos envolvidos nesse processo geralmente sdo proteinas e acidos nucleicos
(MONTANARI; GAUDIO, 2011). Em doencas causadas por uma méa funcdo nas proteinas
humanas, moléculas desenhadas para agir sobre receptores acoplados a proteinas G (GPCRS)
representam pelo menos 25% dos farmacos encontrados no mercado, enquanto que compostos
gue agem modulando canais i6nicos, proteases, quinases e receptores nucleares correspondem

a 22%. Farmacos que visam esses alvos humanos objetivam modular a funcdo desses, em

.....
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patdbgeno ao se ligar a alvos essenciais para sobrevivéncia do mesmo, levando-o
subsequentemente a morte (ANDERSON, 2003).

Um dos potenciais alvos envolvidos na farmacologia quimioterapica € o DNA. Esse
pode ser definido como uma biomacromolécula organizada na forma de dupla hélice,
compreendendo fitas antiparalelas complementares compostas por fosfatos de agucares e
bases nitrogenadas ligadas entre si por pontes de hidrogénio. O enrolamento causado pela
conformacdo assumida pelo DNA, é ocasionado pela tendéncia da cadeia agucar-fosfato
anibnica se manter em contato com a solugdo aquosa do meio intracelular, enquanto que as
bases nitrogenadas, de natureza mais hidrofdbica, orientam-se para o interior, levando a
formacgdo de sulcos maiores e menores, que servem como alvos para reconhecimento de
proteinas e ligacdo com pequenas moléculas (ALI; BHATTACHARYA, 2014; BARRA;
NETO, 2015).

O conhecimento dessa estrutura favorece o planejamento e desenvolvimento de
farmacos que possam agir sobre ela, tendo-se estabelecido um perfil eletrdnico e estrutural
ideal para interacdo farmaco-alvo. As consequéncias desse tipo de mecanismo de acdo de um
farmaco envolvem as alteracGes nas propriedades estruturais da biomacromolécula, afetando a
sua transcricdo, replicacdo, expressdo de informagOes genéticas nas células e,
consequentemente, sua funcdo fisioldgica, impedindo o crescimento celular adequado
(ALMEIDA et al., 2017). A exemplo disso, temos 0s compostos capazes de interagir com a

molécula de DNA por meio de ligacdes ndo-covalentes (Figura 1).

Figura 1 - Modos de ligagdo com o DNA por interagGes ndo-covalentes

Intercalagio Interagio com os sulcos Interagdo eletrostatica Intercalagdo
"threading"

Fonte: Adaptado de Barra e Neto (2015).
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Assim como demonstrado na figura 1, esses compostos podem ser classificados de
acordo com o seu modo de interacdo detalhado em: (i) intercalacéo entre os pares de base pelo
sulco maior ou menor do DNA,; (ii) interagfes com os sulcos menor ou maior do DNA, (iii)
atracOes eletrostaticas com o esqueleto anidnico fosfato-aglcar; (v) intercalacdo threading
(RESCIFINA et al., 2014). Dentre esses mecanismos citados, podemos destacar as
intercalacdes entre as bases e as intera¢des aos sulcos como as mais elucidadas e abordadas.

Moléculas capazes de se intercalarem entre as bases de DNA apresentam, comumente,
uma estrutura poliaromatica planar com um heteroatomo de carga positiva inserido no sistema
de anéis ou na cadeia lateral (Figura 2). Sua estrutura planar de caracteristica mais hidrofobica
tera a tendéncia de se deslocar para o centro do DNA por influéncia da polaridade do meio,
interpondo-se entre o arranjo coplanar das bases nitrogenadas, e dessa forma, havera a
estabilizacdo do complexo farmaco-DNA por meio de interagdes do tipo eletrostaticas,
dipolo-dipolo, dispersdo de London e, especialmente, por emparelhamento de liga¢des 7. Essa
estabilizacdo resulta numa modificacdo nos angulos de torcdo entre os grupos agucar-fosfato,
causando alongamento (de aproximadamente 3.4 /f\), enrijecimento e desenrolamento da
hélice do DNA (IHMELS; OTTO, 2005; WHEATE et al., 2007).

Figura 2— Compostos intercaladores de DNA

T\«

Br N=

PO® S
P I W N
| H,N N NH,

N
07 NH TN

DACA Proflavina Brometo de etidio
N
NH J\/\/ ~ O
OCH
\ 3
= ~ N
Cl N

Quinacrina Fenantidrina Camptotecina

Fonte: Rescifina et al. (2014).



26

Enquanto isso, espécies quimicas que interagem com os sulcos do DNA s&o
preferencialmente compostas por pelo menos dois anéis, aromaticos ou heteroaromaticos, ndo
fundidos, geralmente na forma de meia-lua, que favorecam a modificacdo da conformacdo da
molécula para que a mesma possa se adaptar as curvaturas dos sulcos, associado a presenca de
grupos que se protonem em pH fisioldgico para formacéo de interagcGes mais fortes com as
bases nitrogenadas (Figura 3). Esses compostos apresentam tropismo pela regido dos sulcos
com maiores sequencias de adenina e timina, sendo que, moléculas maiores tendem a se ligar
aos sulcos maiores, enquanto que moléculas menores tendem a se ligar aos sulcos menores.
As interagdes envolvidas nesse tipo de mecanismo sdo, no geral, ligagdes de hidrogénio ou
eletrostaticas e, diferentemente dos compostos intercaladores, esses ndo induzem grandes
mudancas na conformacdo do DNA, entretanto, se demonstraram importantes na clinica como
agentes antitumorais e antibacterianos (ALMEIDA et al., 2017; IHMELS; OTTO, 2005;
KHAN et al., 2012; LAFAYETTE, 2016).

Figura 3 — Compostos que se ligam aos sulcos

.
+ NH
NH, NH, N dl
H,N H,N 2 J<_\
(0]
o 7 HN /
HN / HN / N
N N |
| | 7
(@]
O
i P HN HN
—
/N /N &
— — =
HN HN HN
2:0 (@) o
NH N TN AN
HNTXY N
H2N_<
.
NH, HTY, C|\/\N o}
Netropsina Distamicina A ') Talimustina

Fonte: Ali e Bhattacharya (2014).

Na auséncia da estrutura tridimensional do alvo elucidada, recorre-se ao conhecimento

das moléculas capazes de se ligar a estrutura bioldgica de interesse, a exemplo do LBDD.
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Estudos de relacdo estrutura atividade quantitativa 3D (3D QSAR) sdo largamente
empregados nesse proposito, no qual se utiliza de varias caracteristicas geomeétricas, fisicas e
descritores quimicos quanticos para descrever as propriedades tridimensionais dos ligantes.
Essa técnica possibilita a modelagem do farmaco6foro, que pode ser definido como a
orientacdo espacial tridimensional de varias caracteristicas importantes para interacdo
farmaco-receptor, tais como doadores ou aceptores de ligacdo de hidrogénio, que sdo
essenciais para a atividade bioldgica desejada (ACHARYA et al., 2011; APARQY; REDDY,;
REDDANNA, 2012).

Frequentemente, faz-se 0 uso de ambas as técnicas integradas para reunir informagoes
Uteis no planejamento de novas entidades quimicas, utilizando-se de sinergia e
complementariedade de conhecimentos entre as estratégias (ANDRICOPULO; SALUM,;
ABRAHAM, 2009; GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2008; GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010).

Adicionalmente, é valido ressaltar o FBDD como uma estratégia promissora que tém
surgido como uma alternativa para descoberta e otimizacdo de novos leads. Essencialmente, a
estratégia FBDD visa descrever e desenvolver ligantes de alta afinidade se baseando em
fragmentos que compreendem um composto com atividade elucidada. Assim, esse processo é
realizado ao identificar e otimizar os fragmentos individualmente, seguido de ligacéo ou fuséo
sintética para produzir a estrutura proposta de alta afinidade (HAJDUK, 2006).

Assim, partindo-se dessas ideias de planejamento do farmaco baseado numa estrutura
previamente descrita, é possivel o desenvolvimento e a realizacdo de modificacbes
moleculares do mesmo que possam favorecer suas propriedades farmacodindmicas e/ou

farmacocinéticas.

3.1.2 Estratégias de modificacdo molecular

Dentre as etapas desenvolvidas pela Quimica Medicinal para eleicdo de um novo
composto protétipo, apresentam-se como cruciais as estratégias de modificacdo molecular,
que incluem: bioisosterismo, homologacdo, simplificacdo e hibridacdo molecular (LIMA,
2007). Essas estratégias introduzem a possibilidade do desenho de analogos, os quais podem
produzir avangos terapéuticos pela possibilidade de obtencdo de farmacos com melhores
perfis de acdo farmacoldgicas e/ou de toxicidade (SILVA, 2013). Aqui destacamos trés
estratégias importantes que nortearam o desenvolvimento da proposta dos desenhos dos

candidatos a farmacos.
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3.1.2.1 Bioisosterismo

Bioisosterismo é uma estratégia de modificagdo molecular desempenhada pela
Quimica Medicinal, no desenho racional de novos compostos quimicos candidatos a
farmacos, que ocupa um lugar de destaque devido a sua grande versatilidade (BARREIRO;
FRAGA, 2008).

A estratégia baseia-se na substituicdo de um &tomo ou subunidade molecular por outro
atomo ou grupamento que apresente propriedades fisico-quimicas semelhantes, de forma que
0 composto substituido possa desempenhar uma atividade biolégica similar ao composto de
partida. Assim, as motivacdes envolvidas para o emprego do bioisosterismo podem estar
visando uma melhoria farmacocinética, ao modular as propriedades de absorcao, distribuicao,
metabolismo e eliminacdo, ou melhoria farmacodindmica, visando maximizar sua acdo, ao
aumentar sua seletividade e/ou poténcia (BARREIRO; FRAGA, 2008).

3.1.2.2 Simplificacdo molecular

Inicialmente idealizada e empregada no intuito de tornar a obtencdo de compostos de
origem natural mais acessivel, por meio do desenho de estruturas mais simples que
mantivessem a atividade farmacologica desejada, a simplificacdo molecular trata-se de uma
estratégia racional baseada no estudo da relagdo estrutura-atividade do composto-prototipo,
que permite a preservacdo das subunidades farmacoforicas previamente identificadas no
mesmo. Assim, essa estratégia visa diminuir ou simplificar as rotas sintéticas, a0 mesmo
tempo que mantém ou aumenta a atividade do composto inicial (BARREIRO, 2002;
CRISOSTOMO et al., 2005).

Um exemplo classico do emprego dessa estratégia encontra-se no planejamento do
farmaco antimalarico cloroquina (Figura 4). A partir da mepacrina, antimalarico da classe das
9-aminoacridinas, realizou-se a simplificacdo pela diminuicdo do sistema aromatico,
resultando na obtengéo da cloroquina (BARREIRO, 2002).
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Figura 4 — Processo de simplificagdo molecular
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Fonte: Barreiro (2002).

3.1.2.3 Hibridagao molecular

A hibridacdo molecular é uma estratégia racional de planejamento de farmacos no qual
a nova entidade quimica é baseada no reconhecimento e fusdo de subunidades farmacoforicas
de dois ou mais farmacos conhecidos com atividades e caracteristicas pré-selecionadas
(VIEGAS-JUNIOR et al., 2007). Essas moléculas hibridas poderao ser classificadas de acordo
com o ligante entre as subunidades, como: hibridos diretamente ligados, hibridos com ligantes

espacados, hibridos fundidos e hibridos mesclados ou sobrepostos (Figura 5) (PEDROSA et
al., 2017).
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Figura 5 — Exemplos praticos da aplicacdo da estratégia de hibridacdo molecular
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Fonte: Pedrosa et al. (2017). (A) Hibrido dihidroartemisina-quinina ligados diretamente um ao outro; (B)
Hibrido éster cinamico unido por ligagéo clivavel; (C) Hibrido metilmepiramina-cianoguanidina ligado por
ligacdo ndo-clivavel; (D) Hibrido fundido tiazol-tiadiazol; (E) Hibrido sobreposto 5-(4-hidroxifenil)-3-oxo-acido

pentanoico [2-(5-metoxi-1H-indol-3-il)-etil]-amida.

A estratégia em questdo € utilizada com os seguintes objetivos: (a) sinergismo de acao
farmacologica, onde o hibrido apresenta em sua estrutura unidades farmacoféricas ou de
farmacos inteiros que apresentam a mesma atividade farmacol6gica, mas atuam em alvos
bioguimicos distintos ou semelhantes; (b) terapia de dupla acdo farmacologica, em que as
subunidades unidas no hibrido apresentam atividades farmacoldgicas distintas, mas que
desempenham fungBes sinérgicas no quadro patoldgico em questdo, podendo também o
hibrido ser chamado de agente simbidtico; (c) modulacéo de efeitos secundarios indesejaveis,

no qual ha a unido de um farmaco ou unidade farmacofdrica, que ira desempenhar a acao
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farmacoldgica e produzir uma acdo secundaria indesejavel, com o segundo farmaco ou
unidade farmacoforica, que agira no intuito de minimizar ou anular o efeito secundario
indesejado provocado pelo primeiro (ARAUJO et al., 2015; NEPALI et al., 2014).

Assim, ao fazer uso dessa estratégia, considerando que os compostos ou subunidades
utilizados j& apresentam propriedades fisico-quimicas, farmacoldgica, toxicoldgica e
mecanismo de acdo conhecidos, é possivel a obtencdo de uma quimioteca de estruturas
hibridas homologas, tornando o processo de desenvolvimento de farmacos mais eficaz e mais
rapido (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

3.1.3 Estratégias computacionais aplicadas a quimica medicinal

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos € laborioso,
especialmente se o tempo e dinheiro forem levados como principais fatores influenciadores.
De acordo com Prasad e Mailankody (2017), a quantidade de investimento aplicado na
obtencdo de um novo farmaco varia de 320 milhdes a 2.7 bilhGes de ddlares americanos
durante um periodo de tempo que varia de 6 a 15 anos. Estima-se que 55% desse investimento
seja utilizado durante os testes clinicos, entretanto muitos candidatos a farmacos se mostram
ineficientes nos estagios finais do teste, de forma que hd uma perda consideravel dos recursos.
Assim, a utilizacdo de novas tecnologias se torna imprescindivel nos processos de descoberta
de novos farmacos, visando reduzir o tempo, o0s custos e evitar os riscos de falhas
(SHEKHAR, 2008; XIANG et al., 2012).

O desenho de farmacos assistido por computador (CADD, computer-aided drug
design) utiliza de ferramentas computacionais para descobrir, desenvolver e analisar farmacos
e moléculas biologicamente ativas (KUMAR; JHA, 2017). Essa estratégia pode ser utilizada
em varias etapas do desenvolvimento de novos farmacos, desde a identificacdo do alvo até a
descoberta do composto lead, de forma que as informacdes obtidas pelo estudo computacional
permitem uma analise rapida da atividade bioldgica versus propriedades fisico-quimicas de
uma série de compostos, bem como da otimizagdo do composto lead até os testes pré-clinicos
ou clinicos (Esquema 1) (CARVALHO et al., 2003; XIANG et al., 2012).
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Esquema 1 — Estagios da descoberta de farmacos

CADD

¢ Bioinformatica; ¢ Druggability ¢ Desenho da * QSAR; 3D- e Predigdo in
Docking do alvo; biblioteca; De QSAR; silico
reverso; Ferramenta de novo design; Otimizagdo ADMET;
Predigdo da desenho do Farmacoféro; baseada no Simulagdes
estrutura da composto. Flexibilidade alvo PBPK
proteina. do alvo

Fonte: Adaptado de Tang et al. (2006).

Dentre as estratégias mais utilizadas nos estagios iniciais do desenvolvimento de
novos farmacos, encontram-se a utilizacdo de ferramentas que delineiam o perfil
farmacodindmico da molécula frente a determinados alvos biologicos bi e tridimensionais, e

que predizem o comportamento farmacocinético da mesma.

3.1.3.1 Modelagem molecular

Segundo a IUPAC, modelagem molecular compreende a investigacdo das estruturas e
das propriedades moleculares por meio da quimica computacional e as técnicas de
visualizacdo gréafica, fornecendo uma representagdo tridimensional, sob um dado conjunto de
circunstancias (SANT’ANNA, 2002). Assim, de uma perspectiva mais detalhada, a
modelagem molecular pode ser definida como um conjunto de técnicas computacionais que
utilizam das leis da fisica, associadas a dados experimentais, que podem ser usados para
analisar moléculas, incluindo nimero e tipos de atomos, natureza das ligacGes, comprimentos
de ligacdo, angulos e angulos diedricos, energia molecular, otimizacdo de geometria, entalpia,
frequéncia vibracional de sistemas moleculares, nucleofilia e eletrofilia, potenciais
eletrostaticos e previsao de propriedades moleculares e biolégicas para entender as relacdes
estrutura-atividade durante o processo de desenho de farmacos (SALEH; ELHAES;
IBRAHIM, 2017).

Desse modo, partindo da ideia inicial do planejamento do farmaco, ressaltado

anteriormente (topico 3.1.1), essas ferramentas computacionais se mostram totalmente
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relevantes. A estratégia de planejamento SBDD, originando-se da estrutura tridimensional do
alvo, permite, durante os estudos in silico, a obtencdo e identificacdo de potenciais ligantes
por meio das suas caracteristicas eletrostaticas e estereoquimicas que proporcionam alta
afinidade com o receptor. Esses processos sao seguidos da sintese e avaliacdo bioldgica, por
meio de diversas plataformas, dos compostos mais promissores de acordo com o estudo in
silico (FERREIRA et al., 2015).

Dentre as técnicas inclusas na modelagem molecular, podemos ressaltar o docking
molecular. Trata-se de um método, utilizado tanto no processo de planejamento como
desenvolvimento de novos farmacos, que objetiva simular o processo de interacdo farmaco-
receptor, antecipando a orientacdo favoravel do ligante frente ao alvo durante a formacéo de
um complexo estavel, a partir da qual é realizada a quantificacdo por meio de funcbes de
pontuacdo ou scores, baseando-se na forca ou afinidade de ligacdo entre o ligante e o alvo
(CHAUDHARY; MISHRA, 2016).

A afinidade do ligante com o sitio ativo do alvo ocorre por complementariedade
quimica, envolvendo influéncias entropicas e entalpicas, tais como: flexibilidade das
estruturas quimicas envolvidas; efeito do ambiente proteico na distribuicéo eletrénica ao redor
do ligante; interacdo de ambos com as moléculas de &gua do ambiente, dentre outros
(ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006).

Os softwares mais utilizados atualmente para executar essa ferramenta sdao: DOCK,
FlexX, GOLD, GLIDE e AutoDock. Esse ultimo é um programa que combina o campo de
forca de energia livre empirica com o algoritmo genérico Lamarquiano, proporcionando uma
predicdo rapida das conformac6es do ligante capazes de se ligar ao alvo com maior eficiéncia
por meio das energias livres de ligacdo obtidas (ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006;
MORRIS et al., 2009).

3.1.3.2 Predicao farmacocinetica in silico

Assim como a predicdo das propriedades farmacodindmicas, a predicdo das
propriedades farmacocinéticas por meio de ferramentas in silico tem sido utilizada como uma
alternativa valida para os procedimentos experimentais de predicdo do ADME (Absorcéo,
Distribuicdo, Metalismo e Excrecdo), especialmente nos estagios iniciais do desenvolvimento
do farmaco, tendo em vista que a realizacdo desses estudos inicialmente reduz drasticamente
as falhas associadas a farmacocinética durante as fases clinicas finais (DAINA; MICHERLIN;
ZOETE, 2017; HAY etal., 2014).
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O uso de modelos in silico ADME fornecem uma alternativa de caracterizagdo do
potencial dos compostos lead em um espa¢o de tempo mais curto e com uma menor utilizacdo
de recursos financeiros, quando comparado as alternativas de ensaios in vitro e in vivo. Esses
modelos sdo Uteis no desenvolvimento de correlagcdes adequadas entre estruturas quimicas e
propriedades de ADME para aumentar a solubilidade, absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
excregdo e, consequentemente, parametros clinicos, como meia-vida, estabilidade e eficacia
terapéutica. Neste contexto, modelos in silico devem ser projetados permitindo que a triagem
de compostos seja baseada em seu provavel comportamento farmacocinético e eliminando
candidatos a farmacos néo viaveis (HONORIO; MODA; ANDRICOPULO, 2013).

Assim, uma grande variedade de métodos in silico compartilha o objetivo de prever
parametros ADME a partir da estrutura molecular do candidato a farmaco. Destaca-se o
trabalho pioneiro de Lipinski e colaboradores (1997), que envolveu o exame de compostos
oralmente ativos para definir as faixas de valores de propriedades fisico-quimicas favoraveis
para uma alta probabilidade desses se tornarem medicamentos orais. Os autores propuseram
valores ideais de quatro pardmetros: peso molecular (< 500 g mol™), coeficiente de particdo
octanol/agua (LogP) (< 5), nimero de doadores de ligacao de hidrogénio (< 5) e numero de
aceptores de ligagdo de hidrogénio (< 10). Essa é denominada como regra dos cinco e delineia
a relacdo entre os parametros farmacocinéticos e fisico-quimicos (DAINA; MICHERLIN;
ZOETE, 2017).

De acordo com Tian e colaboradores (2015), dentre 1543 farmacos aprovados pelo
FDA e depositados no Drugbank, 1318 (85,4%) obedecem a regra dos cinco. Desde enté&o,
uma variedade de “regras praticas” com um intuito semelhante a “regra dos cinco” foram
desenvolvidas. Por exemplo, analisando as 6.304 moléculas do banco de dados
Comprehensive Medicinal Chemistry (CMC), Ghose e colaboradores (1999) descobriram que
mais de 80% dos compostos satisfazem as seguintes faixas de qualificacdo: AlogP entre -0,4 e
5,6; peso molecular entre 160 e 480 g mol™; refratividade molar variando entre 40 e 130;
numero total de atomos entre 20 e 70. Adicionalmente, dentre as regras desenvolvidas,
encontra-se a regra de REOS, que utiliza de seis parametros: peso molecular de 200 a 500 g
mol™; logP entre -5 a 5; nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio de 0 a 5; nimero de
aceptores de ligacdo de hidrogénio variando entre 0 a 10; numero de cargas formais de -2 a 2;
namero de ligac@es rotativas de 0 a 8. Além disso, 0 REOS também permite que 0s usuarios

removam compostos com fragmentos reativos, toxicos e indesejaveis, usando mais de 200
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filtros de grupamentos funcionais (LAW et al., 2014, WALTERS; STAHL; MURCKO,
1998).

Além desses parametros inclusos nas regras, também é realizado um enfoque em
relacdo ao metabolismo dos farmacos. Essa etapa envolvida na farmacocinética do farmaco
consiste, geralmente, em um processo de duas fases. Na fase I, as moléculas sdo
funcionalizadas no figado humano (metabolismo hepético) através de reacBes de oxidacdo,
reducdo e hidrolise catalisadas por enzimas pertencentes a superfamilia do citocromo P450
(CYP). Em humanos, esta superfamilia de enzimas heme-tiolato compreende 14 familias
conhecidas contendo aproximadamente 57 isoformas diferentes, em particular, as enzimas
CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 e CYP2C19, que sao responsaveis pela maioria do metabolismo
de todos os farmacos (ESTABROOK, 2003; GUENGERICH, 2004; LI, 2001). Assim, o
metabolismo envolvendo as enzimas do CYP é extensamente estudado em estudos in silico.

J& na fase Il, os metabolitos gerados na fase | sofrem reagdes de conjugacdo com
pequenos grupos enddgenos polares (por exemplo, acido glicurbnico, sulfato, metionina,
cisteina ou glutationa) para produzir metabolitos solGveis em &gua que sdo facilmente
excretados na urina e na bile. As enzimas envolvidas na fase Il incluem a glicuronosil
transferase (UGT) dependente de UDP, fenol sulfotransferase (PST), sulfotransferase
estrogénica (EST) e glutationa-S-transferase (GST) (HONORIO; MODA; ANDRICOPULO,
2013; YENGI; LEUNG; KAO, 2007).

Embora sejam teécnicas excepcionalmente Uteis, tanto do ponto de vista
farmacocinético como farmacodindmico, elas sdo apenas auxiliares e ndo podem substituir

totalmente 0s ensaios in vitro e in vivo.

3.2 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas constituem uma classe de moléculas, também designadas como
bases de Schiff, de notavel interesse quimico e biolégico. Apresentam, em sua estrutura,
grupamentos doadores de elétrons (atomo de enxofre e nitrogénio, principalmente iminico), o
que lhes confere uma grande caracteristica de compostos ligantes. A figura 6 mostra a
estrutura geral desses compostos (MATSA et al., 2019; MROZEK-WILCZKIEWICZ et al.,
2019).
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Figura 6 — Estrutura geral das tiossemicarbazonas

R1-R5 = H, grupos alquila ou arila
Fonte: Sousa-Pereira et al. (2013).

A reacdo de obtencdo desse composto comumente € realizada por meio de uma
condensacdo quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou cetonas, em meio
alcodlico sob refluxo e quantidades cataliticas de acido. Assim, apresentam-se como
vantagens dessa reacdo a alta quimiosseletividade, versatilidade e rapidez, apresentando
geralmente altos rendimentos. O esquema 2 apresenta uma analise retrossintética que expde
0s métodos de preparacdo das tiossemicarbazonas, levando-se em considera¢do os métodos de
obtencdo indireta, onde h& a preparacdo prévia das tiossemicarbazidas, utilizando hidrazina
(NH,-NH,) e diferentes reagentes (TENORIO et al., 2005).

Esquema 2 — Andlise retrossintética de compostos tiossemicarbazénicos
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Fonte: Tendrio et al. (2015).

A estrutura basica das tiossemicarbazidas e das tiossemicarbazonas é semelhante,
principalmente ao considerar que ambas apresentam em sua estrutura 4tomos dos mesmos

elementos quimicos. Entretanto, a tiossemicarbazona diferencia-se da tiossemicarbazida
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devido a presenca do grupamento azometino (C=N), formado durante a reacdo de
condensacdo com compostos carbonilados (SOUSA-PEREIRA et al., 2013).

Assim como as tiossemicarbazidas, as tiossemicarbazonas apresentam-se como
sistemas com alta deslocalizacdo eletrbnica, especialmente quando ha& grupamentos
aromaticos ligados ao carbono da imina. Desse modo, podem coexistir na forma tiona ou tiol
em equilibrio tautomérico (Figura 7) (TENORIO et al., 2005).

Figura 7 — Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas
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Fonte: Tendrio et al. (2015).

Os compostos derivados tiossemicarbazonicos apresentam um amplo espectro de acéo
bioldgica, sendo conhecidos como promissores farmacos com atividade antitumoral
(SOARES et al., 2012; WANG et al., 2017), antimicrobiana (AQUINO et al., 2008; SENS et
al., 2018), antiviral (SANTACRUZ et al., 2017; SEBASTIAN et al., 2008), antifingica
(THANH et al., 2016) e antiparasitaria (MATSA et al., 2019).

O mecanismo de agdo desempenhado por esses compostos quimicos ainda ndo é
totalmente elucidado, devido a variedade de mecanismos que possam estar envolvidos, como:
desativacdo da enzima ribonucleotideo redutase (RR), inibicdo do ciclo celular, geracdo de
espécies reativas de oxigénio, quelacdo de ions de metais essenciais e interferéncia na acdo
das proteinas que sdo cruciais no processo de vida e morte da célula, como a topoisomerase II.
Propde-se que seu mecanismo de ac¢do envolvendo a topoisomerase seja pela estabilizagéo do
complexo entre topoisomerase Il e DNA pela alquilagdo do grupamento tiol no complexo
topo 1I-DNA (MROZEK-WILCZKIEWICZ et al., 2019; SIQUEIRA et al, 2019).

Nesse sentido, realizando-se um enfoque na atividade inibitdria de topoisomerase, €
possivel compreender a importancia dessas num contexto fisiopatologico. Essas sdo enzimas
presentes durante os processos que requerem o desenrolamento das fitas de DNA, sendo
responsaveis pela quebra transitoria da mesma, promovendo um consequente relaxamento da
cadeia de dupla heélice. As topoisomerases podem se diferenciar, primariamente, de acordo

com o mecanismo de acdo desempenhado em: topoisomerases |, responsaveis pela quebra de
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uma fita de DNA, e topoisomerases I, que promovem a clivagem de ambas as fitas
(POMMIER et al., 2010). Essas sdo capazes de manipular as fitas de DNA com grande
velocidade e fidelidade, realizando sua atividade catalitica por meio de um ataque nucleofilico
do residuo catalitico tirosil a ligacdo fosfodiéster existente entre os nucleotideos da fita de
DNA, resultando em uma ligacdo covalente entre o fosfato e a tirosina (Figura 8)
(POMMIER, 2009).

Figura 8 - Mecanismo de relaxamento desempenhado pela topoisomerase | sobre a fita de

DNA
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Fonte: Adaptado de Pommier et al. (1998).

Devido sua notavel importancia fisiol6gica durante os processos a nivel celular, essas
enzimas tornaram-se potenciais alvos quimioterapicos. A alteracdo na atividade padrdo dessas
resulta em significantes efeitos geno e citotoxicos, sejam eles pelo mecanismo de acgédo
desempenhado pelos “venenos de topoisomerase”, que induzem a formagao de intermediarios
prejudiciais ao metabolismo celular pelo aumento exacerbado de quebras sucessivas as fitas,
induzindo eventos mutagénicos e letais; ou pelo mecanismo desenvolvido pelos inibidores
cataliticos, que inibem a acdo da topoisomerase, causando uma consequente quebra das fitas
de DNA pela supertorcdo e superhelicoidizacdo (ALMEIDA et al., 2017; DEWEESE et al.,
2009; DEWEESE; OSHEROFF, 2009).

Assim, esses farmacos podem se tornar mais seletivos as células cancerigenas,
parasitarias ou bacterianas devido a trés fatores: (i) as células citadas apresentam alto nivel de
replicacdo, o0 que as tornam mais suscetiveis ao ataque de farmacos que visam a
topoisomerase, havendo um favorecimento na conversdo da clivagem causada pela
topoisomerase em uma clivagem permanente; (ii) as células cancerigenas possuem uma maior
concentracdo de topoisomerases | (mais incidentes em linhagens celulares de cancer de colo)
e Ilo (mais incidentes em linhagens celulares de cancer de mama e de ovario), o que implica

num maior aporte de enzimas para serem atacadas pelos “venenos de topoisomerase”; (iii) as
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celulas cancerigenas, diferentemente das células normais, apresentam checkpoints
defeituosos, tornando-as também mais sensiveis aos efeitos dos “venenos de topoisomerases”
(DEWEESE et al., 2009; MOURA, 2009).

Atualmente, a atividade antitumoral das tiossemicarbazonas tém sido a mais
investigada. Nesse sentido, Almeida e colaboradores (2015) realizaram a sintese e avaliagcdo
do perfil antitumoral e intercalador de DNA de derivados acridinicos-tiossemicarbazénicos
(Figura 9). Os resultados evidenciaram o potencial desses compostos com essa atividade
farmacoldgica, evidenciando o DNA como um dos alvos envolvidos nessa acdo.
Posteriormente, Silva Filho e colaboradores (2019) realizaram a avaliagdo in silico e in vitro
da atividade inibitoria de compostos desses frente a enzima topoisomerase Ilo. humana. As
moléculas avaliadas apresentaram a capacidade de inibir a enzima em ambos os modelos
experimentais, com valores comparaveis a amsacrina, farmaco intercalador de DNA e inibidor
de topoisomerase Ilo, posteriormente comentada no topico 3.3. Os resultados detalhados
desses artigos sdo posteriormente comentados detalhadamente durante os resultados e
discussdes (topico 5), tendo em vista que essas moléculas acridinicas-tiossemicarbazoénicas

serviram como compostos-protétipos para o desenvolvimento desse trabalho.

Figura 9 — Estrutura geral dos derivados acridinicos-tiossemicarbaz6nicos

Fonte: Almeida et al. (2015)

Varios candidatos a farmacos tiossemicarbazonicos com atividade antitumoral estéo
iniciando a fase clinica (NCT02688101, NCTO00004213, NCT02433626). A titulo de
exemplo, o composto Triapina (3-AP) (Figura 10) foi investigado enquanto a sua atividade
anticancer no tratamento de leucemia, cancer de pulmao, rins, prdstata, pancreético, entre
outros, durante as fases de testes clinicos I e 1. Esse composto foi sintetizado e testado como
um potente inibidor de RR. Resultados in vitro mostraram a capacidade desse composto em
inibir o crescimento de linhagens cancerigenas sensiveis e resistentes a hidroxiureia, incluindo
linhagens de leucemia L1210 (ICso = 1.3 pM), associado a uma baixa toxicidade, mostrando-

se assim mais ativo que a hidroxiureia, farmaco ja utilizado na quimioterapia do céancer.
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Adicionalmente, os resultados clinicos indicaram que esse composto sozinho, ou em
combinagdo (com gencitabina, cisplatina ou radiacdo), inibe o crescimento de diferentes tipos
de tumores (NSC #663249, IND # 68338) (FINCH et al., 1999; MROZEK-WILCZKIEWICZ
etal., 2019; PUBCHEM, 2019; SIQUEIRA et al, 2019).

Figura 10 - Estrutura quimica da triapina
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Fonte: PubChem (2019).

Uma série de novos derivados tiossemicarbaznicos baseados na nopinona foram
desenvolvidos, sintetizados e avaliados quanto a sua atividade antitumoral frente a linhagens
celulares de cancer de mama (MDA-MB-231), carcinoma cervical (HeLa) e hepatocarcinoma
(SMMC-7721) por Wang e colaboradores (2017). Desse modo, 18 compostos foram testados
in vitro frente as trés linhagens de células cancerigenas e frente a fibroblastos de pulméo
embrionario normal humano (HIf-1). Entre esses, o composto 4i (Figura 11) se apresentou
como 0 composto mais ativo, com valores de 1Csy de 2.79 £ 0.38 (MDA-MB-231), 2.64 +
0.17 (SMMC-7721) e 3.64 £ 0.13 uM (HelLa), além de ndo manifestar toxicidade frente a
linhagem HIf-1 (>40 uM). Ademais, a analise de ciclo celular indicou que o composto 4i é
capaz de causar parada no ciclo celular da linhagem MDA-MB-231 na fase G2/M, indicando
que a acao do composto ocorre preferencialmente durante a fase mitética ou durante o periodo
que a antecede. O ensaio duplo de coloracdo, anexina V-FITC/7-AAD, também revelou que o
composto 4i induziu a apoptose precoce de células MDA-MB-231.
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Figura 11 — Estrutura quimica do composto 2-(3-(4-metoxibenzilideno)-6,6-

dimetilbiciclo[3.1.1]heptan-2-ilideno)-N-fenilhidrazina-1-carbotioamida (4i)
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Fonte: Wang et al. (2017).

Yee e colaboradores (2017) objetivaram o desenvolvimento de uma série de novos
derivados hibridos fenoxodiol mono e dissubstituidos com tiossemicarbazonas (Figura 12).
Esses compostos foram avaliados frente a células de neuroblastoma (SKN-BE(2)C), cancer de
mama (MDS-MB-231) e glioblastoma (U87). Os compostos monossubstituidos mostraram
resultados mais promissores em todas as linhagens celulares, destacando-se o composto 5¢g
frente a linhagem SKN-BE(2)C, com valor de Glsy de 1.9 uM. Dessa forma, cinco desses
compostos (5d-5h) foram escolhidos para avaliar sua toxicidade frente a fibroblastos de
pulmdo normal humano (MRC-5) e, dois desses hibridos (5d, 5¢) apresentaram seletividade
superior a células cancerigenas quando comparadas ao fenoxodiol, sendo os valores de IS =
3.5, 2.9 e <1, respectivamente. Os resultados sugerem que a estratégia de hibridacédo
molecular aplicada no planejamento dessas moléculas foi viavel, demonstrando a obtencéo de

promissores farmacos antitumorais.

Figura 12 — Compostos hibridos fenoxidiol-tiossemicarbazona
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5h: R, = H, R, = p-metodxi-fenil

Fonte: Yee et al. (2017).

Visando a obtencdo de compostos tiossemicarbazonicos com atividade antileishmania,

Temraz e colaboradores (2018) realizaram a sintese de uma série de compostos
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tiossemicarbazoénicos hibridizados ao ndcleo triazol. Esses foram avaliados frente a formas
promastigotas de Leishmania major e a grande maioria das moléculas apresentaram-se mais
ativas que o farmaco de referéncia, o miltefosine (ICso = 7.8 uM). Os compostos 2 e 10a
(Figura 13), especialmente, apresentaram valores de 1Cs; de 227.4 e 140.3 nM,
respectivamente. Realizou-se, para essas moléculas, a avaliacdo da atividade antiamastigota,
apresentando 1Csp de 1.4 e 1 pM, sendo assim 6 e 8 vezes mais ativos que o miltefosine (1Csg
= 8.09 uM), respectivamente. Eles mostraram ser seguros em um representante de linhagens
celulares de mamiferos (linhagem celular VERO) com indices de seletividade superior a
3000.

Figura 13 - Compostos derivados tiossemicarbazonicos 2 e 10a
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Fonte: Temraz et al. (2018).

Ainda visando essa atividade farmacologica, Da Silva e colaboradores (2017)
avaliaram o perfil antileishmania e imunomodulador de moléculas tiossemicarbazonas
arilicas. Os valores de ICso em formas promastigotas de L. amazonensis variaram de 3.5 a
87.5 UM, e de 18.3 a 40.3 uM em formas amastigotas de L. amazonensis, sendo 0s compostos
TS03 e TS06 os mais ativos para as respectivas formas bioldgicas do parasita (Figura 14). No
entanto, diferentemente da anfotericina B, farmaco de referéncia utilizado durante o
experimento, estes compostos exibiram baixa citotoxicidade em relacdo as células
hospedeiras. Além da atividade antiparasitaria observada, 0s compostos exibiram
propriedades moduladoras na secre¢do de citocinas e no teor de nitrito a partir de macréfagos

ndo infectados e infectados por L. amazonensis. Dessa forma, os resultados obtidos nesse
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estudo confirmam a importancia dos compostos tiossemicarbazonicos como potenciais

farmacos antiparasitarios.

Figura 14 - Estrutura geral dos derivados tiossemicarbazonas arilicas
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Fonte: Da Silva et al. (2017).

3.3  Compostos acridinicos

As acridinas, benzo[b]quinolina, dibenzo[b,e]piridina, 2,3,5,6-dibenzo-piridina ou 10-
azaantraceno, compreendem moléculas planares contidas em um sistema policiclico, com um
heterodtomo de nitrogénio em sua estrutura, consideradas como promissores agentes
quimioterapicos (Figura 15) (LAFAYETTE et al., 2013; SCHMIDT et al., 2015).

Figura 15 — Nucleo acridinico
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Fonte: Sanchez et al. (2006).

Os derivados acridinicos tém sido largamente estudados em relacdo a varios aspectos,
incluindo estratégias de sintese, caracterizagdo fisico-quimica, caracterizacdo estrutural e
avaliacdo da atividade biologica frente a diferentes patologias e patogenos (GOOCH; BEAL,
2004; KUMAR; KUMAR; PRASAD, 2013).

Com caracteristicas fisico-quimicas como ponto de fusdo de 110°C, ponto de ebulicdo
de 346°C, caracteristica levemente béasica e pKa de 5,6, esses compostos apresentam estrutura
que os fornece um amplo espectro de acdo bioldgico, caracterizando-os como potenciais

agentes antitumorais, antibacterianos, antiparasitarios, antifungicos, entre outros
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(CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA; KOLODZIEJCZYK, 2011; GIRAULT et al., 2000;
GUETZOYAN et al., 2009; KAYA,; YILDIRIR; CELIK, 2015; KUMAR; KAUR; KUMARI,
2012).

Essas atividades sdo atribuidas a diversos mecanismos de acdo, como inibicdo de
topoisomerase, telomerase, glicoproteina-P, proteinas quinase, entre outros. Entretanto, esse
nucleo heterociclico destaca-se quanto a sua capacidade de interagio com DNA,
principalmente pelo mecanismo de intercalacdo, que ocorre por meio da inser¢do dos seus
anéis planares entre as bases de DNA (ALMEIDA et al., 2015; BELMONT et al., 2007).

Derivados acridinicos, tais como a amsacrina (m-AMSA) (Figura 16), derivado da 9-
anilinoacridina, exibem potente atividade citotoxica. De acordo com Sanchez et al. (2006),
esse composto em questdo é considerado uma das primeiras drogas intercaladoras de DNA a

ser considerada com inibidora de topoisomerase II.

Figura 16 — Estrutura quimica da amsacrina

0]

H3coj©/ NH-:s:,—CH3
o)
HN
L
~
N

Fonte: Ketron et al. (2012).

A m-AMSA tem sido utilizada na clinica desde 1976 como um agente antileucémico,
sendo empregada no tratamento de leucémias linfociticas e ndo linfociticas, a exemplo de
linfomas de Hodgkin’s e ndo Hodgkin’s. Além disso, estd inclusa em diversos ensaios
clinicos visando seu uso no tratamento de canceres hematoldgicos. Entretanto, seu uso
apresenta limitacOes, tais como: efeitos adversos, estando associado ao desenvolvimento de
radicais livres; desenvolvimento de resisténcia medicamentosa e baixa biodisponibilidade.
Tais limitantes impulsionam estudos envolvendo a modificacdo molecular desse composto,
objetivando obter novos derivados acridinicos com perfil farmacoldgico mais satisfatorio
(BELMONT et al., 2007; KETRON et al., 2012; SANCHEZ et al., 2006).

Desse modo, visando a obtencdo de novas moléculas baseadas na estrutura da m-

AMSA, Almeida e colaboradores (2016) realizaram a sintese de compostos espiro-acridinicos
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inéditos, por meio de uma reacgdo de condensacdo dos intermediarios N-acilidrazonicos com o
nucleo acridina-9-carboxaldeido, seguidos de um processo de ciclizacdo espontanea (Figura
17). Duas moléculas foram obtidas e avaliadas quanto a sua atividade antiproliferativa,
interacdo com ctDNA e inibi¢do de topoisomerase I ¢ Ila. A atividade antiproliferativa foi
realizada utilizando-se 10 linhagens celulares, onde os compostos AMTAC-01 e AMTAC-02
apresentaram-se mais ativos frente a linhagem celular de cancer de prostata e melanoma, com
valores de Glsp = 6.03 e 0.77 UM, respectivamente (Figura 17). Estudos de interagdo com
DNA resultaram em Kb= 10* M, valor caracteristico de compostos intercalantes de DNA, de
acordo com os parametros apresentados por lhmels e Otto (2005). Além disso, ambos,
especialmente a AMTAC-02, apresentaram inibicdo a topo Ila comparavel a m-AMSA.
Embora ndo tenham apresentado perfil inibidor de topo I, essas moléculas apresentaram-se
como promissores candidatos a farmacos antitumorais.

Dando seguimento aos estudos com o0s compostos espiro-acridinicos, Gouveia e
colaboradores (2018) realizaram a sintese de nove novos derivados espiro-acridinicos e
avaliaram suas propriedades como agentes intercalantes de DNA, inibidores de topoisomerase
Ilo. e sua interagdo com albumina de soro bovino (BSA). Os resultados evidenciaram o
composto AMTAC-06 como uma entidade promissora e deve servir como um composto lead
no desenvolvimento de novas entidades quimicas capazes de se ligar ao DNA e a proteinas
plasmaticas, bem como inibir a topoisomerase Il humana, mecanismo no qual a molécula em
questdo provocou 84,34% de inibicdo em comparacdo aos controles positivos utilizados
(Figura 17).

Figura 17 — Processo de ciclizagdo espontanea em derivados espiro-acridinicos

AMTAC-01: R=H
AMTAC-02: R=4-OCHj,
AMTAC-06: R=4-CI

Fontes: Almeida et al. (2016); Gouveia et al. (2018).
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Visando a obtencdo de derivados acridinicos com potencial atividade antileishmania,
Serafim e colaboradores (2018) realizaram a sintese de duas séries de novos derivados
hibridos tiofénicos-acridinicos (ACTo e ACSy-ACSy7) e os avaliaram frente a formas
promastigotas de Leishmania amazonensis. Os resultados mostraram uma boa atividade
antipromastigota dos compostos da série ACS, associado a um alto indice de hemdlise > 1000
UM, em especial os compostos ACS01 e ACS02 (Figura 18), cujo apresentaram resultados
melhores do que os farmacos de controle positivo (antimonais tri e pentavalentes), com
valores de ICsy de 9.60+£3.19 e 10.95+£3.96 UM, respectivamente. Esses foram selecionados
para posterior avaliagcdo da atividade em cepas resistentes de L. amazonensis, resultando em
ICs0s de 14.83+0.44 e 16.36x£1.72 uM, comprovando a efetividade desses compostos sob
cepas sensiveis e resistentes aos antimoniais trivalentes. Quando avaliados quanto a interacdo
com DNA, os compostos apresentaram Kb = 10* M™. Além disso, o estudo de docking
molecular evidenciou a interacdo da molécula com a enzima piruvato quinase de L. mexicana,
principalmente entre os residuos de aminoacido Asp 152 e o anel tiofénico, bem como uma
correlacdo entre os valores de plCso € a inibicdo da enzima em questdo. Desse modo, esse
estudo certifica a relevancia do uso de compostos acridinicos na busca por novos agentes

quimioterapicos para o tratamento da leishmaniose.

Figura 18 - Compostos hibridos tiofénico-acridinicos
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Fonte: Serafim et al (2018).

Duas novas séries de compostos acridinicos obtidas partindo da reacdo de acilagdo da
proflavina foram sintetizadas por Di Giorgio e colaboradores (2007). A atividade
antileishmania desses compostos foi mensurada frente a formas amastigotas e promastigotas

de L. infantum. O composto 3a (Figura 19) destacou-se por apresentar uma notoria atividade
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antipromastigota (ICsp = 1.1 uM) e antiamastigota (ICsp = 4.3 pM) associado a uma baixa
toxicidade contra mondcitos (ICsy = 110.3 puM). Os compostos foram avaliados frente DNA,
entretanto o mecanismo de interacdo com DNA ndo pareceu estar envolvido com a atividade

antileishmania desempenhada por esses.

Figura 19 - Derivado N-[6-(benzoamino)-3-acridinil]benzamida (3a)
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Fonte: Di Giorgio et al. (2007).

3.4 Compostos quinolinicos

A quinolina (Figura 20), também chamada de 1-aza-naftaleno ou benzo[b]piridina, é
uma molécula caracterizada por conter um benzeno fundido com uma piridina em dois &tomos
de carbonos adjacentes, possuindo a formula molecular de CqH;N. Apresenta-se como um
liquido amarelo oleoso, com caracteristicas higroscépicas, ligeiramente solivel em agua e
solivel em alcool, éter e outros solventes organicos. Além disso, sdo caracteristicas dessa
molécula apresentar um peso molecular de 129.16, log P de 2.04, pKb de 4.85 e pKa de 9.5
(JAIN et al., 2016; MARELLA et al., 2012).

Figura 20 — Estrutura geral da quinolina
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Fonte: Kumar, Bawa, Gupta (2009).

Assim como no aspecto quimico, o interesse pela atividade biologica dessas estruturas
é preeminente. Seu esqueleto apresenta varias propriedades farmacoldgicas, motivo pelo qual
tem atraido o interesse da quimica medicinal para obtencdo de compostos analogos adicionais
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para realizacdo de pesquisas do seu desempenho contra diversas patologias e patoégenos (JAIN
etal., 2016).

Sua relevancia farmacoldgica é refletida quali e quantitativamente ao levar-se em
consideracdo, por exemplo, farmacos quinolinicos que sdo encontrados no mercado, que
incluem: farmacos antimalaricos (quinona, quinidina, cloroquina, meflorquina, etc),
antibacterianos (ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina, etc), antivirais (saquinavir),
antihelminticos (oxamniquina), anestésicos locais (biducaina), antiasmaticos (montelukaste),
antitumorais  (camptotecina, irinotecano, topotecano, entre outros), antipsicéticos
(aripiprazolan, brexpiprazolan), antiglaucomas (cartiolol) e cardiotdnicos (vesnarinona)
(AFZAL et al., 2014).

Dessa forma, Chen e colaboradores (2013) desenvolveram e sintetizaram 14 novos
derivados fenil-quinolin-2-ona (12a-n) caracterizados pela ocorréncia de uma reacdo de
ciclizacdo intramolecular. Realizou-se a avaliacdo in vitro do perfil antiproliferativo desses
compostos frente a oito linhagens celulares de cancer. Nesta série, a molécula 12e (Figura 21)
demonstrou atividade antitumoral significativa e superior aos controles positivos (etoposideo
e 5-fluorouracil), com valores de ICs, de 0,4, 0,4, 0,4 e 0,9 uM contra as linhagens celulares
2774 (carcinoma ovariano), SKOV-3 (carcinoma ovariano), HL-60 (leucemia) e H460 (cancer
de pulmao), respectivamente. Além disso, avalia¢cBes adicionais foram realizadas com a
molécula em questdo para elucidacdo do seu mecanismo de ac¢do, onde resultados da analise
de separacdo de células ativadas por fluorescéncia (FACS) sugeriram que 12e induziu parada

do ciclo celular na fase G2/M acompanhada de apoptose em células HL-60 e H460.

Figura 21 - Estrutura do 6,7-metilenedioxi-4-(2,4-dimetoxifenil)quinolin-2(1H)-ona (12e)

Fonte: Chen et al. (2013).
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Forezi e colaboradores (2014) relataram a atividade inibitéria dos compostos 10-18
frente as linhagens cancerigenas ACP-03 (cancer gastrico), HCT-116 (carcinoma colorretal) e
MDAMB-231 (cancer de mama). Os compostos 16b e 17b (Figura 22) demonstraram
significante atividade citotdxica contra células de cancer gastrico, apresentando valores de
ICs0 de 1.92 e 5.18 uM, respectivamente. Além disso, ambos se apresentaram menos toxicos
que o controle positivo, doxorrubicina, frente a células normais (MRC-5) e ndo tdxicos frente
a eritrocitos. Ademais, experimentacdes de elucidacdo de mecanismo de acdo realizadas in

silico e in vitro indicaram a capacidade do composto 16b em inibir topoisomerase II.

Figura 22 — Compostos 4-oxoquinolinicos
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Fonte: Forezi et al. (2014).

Novos derivados quinolinicos (QuinDer) com potencial atividade antileishmania
foram desenvolvidos, sintetizados e avaliados frente L. amazonensis e L. braziliensis por
Coimbra e colaboradores (2016). O composto QuinDerl (Figura 23) apresentou atividade
antipromastigota frente as duas cepas (ICsp = 52.9+4.2 e 39.9+0.01 uM, respectivamente),
associado a geracdo elevada de niveis de ROS com poucas alteragdes na membrana
mitocondrial e mantimento da integridade da membrana do parasita em L. amazonensis. Esse
exibiu alta inibicdo da proliferacdo de formas amastigotas de L. amazonensis (ICso = 0.0911
KUM), sendo 139 vezes mais ativo que o composto controle positivo, miltefosine (ICso = 12.7
KUM). Adicionalmente, QuinDerl apresentou baixa citotoxicidade em macréfagos de murinho
e eritrécitos humanos, o que sugere que esse seja um potencial agente antileishmania eficaz e

seletivo.
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Figura 23 - Estrutura quimica do derivado quinolinico QuinDerl
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Fonte: Coimbra et al. (2016).

Do mesmo modo, Chanquia e colaboradores (2019) desenvolveram uma nova série de
2- e 3-arilaminoquinolinas para o combate as doencas negligenciadas: leishmaniose e
tripanossomiase. Derivados contendo fltor, 11b e 11c, foram mais do que duas vezes mais
potentes que a geneticina contra a forma promastigota intracelular de Leishmania mexicana
exibindo valores de ICsy de 41,9 uM. Além disso, que os compostos clorados e fluorados,
11b-11d (Figura 24), apresentaram valores comparaveis ao controle positivo, benzonidazol,
para forma epimastigota de Trypanosoma cruzi. Com relacdo ao provavel modo de acédo, 0s
derivados de quinolina analisados interagiram com a hemina, inibindo sua degradacao e
gerando estresse oxidativo que ndo é neutralizado pelo sistema de defesa antioxidante do
parasita. As moléculas ndo apresentaram toxicidade em células Vero. Assim, esses derivados
da quinolina sdo exemplos interessantes de agentes antiparasitarios eficazes com excelente
potencial, ndo apenas como compostos leads, mas também para realizacdo de estudos

posteriores in vivo.

Figura 24 - Moléculas quinolinicas sintetizadas com acdo antileishmania e antitripanossoma
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Fonte: Chanquia et al. (2019).

3.5  Compostos inddlicos

Identificado em meados de 1860 por Bayer e colaboradores durante a analise estrutural

do indigo, o nucleo inddlico se caracteriza como uma estrutura planar biciclica na qual o anel
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benzénico se encontra fusionado ao anel pirrolico nas posicoes 2 e 3 (Figura 25) (CHADHA,;
SILAKARI, 2017; SRAVANTHI; MANJU, 2016).

Figura 25 — Nucleo ind6lico
4 3
5
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Fonte: Dadashpour e Emami (2018).

O nucleo inddlico (CgH;N), também conhecido como 1H-benzo[b]pirrol, apresenta-se
como um so6lido cristalino transparente, com faixa de fusdo de 52-54°C e ponto de ebulicdo
em 254°C. A massa molecular do mesmo é de 117,15 g mol™ e apresenta a densidade de 1.17
g cm™. Além disso, como representado na figura 25, sua estrutura contém 10 elétrons =, sendo
oito elétrons 7 das ligagdes duplas e dois elétrons m do par de elétrons livres do atomo de
nitrogénio. Devido a deslocalizagdo de elétrons m, o nucleo inddlico é passivel a sofrer
reacOes de substituicdo eletrofilica, especialmente na posi¢do 3, caracterizada por apresentar
maior densidade eletronica e reatividade. Ademais, também ¢é caracteristico do nucleo
inddlico se apresentar como uma base fraca, protonando-se apenas na presenca de um acido
forte, sendo entdo susceptivel a reacdes de N-substituicdo em condicdes basicas (CHADHA,
SILAKARI, 2017).

Dessa forma, a estrutura basica do indol foi introduzida como uma estrutura
privilegiada no processo de planejamento e desenvolvimento de farmacos (DADASHPOUR,;
EMAMI, 2018). Os compostos contendo indol caracterizam-se por sua versatilidade e
amplitude de atividades farmacoldgicas desempenhadas, incluindo atividade antibacteriana
(PANCHAL et al., 2009), antitumoral (KUMAR et al., 2012; MACDONOUGH et al., 2013),
antifangica (LEBOHO et al., 2009), anti-inflamatoria e analgésica (KUMAR et al., 2004),
anti-histaminico (SHAIK et al., 2010), antioxidante (ESTEVAO et al., 2010), antidiabético
(LI et al., 2007), antiviral (ABDEL-GAWAD et al., 2010), anticolinesterase (GHANEI-
NASAB et al., 2016), antipirético (SRIDHAR et al., 1999), anticonvulsivante (GITTO et al.,
2009), entre outros.

Diversos alvos biologicos estdo envolvidos na acdo bioldgica desses compostos, a
depender da sua estrutura e sua atividade farmacoldgica. Tendo como exemplo as avaliagdes

bioldgicas e estudos de mecanismos de agdo anticancerigenos desempenhados por compostos
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inddlicos que revelaram que estes compostos visam diversas vias em células de cancer, como
as histonas desacetilases, sirtuinas, serina/treonina quinases oncogénicas, DNA
topoisomerases e receptores 6 (DADASHPOUR; EMAMI, 2018).

A sintese de uma nova série de vinte derivados 3-tiocianato-indol, apresentando
diversificagdes nas posicdes 1, 2 e 5 do anel indolico, foi realizada por Fortes e colaboradores
(2016). Realizou-se a avaliagéo do perfil antiproliferativo desses compostos frente a quatro
linhagens celulares de cancer: HL60 (leucemia), HEP-2 (cancer cervical), NCI-H292 (cancer
adrenocortical) e MCF-7 (cancer de mama). Os resultados indicaram a poténcia desses
compostos associado a auséncia de hemdlise em concentra¢cdes >500 UM, sendo as moléculas
13a (ICso = 1.43, 2.79, 2.07, 3.95 uM, respectivamente) e 15e (ICso = 1.10, 2.80, 2.07, 4.05
UM, respectivamente) as mais ativas (Figura 26). Os compostos indol, N-metil-indol e 2-(4-
clorofenil)-N-metil-indol foram testados juntamente e ndo foram ativos, 0 que sugere que a
presenca do grupamento tiocianato é essencial para atividade. Contra HL60, 0os compostos 3-
tiocianato-inddlicos foram 55-71,5 vezes menos potentes que a doxorrubicina, entretanto, nas
outras linhagens celulares, os compostos mais ativos foram apenas 2,2-6,8 vezes menos
potentes que o farmaco de referéncia. No geral, os resultados sugerem que os derivados 3-
tiocianato-indolicos podem ser utilizados como scaffolds para obtencdo de substancias

altamente citotoxicas, representando um importante avango nessa area.

Figura 26 — Estruturas quimicas dos derivados 3-tiocianato-indol mais promissores para
atividade antiproliferativa
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Fonte: Fortes et al. (2016).
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Novas séries de compostos inddlicos acoplados a estrutura da sulfonamida foram
sintetizados e avaliados frente as linhagens de células cancerigenas HepG-2 (cancer hepatico),
HCT-116 (adenocarcinomal colorretal) e MCF-7 (cancer de mama), por El-Sharief e
colaboradores (2019). Os compostos 4b, 4c, 7a, 7c e 9 (Figura 27) mostraram atividade
antitumoral de largo espectro nas trés linhagens celulares testadas com valores de ICs
inferiores a 10 uM. A anélise do ciclo celular foi realizada para os derivados mais
promissores, 0s compostos 4b e 7c¢ causaram aprisionamento das células HepG-2 na fase G2-
M, enquanto os compostos 7a e 9 acumularam células na fase G0-G1, todos induziram
apoptose na fase priG1l na faixa de 11,32 a 19,17%. Os compostos 4b, 7a e 9, em especial,
mostraram atividade mais potente contra o receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) do que o Lapatinibe (ICso = 0,028 uM), com valores de ICso de 0,019 a 0,026 puM.

Figura 27 — Derivados inddlicos acoplados a subunidades de sulfonamida
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Fonte: El-Sharief et al. (2019).

Félix e colaboradores (2016) realizaram a sintese de 32 compostos hibridos
aminotiofénicos-indélicos e avaliaram sua acdo frente formas promastigotas de L.
amazonensis, citotoxicidade contra células sanguineas, e seu mecanismo de acdo através da
morte por fragmentacdo de DNA. Observou-se que muitas das substancias avaliadas, cujos
valores de 1Cs, foram menores que 10 pg mL™ demonstraram maior atividade que os
farmacos de referéncia (antimonial penta e trivalente). Os compostos mais ativos foram TN8-
7, TN6-1 e TN7 com valores de ICs; respectivos de 2,1, 2,3 e 3,2 pg mL™. Nenhum dos
derivados hibridos testados apresentou citotoxicidade contra eritrocitos humanos até a
concentragdo mais alta avaliada (400 pg mL™). A molécula TN8-7 (Figura 28) foi selecionada
para estudos subsequentes em cepas parasitarias resistentes a antimonial trivalente, obtendo

resultado similar (2,8 pg mL™) ao obtido em cepa sensivel (2,1 pg mL™). Além disso, sua
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acdo foi associada a fragmentacdo de DNA. Adicionalmente, estudos quimiométricos foram
realizados e destacaram que os descritores relacionados a hidrofobicidade e a forma molecular

estdo intimamente relacionados a atividade antileishmania.

Figura 28 - Hibrido aminotiofénico-indol TN8-7
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NH
Fonte: Félix et al. (2016).

Porwal, Gupta e Chauhan (2017) desenvolveram um composto hibrido (1) a partir da
estrutura 3 (molécula com atividade antileishmania in vivo) com a inser¢do de uma unidade
doadora H,S (conhecido pelo comportamento bimodal de citoprote¢do e apoptose) (Figura
29). O hibrido desenvolvido suprimiu 99,82% da parasitemia em macrofagos infectados por
L. donovani numa concentracéo de 12,5 ug mL™ sem causar deformacéo nos mesmos (CCso>
100 ug mL™). Dessa forma, o composto apresentou acdo citotdxica para formas amastigotas
intracelulares de L. donovani e citoprotetora para os macrofagos do hospedeiro. O conceito
pode ser utilizado para desenvolver novas entidades quimicas de alto indice terapéutico para

outras doencas mediadas por macrofagos, como tuberculose e cancer.
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Figura 29 - Estratégia de hibridacdo molecular desenvolvida para obten¢do de um derivado
indol gem-ditioacetilado
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Fonte: Adaptado de Porwal et al. (2017).

3.6 Compostos piridinicos e piperidinicos

A piridina é um composto aromatico analégo ao benzeno, caracterizado por possuir
em sua estrutura um heteroatomo de nitrogénio endociclico (Figura 30). Primeiramente
descrita por Anderson, em meados de 1840, pela obtengdo do 2-metilpiridina (beta-picolina)
por meio de destilacdo do 6leo de Dippel, seguida da extracdo da piridina e outros compostos
dimetilpiridinicos (lutidinas) (MURUGAN; SCRIVEN, 2013).

Figura 30 — Estrutura geral da piridina
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Fonte: Sherman et al. (2015).
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Apresentando massa molar de 79,11 g mol™ e férmula molecular CsHsN, a piridina se
apresenta como um liquido transparente inflamavel, com ponto de ebulicdo em 115,3°C e
ponto de fusdo em -41,5°C. A mesma € uma base fraca, util como solvente de eliminacao de
acido ou como catalisador, especialmente para reacdes de condensacdo, desalogenacdo,
halogenacéo e acilacdo (SHERMAN et al., 2015).

Atualmente, a piridina apresenta varias aplicagdes terapéuticas. De acordo com Henry
(2004), na inddastria farmacéutica, a piridina forma o nicleo de mais de 7000 farmacos
existentes. Dentre eles, podemos citar: isoniazida (antituberculose), sulfapiridina
(antibacteriano), pralidoxima (antidoto de organofosforados), entre outros (HENRY, 2004).
Adicionalmente, a piridina pode ser utilizada na sintese do seu analogo, piperidina. De acordo
com Dumancas et al. (2014), 20% da piridina produzida é direcionada para producdo da
piperidina. Varganyan (2017) relata a sintese da piperidina pela hidrogenacdo catalitica dos
correspondentes derivados de piridina sobre catalisadores de niquel, paladio ou ruténio a 170-
200°C (Figura 31). Outros agentes redutores sdo sodio em etanol ou estanho em 4&cido

cloridrico.
Figura 31 — Reacéo de reducdo para obtencédo da piperidina
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Fonte: Varganyan (2017).

Assim como a piridina, a piperidina apresenta um amplo espectro de agdo bioldgica,
agindo como: anti-hipertensivos (PETIT et al., 1991), antibacterianos (ZHOU et al., 2007),
antimalaricos (MISRA et al., 2009), anti-inflamat6rios e analgésicos (GANGAPURAM;
REDDA, 2006; RAO et al., 1995), antioxidantes (RAVINDERNATH; REDDY, 2017) e
antitumoral (AELURI et al., 2012; DAS et al., 2018).

Visando a obtencdo de moléculas com potencial acdo antitumoral, Abdelaziz e
colaboradores (2018) realizaram a sintese e estudo de docking molecular de derivados da
piridina e tieno[2,3-b]piridina como potenciais agentes anticancer inibidores da quinase PIM-
1. Trinta e sete compostos foram selecionados para serem testados inicialmente em uma dose

Gnica (10 uM) no painel de 60 linhagens celulares tumorais do NCI (National Cancer
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Institute). O composto 5b (Figura 32) mostrou uma potente atividade anticancer e foi testado
duas vezes no ensaio de cinco doses que confirmou a sua potente atividade antitumoral,
apresentando valores de Glso de 0,302 a 3,57, contra todas as linhagens celulares tumorais
testadas, exceto em seis linhagens, onde o composto apresentou atividade moderada.
Adicionalmente, esse composto foi testado quanto a sua capacidade de inibir quinase PIM-1 e
apresentou um valor de ICsy = 0,044 pM. Os resultados do docking molecular foram
condizentes com os resultados in vitro, o composto apresentou um score de -6.33 kcal mol™,

préximo ao valor do composto de referéncia, VRV (-6.43 kcal mol™).

Figura 32 — Derivado piridinico, 5b, sintetizado por Abdelaziz e colaboradores (2018)

Fonte: Abdelaziz et al. (2018).

Zhao e colaboradores (2017) objetivaram a obtencdo de moléculas inibidoras do tipo Il
de c-Met, afim de ocasionar uma resposta bioldgica antiproliferativa. Compostos piridinicos e
pirimidinicos foram sintetizados e avaliados frente ao alvo, no qual metade dos compostos
apresentaram inibicdo moderada a potente, com valores de 1Csq variando de 17 a 457 nM. O
composto aminopiridinico 13d (Figura 33), que se apresentou como 0 composto com acao
inibitéria de c-Met mais potente, também apresentou excelente atividade antiproliferativa
frente a linhagem EBC-1 (cancer de pulmdo), com ICsq = 127 nM. Além disso, 0 ensaio
western blot indicou que 13d inibiu fosforilacdo de c-Met em células EBC-1 de uma maneira
dose-dependente, com inibicdo completa a 0,1 mM. Todos esses resultados experimentais
sugerem que o 13d pode ser utilizado como um promissor composto lead para o

desenvolvimento de agentes antineoplasicos.
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Figura 33 — Derivado piridinico, 13d, inibidor de c-Met
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Fonte: Zhao et al. (2017).

O estudo desenvolvido por Das e colaboradores (2018) objetivou a avaliacdo da
atividade antitumoral, interacdo com DNA e capacidade de capturar radicais livres de
compostos piperidinicos. Assim, vinte e cinco piperidinas foram avaliadas frente a sete
linhagens celulares de cancer e apresentaram-se mais ativas contra as linhagens 786-O (cancer
renal) e PC-3 (cancer de prostata), apresentando valores de Glso a partir de 0,4 pg mL™
(composto 16 frente a linhagem 786-0). Todos os compostos foram mais seletivos as células
tumorais em relacdo a linhagem celular de queratinécitos HaCaT. Nos estudos de interacdo
com ctDNA, foi verificado que os derivados de piperidina avaliados interagem com 0 modelo
de DNA e levam a formacédo de complexo supramolecular, onde os valores de Kb variaram de
0,10 a 8,00x10* M™. Além disso, estudos adicionais sugeriram 0 modo de interagdo como por
intercalacdo. Quanto a atividade antioxidante, a piperidina 9 foi a mais potente depuradora de
radical DPPD (capturou 44% desse radical quando usado em 64 umol L), enquanto a mais
eficaz para a captura de O, foi a piperidina 10 (capturou 42% de O, quando usada a 80 pmol
L) (Figura 34).

Figura 34 — Estrutura geral dos derivados piperidinicos

9. R' = 4-Me, R? = Et, R® = 4-OMe
10. R' = H, R?2 = Et, R® = 4-OMe
16.R" = 4-F, R2 = Me, R3 = 4-F

Fonte: Das et al. (2018).
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Compostos oxazolo[3,2-a]piridina foram avaliados a cepas resistentes de Leishmania
tropica quanto a sua capacidade de reverter a resisténcia a daunomicina e miltefosine. Os
resultados apresentados por Caballero e colaboradores (2012) demonstraram que 0s
compostos apresentaram significantes indices de reversdo de resisténcia, de 6,7 vezes e 8,7
vezes, respectivamente. Além disso, foi possivel se avaliar que o enantidmero puro 20S

apresentou-se mais ativo que o seu enantidmero, 20R (Figura 35).

Figura 35 - Enantibmeros e seus efeitos sobre a cepa resistente de L. tropica

Cl

20S 20R
ICsq (MM) DNM: 26.7 + 4.2 ICso (UM) DNM: 79.6 + 4.6
ICso (UM) MLF: 45.6 + 3.6 ICso (UM) MLF: 84.3 + 2.0

Fonte: Adaptado de Caballero et al. (2012).

O isolamento, avaliacdo da atividade antileishmania e realizac&o do estudo de docking
molecular de alcaloides piperidinicos obtidos de Senna spectabilis, foi realizado por Lacerda e
colaboradores (2018) (Figura 36). Nesse estudo, os alcaloides de piperidina (-)-cassina (1), (-
)-spectalina (2), (-)-3-O-acetilcassina (3) e (-)-3-O-acetilspectalina (4) foram isolados das
flores de Senna spectabilis. Compostos com a cadeia lateral maior (2, 4) apresentaram-se mais
ativos contra formas promastigotas de L. amazonensis, em especial a piperidina 2 (ICso =
15.81 pug mL™). Entretanto, quando avaliados quanto a toxicidade frente a células Vero, o
composto 2 apresentou o menor valor de CCsy. Os resultados do docking frente a enzima
arginase (PDB ID: 5HJ9) foram condizentes com os resultados in vitro, sugerindo que o

residuo Asn143 é importante para atividade.
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Figura 36 - Alcaloides piperidinicos isolados das flores de Senna spectabilis

Fonte: Lacerda et al. (2018).

Desse modo, esses scaffolds, em conjunto com os demais citados, se apresentam como
promissoras estruturas com perfil quimioterapico, impulsionando o desenvolvimento de
estudos com essa finalidade, a fim de obter novos farmacos antitumorais e/ou antiparasitarios
potentes e eficazes. Nesse sentido, esse trabalho se propOs a sintetizar e avaliar a acéo
quimioterapica de compostos tiossemicarbazénicos hibridizados aos nucleos heterociclicos
nitrogenados apresentados, utilizando de estratégias de simplificagdo molecular, expansédo
molecular e bioisosterismo, para melhor compreensdo das propriedades inerentes a cada

nucleo na estrutura a qual foi inserido.
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4 METODOLOGIA

4.1  Docking molecular

Para realizacdo do estudo in silico de docking molecular, as estruturas cristalograficas
da topoisomerase Ila complexada com DNA (PDB ID: 5GWK), DNA (PDB ID: 1BNA,;
1G3X) e topoisomerase | de L. donovani (PDB ID: 2B9S) foram obtidos do Research
Collaboratory of Structure Bioinformatics Protein Data Bank para triagem inicial das
moléculas. Do mesmo banco de dados, foram obtidas as estruturas cristalograficas de
tripanotiona redutase de L. infantum (PDB ID: 2JK6) e piruvato quinase de L. mexicana (PDB
ID: 3PP7) para predigdo do mecanismo de acdo leishmanicida. O docking molecular dos
compostos no sitio ativo dos alvos foi realizado utilizando o programa AutoDock Tools
(ADT) 1.5.6.

Para identificacdo do sitio ativo e realizacdo dos célculos do docking, foram gerados
0s mapas de energia eletrostatica, afinidade atdmica especifica e desolvatacdo, representando
as energias de interacao entre os varios tipos de atomos do inibidor e os &tomos de residuos de
aminoacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT, com
os centros do grid, dimensdes e espacamento dispostas na tabela 1 para o respectivo alvo

cristalizado:

Tabela 1 - Parametros utilizados no docking molecular para cada alvo farmacoldgico

PDB ID Centro do Gridbox Dimensodes Espacamento
5GWK 23,766; -38.695 e -60.34 A 60 x 60 x 60 A 0,375 A
1BNA 14,780; 20,976 e 8,807 A 96 x 96 x 126 A 0,375 A
1G3X 58,632; 52,878 € 58,27 A 60 x 60 x 60 A 0,375 A

2B9S 35.616; 48.634; 10.171 40 x 60 x 60 A 0,375 A
2JK6 32,051; 55,534; -6,76 60 x 60 x 60 A 0,375 A
3PP7 29,482; 21,949; 45,944 60 x 60 x 60 A 0,375 A

Fonte: Autoria (2020).

Em seguida foram gerados os célculos de interacdo utilizando o algoritmo genético

Lamarckiano (LGA) (MORRIS et al., 1998) para busca global e local nas simulagdes de
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docking, através do Autodock4.2 do ADT, gerando escore baseado na Energia Livre de
Ligagdo (AG), e também simulando uma Constante de Inibi¢do Estimada (Ki).

Os resultados do docking foram analisados através do programa Discovery Studio
2017 R2 Client, o qual pode-se identificar as regifes que ocorrem as interagdes, 0s tipos de
interacdo, energia e residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima envolvidos nessas
interacOes (SINGH; JANA, 2017).

Em geral, a confiabilidade dos resultados de docking depende da similaridade entre o
modo de ligacdo experimental e a solu¢do de menor energia. Um valor de RMSD (Root Mean
Square Deviation) < 2,0 A é amplamente aceito como a distingdio entre o sucesso e o fracasso
em reproduzir um modo de ligacdo conhecido (YUSUF et al., 2008). Neste trabalho, foi

aceito como metodologia validada, todo resultado que apresentar valor de RMSD < 2,0 A.

4.1.1 Preparagdo da enzima

Os ligantes co-cristalizados, as moléculas de solvente e os cofatores foram removidos
através do PyMol para o realizacdo do docking. Usando o ADT, atomos de hidrogénio polares
foram adicionados geometricamente a estrutura do receptor proteico e 0s atomos de
hidrogénio ndo-polares foram mesclados com os respectivos 4&tomos de carbono, e cargas
atdbmicas parciais foram adicionadas utilizando o método de Gasteiger Marsili (GASTEIGER,;
MARSILI, 1980; MORRIS et al., 1998).

4.1.2 Preparacéao dos ligantes

Os ligantes tiveram suas estruturas desenhadas no ChemDraw 12.0 e, em seguida,
foram submetidos, no programa Chem3D 12.0, a analise conformacional através do calculo de
mecanica molecular minima e dindmica (MM2) para se obter a conformacdo com menor
energia. Por fim as estruturas foram salvas no formado MOLZ2.

As estruturas dos ligantes tiveram a adi¢do dos hidrogénios polares no PyMol. Em
seguida as estruturas foram carregadas no ADT e aplicadas a funcdo de ligante as quais o
ADT atribuiu automaticamente a mesclagem dos hidrogénios nao-polares e adi¢ao das cargas
atdbmicas parciais pelo método de Gasteiger (KUMAR; BORA, 2014).
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4.1.3 Estudos de ancoramento molecular para validac¢éo (redocking)

Visto que as estruturas cristalograficas da topoisomerase llo (PDB ID: 5GWK),
tripanotiona redutase (PDB ID: 2JK6) e piruvato quinase (PDB ID: 3PP7) estdo co-
cristalizadas com as moléculas ligantes, foi realizada, para cada estrutura, a redocagem como
método de validacdo. Este método consiste em submeter o0 mesmo ligante co-cristalizado com
0 biorreceptor em questdo aos estudos de ancoramento molecular e observar se as interagoes
com os residuos de aminoacidos chave e a orientacdo espacial do ligante sdo preservados, ou
seja, que o0 RMSD (root-mean-square deviation) entre o ligante cristalografico e a proteina ou
enzima seja 0 menor possivel, de modo a comprovar a capacidade preditiva do modelo in

silico.

4.2  Predicbes farmacocinéticas in silico

As predicdes farmacocinéticas se deram com a utilizacdo de algumas plataformas
online, disponibilizadas de maneira gratuita e, que apresentam graficamente resultados mais
propicios para discussdes e correlagoes.

Os programas utilizados para predizer propriedades de absorcdo, log P, log S, alguns
inibidores de CYP450, como também, comparacdes de druglikeness foram: o SwissADME,
desenvolvido pela Swiss Institute of Bioinformatics na Suica, com referéncias
disponibilizadas no artigo de Daina, Michielin e Zoete (2017); e o pkCSM, descrito por Pires,
Blundell e Ascher (2015).

4.3  Metodologia de sintese dos compostos obtidos

A rota sintética empregada para obtencdo dos derivados tiossemicarbazonicos
hibridizados a ndcleos heterociclicos nitrogenados foi uma via plena e, em alguns casos,
convergente. A sintese dos intermediarios tiossemicarbazidicos (Esquema 3) e do nucleo
acridinico (Esquema 4) foram obtidos de forma paralela, enquanto que os demais nucleos
(aldeidos quinolinico, inddlico, piridinico e derivados do benzaldeido) foram obtidos
comercialmente pela Sigma-Aldrich. A metodologia geral de sintese segue no esquema 5,

representando reacdes de condensacdo para formacao das séries de produtos finais.
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4.3.1 Sintese dos intermedidarios tiossemicarbazidicos

4.3.1.1 Sintese do N-fenil-hidrazina-carbotioamida (RFHO1)

Em um bal&o redondo de 50 mL, adicionou-se 1,6 mL hidrazina 50% hidratada gelada,
na equivaléncia molar de 20:1 de fenil-isotiocianato. Adicionou-se também, 10 mL de
diclorometano e o sistema foi deixado em agitacdo por aproximadamente 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se o equivalente de 0,3000 g fenil-isotiocianato. O sistema reacional foi
deixado a temperatura ambiente. Ao final da reacdo, a precipitacdo do produto foi promovida

pela adicdo de hexano ao meio reacional. Apos precipitacdo, o produto foi filtrado.

4.3.1.2 Sintese do N-(4-clorofenil)hidrazina-carbotioamida (RFH02)

Em um baldo redondo de 50 mL, adicionou-se 0,68 mL hidrazina 50% hidratada
gelada, na equivaléncia molar de 12:1 de 4-cloro-fenil-isotiocianato. Adicionou-se também,
10 mL de propanol e o sistema foi deixado em agitacdo por aproximadamente 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se o equivalente de 0,3000 g 4-cloro-fenil-isotiocianato. O sistema
reacional foi deixado a temperatura ambiente. Ao fim da reacdo, a mesma foi filtrada e

purificada com sucessivas lavagens com agua destilada gelada.

Esquema 3 — Rota sintética para obtencao dos derivados tiossemicarbazidicos

N=C=S N_ N

o ~NH
/©/ + HN—NH, ——» /©/ \[s]/ 2
R R

RFHO1: R=H
(a) PrOH, t.a. RFH02: R= Cl

Fonte: Autoria (2020).
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4.3.2 Sintese da acridina-9-carboxaldeido (AC-02)

4.3.2.1 Sintese da 9-metilacridina (AC-01)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 5 g de difenilamina, 5
mL de &cido acético e aproximadamente 10 g de cloreto de zinco (CRQ, BR). A reacédo foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo, a uma temperatura de aproximadamente 220°C,
durante 8 horas. Apés esse periodo, a reacdo aquecida foi tratada com uma solucdo recém-
preparada de &cido sulfurico a 20% e, em seguida, alcalinizada com a adi¢do de hidroxido de
amonio concentrado até pH 8. A reacdo foi, em seguida, filtrada. O retido foi purificado por
solubilizacdo em acetato de etila e posterior processo de rotaevaporagdo (50°C), obtendo-se o
AC-01 (Esquema 4).

4.3.2.2 Sintese do N-(acridina-9-ilmetileno)-N,N-dimetilbenzeno-1,4-diamino (ACN-01)

Em um baldo redondo de 250 mL, foram adicionados 0,9 g do produto obtido na etapa
anterior, 0 AC-01, e 1,7646 g de N,N-dimetil-4-nitrosoanilina, na presenca de 20 mL de
EtOH. O sistema reacional foi deixado em agitacdo magnética e aquecimento, a uma
temperatura de 78°C, durante 8 horas. Ao fim da reagdo, essa foi filtrada e lavada

sucessivamente com etanol aquecido, obtendo-se 0 ACN-01 (Esquema 4).

4.3.2.3 Sintese do produto final: acridina-9-carboxaldeido (AC-02)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 3 g do produto obtido
na etapa anterior, 0 ACN-01 e 60 mL de acido cloridrico a 6 M, durante 6 horas, em agitacdo
magnética e aquecimento, a uma temperatura de 75-78°C. O produto AC-02 (Esquema 4) foi
resfriado a temperatura ambiente, filtrado e o seu precipitado lavado com 50 mL de uma
solucdo de acido cloridrico a 2M, sendo novamente o precipitado solubilizado em uma
solucdo de HCI/H,0 até pH 2. A solucéo foi filtrada e na fase aquosa foi adicionado NaHCO3
até elevacdo do pH até 8, ocorrendo a precipitacdo dos cristais de AC-02. Os cristais obtidos

apresentaram aparéncia amarela.
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Esquema 4 — Rota sintética do nucleo aldeido de acridina
CH,4

N N
H

AC-01

H \C//O H \C’/N
:
-
= =
N N
AC-02 ACN-01

(a) CH3CO,H, ZnCl, 220 °C;
(b) EtOH, N,N-dimetil-nitrosoanilina, 78 °C;
(c) HCI, 75-78 °C.

Fonte: Autoria (2020).

4.3.3 Sintese dos compostos hibridos finais

A sintese dos derivados tiossemicarbazénicos hibridizados aos nucleos heterociclicos
nitrogenados foi realizada em um bal&o de fundo redondo, de 100 mL, partindo-se de 0,1000
g do aldeido em questdo, derivado tiossemicarbazidico, (substituido ou ndo) na equivaléncia
molar de 1:1, 6 mL de propanol, 5 gotas de acido acético, sob agitacdo em temperatura
ambiente até a finalizacdo da reacdo. A mesma foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA). Apos a finalizacdo, a mesma foi filtrada e lavada
sucessivamente com agua destilada (Esquema 5).

Os compostos SOL-AC1 e SOL-AC2 foram previamente sintetizados e publicados por
Almeida e colaboradores (2015), sendo denominados como 3a e 3f, respectivamente. Da
mesma forma, os compostos SOL-Q1 e SOL-Q2 foram desenvolvidos por Ribeiro e

colaboradores (2019), denominados como JF-96 e JF-88, respectivamente. Adicionalmente, a



67

molécula SOL-I1 foi previamente sintetizada e apresentada na tese de Pedrosa (2017), como

LqIT/LT-98. As demais moléculas da série sdo inéditas.

Esquema 5 — Esquema reacional para obtengdo dos derivados tiossemicarbazonicos
hibridizados a nlcleos heterociclicos

a, aldeido acridinico

SOL-AC1 (R= H)

R SOL-AC2 (R= Cl)

H
N
a, aIdel’doquinoIinico/@/ \”/ “N=
S
R N

| SOL-Q1 (R= H)
NG SOL-Q2 (R= Cl)
No N, M
a, aldeido inddlico \”/ N=
/O/ S SOL-1 (R=H)
H R 4 SOL-2 (R= Cl)
oy ;
S
R
No N,
RFHO1 (R= H) a, aldeido piridinico /@/ \”/ N=
RFHO02 (R= Cl) e SOLP1 (Re H
S -P1(R=H)
R 72\ SOL-P2 (R= Cl)

H H
N. N_
(a) CHiCOM, PrOH, ta.  |a, Piridil-benzaldeido/©/ oo
R S SOL-PR1 (R= H)

SOL-PR2 (R= Cl)

H H
a N_ N

H
Piperidinil-benzaldeidj©/ \ff N=
R S SOL-PP1 (R=H)

SOL-PP2 (R= Cl)

Fonte: Autoria (2020).
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4.4  Caracterizacdes fisico-quimicas dos compostos sintetizados

As moléculas sintetizadas foram avaliadas quanto a aparéncia, solubilidade aparente,
fator de retencdo (Ry), faixa de fusdo (F.F.), rendimento (%), peso molecular (P.M.) e

coeficiente de particdo (log P).

4.4.1 Aparéncia

A avaliacdo da aparéncia dos compostos sintetizados foi realizada de forma

macroscopica dando-se enfoque a cor e textura apresentada pelas moléculas.

4.4.2 Solubilidade aparente

Realizou-se a avaliacdo da solubilidade aparente para as moléculas sintetizadas frente
a solventes organicos, em especial: cloroformio (Dindmica), acetato de etila (Quimica

Moderna), metanol (REATEC), acetonitrila (Exodo) e dimetilsulféxido (Dindmica).

4.4.3 Fator de retencdo

A mensuracdo do fator de retencdo dos compostos sintetizados foi realizada por
intermédio de CCDA em placas FLUKA Analytical Silica Gel com espessura de 0,2mm, a
partir da comparacdo das medidas obtidas para 0os compostos com o sistema eluente
predeterminado. As revelagGes foram realizadas por meio de cadmara de emissdo de radiagéo

ultravioleta, Boitton®, em comprimentos de onda ultravioleta 254 e 365 nm.
4.4.4 Faixa de fuséo
As faixas de fusdo das moléculas sintetizadas foram estabelecidas por meio da

utilizacdo de uma pequena amostra do produto, em um capilar, analisadas através do aparelho
Quimis® Modelo Q-340M.
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445 Rendimento da reacdo

Realizou-se o célculo do rendimento da reacdo por intermédio da pesagem dos
compostos em uma balanca analitica, obtendo-se o valor em gramas, com seguinte conversao
do valor para mols. A partir desse, realizou-se a relacdo entre o numero de mols do produto
em relagcdo ao nimero de mols do reagente de partida, dando-se o resultado em porcentagem.

Seguem as formulas (1) (2):

/ m produto
numero de mols = 1
produto MM, roquto ( )

numero de mols do produto obtido

x 100 = rendimento (%) (@)

numero de mols do reagente de partida

4.4.6 Coeficiente de particao

Calculou-se o coeficiente de particdo teorico pelo programa ChemDraw 12.0, por

meio do desenho das respectivas moléculas.

45  Caracterizacdo estrutural dos compostos sintetizados

Realizou-se a caracterizacdo estrutural para os compostos sintetizados através das
técnicas de espectroscopia de infravermelho (V) e espectroscopia de ressonancia magnética
(RMN *H e 0).

45.1 Espectroscopia de infravermelho

A caracterizagcdo por espectroscopia de infravermelho foi realizada utilizando-se
pastilhas de KBr em Espectrofotdmetro de FTIR, IRPrestige-21, da Shimadzu®. As
frequéncias foram medidas em cm™. Os dados obtidos foram posteriormente tratados com
auxilio do software Origin 8.0.

A avaliacdo foi realizada em parceria com a Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN).
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4.5.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Em parceria com a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), foram obtidos os espectros de RMN de *H em
espectrometro Bruker Avance, Ultrashield®, de 300 ou 500 MHz, enquanto que 0s espectros
de RMN de “*C foram obtidos em espectrdmetro Bruker Avance, Ultrashield®, de 75 ou 125
MHz. Os solventes deuterados empregados foram escolhidos de acordo com a solubilidade
das moléculas, dando-se preferéncia a DMSO-d6. O tratamento dos espectros foi

posteriormente realizado pelo software MestReNova.

4.6  Atividade antiproliferativa

Em parceria com a Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob supervisdo da Prof.
Dra. Marianna Vieira Sobral, para a avaliagéo da citotoxicidade foram utilizada as linhagens
de células tumorais humanas HCT 116 (cancer de colon), MCF-7 (cancer de mama), HelLa
(cancer cervical), SKMEL (melanoma humano), PC-3 (cancer de prostata), e as linhagens de
célula ndo tumorais L929 (fibroblasto murino) e HaCaT (queratindcitos humanos) mantidas
em meio de cultura RPMI-1640. O meio foi suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF) e 1% de solucdo de antibiotico (penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas
em estufa a 37 °C em atmosfera Umida enriquecida com 5% de CO..

A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio de reducdo do MTT, brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MOSMANN, 1983).

As células foram plagueadas em placas de 96 pocos, na concentragdo de 3 x 10°
células.mL™. Em seguida, foram preparadas solugbes estoque de 20 mM das amostras,
dissolvidas em DMSO (100%), da qual foram produzidas solucdes de trabalho na
concentracdo de 25 ou 50 pM, diluidas em meio RPMI-1640, ndo ultrapassando a
concentracéo final de 0,5% de DMSO. O DMSO (20%) foi utilizado como controle positivo.
Apos 72 h de incubacéo, as placas foram centrifugadas (500 g, 5 min, 25 °C), foi removido
110 pL do sobrenadante, sendo adicionado 10 pL de MTT (5 mg mL™) (Sigma-aldrich). As
placas foram incubadas por 3 h em estufa de 5% de CO,, a 37 °C, para reducdo do sal e
formacdo dos cristais de formazan. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado 100 pL de

Dodecil Sulfato de Sédio (10% HCI 0,01 N), para a solubilizac&o dos cristais de formazan. As
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placas foram cobertas com papel aluminio e deixadas overnight em um agitador. A
absorbancia foi medida em um leitor de placa, no comprimento de onda de 570 nm.

O experimento foi realizado em quadruplicata e a percentagem de inibicdo foi
calculada no programa GraphPad Prism 7.0, realizando o teste ANOVA, seguido do pos-teste
de Tukey.

4.7 Atividade antileishmania

Em parceria com a Universidade Federal da Paraiba (UFPB), sob supervisdo da Prof.
Dra. Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente, realizou-se a avaliagdo da atividade
antileishmania dos compostos frente as cepas de Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum. As formas promastigotas dessas espécies de Leishmania foram mantidas in vitro em
meio Schneider com pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), suplementado com 20% de soro
fetal bovino (SFB — Cultilab, S&o Paulo, BRA), 1% de antibiético (penicilina 200 U mL™ e
estreptomicina 0.1 mg mL™ - Gibco, BR) e 1% de urina masculina humana, denominado neste
trabalho de meio Schneider suplementado. As culturas foram mantidas a uma temperatura de
26 £ 1 °C em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (DBO) e repicadas semanalmente, ndo
ultrapassando vinte repiques, para manutenc¢édo da viabilidade celular.

A atividade antipromastigota foi realizada utilizando o teste do MTT. Esse método é
baseado na atividade de enzimas desidrogenases citosélicas e mitocondriais, que sdo capazes
de reduzir o MTT (coloracdo amarela) e formar um produto de coloracédo azul, insolivel em
agua, o sal formazan. Em placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL. de meio Schneider
suplementado e cerca de 1 x 10° promastigotas por poco. Posteriormente, foram adicionados
os derivados sintetizados em triplicata, previamente diluidas em meio Schneider
suplementado para um volume final de 100 pL para cada pogo nas concentragdes de 100, 50,
25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78 ug mL™; e de 10 a 0,078 g para a Anfotericina B como
controle positivo.

Em seguida, incubadas por 72 h em estufa de demanda bioldgica de oxigénio (B.O.D.)
a temperatura de 26°C. Ao final da incubagdo, foi adicionado 10 pL de MTT diluido em
tampao fosfato-salino a uma concentragéo final de 5 mg mL™. Sendo incubados por mais 4 h
em estufa de demanda biologica de oxigénio a 26°C, e em seguida adicionado 50 pL de
dodecil sulfato de sddio (SDS) a 10%. A placa permaneceu em overnight para dissolucéo do
formazan e por dltimo, foi realizada leitura a 550 nm em leitora de placa (Biotek modelo
ELx800).
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Os resultados foram expressos em valores de concentracdo inibitoria de 50% do
crescimento de formas promastigotas (ICsp), sendo o controle negativo realizado em meio
Schneider suplementado a 0,5% de DMSO e considerado como 0% de inibicdo do

crescimento dos parasitos.

4.8  Avaliagdo do potencial hemolitico

O ensaio de hemolise foi realizado em eritrocitos humanos do tipo O+,
disponibilizados do material de rejeito do laboratério de andlises clinicas (LAC) da
Universidade Estadual da Paraiba. Inicialmente foi preparada a suspensdo de eritrocitos, onde
0 sangue coletado em tubos contendo anticoagulante (EDTA) foi lavado com solugéo
fisiolégica 0,9% e centrifugado trés vezes, durante 5 minutos. A cada processo de
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado. Apos centrifugacdo, preparou-se a solucdo
eritrocitéria dos eritrocitos sedimentados a 10% em solugdo fisiologica.

O preparo da suspensdo dos compostos sintetizados seguiu-se a partir da pesagem de
cada composto, de acordo com a concentragdo desejada para avaliagéo, solubilizacdo em 500
puL de DMSO (correspondente a 5% da solugdo), em uma solucdo final de 10 mL de solugédo
salina, obtendo-se uma concentracéo final de 250 pg mL™. Os tubos contendo as suspensdes
foram deixados no ultrassom por um periodo de 10 minutos.

Apo0s o preparo das suspensdes, realizou-se o preparo da solucdo contendo 2 mL da
suspensao eritrocitaria e 2 mL da suspensdo de cada molécula, em tubos de ensaio diferentes.
As solucdes preparadas foram deixadas em repouso durante 1 hora e, apds tempo transcorrido,
foram submetidas a centrifugagdo por 5 minutos. Em seguida, os sobrenadantes foram
submetidos a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. Para tal,
utilizou-se como branco a solucéo salina e como solucdo hemolisante Triton X-100 a 0,1%. O

ensaio foi realizado em triplicata.

O célculo do potencial hemolisante das substancias seguiu a seguinte equacao (3):

Ae—Ab

Ph = At

x 100 3)

Ph = Potencial Hemolisante (em porcentagem);

Ae = Absorballncia da molécula;

Ab = Absorballncia do branco (controle negativo);

At = Absorbal Incia do Triton-X 100 (controle positivo).
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4.9  Proposta de compostos mais ativos

A partir dos resultados obtidos para ambas as atividades farmacologicas in silico e in
vitro, visa-se obter perfis estruturais que sejam mais desejaveis para cada acdo farmacologica,
selecionando-se 0 composto mais ativo para atividade anticancer e o composto mais ativo
para atividade antileishmania. Assim, novos analogos baseados nesses compostos mais ativos
e na arvore de decisdo de Topliss foram dados como proposta, com a finalidade de obter
compostos mais potentes para suas respectivas atividades farmacoldgicas. A esses compostos
foram realizados estudos in silico visando avaliar a afinidade e potencialidade desses frente ao

alvo e atividade farmacoldgica as quais foram propostos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Docking molecular

Visando a viabilidade da realizacdo dos estudos in silico, em especial como forma de
predicdo farmacodindmica, estudos de docking molecular foram realizados envolvendo a
estrutura quimica proposta dos doze compostos desse trabalho frente a potenciais alvos

quimioterapicos.

5.1.1 Docking molecular da interacio dos derivados propostos com topoisomerase Ilo

complexada com DNA

Levando-se em consideracdo 0s provaveis mecanismos de acdo atribuidos aos
scaffolds presentes na estrutura dos compostos propostos, realizou-se o docking molecular
desses frente a topoisomerase Ilo. complexada com DNA (PDB: 5GWK) a fim de determinar
uma possivel atividade antitumoral, utilizando-se como ligantes de referéncia os potentes
farmacos venenos de topoisomerase: Etoposideo (ligante co-cristalizado) e Amsacrina.

O etoposideo, ligante co-cristalizado da topoisomerase Ila, foi utilizado para
realizacdo do redocking. Esse procedimento tem como finalidade validar o método utilizado,
visando-se obter, a partir da realizacdo do docking entre o ligante co-cristalizado e bioreceptor
em questdo, a preservacao da orientacdo espacial do ligante. Conforme é visualizado na figura
37, ha uma semelhanca espacial entre o ligante co-cristalizado (amarelo) em relacdo ao
ligante redocado (cinza). O valor do RMSD de referéncia, utilizado como parametro para

validacao, foi de 0.8 A, sendo 2.0 A o valor méximo desejavel, como descrito na metodologia.
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Figura 37— Redocking do etoposideo para validacdo do método

Fonte: Autoria (2020).

Ao observa-la de forma mais detalhada, a figura 37 evidencia algumas diferencas entre
o ligante co-cristalizado e o ligante redocado, estando essas discrepancias presentes
principalmente nas ligagdes dos carbonos sp® dessa estrutura. Diferentemente das ligacdes dos
carbonos sp” e sp, onde hé& a sobreposicio de orbitais p que dificultam a rotagdo livre da
ligacdo e tornam a estrutura mais rigida. As ligacdes sp®, formadas apenas pelo
compartilhamento de elétrons, possuem rotacao livre, possibilitando uma ligeira variacdo na
posicdo espacial. Assim, como é ressaltado por Moura (2019), o modelo computacional é
eficiente em suas previsdes, mas possui limitagfes que devem ser avaliadas cuidadosamente
para cada ligante.

Tendo sido validado o método, realizou-se o docking com as moléculas propostas,
obtendo-se os resultados expostos na tabela 2. Para determinacdo das melhores afinidades,
utilizaram-se como parametros a Energia Livre de Ligacdo (AG), na qual, quanto menor o
resultado em kcal mol™, mais favorecida e mais estavel é a interacio entre o ligante e 0 alvo; e
a Constante de Inibicdo Estimada (Ki), que assim como o parametro anterior, fornece valores

inversamente proporcionais a afinidade observada durante a docagem em unidade molar.



Tabela 2 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, 0s Compostos
controle e a Topollo/DNA (PDB ID: 5SGWK)
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MOLECULA Energia Livre de Constante de Inibicdo
Ligacao (kcal mol™) Estimada (Ki) (nM)
SOL-AC1 -10.03 44.72
SOL-AC2 -10.54 18.95
SOL-Q1 -8.95 273.39
SOL-Q2 -9.30 151.39
SOL-I1 -8.17 1030.0
SOL-12 -7.98 1420.0
SOL-P1 -6.91 8620.0
SOL-P2 -7.40 3740.0
SOL-PR1 -8.77 372.28
SOL-PR2 -9.87 58.68
SOL-PP1 -8.68 433.58
SOL-PP2 -10.27 29.52
ETOPOSIDEO -12.15 1.25
AMSACRINA -10.47 21.16

Fonte: Autoria (2020).

A partir dos resultados obtidos, observou-se com clareza a influéncia da extensdo do

sistema aromatico e do substituinte halogenado sobre a interacdo ligante-alvo. O composto

SOL-AC?2, caracterizado por apresentar em sua estrutura um anel acridinico e um substituinte

cloro na porcao tiossemicarbazonica, apresentou os melhores resultados frente a enzima em

questdo, com valores de AG = -10.54 kcal mol™ e Ki = 18.95 nM, valores esses superiores aos
obtidos para interagdo Amsacrina-Topoll (AG = -10.47 kcal mol™ e Ki = 21.16 nM).

A Amsacrina, como apresentada anteriormente (topico 3.3), € um farmaco acridinico

caracterizado por inibir topoisomerase lla e intercalar DNA. Embora os estudos in silico ndo

reflitam com acurécia as condic@es intrinsecas e extrinsecas envolvidas na relacdo ligante-

alvo, os valores obtidos por meio desse sdo indicativos da potencialidade da molécula frente a

determinado alvo. Nesse caso, o0s resultados obtidos para molécula SOL-AC2 sdo atrativos e

podem corresponder a um possivel mecanismo de ac¢éo desenvolvido pelo composto.
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Na figura 38, é realizado um comparativo entre as interagdes realizadas pela molécula
SOL-AC2 (A) e m-AMSA (B). E possivel observar, em comum, interacdes as bases
nitrogenadas timina-9 (DT D:9), citosina-8 (DC C:8) e guanina-13 (DG F:13), sendo as duas
Gltimas do tipo empilhamento de ligagdes = em ambos complexos. Esse tipo de interagdo é
caracteristico de compostos intercaladores de DNA e ocorre devido a presenga do anel
acridinico em ambas as estruturas, que tendem a estabilizar o complexo ligante-DNA se
interpondo na estrutura coplanar das bases nitrogenadas e realizando, principalmente,
interacdes hidrofébicas entre os anéis aromaticos. Observa-se que o composto SOL-AC2
apresentou uma maior quantidade de interagdes por empilhamento de ligagdes =, fator que
pode ter favorecido para que essa molécula tenha apresentado um menor valor de energia
livre de ligacdo (AG). Adicionalmente, nota-se uma diferenciacdo da posicdo espacial dos
compostos no alvo cristalizado, favorecendo com que esses interajam com diferentes residuos

de aminoacidos.

Figura 38 — Docking da molécula SOL-AC2 (A) e da Amsacrina (B) com o complexo

Topoisomerase [lo/DNA
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Fonte: Autoria (2020).
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Entretanto, ainda em uma relacdo comparativa, esses compostos se diferem quanto as
interacdes realizadas com os aminoacidos referentes a estrutura da topoisomerase lla. Na
molécula SOL-AC?2, as interacOes realizadas com a topoisomerase 1l sdo atribuidas a por¢éo
tiossemicarbazénica. Portanto, é valido ressaltar a interacdo de carater idnico que ocorre entre
a amina terciaria e o aminoacido Asp 463, e a auséncia do mesmo tipo de interacdo no
farmaco de referéncia.

Componente do estudo realizado por Silva Filho e colaboradores (2019), a molécula
SOL-AC1, previamente sintetizada por Almeida e colaboradores (2015) e denominada como
composto 3a, foi avaliada in silico e in vitro quanto a sua capacidade de inibir topoisomerase
IIa. A molécula em questdo difere do derivado SOL-AC2 apenas pela auséncia do substituinte
cloro na porcdo tiossemicarbazonica. O estudo in silico foi realizado em condicdes
experimentais semelhantes as utilizadas nesse trabalho, e resultou em um valor de AG = -9.12
kcal mol™ para o alvo 5GWK. Dessa forma, esse composto foi selecionado para estudos in
vitro frente DNA plasmidial pUC19 numa concentracdo de 100 uM, utilizando-se como
controle positivo a Amsacrina, na mesma concentracdo. A molécula SOL-AC1 apresentou
inibicdo a topoisomerase comparavel a Amsacrina, sendo denominado como o melhor
composto da série.

Em contrapartida, nenhum dos compostos apresentou valores superiores aos obtidos
para o ligante co-cristalizado, etoposideo (AG = -12.15 kcal mol™ e Ki = 1.25 nM). Podem-se
visualizar, a partir da figura 39, importantes interac@es realizadas para formacgdo do complexo
farmaco-alvo. Dentre essas, podemos evidenciar a interagdo por ligacdo de hidrogénio
convencional entre o radical hidroxila e o0 aminoécido Asp 463, reproduzida anteriormente
pela molécula SOL-AC2 (figura 38) na forma de interacéo ibnica, o que sugere uma possivel
relevancia do aminoacido referente a topoisomerase Ilo. para sua inibicao. Além dessa,
apresentam-se como interagdes importantes, as realizadas com os residuos de aminoacidos
Arg 487, através de ponte de hidrogénio, pi-cation e pi-par de elétrons livres, e Gly 462, por
interacdo carbono hidrogénio. De acordo com Montecucco, Zanetta e Biamonti (2015), o
etoposideo promove e estabiliza um complexo ternario farmaco-topoisomerase-DNA,
entretanto, apresenta baixa afinidade ao DNA isolado e é um intercalador de DNA de baixa
poténcia. Dessa forma, € possivel observar determinadas interagdes com as bases nitrogenadas

do DNA, ocorrendo majoritariamente por pontes de hidrogénio.
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Figura 39 - Docking molecular do Etoposideo com o complexo Topoisomerase [lo/DNA
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Fonte: Autoria (2020).

Ao analisar as moléculas idealizadas, € possivel iniciar um delineamento do perfil
farmacoférico favoravel para atividade desses compostos como possiveis inibidores de
topoisomerase lla. Como mencionado anteriormente, a extensdo do sistema aromatico e a
presenga/auséncia do cloro parecem ser importantes fatores para o estabelecimento da relacéo
estrutura-atividade desses compostos. De acordo com o0s valores obtidos, sistemas aromaticos
fusionados mais extensos e a presenca do cloro na estrutura auxiliam para uma melhor
interacdo composto-alvo.

Realizando-se um comparativo entre as interacfes realizadas pela molécula mais
promissora, SOL-AC2 (AG = -10.54 kcal mol™ e Ki = 18.95 nM, Figura 40A), com a menos
promissora, SOL-P1 (AG = -6.91 kcal mol™ e Ki = 8620.0 nM, Figura 40B), nota-se que
poucas interacdes foram realizadas entre o composto SOL-P1 e as bases nitrogenadas de
DNA, com auséncia de interagdes hidrofobicas, sendo suas interagbes realizadas
predominantemente com os residuos de aminoacido da topoisomerase llo, além da mudanca
na posicdo espacial dos aromaticos. Com base nisso e nos valores obtidos, acredita-se que o

DNA possa desempenhar um papel importante na provavel atividade desses compostos. Dessa
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forma, estudos envolvendo o DNA isoladamente foram realizados no sentido de elucidar in

silico o provavel mecanismo de acao desses compostos.

Figura 40 — Docking das moléculas SOL-AC2 (A) e SOL-P1 (B) com o complexo

Topoisomerase lla/DNA
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Fonte: Autoria (2020).

5.1.2 Docking molecular da interacdo dos derivados propostos com DNA

O docking molecular utilizando a biomacromolécula de DNA isolada foi realizado
utilizando-se duas estruturas cristalizadas de DNA distintas: a estrutura do B-DNA
dodecamero (PDB ID: 1BNA), utilizada para avaliacdo do perfil de interacdo das moléculas
aos sulcos do DNA,; e a estrutura 0 DNA dodecamero intercalada com aldeido de acridina
(PDB ID: 1G3X), utilizado como modelo de avaliacdo de perfil intercalador de DNA.

Como comentado anteriormente no referencial tedrico (topico 3.1.1), a estrutura da
molécula em questdo influencia diretamente no seu modo de interagdo com o DNA. Nesse
estudo, ha uma variabilidade estrutural nas moléculas propostas que permite a visualizagcdo do
perfil estrutural mais favoravel para cada um dos modelos e auxilia na definicdo do provavel

modo de acdo desempenhado por cada molécula.
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Na tabela 3, seguem os resultados obtidos pelo docking das moléculas propostas com
estrutura de DNA modelo para interacdo aos sulcos maior e menor (PDB ID: 1BNA). Na
auséncia de um ligante co-cristalizado, ndo foi realizado o redocking para validacdo desse
método, utilizando a Amsacrina como composto controle. Para esse, utilizaram-se como
pardmetros de avaliagdo os mesmos usados anteriormente na avaliagdo dos resultados do

docking com topoisomerase lla/DNA.

Tabela 3 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, 0 composto
controle e o DNA (PDB ID: 1BNA)

MOLECULA Energia Livre de Constante de Inibicéo
Ligacao (kcal mol™) Estimada (Ki) (nM)
SOL-AC1 -11.83 212
SOL-AC2 -12.13 1.29
SOL-Q1 -10.90 10.27
SOL-Q2 -11.04 8.10
SOL-I1 -9.59 94.19
SOL-12 -9.49 111.03
SOL-P1 -8.83 337.25
SOL-P2 -9.65 84.99
SOL-PR1 -11.52 3.62
SOL-PR2 -12.21 1.12
SOL-PP1 -10.96 9.26
SOL-PP2 -12.15 1.24
AMSACRINA -9.96 50.26

Fonte: Autoria (2020).

De acordo com os resultados visualizados acima, observa-se que a molécula SOL-PR2
apresentou melhores resultados, com valores de AG = -12.21 kcal mol™ e Ki = 1.12 nM, sendo
seguida pela molécula SOL-PP2 (AG = -12.15 kcal mol™ e Ki = 1.24 nM). Tais resultados
podem ser justificados pela flexibilidade inerente a essas moléculas que, diferentemente das

demais, ndo apresentam em sua estrutura anéis aromaticos fundidos. Por consequéncia, esses
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compostos apresentam a estrutura ideal para assumir diferentes conformacdes e se adaptar a
curvatura dos sulcos do DNA.

Na figura 41 é possivel visualizar a interacdo da molécula SOL-PR2 ao sulco maior do
DNA, estabilizando a seguinte interagdo por meio de ligagdes pi-alquil, pi-pi em forma de T,
ponte de hidrogénio convencional e ligacdo de carbono, aos nucleotideos Guanina 4, Guanina
22, Citosina 21, Timina 8 e Timina 20.

Figura 41 — Interacdo entre a molécula SOL-PR2 e 0 alvo DNA (PDB ID: 1BNA)

Fonte: Autoria (2020).

Assim como a molécula SOL-PR2, a molécula SOL-PP2 (Figura 42) interage com 0
sulco maior do DNA, sendo capaz de se estabilizar por interacGes distintas a molécula
anterior, realizando interacGes convencionais, doador-doador e ligagOes de carbono, com o0s
nucleotideos Adenina 18, Timina 7, Timina 8, Timina 18 e Timina 19, evidenciando-se entdo
uma provavel afinidade a estrutura da base nitrogenada timina, em especial as suas carbonilas,
que se apresentaram relacionadas a maioria das interacdes. Além das interacdes descritas,
também € evidenciado uma interacdo intramolecular do tipo pi-enxofre, que por sua vez
favorece determinada conformacao molecular que, de acordo com o resultado obtido, pode ser

a conformacédo mais desejavel para atividade da molécula.
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Figura 42 - Interacdo entre a molécula SOL-PP2 e o0 alvo DNA (PDB ID: 1BNA)

Fonte: Autoria (2020).

A Amsacrina, por sua vez, embora possua 0 mecanismo elucidado de interacdo com o
DNA, ndo apresenta a flexibilidade necessaria para interagir com o0s sulcos, contendo, na
realidade, um sistema aromatico fundido que torna a molécula propensa a se deslocar para as
areas mais lipofilicas da cadeia do DNA, realizando, dessa forma, a sua interagdo com o DNA
por meio de intercalagdo, como comentado anteriormente. Dessa forma, os resultados obtidos
no docking para esse modelo de DNA néo foram to satisfatorios (AG = -9.96 kcal mol™ e Ki
= 50.26 nM), sendo superior a apenas quatro moléculas da série (SOL-11, SOL-12, SOL-P1,
SOL-P2).

Portanto, como uma forma de avaliar o perfil intercalador desses compostos, 0s
mesmos foram avaliados frente ao modelo cristalizado de DNA para intercalagdo (PDB ID:

1G3X), com resultados demonstrados na tabela 4.



Tabela 4 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, 0 composto

controle e 0 DNA (PDB ID: 1G3X)
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MOLECULA Energia Livre de Constante de Inibicdo
Ligacéo (kcal mol™) Estimada (Ki) (nM)

SOL-AC1 -10.18 34.37
SOL-AC2 -10.41 23.38
SOL-Q1 -9.02 243.57
SOL-Q2 -9.06 228.87
SOL-I1 -8.26 874.80
SOL-I2 -8.18 1000.0
SOL-P1 -6.62 1409.0
SOL-P2 -1.41 3720.0
SOL-PR1 -8.79 357.86
SOL-PR2 -9.82 63.85
SOL-PP1 -8.29 844.34
SOL-PP2 -9.60 91.87
AMSACRINA -9.91 54.21

Fonte: Autoria (2020).

A molécula SOL-AC2 apresentou o melhor resultado dentre os compostos analisados
(AG = -10.41 kcal mol™ e Ki = 23.38 nM), sendo esse superior & Amsacrina (AG = -9.91 kcal

mol™ e Ki = 54.21 nM). Assim como mencionado anteriormente na interagdo de ambos com o

complexo topoisomerase Ila/DNA, a molécula SOL-AC2 demonstrava uma maior quantidade

de interag¢des do tipo empilhamento de ligagdes m, principal tipo de interacdo desempenhada

por compostos intercaladores de DNA, em relagdo ao composto de referéncia Amsacrina. De

acordo com a figura 43, a molécula SOL-AC2 apresenta 12 intera¢fes do tipo empilhamento

de ligagcdes m desempenhadas pela presenca do anel acridinico e, em contrapartida, a

Amsacrina apresenta 7 interacGes desse tipo advindas do anel acridinico. Assim, embora a

Amsacrina apresente uma maior quantidade e variabilidade de interagfes ao alvo, a presenca

abundante de intera¢@es hidrofobicas por empilhamento n-m parecem favorecer e estabilizar o

complexo ligante-alvo.
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Figura 43 — InteracOes da molécula SOL-AC2 (A) e da Amsacrina (B) com o DNA (PDB ID:
1G3X)

Fonte: Autoria (2020).

A partir de um comparativo entre os resultados obtidos para ambas as estruturas
cristalograficas de DNA, nota-se que todas as moléculas, com excecdo do composto controle,
apresentaram menor energia livre de ligacdo frente ao alvo 1BNA, o que sugere que alguns
dos compostos analisados podem, preferencialmente, interagir com os sulcos. Tal
caracteristica pode ser favorecida devido a presenca da subunidade tiossemicarbazénica, que
confere as moléculas flexibilidade conformacional para adequarem-se aos sulcos do DNA,
além de realizarem interacdes convencionais de hidrogénio com os nucleotideos capazes de
estabilizarem o complexo. Para comprovacdo e elucidagdo do mecanismo de acdo desses
compostos, indica-se a realiza¢ao do estudo in vitro com o DNA isolado.

Almeida e colaboradores (2015), por sua vez, investigaram a capacidade intercaladora
de DNA dos compostos tiossemicarbazonicos-acridinicos in vitro. Dentre 0s compostos
sintetizados e analisados, estavam inclusas as moléculas SOL-AC1, referida como 3a, e SOL-
AC2, referida como 3f. A molécula SOL-AC1, avaliada numa concentracdo de 50 uM, na
auséncia ou presenca de ctDNA (0-120 puM), apresentou significante efeito hipercromico
(92,58% em 120 uM de ctDNA) e um sutil efeito batocrémico (AX 6 nm) com o aumento da
concentracdo de ctDNA, indicando a formacdo do complexo ligante-DNA. O derivado SOL-
AC2, por sua vez, destacou-se como 0 composto a apresentar maior efeito hipocromico
(39,59% em 120 uM de ctDNA). Esses compostos apresentaram constantes de ligagédo (Kb)
de 3.77x10° e 1.0x10° M?, respectivamente, 0 que 0s categoriza como compostos
intercaladores de DNA, de acordo com os parametros apresentados por lhmels e Otto (2005).

Ademais, € valido ressaltar que o composto SOL-AC2 apresentou o maior valor de Kb dentre
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0s compostos da serie, fator que, de acordo com os autores, indica que o substituinte de cloro
afeta positivamente a capacidade do composto em se ligar ao ctDNA, uma vez que pode
aumentar as propriedades hidrofébicas do ligante. Além disso, o atomo de cloro leva a um
ligeiro momento dipolo no ligante, aumentando assim as intera¢cdes dipolo-dipolo no sitio
ativo, possibilitando também a intervencdo desse atomo como um aceptor de ligagcdes de

hidrogénio.

5.1.3 Docking molecular da interagdo dos derivados propostos com topoisomerase | de L.
donovani complexada com DNA

Tendo em vista a provavel interacdo dos compostos propostos com DNA e
topoisomerase Ila humana, ¢ viavel a avaliagdo desses frente a isoforma I de topoisomerase
de Leishmania donovani, a fim de determinar uma possivel atividade leishmanicida.

A estrutura cristalogréfica da topoisomerase | de L. donovani complexada com DNA
(PDB ID: 2B9S) é obtida pelo Protein Data Bank com a presenca do ion vanadato e auséncia
de ligante co-cristalizado, de modo que ndo é possivel a realizacdo do redocking para
validacdo do método. Entretanto, para determinacdo das coordenadas e dimensdes do gridbox,
utilizou-se como referéncia o estudo realizado por Almeida (2018), realizando-se esta analise
em condigdes semelhantes.

De acordo com Das e colabores (2004), as topoisomerases de parasitas sao
suficientemente distintas das enzimas analogas de humanos, o que as torna alvos
farmacoldgicos vidveis e que possam promover a seletividade de determinado farmaco.
Primeiramente isolada por Broccoli e colaboradores (1999) em parasitas da espécie L.
donovani, estudos demonstraram a sensitividade da topoisomerase | ao farmaco antitumoral
camptotecina, caracterizado pela capacidade de inibicdo de topoisomerase IB humana.
Entretando, a sensitividade desses protoazios a esse farmaco é inferior a apresentada pelas
células cancerigenas, evidenciando a existéncia de diferencas moleculares entre ambas as
enzimas. Tais diferencas incluem desde a variancia no C-terminal do ndcleo central da
topoisomerase, até a codificacdo da enzima, que no parasita é realizada pela unido de dois
genes para formacdo de uma enzima heterodimérica (DAS; GANGULY; MAJUMDER,
2008).

Assim, na auséncia de ligante co-cristalizado a estrutura do alvo farmacoldgico,
utilizou-se a camptotecina como composto controle. Os resultados obtidos para os compostos

propostos e composto controle encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados do docking molecular entre as estruturas propostas, composto controle e

a enzima topoisomerase | de L. donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

MOLECULA Energia Livre de Constante de Inibicéo
Ligacao (kcal mol™) Estimada (Ki) (nM)
SOL-AC1 -10.81 12.00
SOL-AC2 -11.56 3.38
SOL-Q1 -9.75 71.05
SOL-Q2 -9.32 147.27
SOL-I1 -9.09 217.41
SOL-12 -8.75 386.33
SOL-P1 -8.00 1370.0
SOL-P2 -8.27 864.70
SOL-PR1 -9.82 63.77
SOL-PR2 -10.48 20.83
SOL-PP1 -8.71 413.35
SOL-PP2 -9.82 63.41
CAMPTOTECINA -8.82 340.80

Fonte: Autoria (2020).

A partir dos resultados apresentados, pode-se notar que a maioria dos compostos, com
excecdo das moleculas SOL-12, SOL-P1, SOL-P2 e SOL-PP1, apresentaram valores de

energia de livre de ligacdo menores, ou seja, mais desejaveis, que o farmaco camptotecina

(AG = -8,82 kcal mol™ e Ki = 340,80 nM). Como comentado anteriormente, embora a

topoisomerase | de leishmania ndo seja tdo sensivel ao farmaco como a isoforma 1B humana,

esse pode ainda apresentar-se como um parametro para determinar a possivel potencialidade

desses compostos propostos frente ao alvo selecionado.

De acordo com os valores obtidos pelo estudo de docking molecular, a molécula SOL -

AC2 apresentou maior afinidade com o alvo topoisomerase | de Leishmania, similarmente aos

resultados obtidos frente aos alvos topoisomerase Ilo. complexada com DNA e com o modelo

de DNA para intercalacdo. Realizando-se uma analise da imagem bidimensional da interacéo
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ligante-sitio ativo formada entre a molécula acridinica e a topoisomerase | (Figura 44A), nota-
se interacBes por carga atrativa realizadas pelo nitrogénio carregado positivamente com a base
nitrogenada Timina 112 e o residuo de aminoacido Glu 182; interacdes do tipo convencionais
de hidrogénio entre os heterodtomos presentes na estrutura e os aminoacidos Asn 178, Tyr
252, Glu 182 e nucleotideo Citosina 8; interagdes com o aminoacido Lys 251 do tipo
empilhamento de ligagdes © em forma de T e desfavoraveis doador-doador, entre outros.

Em uma relacdo comparativa entre o complexo formado pela molécula SOL-AC2
(Figura 44A) e pela camptotecina (Figura 44B), constata-se que as moléculas interagem com
apenas um aminoacido em comum, a Met 254, por meio de interagdes distintas, sendo elas
dos tipos pi-enxofre e pi-alquil, respectivamente. Adicionalmente, nota-se que 0 composto
SOL-AC2 apresenta um numero maior de interacbes com o alvo, sendo estabilizado
marjoritariamente por interacdes favoraveis, em comparacdo com o farmaco em questdo, de

modo a justificar os melhores valores obtidos para o composto acridinico nessa analise.

Figura 44 - Docking das moléculas SOL-AC2 (A) e Camptotecina (B) com o complexo
Topoisomerase I/DNA
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Fonte: Autoria (2020).

Comparando ao alvo anterior, topoisomerase Ila complexada com DNA, no alvo em
questdo houveram menos interagdes com o DNA. Utilizando-se o composto SOL-AC2 como

exemplo, esse apresentou em estudos anteriores multiplas interacbes com o DNA,



89

predominantemente do tipo empilhamento de liga¢des 7t (Figura 38A, figura 43A). Entretanto,
no alvo topoisomerase | complexada com DNA, as intera¢Ges concentram-se principalmente
com a enzima, sendo repetido esse padrdo para as demais moléculas propostas. Porém, na
auséncia de um ligante co-cristalizado, ndo é possivel afirmar se a configuracdo do alvo
cristalizado permite interagcdes com o DNA, especialmente por intercalagéo.

Tendo em vista os resultados obtidos pelo docking molecular, as moléculas propostas,
em especial as moléculas acridinicas, apresentam uma possivel acdo antitumoral e/ou
antileishmania pela afinidade apresentada pelos alvos selecionados. Nesse sentido, foi dada
continuidade aos estudos envolvendo-as, através da sintese e avaliacdo in vitro desses

compostos.

5.2  Sintese e caracterizacao fisico-quimica

5.2.1 Mecanismo reacional e caracterizacdo fisico-quimica dos intermediarios
tiossemicarbazidicos

O método para obtencdo dos derivados tiossemicarbazbnicos seguiu uma rota de
obtencdo indireta, através da preparagéo prévia de derivados tiossemicarbazidicos pela reacéo
entre a hidrazina (NH,-NH) e derivados isotiocianatos. De acordo com Tenorio (2005), essa
reacdo geralmente apresenta rendimentos entre 70 e 90%.

As tiossemicarbazidas possuem potencial tdxico, em virtude da presenca do
grupamento NH,, sendo preferencialmente utilizadas como intermediarias na sintese de
derivados tiossemicarbazonicos (PEDROSA, 2017).

O mecanismo reacional envolvido na obtengdo desses derivados inicia-se com o
ataque nucleofilico do nitrogénio hidrazinico ao carbono da aminotiocarbonila que, devido ao
atomo de nitrogénio presente nesse grupamento, o qual exerce um efeito elétron-retirador,
apresenta uma carga parcialmente positiva e, consequentemente, maior predisposicdo aos
ataques nucleofilicos. O ataque é seguido, simultaneamente, de uma deslocalizagdo dos
elétrons © para o nitrogénio vizinho, que passa a apresentar um excesso de elétrons. Para
estabilizacdo da estrutura, o nitrogénio em questdo realiza um ataque nucleofilico
intramolecular, efetuando a captura do hidrogénio ligado ao nitrogénio com carga formal
positiva, obtendo-se por fim o produto final (Esquema 6).
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Esquema 6 — Mecanismo reacional de obteng&o dos derivados tiossemicarbazidicos

R RFHO1: R=H
RFH02: R=CI

Fonte: Autoria (2020).

As caracteristicas fisico-quimicas dos dois compostos sintetizados encontram-se
dispostas na tabela 6. Como se pode observar, os compostos intermediarios RFHO1 e RFH02
apresentaram rendimentos de 77,99 e 79,66%, respectivamente, o que afirma a viabilidade da
rota sintética utilizada. Para o composto RFHOL, inicialmente sintetizado utilizando-se
diclorometano como solvente, desenvolveu-se outro método de sintese, utilizando-se propanol
como solvente, no mesmo volume utilizado previamente. Essa modificacdo de solvente
favoreceu a precipitacdo do produto ao fim da reagdo sem necesséria adi¢do de solventes
organicos, anteriormente alcancada pela adi¢do de hexano a fim de alterar a polaridade do
meio reacional e forcar a precipitacdo. Entretanto, o uso do propanol como solvente causou

uma diminuigdo no rendimento reacional (43,19%).

Tabela 6 - Caracteristicas fisico-quimicas dos intermediarios tiossemicarbazidicos

COMPOSTO | Aparéncia | P.M. | Rend% | F.F.(°C) Rf F.M. LogP

RFHO1 PO6 branco | 167,23 | 77,99 140-143 0.64 C7H9N3S 1,45

RFHO02 Po6 branco | 201,68 | 79,66 210-211 0.56 | C/HsCINsS | 2,01

Fonte: Autoria (2020). Legenda: PM — Peso molar (g mol™), Rend% — Rendimento (%).F.F. — Faixa de fusdo, Rf
— Fator de retencdo (Hexano/Acetato 6:4), FM — Formula molecular, LogP — Coeficiente de parti¢do octanol-

agua.

Ainda abordando as caracteristicas evidenciadas na tabela 6, é valido ressaltar a faixa
de fusdo dos compostos variando de 1 a 3°C, indicando um grau de pureza desejavel e viavel

para continuidade da sintese para obtencdo dos compostos finais (BRITTAIN, 2009).
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5.2.2 Mecanismo reacional e caracterizacdo fisico-quimica do nucleo acridina-9-
carboxaldeido

A sintese do nucleo acridina-9-carboxaldeido foi realizada para utilizacdo do mesmo
como intermedidrio para sintese dos compostos finais. Sua sintese consistiu em trés etapas: (i)
sintese da 9-metil-acridina (Esquema 7); (ii) sintese do ACN-01 (Esquema 8); e por fim, (iii)
sintese da acridina-9-carboxaldeido (Esquema 9).

O mecanismo reacional para obtencdo da 9-metilacridina (AC-01) segue conforme o
esquema 7. A 1° etapa caracteriza-se pela reacdo ocorrida no &cido acético na presenca de
cloreto de zinco, com consequente formacdo de um complexo, ocasionado devido ao ataque
nucleofilico do oxigénio da hidroxila ao zinco, que se estabiliza pela saida da hidroxila e
formacdo do intermediario ion acilio. A 2° etapa consiste em uma reacao de Friedel Crafts a
posicdo orto do radical aminico da difenilamina. Durante o processo de finalizacdo da reacéo,
a mesma ¢é tratada com uma solucdo de acido sulfirico a 20% que fornece prétons ao meio
reacional que, por sua vez, sdo abstraidos pelos elétrons livres da carbonila cetonica,
promovendo a ciclizacdo e consequente estabilizacdo da estrutura, com auxilio da acdo do
hidroxido de amonio ao abstrair protons da estrutura acridinica, obtendo-se o nucleo

acridinico metilado.



Esquema 7 — Mecanismo reacional de obtencdo da 9-metil-acridina

12 Etapa
o o)
'é +  ZnCl H,C C//
ntly  — 3C— — >
P
HaC OH \ +
3 2 (/)—H
Cl,zn
2° Etapa [zn(oH)CH,

Fonte: Moura (2009).
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A etapa seguinte consiste na obtengdo do intermediario ACN-01 por meio da reacao
entre 0 AC-01, obtido na etapa anterior, com N,N-dimetil-4-nitrosoanilina. De acordo com
Silva (2018), o mecanismo reacional associado a essa etapa nao é bem elucidado. Segundo
Zuman e Shah (1994), quando a adicdo nucleofilica de nitrosobenzenos envolve carbéanion
derivado de compostos ativos de metileno, a reacdo é denominada reacdo de Ehrlich-Sachs,
conforme € visualizado no esquema 8. Entretanto, essa ocorre em meio basico, e na
metodologia utilizada nesse trabalho, ndo ha adicdo de base ao meio reacional, consistindo
apenas da adicdo de etanol e aquecimento a 78°C. A abstracdo de um préton do grupamento
metila do AC-01 para transforma-lo em um carbénion, na auséncia de um meio bésico, parece

pouco provavel.

Esquema 8 — Mecanismo reacional de obtencéo do intermediario ACN-01
+
H ‘\
o, _CH3
/N N\
CH3 Hzc CH3
N\CHS Base X
Ox > Z
N N

AC-01
N
H
H ‘\
/CH3 Ho0_ ) /CH3 \ ,CH3
HZC ‘ CHj H,C “CHs
I /L I I l I Base I l I
ACN-01

Fonte: Silva (2018).

A Ultima etapa consiste na obtencdo do nucleo acridina-9-carboxaldeido (AC-02). Para
tal, adicionou-se o produto obtido na etapa anterior, ACN-01, a um meio &cido (acido

cloridrico). O mecanismo reacional compreende a abstracdo de um préton do meio reacional
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acido, pelo nitrogénio iminico, com consequente formacdo de um complexo onde o carbono
iminico apresenta deficiéncia de elétrons e é suscetivel ao ataque nucleofilico pelas moléculas
de agua presentes no meio. Por prototropismo, a hidroxila transfere seu proton ao nitrogénio,
favorecendo a saida do grupamento 4-amino-N, N-dimetilanilina, obtendo-se, apés a liberagdo

do préton, a formagdo do produto final (Esquema 9).

Esquema 9 — Mecanismo reacional de obtencéo da acridina-9-carboxaldeido

+

H
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N N /N N\
// \ ~ /
N C CH
N\ / C\H CH3 \ / 3

\+/ 3 H\ /CH3
N N’
/ '\' CHs

3 [E—
\ // C\OH

+
) 5
/, 0
WY CHs, N 7/

AC-02

Fonte: Moura (2009).
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Dessa forma, 0s compostos em questdo, obtidos em cada uma das etapas, foram
caracterizados fisico-quimicamente para avaliacdo da viabilidade dos mesmos para
posteriores reagdes. Os resultados encontram-se na tabela 7 e evidenciam rendimentos

satisfatdrios, bem como os valores de faixa de fusdo com variacdo igual ou inferior a 3°C.

Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos acridinicos

COMPOSTO | Aparéncia P.M. | Rend% | F.F. (°C) Rf F.M. LogP

AC-01 P6 amarelo | 193,09 68 115-118 0.68 CuaHuaN 4,03

ACN-01 P6 vermelho | 325,16 74 271-272 0.64 CaoH19N3 5,69

AC-02 P6 amarelo | 207,23 90 144-147 0.74 C1aHgNO 3,29

Fonte: Autoria (2020). Legenda: PM — Peso molar (g mol™), Rend% — Rendimento (%).F.F. — Faixa de fusdo, Rf
— Fator de retencdo (Hexano/Acetato 6:4), FM — Formula molecular, LogP — Coeficiente de parti¢do octanol-
agua.

5.2.3 Mecanismo reacional e caracterizacao fisico-quimica dos compostos finais

A obtencdo dos compostos finais seguiu conforme o mecanismo reacional evidenciado
no esquema 10. A sintese desses compostos caracteriza-se como uma reacdo de condensacéo,
iniciando-se com a acdo do acido acético como ativador de carbonila, formando um ion
oxonio. Esse, por sua vez, devido a deficiéncia de elétrons do carbono da carbonila, torna-se
suscetivel ao ataque nucleofilico do N1 do derivado tiossemicarbazidico, formando um
hemiaminal protonado, seguido de um processo de prototropismo, pela transferéncia do
préton do nitrogénio para o oxigénio. Devido a instabilidade da hidroxila protonada na
estrutura quimica em questdo, a mesma é liberada no meio na forma de &gua, formando um
intermediario carbocation que se estabiliza por ressonancia, até abstracdo do préton ligado ao

nitrogénio pelo meio, gerando, por fim, o respectivo composto final.
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Esquema 10 — Mecanismo reacional de obtencdo dos compostos finais

°° I+ H H
H O: H CO N N
NA~T N A7 NH
c . T ONH
Rll Rll R' S

R' R' Rl
-H,0
S NH SYNH - S NH
HA N GN/N\H H%l‘\l/N\H
N™ ~H - —N,
e
| Rll %OHz-‘— Rll OH
R™ 4 H H
Rl
R:1=H; Il =Cl.
R": | = Acridina; Il = Quinolina;
S NH lll = Indol; IV = Piridina;
V = Fenil-(2-piridina);
N N\H VI = Fenil-piperidina.
A
R H

Fonte: Autoria (2020).

Dessa forma, para facilitar a visualizacdo dos doze compostos sintetizados, estes

seguem conforme a tabela 8.
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Tabela 8 - Derivados tiossemicarbazonicos hibridizados a heterociclicos sintetizados

COMPOSTO ESTRUTURA COMPOSTO ESTRUTURA
SOL-AC1 SOL-AC2
H H
SOL-Q1 ON\HHN.N_ SOL-Q2
s |\
N/
H H 4
S J
N
H
NN _H
SOL-P1 @ VN SOL-P2
S 7\
—N
H H 4
o
SOL-PR1 S SOL-PR2
N N
72\ 78
H H n H H
©/N\H/N.N_ /©/N\H/N.N_
SOL-PP1 S SOL-PP2 | S
) )

Fonte: Autoria (2020).
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Esses foram caracterizados fisico-quimicamente, conforme dados apresentados 0s
dados na tabela 9. Todos os compostos foram sintetizados satisfatoriamente, apresentando
rendimentos variando entre 56,95% (SOL-Q1) e 98,99% (SOL-PP1), comprovando a
viabilidade da rota sintética escolhida, associada a uma simples metodologia de purificacéo,
por meio da filtracdo e lavagem com agua destilada. As faixas de fuséo oscilaram entre 1 e 4

°C, indicando um grau de pureza aceitavel.

Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados

COMPOSTO | Aparéncia | P.M. | Rend% | F.F.(°C) Rf F.M.
SOL-AC1 P6 amarelo | 356,44 76,82 216-217 0,49 Co1H16N4S
SOL-AC2 P6 amarelo | 390,89 84,83 224-225 | 0,45 | CpHisCINGS

SOL-Q1 P6 amarelo | 306,38 56,95 200-202 | 0,36" C17H14N4S
SOL-Q2 P6 amarelo | 340,83 81,37 241-242 | 0,16 | C17H15CIN,S
SOL-I1 P6 amarelo | 294,37 79,20 222-224 | 0,59 C16H14N4S
SOL-12 P6 branco | 328,82 83,44 209-212 | 0,66% | C16H13CINGS
SOL-P1 P6 branco | 256,33 95,31 223-224 | 0,49° C13H12N4S
SOL-P2 Pé branco | 290,77 87,51 225-228 | 0,45° | Cy3H1CIN,S
SOL-PR1 P6 branco | 332,42 92,26 212-215 | 0,38 C1oH16N4S
SOL-PR2 P6 branco | 366,87 89,55 250-253 | 0,14 | CioH1sCINGS
SOL-PP1 P6 amarelo | 338,47 98,99 209-213 | 0,63 C1oH22N4S
SOL-PP2 P6 amarelo | 372,92 93,40 191-193 | 0,68% | Ci9H,1CINGS

Fonte: Autoria (2020). Legenda: PM — Peso molar (g mol™), Rend% — Rendimento (%). F.F. — Faixa de fusdo,

Rf — Fator de retengdo (*Hexano/Acetato 7:3; "Hexano/Acetato 6:4), FM — Férmula molecular.

De acordo com os resultados obtidos, os pesos moleculares dos compostos sintetizados
variaram entre 256,33 e 390,89 g mol™. Ao realizar-se uma correlacio desses valores com a

regra dos 5 de Lipinski, os compostos apresentam-se dentro dos parametros quanto ao peso
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molecular, que deve ser menor ou igual a 500 g mol™. Esses resultados séo posteriormente
comentados com maior detalhe nos estudos farmacocinéticos in silico.

Adicionalmente, os compostos sintetizados foram avaliados quanto sua solubilidade
frente variados solventes com diferentes polaridades, a fim de determinar as melhores
solubilidades para analises posteriores. Para tal, utilizaram-se o0s solventes: metanol,
acetonitrila, acetato de etila, dimetilsulfoxido e cloroférmio. A solubilidade em agua nédo foi
verificada, tendo em vista que todos os compostos precipitaram na presenca da mesma
(Tabela 10).

Tabela 10 — Solubilidade aparente dos compostos sintetizados

COMPOSTO | Metanol | Acetonitrila | Acetato | Dimetilsulfoxido | Cloroférmio
de Etila

SOL-AC1 | I PS S PS

SOL-AC2 PS PS PS PS PS
SOL-Q1 PS S I S I
SOL-Q2 | PS | S |
SOL-I1 S I S S |
SOL-12 S | S S |
SOL-P1 S I PS S |
SOL-P2 PS PS S S PS

SOL-PR1 PS | PS S |

SOL-PR2 S | S S |

SOL-PP1 S S S S S

SOL-PP2 PS S S S S

Fonte: Autoria (2020). Legenda: S — soltvel; PS — parcialmente soltvel; | — insoltvel.
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5.3  Caracterizagao estrutural dos compostos sintetizados

5.3.1 Analise por espectroscopia no infravermelho

A caracterizacdo estrutural pela técnica de infravermelho foi realizada para as doze

moléculas finais sintetizadas, possibilitando a identificagdo de bandas de absorgédo

caracteristicas da porcdo tiossemicarbazbnica e dos diferentes nucleos heterociclicos

nitrogenados. Os resultados seguem conforme a tabela 11.

Tabela 11 - Valores de absorgao obtidos pela espectroscopia de infravermelho

MOLECULA

IV (valores em cm™)

SOL-AC1

3118,97 (estiramento N-H de amina secundaria); 2967,34 e
2920,68 (estiramento C-H de carbono sp?); 1595,64
(estiramento C=N); 1517,88 e 1486,78 (estiramento C=C
aromatico); 1204,51 (estiramento C=S); 1074,65 (estiramento
C-N).

SOL-AC2

3123,05 (estiramento N-H de amina secundaria); 2965,01
(estiramento C-H de carbono sp?); 1597,06 (estiramento
C=N); 1519,91 e 1514,12 (estiramento C=C aromatico);
1207,44 (estiramento C=S); 1089,78 (estiramento C-N).

SOL-Q1

3302,14 e 3265,49 (estiramento N-H de amina secundaria);
3022,34 (estiramento C-H de carbono sp?); 1586,83
(estiramento C=N); 1521,83 e 1483,26 (estiramento C=C
aromatico); 1246,74 (estiramento C=S); 1176,58 (estiramento
C-N).

SOL-Q2

3296,34 (estiramento N-H de amina secundéria); 3073,59
(estiramento C-H de carbono sp?); 1592,85 (estiramento
C=N); 1523,76 e 1488,92 (estiramento C=C aromatico);
1257,69 (estiramento C=S); 1184,29 (estiramento C-N).

SOL-11

3370,35 (estiramento N-H de amina secundaria de anel
inddlico); 3301,81 (estiramento N-H de amina secundaria de
cadeia alifatica), 3145,89 (estiramento C-H de carbono sp?);
1594,36 (estiramento C=N); 1549,17 e 1497,96 (estiramento
C=C aromético); 1244,88 (estiramento C=S); 1196,69
(estiramento C-N).

SOL-12

3404,36 (estiramento N-H de amina secundaria de anel
inddlico); 3309,84 (estiramento N-H de amina secundaria de
cadeia alifatica), 3165,18 (estiramento C-H de carbono sp?);
1618,27 (estiramento C=N); 1535,33 e 1489,04 (estiramento
C=C aromatico); 1195,86 (estiramento C=S); 1091,01
(estiramento C-N).

SOL-P1

3296,27 (estiramento N-H de amina secundaria); 3124,42 e
2962,67 (estiramento C-H de carbono sp?); 159564
(estiramento C=N); 1502,33 e 1444,8 (estiramento C=C




101

aromatico); 1256,61 (estiramento C=S); 1184,30 (estiramento
C-N), 745,72 e 695,95 (dobramento C-H fora do plano de
aromatico monossubstituido).

SOL-P2

3296,34 (estiramento N-H de amina secundaria); 3113,11
(estiramento C-H de carbono sp?); 1587,41 (estiramento
C=N); 1524,69 e 1487,11 (estiramento C=C aromatico);
1253,17 (estiramento C=S); 1184,29 (estiramento C-N).

SOL-PR1

3300 (estiramento N-H de amina secundaria); 3132,49 e
2979,62 (estiramento C-H de carbono sp?); 1581,08
(estiramento C=N); 1537,93, 1505,01 e 1461,85 (estiramento
C=C aromatico); 1270,95 (estiramento C=S); 1199,27
(estiramento C-N).

SOL-PR2

3327,8 (estiramento N-H de amina secundaria); 3146,4 e
29745 (estiramento C-H de carbono sp?); 158547
(estiramento C=N); 1537,93 e 1490,39 (estiramento C=C
aromatico); 1275,34 (estiramento C=S); 1203,66 (estiramento
C-N).

SOL-PP1

3304,82 (estiramento N-H de amina secundaria); 3135,35 e
2983,99 (estiramento C-H de carbono sp?); 2927,48, 2853,16
e 2804,71 (estiramento C-H de carbono sp®); 1601,9
(estiramento C=N); 1549,92 e 1503,22 (estiramento C=C
aromatico); 1446,74 (dobramento CHy); 1229,07 (estiramento
C=S); 1182,37 (estiramento C-N).

SOL-PP2

3313,9 (estiramento N-H de amina secundaria); 3127,38 e
2975,24 (estiramento C-H de carbono spz); 2932,08, 2850,89
e 2812,85 (estiramento C-H de carbono sp®); 1595
(estiramento C=N); 1537,93 e 1494,8 (estiramento C=C
aromatico); 1405,35 (dobramento CHy); 1232,18 (estiramento
C=S); 1175,13 (estiramento C-N), 817,45 (dobramento C-H
fora do plano de aromatico para-dissubstituido).

Fonte: Autoria (2020).

Inicialmente, analisando a estrutura da subunidade tiossemicarbazonica, espera-se a

identificacdo de bandas de estiramento caracteristicas dos grupamentos funcionais: N-H, S-H,

C=S, C=N, C-N e C-S. Dessa forma, determinadas bandas de absor¢éo foram observadas nas

moléculas analisadas.

Nas estruturas analisadas, foram observadas bandas de absorcdo estreitas de baixa

intensidade, entre as regides de 3327,8 a 3118,97 cm™, sugestivas de ligacdo N-H de aminas
secundarias (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2015). Essa informacdo mostra-se
importante, ndo apenas na identificacdo da presenca desse grupamento funcional nas

estruturas sintetizadas e avaliadas, mas também como uma forma de comprovacdo da

efetividade da rota sintética utilizada na formacdo do produto final, tendo em vista que
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durante os processos de sintese, houve o consumo total do reagente tiossemicarbazidico para
formacdo dos produtos finais. A ineficacia da sintese seria refletida no espectro pelo
aparecimento de duas bandas de absorcdo caracteristicas de amina primaria, presente no
reagente intermediario reacional. Ademais, a regido de absorcdo, observada em algumas
moléculas, que se encontram abaixo do referenciado, podem ser justificadas devido ao
extenso sistema conjugado presente na estrutura das moléculas, que podem favorecer
indiretamente a absorcdo desses grupamentos em regides mais baixas.

Adicionalmente, nos compostos derivados indolicos (SOL-11 e SOL-12) foram
identificadas duas bandas sugestivas de ligagdo N-H, uma pertencente ao anel indélico e a
outra pertencente a cadeia alifatica da por¢do tiossemicarbazonica. Os valores de absor¢éo de
estiramento N-H de amina secundéria de anel indélico foram de 3370,35 e 3404,36 cm™,
respectivamente. Segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2015), compostos heteroaromaticos
que contenham o grupo N-H mostram absorcdo de deformacdo axial de N-H entre 3500 e
3220 cm™, ou seja, em uma regido de absorcdo ligeiramente mais alta do que a encontrada
para grupamentos amina secundarios de cadeia alifatica.

Adiante no espectro, a possivel presenca de uma banda de estiramento de fraca
intensidade na faixa de 2600 a 2550 cm™ confirmaria a presenca do grupamento S-H, tendo
em vista que poucas absorcdes ocorrem nessa regido (PAVIA et al., 2009). Entretanto,
absor¢Ges nessa regido ndo foram observadas nos espectros analisados. Essa afirmagéo sugere
a estabilizacdo da estrutura tiossemicarbazonica na forma tautomérica tiona, descartando a
possibilidade de um equilibrio tautomérico entre a forma tiona e tiol, conforme ilustrado na
figura 45. Nesse mesmo raciocinio, segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2015), a presenca
da banda de absorcdo de deformacéo axial de ligacdo C-S na regido de 700 a 600 cm™
contribuiria para a confirmacdo da existéncia da forma tautomérica tiol, embora essa banda
apresente pouco valor na determinagdo de estruturas devido sua baixa intensidade e
consideravel variagdo de posi¢do no espectro. Semelhantemente, a banda néo foi identificada
nos espectros das moléculas sintetizadas, corroborando para a alega¢ao da auséncia de formas

tautoméricas em equilibrio nas estruturas dos compostos sintetizados.
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Figura 45 - Representagéo das possiveis formas tautoméricas da molécula

SOL-P1
g, -,
Y * J
7 N\ /7 N\
—N —N
TIONA TIOL

Fonte: Autoria (2020).

A ligacdo iminica C=N caracteriza-se por apresentar um padrdo semelhante a ligacGes
C=C, demonstrando intensidade de absorc&o variavel na regido de 1690 a 1640 cm™. Sua
presenca, nas estruturas sintetizadas, pode corresponder tanto a posicdo da subunidade
tiossemicarbazidica onde ocorre a reacdo de condensacdo, transformando o grupamento
aminico em iminico, quanto ao grupamento iminico presente nos anéis heterociclicos
nitrogenados. As bandas de estiramento observadas nos espectros, sugestivas de ligagdo C=N,
variaram de 1618,27 a 1581,08 cm™. O efeito de conjugacdo presente em anéis aromaticos,
que se estende até o nitrogénio terminal da por¢do tiossemicarbazonica, aumenta o carater de
ligacdo simples desses grupamentos, favorecendo uma diminui¢cdo na forca da constante K e,
consequentemente, diminui¢do na frequéncia de vibragdo (PAVIA et al., 2009).

A presenca da ligacdo C=S, caracteristica de compostos tiocarbonilados, é evidenciada

pela absorcdo na regido de 1250 a 1020 cm™. Essa ligacdo é comparavel a C=0, porém,

diferencia-se devido a menor diferenca de eletronegatividade existente entre o atomo de
enxofre e o carbono (2,58 e 2,55, respectivamente), em comparacdo ao &tomo de oxigénio e 0
carbono (3,44 e 2,55, respectivamente). Essa diferenca torna o grupo C=S menos polar que o
grupo C=0, consequentemente, a banda apresenta-se em regides mais baixas que a carbonila
(1850-1650 cm™) e com menor intensidade, tornando sua identificacéo frequentemente dificil
e incerta (PAVIA et al., 2009; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2015). Para todas as
moléculas finais sintetizadas, foram identificadas, nas regides dos espectros entre 1275,34 e
1204,51 cm™, bandas de absorcéo de média a alta intensidade sugestivas de ligacédo C=S.
Frequentemente, segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2015), os espectros de
moléculas nas quais 0 grupamento C=S esta ligado a um atomo de nitrogénio (N-C=S)

apresentam uma banda de absor¢do caracteristica do estiramento de C=S e varias outras na
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regido ampla de 1563 a 700 cm™, que sdo atribuidas as interacées entre as deformacdes axiais
de C=S e C-N. Nesse sentido, identificaram-se bandas de média a alta intensidade sugestivas
de deformacdes axiais de ligacdo C-N entre 1203,66 e 1091,01 cm™, apresentando-se em
concordancia com os valores estabelecidos pela literatura (1350-1000 cm™) (PAVIA et al.,
2009).

A figura 46 representa o espectro de infravermelho do composto hibrido SOL-PP2. A
partir dessa, é possivel a visualizacdo das bandas de absorcdo citadas anteriormente, que sdo

comuns a todas as moléculas, em conjunto com bandas particulares do grupamento fenil-

piperidina. Figura 46 — Espectro de infravermelho da molécula SOL-PP2
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Fonte: Autoria (2020).

Realizando-se um enfoque nos diferentes ndcleos heterociclicos, € comum a esses 0
aparecimento de bandas de estiramento de ligagdo C=C caracteristica de compostos
aromaticos. A deformacdo axial referente a esse tipo de ligacdo em anéis aromaticos promove
a formacdo de duas bandas de absorcdo, em aproximadamente 1600-1585 e 1500-1400 cm™
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2015). Os mesmos foram identificados nas

estruturas sintetizadas entre 1502,33 a 1549,92 e 1514,12 a 1444,8 cm™. Juntamente,
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podemos ressaltar as vibracdes de deformagéo axial de C-H de carbonos sp?, em especial os
pertencentes ao sistema aromatico. De acordo com Pavia e colaboradores (2009), esses
aparecem comumente em regides acima de 3000 cm™, tendo sido identificados entre 3165,18
e 2920,68 cm™.

Excepcionalmente, as moléculas contendo a porcao fenil-piperidina (SOL-PP1 e SOL-
PP2), apresentaram também deformacdes axiais de C-H de carbonos spd e deformag0es
angulares de carbono metileno (CH,), tendo em vista que esses dois compostos sdo 0s Unicos
a apresentarem carbono saturado em suas estruturas. As absor¢des de estiramento de Csp*-H
variaram de 2932,08 a 2804,71 cm™. Enquanto que a absorcdo de dobramento de CHj,
comumente visualizada em aproximadamente 1465 cm™, foi observada entre 1446,76 e
1405,35 cm™. De acordo com Silverstein, Webster e Kiemle (2015), a ciclizacdo diminui a
frequéncia da vibragdo de deformacao angular simétrica no plano CHy, justificando, portanto,
os valores de frequéncia abaixo do descrito na literatura (Figura 46).

Ademais, as deformacgdes angulares fora do plano de ligacdo C-H de aromaticos
fornecem importantes informagbes quanto ao padrdo de substituicdo desses compostos.
Devido a diversidade de padrdes de substituicdo em determinados compostos, torna-se
complexa a identificacdo das bandas de absorcdo de forma correta. Dessa forma, foram
especificadas apenas as vibragbes em compostos que possuem apenas um padrédo de
substituicdo: SOL-P1 (monossubstituido) e SOL-PP2 (para-dissubstituido) (Figura 47). De
acordo com Pavia e colaboradores (2009), compostos aromaticos monossubstituidos
caracterizam-se por apresentar duas absor¢des de alta intensidade em aproximadamente 690 e
750 cm™, desse modo, na molécula SOL-P1 foram identificados duas bandas estreitas de
absorcéo de baixa e alta intensidade, respectivamente, em 695,95 e 745,75 cm™, sugestivas de
deformacdo de C-H de anel aromatico. Semelhantemente, compostos aromaticos para-
dissubstituidos apresentam uma banda de absorcdo de alta intensidade entre 800 a 850 cm™,
tendo sido identificado no composto SOL-PP2 a presenca de uma banda estreita de absorgcéo
de média-alta intensidade em 817,45 cm™, sugestiva de dobramento C-H fora do plano de

aromatico para-dissubstituido, assim como pode ser visualizado na figura 47.
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Figura 47 — Compostos mono e para-dissubstituidos, respectivamente

SOL-PP2
O

Dessa forma, os resultados obtidos por meio da espectroscopia de infravermelho para

Fonte: Autoria (2020).

as moléculas ndo inéditas apresentaram-se em concordancia com os resultados previamente
publicados por Almeida e colaboradores (2015), Ribeiro e colaboradores (2019) e Pedrosa
(2017). Seguem na tabela 12.

Tabela 12 - Resultados da analise por IV dos compostos previamente sintetizados e

publicados
MOLECULA IV (valores em cm™)
SOL-AC1 3114 (C—H), 3500 (NH), 1202 (C=S).
(3a)
SOL-AC2 3114 (C—H), 3500 (NH), 1202 (C=S).
(3f)
SOL-01 3136 e 2973 (NH), 1502 (C=N), 1091 (C=S).
(JF-96)
SOL-Q2 3330, 3140 e 2992 (NH), 1539 (C=N)), 1092 (C=5).
(JF-88)
SOL-I1 3413 (NH), 1556 (C=N), 1499 (N-CS-N), 1247 (C=5).
(LgIT/LT-98)

Fonte: Almeida et al. (2015), Ribeiro et al. (2019) e Pedrosa (2017).

5.3.2 ldentificacdo dos compostos por ressonancia magnética nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) trata-se de uma técnica espectroscopica de
absorcdo, semelhante a espectroscopia de infravermelho, na qual a amostra em questdo
absorve em radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncias em uma frequéncia regida

pelas caracteristicas estruturais da amostra em fungdo de determinados nucleos da molécula,
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dando-se énfase aos hidrogénios e carbonos nessa presentes (SILVERSTEIN; WEBSTER,;

KIEMLE, 2015).

O RMN de 'H forneceu importantes informacdes quanto ao perfil quimico dos

hidrogénios presentes nas estruturas sintetizadas, permitindo a elucidagdo estrutural das

moléculas pela identificacdo dos principais picos, mais precisamente, os referentes aos

hidrogénios de: N-H, H-C=N e C-H aromaticos. Seguem na tabela 13 os resultados obtidos

pela anlise.

Tabela 13 - Resultados da anélise por RMN de *H dos compostos sintetizados

MOLECULA

RMN de **H (valores em ppm)

SOL-AC1

RMN de 'H (500 MHz, DMSO0-d6): 8H 12.22 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.17 (s, 1H, NH-Ar), 9.40 (s, 1H, CH=N), 8.63
(d, J = 8.6 Hz, 2H, CH acridina), 8.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H, CH
acridina), 7.94 — 7.87 (m, 2H, CH acridina), 7.77 — 7.70 (m,
2H, CH acridina), 7.60 (d, J = 7.7 Hz, 2H, CH fenil), 7.37 (t,
J=7.0 Hz, 2H, CH fenil), 7.24 — 7.17 (m, 1H, CH fenil).

SOL-AC2

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): 6H 12.31 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.43 (s, 1H, NH-Ar), 9.48 (s, 1H, CH=N), 8.73
(d, J = 8.8 Hz, 2H, CH aromatico), 8.21 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
CH aromatico), 7.93 — 7.86 (m, 3H, CH aromatico), 7.78 —
7.71 (m, 2H, CH aromatico), 7.56 (d, J = 1.1 Hz, 2H, CH
aromatico), 7.41 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CH aromatico).

SOL-Q1

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): 3H 12.08 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.36 (s, 1H, NH-Ar), 9.03 (s, 1H, CH=N), 8.97
(d, J = 4.6 Hz, 1H, CH quinolina), 8.39 (d, J = 4.6 Hz, 1H,
CH quinolina), 8.27 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CH quinolina), 8.10
(d, J=7.7 Hz, 1H, CH quinolina), 7.87 — 7.80 (m, 1H), 7.78 —
7.71 (m, 1H), 7.59 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.40 (t, J = 7.8 Hz,
2H), 7.24 (t, J = 7.3 Hz, 1H).

SOL-Q2

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): 6H 12.16 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.38 (s, 1H, NH-Ar), 9.03 (s, 1H, CH=N), 8.98
(d, J = 4.6 Hz, 1H, CH quinolina), 8.36 (d, J = 4.6 Hz, 1H,
CH quinolina), 8.27 (d, J = 7.6 Hz, 1H, CH quinolina), 8.10
(d, J = 7.3 Hz, 1H, CH quinolina), 7.86 — 7.79 (m, 1H, CH
quinolina), 7.73 (td, J = 7.6, 6.9, 1.3 Hz, 1H, CH quinolina),
7.68 —7.61 (m, 2H, CH fenil), 7.48 — 7.42 (m, 2H, CH fenil).

SOL-11

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6): 6H 11.70 (s, 1H, NH
hidrazina), 11.62 (s, 1H, NH indol), 9.63 (s, 1H, NH-Ar), 8.43
(s, 1H, CH=N), 8.25 (d, J = 7.7 Hz, 1H, CH indol), 7.93 (d, J
= 2.3 Hz, 1H, CH indol), 7.67 (d, J = 7.7 Hz, 2H, CH fenil),
7.46 (d,J=7.9Hz, 1H, CH indol) 7.39 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH
fenil), 7.21 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CH indol), 7.19 — 7.14 (m, 1H,
CH fenil).

SOL-12

RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6): 5H 11.68 (s, 1H, NH
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hidrazina), 11.65 (s, 1H, NH indol), 9.67 (s, 1H, NH-Ar), 8.42
(s, 1H, CH=N), 8.24 (d, J = 7.5 Hz, 1H, CH indol), 7.92 (d, J
= 2.8 Hz, 1H, CH indol), 7.76 — 7.64 (m, 2H, CH fenil), 7.49
—7.36 (m, 3H, CH fenil e CH indol), 7.27 — 7.09 (m, 2H, CH
indol).

SOL-P1

RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6): 8H 12.10 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.30 (s, 1H, NH-Ar), 8.63 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CH
piridina), 8.12 (s, 1H, CH=N), 7.90 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CH
piridina), 7.55 (d, J = 7.7 Hz, 2H, CH fenil), 7.40 (t, J = 7.7
Hz, 2H, CH fenil), 7.24 (t, J = 7.4 Hz, 1H, CH fenil).

SOL-P2

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d6): 6H 12.16 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.30 (s, 1H, NH-Ar), 8.63 (dd, J = 24.8, 0.1 Hz,
2H, CH piridina), 8.12 (s, 1H, CH=N), 7.87 (dd, J =5.8, 1.5
Hz, 2H, CH piridina), 7.60 (dt, J = 4.5, 3.0, 2.8 Hz, 2H, CH
fenil), 7.44 (dt, J = 4.7, 3.0, 3.0 Hz, 2H, CH fenil).

SOL-PR1

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6): 6H 11.92 (d, J = 4.9 Hz,
1H, NH hidrazina), 10.21 (d, J = 4.9 Hz, 1H, NH-Ar), 8.70
(d, J = 5.0 Hz, 1H, CH=N), 8.23 (d, J = 5.0 Hz, 1H, CH Ar),
8.17 (dd, J = 8.6, 4.9 Hz, 2H, CH Ar), 8.09 — 8.01 (m, 3H,
CH Ar), 7.91 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CH Ar), 7.59 (t, J = 6.4 Hz,
2H, CH Ar), 7.40 (q, J = 7.7, 6.8 Hz, 3H, CH Ar), 7.23 (q, J =
7.2, 6.6 Hz, 1H, CH Ar).

SOL-PR2

RMN de *H (500 MHz, DMSO-d6): 6H 12.00 (d, J = 1.9 Hz,
1H, NH hidrazina), 10.24 (d, J = 2.1 Hz, 1H, NH-Ar), 8.70
(dt, J = 4.5, 2.0 Hz, 1H, CH=N), 8.23 (d, J = 1.9 Hz, 1H, CH
Ar), 8.17 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 2H, CH Ar), 8.04 (dt, J = 8.5,
5.1 Hz, 3H, CH Ar), 7.91 (tt, J = 7.7, 2.0 Hz, 1H, CH Ar),
7.64 (dt, J = 8.7, 2.5 Hz, 2H, CH Ar), 7.49 — 7.41 (m, 2H, CH
Ar), 7.39 (ddd, J = 7.3, 4.9, 2.0 Hz, 1H, CH Av).

SOL-PP1

RMN de 'H (500 MHz, DMSO0-d6): 8H 11.63 (s, 1H, NH
hidrazina), 9.96 (s, 1H, NH-Ar), 8.05 (s, 1H, CH=N), 7.70 (d,
J = 8.5 Hz, 2H, CH fenil), 7.59 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CH fenil-
piperidina), 7.36 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH fenil), 7.19 (t, J = 7.4
Hz, 1H, CH fenil), 6.94 (d, J = 85 Hz, 2H, CH fenil-
piperidina), 3.33 — 3.19 (m, 4H, CH fenil-piperidina), 1.70 —
1.50 (m, 6H, CH fenil-piperidina).

SOL-PP2

RMN de 'H (500 MHz, DMSO0-d6): 8H 11.71 (s, 1H, NH
hidrazina), 10.01 (s, 1H, NH-Ar), 8.05 (s, 1H, CH=N), 7.70
(d, J = 8.4 Hz, 2H, CH fenil), 7.64 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH
fenil-piperidina), 7.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H, CH fenil), 6.94 (d, J
= 8.5 Hz, 2H, CH fenil-piperidina), 3.27 (d, J = 9.4 Hz, 4H,
CH fenil-piperidina), 1.59 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH fenil-
piperidina).

Fonte: Autoria (2020).

Hidrogénios de grupamentos aminicos apresentam deslocamentos quimicos variaveis,

pois sdo influenciados por fatores intrinsecos a estrutura quimica da molécula e extrinsecos

(PAVIA et al., 2009). Nas estruturas analisadas, trés ligacdes N-H, de ambientes quimicos
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diferentes, foram identificadas: duas referentes & subunidade tiossemicarbaz6nica e uma
referente ao anel inddlico, sendo presente exclusivamente nas moléculas SOL-11 e SOL-I2.

O hidrogénio hidrazinico apresenta um deslocamento quimico em faixas mais altas em
estruturas tiossemicarbazonicas (TENORIO, 2005), apresentando-se, nesse estudo, como um
singleto na faixa de 11.63 a 12.30 ppm. O outro hidrogénio aminico contido na subestrutura
tiossemicarbazonica, ligado diretamente ao sistema aromatico, apresenta-se como um singleto
na faixa de 9.63 a 10.43 ppm. Embora seja uma regido de deslocamento quimico mais baixo
em relacdo ao anterior, 0 atomo de hidrogénio em questdo apresenta-se desblindado devido a
anisotropia do anel fendlico e a ressonancia que remove a densidade de elétrons do nitrogénio
e altera sua hibridacdo (PAVIA et al., 2009). A ligagdo N-H presente no ndcleo indélico das
moléculas SOL-I1 e SOL-I2, por apresentar-se inclusa em um sistema aromatico, é
diretamente influenciada por efeitos de ressonancia que aparentam aumentar a forca da
ligagdo por modificacdo na hibridacdo da mesma, de forma que os hidrogénios dessa amina
aromatica se apresentaram como singletos em 11.62 e 11.65 ppm, respectivamente.

Sinais na forma de singleto, sugestivo de hidrogénio azometina (CH=N) foram
identificados entre 8.05 e 9.48 ppm, apresentando-se desblindados, em relacdo aos demais
hidrogénios vinilicos ou ligados a um anel aromatico, devido ndo apenas a anisotropia
adjacente a ligagdo dupla, mas também devido a eletronegatividade do nitrogénio presente na
ligacdo.

Em relacdo aos hidrogénios ligados a um anel aromatico (benzenoide), esses
apresentam, segundo a literatura, deslocamento quimico de 6.5 a 8.0 ppm, ocasionado pelo
grande campo anisotropico gerado pela circulagdo de elétrons w do anel (PAVIA et al., 2009).
Os mesmos foram identificados nos espectros na faixa de 6.94 a 8.98 ppm, sendo esses
pertencentes tanto ao anel fenilico, quanto aos anéis heterociclicos. Os picos encontrados em
regides acima de 8.0 ppm corresponderam aos hidrogénios de carbonos ligados diretamente
ao heteroatomo dos anéis heterociclicos nitrogenados.

Excepcionalmente, nas moléculas SOL-PP1 e SOL-PP2, é possivel a identificagdo de
hidrogénios referentes a ligacdo C-H com carbono de hibridizacdo sp®. Os hidrogénios o da
ligacdo carbono-nitrogénio apresentaram-se como dubletos ou multipletos entre 3.19 a 3.33
ppm, enquanto que os hidrogénios de carbonos metilénicos (CH,), que totalizam em 6
atomos, apresentaram-se como dubletos ou multipletos entre 1.50 a 1.70 ppm. Desse modo,
segue, na figura 48, o espectro de RMN de tH obtido para molécula SOL-PP2.
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Figura 48 - RMN de 'H da molécula SOL-PP2
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Fonte: Autoria (2020).

Nos espectros das moléculas substituidas com o ndcleo fenil-piridina (SOL-PR1 e
SOL-PR2) foram observadas duplicidade de sinais em picos referentes aos atomos de
hidrogénio ligados a nitrogénio, hidrogénio azometina e hidrogénios aromaticos, até entdo nao
presentes nas demais moléculas. Realizando-se um enfoque nos hidrogénios aminicos, de
acordo com a Pavia e colaboradores (2009), ndo € comum observar um acoplamento direto
entre um hidrogénio e um nitrogénio, embora esse seja um elemento spin-ativo. Desse modo,
descartando-se a possibilidade do surgimento de sinais duplos devido a acoplamento de spins,
acredita-se que a duplicidade de sinais esteja relacionada a presenca de conformeros anti- e
syn-periplanar. Segue para visualizagdo, o espectro de RMN de *H aproximado da molécula
SOL-PR1 (Figura 49).
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Figura 49 — Espectro aproximado de RMN de *H da molécula SOL-PR1
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Como mencionado anteriormente (tépico 3.2), a liberdade conformacional em torno da
ligacdo C-N do grupamento tioamida dependerd da substituicdo do nitrogénio terminal. As
moléculas SOL-PR1 e SOL-PR2 apresentam substituintes que permitem a formacdo de uma
estrutura linear até o carbono da azometina. Na figura 50 podem ser visualizadas as estruturas
das moléculas ap6s uma minimizacdo da energia molecular, evidenciando que os substituintes
das porcdes tiossemicarbazonica apresentam-se no mesmo plano, provavelmente favorecendo

0 giro da molécula em torno das ligagoes sp3-sp>.
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Figura 50 — Estrutura tridimensional das moléculas SOL-PR1 e SOL-PR2, respectivamente

Fonte: Autoria (2020).

Estudos realizados por Lopes e colaboradores (2013) evidenciam a presenca de
isdbmeros conformacionais em compostos N-acilhidrazonicos que, por sua vez, apresentam
uma estrutura semelhante as tiossemicarbazonas, por conter as fun¢des amida e imina em sua
estrutura basica. De acordo com 0s autores, a conversdo de um conformero em outro requer
rotacdo em torno da ligagdo C-N que, consequentemente, altera a hibridag&o do nitrogénio sp?
em um arranjo piramidal. Na geometria piramidal, o unico par de elétrons do nitrogénio é
colocado em um orbital com alto carater de s para estabilizacdo, aumentando a barreira
rotacional. Assim, os autores reportam a realizacdo do RMN de 'H, em DMSO-d6, a uma
temperatura de 80°C, para determinar se a coalescéncia de sinais duplicados seria observada,
corroborando com a hipotese de que a energia necessaria para superar mais rapidamente a
barreira rotacional é alcancada com o aumento da temperatura, levando a uma rapida
conversdo entre os conformeros. Como resultado, ao realizar a comparacdo do espectro de
RMN de H realizado a 20°C com o realizado a 80°C, ¢é possivel visualizar a coalescéncia dos

picos, como visto na figura 51.
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Figura 51 — Estrutura de derivado N-acilhidrazonico e seu espectro de RMN de tH a 20° C (A)

e 80° C (B).
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Fonte: Lopes e colaboradores (2013).

Desse modo, a realizacdo de espectros de RMN de *H com variacdo de temperatura
para 0s compostos SOL-PR1 e SOL-PR2 apresenta-se como uma proposta vidvel para
determinar a existéncia de conférmeros. Segue na figura 52 os possiveis conférmeros obtidos

pela rotacdo 180° das ligacbes C-N.
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Figura 52 — Possiveis conformeros das moléculas SOL-PR1 e SOL-PR2

180°

SOL-PR1: R=H
SOL-PR2: R=ClI

Fonte: Autoria (2020).

180°

Ademais, os resultados apresentaram-se em concordancia com os resultados referentes

a elucidacéo estrutural por RMN de *H fornecidos por Almeida e colaboradores (2015), para
as moléculas SOL-AC1 e SOL-AC2, Ribeiro e colaboradores (2019), para as moléculas SOL-
Q1 e SOL-Q2, e Pedrosa (2017), para molécula SOL-I1. Esses podem ser visualizados na

tabela 14.

Tabela 14 - Resultados da anélise por RMN de *H dos compostos previamente sintetizados e

publicados
MOLECULA RMN de **H (valores em ppm)
SOL-AC1 RMN de "H (300 MHz, DMSO-dé): 5H 7.19 (t, 1H, fenil, J =
(3a) 7.5 Hz), 7.36 (t, 2H, fenil, J = 7.8 Hz), 7.60 (d, 2H, fenil, J =

NH), 12.27 (s, 1H, NH).

7.8 Hz), 7.72 (t, 2H, acridina, J = 8.4 Hz), 7.89 (t, 2H,
acridina, J = 8.4 Hz), 8.20 (d, 2H, acridina, J = 8.7 Hz), 8.61
(d, 2H, acridina, J = 8.7 Hz), 9.39 (s, 1H, =CH), 10.23 (s, 1H,

SOL-AC2 RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d6): 8H 7,40 (d, 2H, fenil, J =
(3f) 6.8 Hz), 7.63 (d, 2H, fenil, J = 7.6 Hz), 7.72 (t, 2H, acridina, J
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= 7.2 Hz), 7.89 (t, 2H, acridina, J = 7.2 Hz), 8.21 (d, 2H,
acridina, J = 9.2 Hz), 8.59 (d, 2H, acridina, J = 8.4 Hz), 9.39
(s, 1H, =CH-), 10.23 (s, 1H, NH), 12.27 (s, 1H, NH).

SOL-Q1
(JF-96)

RMN de "H (400 MHz, DMSO- d6): 8H 7.24 (t, J = 7.6 Hz,
1H, CH fenil), 7.40 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CH fenil), 7.59 (d, J =
7.6 Hz, 2H, CH fenil), 7.74 (dd, J1 = 8.0 Hz/J2 = 7.2 Hz, 1H,
CH quinolina) 7.83 (t, J = 7.6 Hz, 1H, CH quinolina), 8.10 (d,
J = 8.0 Hz, 1H CH quinolina), 8.28 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CH
quinolina), 8.37 (d, J = 3.6 Hz, 1H, CH quinolina), 8.97 (d, J
= 4.0 Hz, 1H, CH quinolina), 9.02 (s, 1H, HC=N), 10.33 (s,
1H, NH), 12.06 ppm (s, 1H, NH).

SOL-Q2
(JF-88)

RMN de 'H (400 MHz, DMSO- d6): 8H 7.45 (d, J = 7.6 Hz,
2H, CH fenil), 7.63 (d, J = 8.0 Hz, 2H, CH fenil), 7.74 (dd, J1
= 8 Hz/J2 = 7.2 Hz, 1H, CH quinolina), 7.83 (dd, J1 = 8
Hz/J2 = 7.2 Hz, 1H, CH quinolina), 8.10 (d, J =8 Hz, 1H, CH
quinolina), 8.27 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CH quinolina), 8.36 (d, J
= 3.6 Hz, 1H, CH quinolina), 8.97 (d, J = 4 Hz, 1H, CH
quinolina), 9.02 (s, 1H, HC=N), 10.38 (s, 1H, NH), 12.14
ppm (s, 1H, NH).

SOL-I1
(LqIT/LT-98)

RMN de 'H (400 MHz, DMSO- d6): 8H 11.69 (s, 1H, NH),
11.60 (s, 1H, NH-indol), 9.62 (s, 1H, NH-Ar), 8.43 (s, 1H,
CH=N), 8.23 (d, 1H, pos. 4 indol, J=7.6Hz), 7.91 (d, 1H, pos.
2 indol, J=2.8Hz), 7.66 (d, 2H, pos. 5,6 fenil, J=8Hz), 7.44 (d,
1H, pos. 7 indol, J=7.6Hz), 7.38 (t, 2H, pos. 5,6 indol, J= 7.6
Hz), 7.23-7.14 (m, 3H, pos. 3,4,5 fenil).

Fonte: Almeida et al. (2015), Ribeiro et al. (2019) e Pedrosa (2017).

Do mesmo modo, a realizacdo da analise por RMN de *C forneceu importantes

informacdes quanto ao perfil dos atomos de carbono da estrutura, permitindo identificar os

principais picos de absor¢do de: C=S, C=N e C=C aromético. Segue a tabela 15 com os

resultados da analise.

Tabela 15 - Resultados da anélise por RMN de **C dos compostos sintetizados

MOLECULA

RMN de *3C (valores em ppm)

SOL-AC1

RMN de “C (125 MHz, DMSO): dH 176.9207 (C=S),
148.6821 (Cq acridina), 140.4344 (C=N), 139.4199 (Cq
fenil), 133.3837 (Cq acridina), 130.8400 (C-H acridina),
130.1259 (C-H acridina), 129.1707 (C-H acridina), 128.5861
(C-H fenil), 127.6754 (C-H fenil), 125.8795 (C-H fenil),
124.6336 (C-H acridina), 123.9640 (C-H acridina).

SOL-AC2

RMN de “C (75 MHz, DMSO): 8H 178.1978 (C=S),
148.2602 (Cq acridina), 140.0146 (C=N), 135.3398 (Cq
fenil), 133.6972 (Cqg acridina), 130.3594 (C-H acridina),
129.6669  (C-H acridina), 128.0837 (Cq fenil), 127.1990




116

(C-H fenil), 126.9355 (Cq acridina), 126.0575 (C-H fenil),
125.4712 (C-H acridina), 123.5200 (C-H acridina), 122.9902
(Cq acridina).

SOL-Q1

RMN de C (75 MHz, DMSO): dH 176.4423 (C=S),
150.0899 (C-H quinolina), 148.3662 (Cqg quinolina),
138.9117 (Cq fenil), 137.8883 (C=N), 137.1397 (Cq
quinolina), 129.8759 (C-H quinolina), 129.5537 (C-H
quinolina), 128.1402 (C-H fenil), 127.3893 (C-H quinolina),
126.0122 (C-H fenil), 125.5998 (C-H fenil), 125.1773 (Cq
quinolina), 122.6790 (C-H quinolina), 117.7473 (C-H
quinolina).

SOL-Q2

RMN de C (75 MHz, DMSO): 8H 176.4494 (C=S),
150.0518 (C-H quinolina), 148.3515 (Cqg quinolina),
138.2566 (C=N), 137.8969 (Cq fenil), 137.0494 (Cq
quinolina), 129.8577 (C-H quinolina), 129.5836 (Cq fenil),
129.5401 (C-H quinolina), 128.0222 (C-H fenil), 127.5763
(C-H fenil), 127.3781 (C-H quinolina), 125.1567 (Cq
quinolina), 122.6719 (C-H quinolina), 117.7693 (C-H
quinolina).

SOL-11

RMN de C (125 MHz, DMSO): 6H 174.8813 (C=S),
141.7318 (C=N), 139.7494 (Cq fenil), 137.5260 (Cq indol),
131.8073 (C-H indol), 128.6136 (C-H fenil), 125.5065 (C-H
fenil), 125.3869 (C-H fenil), 124.5262 (Cq indol), 123.1541
(C-H indol), 122.3125 (C-H indol), 121.1824 (C-H indol),
112.3455 (C-H indol), 111.4238 (Cq indol).

SOL-12

RMN de C (75 MHz, DMSO): dH 174.3964 (C=S),
141.5305 (C=N), 138.3137 (Cq fenil), 137.0153 (Cq indol),
131.3531 (C-H indol), 128.7963 (C-H fenil), 127.9139 (C-H
fenil), 126.7201 (C-H fenil), 124.0324 (Cq indol), 122.6470
(C-H indol), 121.8800 (C-H indol), 120.6503 (C-H indol),
111.8136 (C-H indol), 110.8820 (Cq indol)..

SOL-P1

RMN de ®C (125 MHz, DMSO): 8H 177.0429 (C=S),
150.4901 (C-H piridina), 141.7354 (Cq fenil), 140.4693
(C=N), 139.3776 (Cq npiridina), 128.5927 (C-H fenil),
126.6928 (C-H fenil), 126.1054 (C-H fenil), 121.8504 (C-H
piridina).

SOL-P2

RMN de C (75 MHz, DMSO): 8H 176.5636 (C=S),
149.9878 (C-H piridina), 141.1643 (Cq fenil), 140.3335
(C=N), 137.8673 (Cq fenil), 129.6138 (Cq piridina),
128.0002 (C-H fenil), 127.7718 (C-H fenil), 121.3814 (C-H
piridina).

SOL-PR1

RMN de “C (125 MHz, DMSO): §H 176.5193 (C=S),
155.6665 (Cq fenil-piridina), 150.1079 (C-H fenil-piridina),
142.7843 (C=N), 140.2827 (Cq fenil), 139.5462 (Cq fenil-
piridina), 137.6996 (C-H fenil-piridina), 135.1029 (Cq fenil-
piridina), 128.5188 (C-H fenil), 1285071 (C-H fenil-
piridina), 127.1096 (C-H fenil-piridina), 126.5004 (C-H
fenil), 125.8510 (C-H fenil), 123.3894 (C-H fenil-piridina),
120.9718 (C-H fenil-piridina).
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SOL-PR2 RMN de “C (125 MHz, DMSO): 8H 176.5029 (C=S),
155.6468 (Cq fenil-piridina), 150.1139 (C-H fenil-piridina),
143.1368 (C=N), 140.3715 (Cq fenil), 138.5412 (Cq fenil-
piridina), 137.7800 (C-H fenil-piridina), 135.0034 (Cq fenil-
piridina), 129.8316 (Cq fenil), 128.5415 (C-H fenil),
128.4126 (C-H fenil-piridina), 128.1049 (C-H fenil),
127.1167 (C-H fenil-piridina), 123.4055 (C-H fenil-piridina),
120.9844 (C-H fenil-piridina).

SOL-PP1 RMN de “C (125 MHz, DMSO): §H 175.5468 (C=S),
152.8841 (Cq fenil-piperidina), 144.0366 (C=N), 139.6441
(Cq fenil), 129.4234 (C-H fenil-piperidina), 128.4430 (C-H
fenil), 126.0411 (C-H fenil), 125.5016 (C-H fenil), 123.4280
(Cq fenil-piperidina), 114.8932 (C-H fenil-piperidina),
48.8627 (C-H fenil-piperidina), 48.8619 (C-N fenil-
piperidina), 25.4524 (C-H fenil-piperidina), 24.3909 (C-H
fenil-piperidina).

SOL-PP2 RMN de C (125 MHz, DMSO): 8H 175.4982 (C=S),
152.9278 (Cq fenil-piperidina), 144.2808 (C=N), 138.6615
(Cq fenil), 129.4388 (C-H fenil-piperidina), 129.4386 (Cq
fenil), 128.3115 (C-H fenil), 127.6552 (C-H fenil), 123.3110
(Cq fenil-piperidina), 114.8616 (C-H fenil-piperidina),
48.8392 (C-N fenil-piperidina), 25.4519 (C-H fenil-
piperidina), 24.3887 (C-H fenil-piperidina).

Fonte: Autoria (2020).

O carbono da carbotionila (C=S) apresentou-se nos espectros das moléculas analisadas
na faixa de 174.3964 a 178.1978 ppm. Embora o atomo de enxofre ndo apresente um efeito
retirador de elétrons sob o carbono, esse ultimo se apresenta ligado a dois atomos de
nitrogénio secundarios que se caracterizam por possuir uma eletronegatividade superior ao do
carbono (3,04 e 2,55, respectivamente), fato esse que torna, portanto, o carbono parcialmente
eletropositivo e, consequentemente, desblindado.

O carbono iminico (C=N), por sua vez, foi identificado nos espectros avaliados entre
137.8883 e 144.0366 ppm. Sua presenca em altas regides de deslocamento quimico nos
espectros pode ser justificada devido & ligacdo sp® do carbono com um &tomo elétron-
retirador, somado a ligagdo do mesmo a um anel aromatico. Desse modo, o carbono iminico
encontra-se, nessa estrutura, afetado por efeitos de eletronegatividade, hibridizacdo e
anisotropia.

De acordo com Pavia e colaboradores (2009), carbonos insaturados pertencentes a
sistemas aromaticos caracterizam-se por apresentar o deslocamento quimico de 110 a 175

ppm. Esses, por sua vez, foram identificados nos espectros das moléculas sintetizadas
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variando de 110.8882 a 155.6665 ppm, apresentando-se, dessa forma, em conformidade com
a literatura.

Adicionalmente, como discutido anteriormente, as moléculas SOL-PP1 e SOL-PP2
apresentam sinais referentes a carbonos saturados. Nos espectros de ambas as moléculas séo
identificados picos de absorcdo sugestivos de ligacdo C-N em 48.8392 e 48.8619 ppm,
respectivamente. Ambos se apresentam em concordancia com os valores de referéncia
fornecidos por Pavia e colaboradores (2009), de 30 a 65 ppm. Complementarmente, picos de
absorcdo referentes a carbonos metilénicos, comumente visualizados entre 15 e 55 ppm
(PAVIA et al., 2009), foram observados na faixa de 25.4524 a 24.3887 ppm. Segue na figura
53 0 espectro de RMN de **C obtido para molécula sintetizada SOL-PP2.

Figura 53 — RMN de **C da molécula SOL-PP2
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Fonte: Autoria (2020).

Do mesmo modo, como esperado, os resultados obtidos nesse estudo estdo em
conformidade com os resultados previamente apresentados para as moléculas ndo inéditas,

conforme podem ser visualizados na tabela 16.
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Tabela 16 - Resultados da anélise por RMN de **C dos compostos previamente sintetizados e

publicados

MOLECULA

RMN de **H (valores em ppm)

SOL-AC1
(3a)

RMN de *°C (75 MHz, DMSO- d6): 8H 123.3, 123.9, 124.9,
125.1, 126.9, 127.9, 128.4, 129.5, 130.8, 130.2, 134.6, 138.8,
139.8, 148.1, 176.3.

SOL-AC2
(37)

RMN de °C (100 MHz, DMSO- d6): 6H 123.3, 123.9, 124.9,
125.1, 126.9, 127.9, 128.4, 129.5, 130.8, 130.2, 134.6, 138.8,
139.8, 148.1, 176.3.

SOL-Q1
(JF-96)

RMN de “C (100 MHz, DMSO- d6): 8H 117.74 (CH
quinolina), 122.67 (CH quinolina), 125.14 (Cq quinolina),
125.52 (CH fenil), 125.88 (CH fenil), 127.33 (CH quinolina),
128.08 (CH fenil), 129.49 (CH quinolina), 129.83 (CH
quinolina), 137.11 (Cq quinolina), 137.92 (HC=N), 138.89
(Cq fenil), 148.34 (Cqg quinolina), 150.04 (CH quinolina),
176.44 ppm (C=S).

SOL-Q2
(JF-88)

RMN de C (100 MHz, DMSO- d6): 6H 117.80 (CH
quinolina), 122.70 (CH quinolina), 125.17 (Cq quinolina),
127.42 (CH quinolina), 127.60 (CH fenil) 128.04 (CH fenil),
129.59 (Cq fenil), 129.59 (CH quinolina), 129.87 (CH
quinolina), 137.08 (Cq quinolina), 137.91 (Cq fenil), 138.29
(HC=N), 148.36 (Cq quinolina), 150.09 (CH quinolina),
176.49 ppm (C=S).

SOL-I1
(LgIT/LT-98)

RMN de C (100 MHz, DMSO- d6): 8H 174.4, 141.2, 139.2,
137.0,1.31.3, 128.1, 124.9, 124.8, 124.0, 122.6, 121.8, 120.7,
111.8, 110.9

Fonte: Almeida et al. (2015), Ribeiro et al. (2019) e Pedrosa (2017).

5.4  Atividade antiproliferativa

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das

amostras testadas: amostra sem atividade (1 a 20% de inibicdo), com pouca atividade

(inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada (inibicdo de

crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibicdo de crescimento
variando de 70 a 100%) (Tabela 17).




Tabela 17 - Efeito das amostras na viabilidade das células apds 72 h de tratamento

Produtos teste/

% de inibicao

linhagens
celulares
HCT-116* MCF-7 HeLa SKMEL PC-3 L929* HaCaT
25 uM 50 uM
SOL-AC1 22.93 +3.44% | 24.07+0.67% | 27.17+1.04% | 2555+0.67% | 22.13+1.35% | 15.82 +0.79% N.T. N.T.
SOL-AC2 | 4523*+157% | 28.12+0.88% | 117+130% | 145+096% [ 75.20+0.80% { 42.84+0.85% [ 49.03* £3.42% . 34.65 0.32%
SOL-Q1 25.61* +2.39% | 16.93+150% | 2.75+ 1.39% N.T. 8.92+0.37% | 26.89+0.60% | 14.04* +2.52% N.T.
SOL-Q2 42.19% +1.17% | 2354 +1.33% | 15.83*+0.70% | 7.11+168% | 18.14+1.21% | 22.04+1.80% | 29.32* + 0.43% N.T.
SOL-I1 26.02+0.92% | 23.23+121% | 10.1+1.23% 7 49.25+0.30%  15.1+ 1.55% 20.82 + 1.92% N.T. N.T.
SOL-12 1 47.86*+4.16% 7 17.92+ 1.35% | 15.6*+ 1.43% | 4146+ 4.91% | 18.54 £2.36% | 10.26* 1.88% | 22.57* * 1.78% NT.
SOL-P1 | 0% 30.68+1.93% | 28.45 +3.33% 6.2 + 0.90% 0.00 + 3.64% 24.88 + 1.62% N.T. N.T.
SOL-P2 3.62+1.59% | 11.91+0.30% | 11.25%+1.21% | 12.24 +1.38% | 18.91+1.27% | 17.28+2.77% | 16.72* + 1.30% N.T.
SOL-PR1 38.03+649% | 24.77£008% | 57.95+2.23% 1§ 22.54  1.44% | 28.61+3.00% | 20.21 % 0.53% NT. NT.
SOL-PR2 49.74+4.81% 1 1874+0.83% | 65.52+4.28% 1 N.T. 24.06 +0.52% | 31.58 +0.96% N.T. N.T.
SOL-PP1 "4159+1.85% | 30.68+1.93% | 44.17+1.72% | 6.72+1.10% | 16.84+1.49% | 26.73+3.98% N.T. N.T.
SOL-PP2 2858 +0.87% | 25.27 +1.36% | 35.98+235% | 7.95+1.90% | 17.14+157% | 25.45+0.37% N.T. N.T.

120

Fonte: Autoria (2020). Legenda: HCT 116 (cancer de c6lon), MCF-7 (cancer de mama), HelLa (cancer cervical), SKMEL (melanoma humano), PC-3 (cancer de prostata), e as
linhagens de célula ndo tumorais L929 (fibroblasto murino) e HaCaT (queratindcitos humanos). N.T. = ndo testado. Os resultados sdo expressos como média + erro padréo de
um experimento em quadruplicata, testado na concentracdo de 25 pM, com excecdo para as linhagens HCT-116, MCF-7 e L929, testadas na concentracdo de 50 pM. Os
dados foram analisados por ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey. * p<0,05 em relagdo ao controle ndo tratado.
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Como explicitado na tabela 17, a maioria dos compostos testados ndo apresentaram
valores de inibicdo iguais ou acima de 70% para as cinco linhagens celulares tumorais
selecionadas, com excecdo da molécula SOL-AC2, que apresentou muita atividade na
concentracdo de 25 pM, com um percentual de inibigdo de 75.20 + 0.80%, para a linhagem
celular de melanoma, SKMEL. Para esse composto, sera realizado posteriormente o célculo
do ICsp.

No esquema 11 sdo apresentadas as estratégias de modificacdo molecular realizadas
durante o planejamento e desenvolvimento dessa série de moléculas hibridas, associada aos
resultados obtidos para linhagem celular SKMEL, a fim de estabelecer uma relacéo estrutura-
atividade. As estratégias utilizadas compreenderam a simplificacdo molecular dos anéis
aromaticos desde a acridina, composto-protétipo inicial, até a piridina, a partir da qual foi
realizada a modificacdo por meio de expansdo molecular pela insercdo de benzilogos entre
nacleos bioisésteros ndo-classicos. De acordo com o que € visualizado, o processo de
simplificacdo molecular a partir dos derivados acridinicos ndo demonstra viabilidade para
essa linhagem celular, em particular, tendo em vista a diminuigdo da percentagem de inibicao
do crescimento das células cancerigenas.

Adicionalmente, o processo de expansdo molecular realizado partindo dos derivados
piridinicos beneficiou a atividade farmacol6dgica para linhagem em questdo, em especial para
0s compostos contendo o grupamento fenil-piridina, cuja insercdo de um benzilogo aumentou
a porcentagem de inibicdo e sugere que o sistema aromatico do anel piridinico é importante
para atividade farmacoldgica.

Dessa forma, esses resultados, para essa linhagem tumoral, corroboram com o0s
previamente descritos no estudo in silico de docking molecular (topico 5.1), que ressalta a
importancia do extenso sistema aromatico fundido, associado a presenca do cloro na posicao
para do fenil tiossemicarbazénico para 0 mecanismo de acdo proposto, tendo sido esse
baseado no que havia sido publicado e discutido anteriormente por Almeida e colaboradores
(2015) e Silva Filho e colaboradores (2019) para 0s compostos acridinico-
tiossemicarbazonicos. Para esses, foi elucidado in silico e in vitro o provavel mecanismo de
acao inerente a esses derivados, pela intercalacdo de DNA e inibicao de topoisomerase Ila.

Do mesmo modo, os resultados que mostram os compostos SOL-PR1 e SOL-PR2
como derivados a causar maior inibicdo, ap0s 0s compostos acridinicos, estdo em

concordancia com os obtidos pelo docking molecular, que propde essas moléculas como
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potenciais compostos a interagirem com os sulcos do DNA (PDB ID: 1BNA), em conjunto

com a inibi¢ao de topoisomerase Ila.

Esquema 11 — Estratégias de modificacdo molecular empregadas, associadas ao resultado de

atividade antiproliferativa para linhagem SKMEL

Simplificacéo
molecular

SOL-AC1: R=H (22.13 + 1.35%)
SOL-AC2: R=CI (75.20 + 0.80%)

H H
N N_ Simplificagdo
\n/ molecular
R S ! -
SOL-P1: R=H (0.00 + 3.64%) :
SOL-P2: R=CI (18.91 £ 1.27%) """~~~
Expansao Expansao
molecular molecular
H H
H H
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1
]
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\

SOL-PR1: R=H (28.61 % 3.00%)
SOL-PR2: R=CI (24.06 * 0.52%)

Fonte: Autoria (2020).

N e

SOL-Q1: R=H (8.92 £ 0.37%)
SOL-Q2: R=CI (18.14 £ 1.21%)

Simplificacéo
molecular

SOL-11: R=H (15.1 + 1.55%)
SOL-12: R=CI (18.54 * 2.36%)

_______

SOL-PP1: R=H (16.84 + 1.49%)
SOL-PP2: R=Cl (17.14 + 1.57%)

Além disso, a substituicdo no anel fenil pertencente a porcdo tiossemicarbazénica

aparenta influenciar sob a agdo dos compostos avaliados, ndo apenas na linhagem SKMEL,

como também em outras linhagens, como na HCT-116. A presenca do cloro na estrutura

causa um aumento na lipofilia, bem como um aumento da densidade eletrénica atribuido ao
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efeito mesomérico positivo exercido por esse halogénio. Dessa forma, é possivel iniciar a
realizar uma correlacdo desses resultados com a arvore de topliss. Esse método foi
desenvolvido para maximizar as chances de sucesso na sintese de compostos mais potentes,
considerando-se a lipofilia e/ou efeito eletrénico do substituinte como elementos
fundamentais para alteracdo da atividade bioldgica (TOPLISS, 1972; 1977). Dessa forma,
utiliza-se do fluxograma, presente no esquema 12, para seguir um padrdo de substituicéo para
otimizacdo de um composto bioativo. A partir dos resultados obtidos, que evidenciam que,
majoritariamente, hd um aumento da potencialidade do composto com a presenca do cloro,

seguem as etapas a serem seguidos para uma possivel otimizacdo desses compostos.

Esquema 12 — Arvore de Topliss
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1 ]
|LE|'||'I L E M Lalm

ADCH?M 4OCH, L£H; CH, 4CT3 MCWE 3,4"-|3|2

4CI(CH;) 5 iCF, .CI
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L g o T L |
N(CH,), sCH. ,CF,[Br, | 24Cl3 it
4N(CH3), N(CH, ), 4N(CHy), aN(CH3)23CHs5 |3[ ] et
ek [NHCHy] | 4NO, |
_______ [ Tem, T N0 asClidas(CF))
MNHz || 4N(CHg), ! : |
40H, | [ — . NO5 |
sCHg, | Cl, A
............. ; 20CH,

| M = poténcia maior

4NO,[CN,COCH,,50,CH;,CONH;,S0;NH;] E =mesma poténcia

L = poténcia menor

Fonte: Masunari e Tavares (2006).

Entretanto, é valido ressaltar que o composto SOL-AC2 apresentou atividade

moderada frente a linhagem celular ndo tumoral de fibroblastos de camundongo L929 na
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concentracdo de 50 uM, com percentual de inibicdo de 49.03 + 3.42%, e pouca atividade
frente a linhagem celular ndo tumoral de queratindcitos humanos HaCaT na concentracdo de
25 UM, com inibicdo de 34.65 * 0.32%. Por meio dos resultados obtidos para HaCaT ¢é
possivel a realizacdo do célculo do indice de seletividade (IS) da molécula para linhagem
cancerigena SKMEL, que resultou em 2.17. N&o é possivel o célculo do IS em relacdo a
linhagem L929 devido a diferenca de concentracdo testadas, entretanto o resultado indica uma
possivel baixa seletividade a células cancerigenas e, consequente, citotoxicidade a células
normais. Os demais compostos apresentaram pouca ou henhuma atividade nessas linhagens.

Adicionalmente, pode-se evidenciar a atividade moderada desempenhada pelas
moléculas SOL-12 e SOL-PR2 para linhagem celular de céncer de colon (HCT-116), com
percentuais de inibicdo de 47.86 £ 4.16% e 49.74 £ 4.81%, respectivamente; pelos compostos
SOL-PR1 e SOL-PR2 frente a linhagem celular de adenocarcinoma mamario (MCF-7), com
valores de 57.95 + 2.23% e 65.52 + 4.28%, respectivamente; e pela molécula SOL-11 frente a
linhagem celular de céancer cervical (HeLa), com inibicdo de 49.25 + 0.30%. Esse fato
enfatiza a possivel atividade desses compostos como antitumorais e a viabilidade da avaliacdo
do mesmo frente a outras linhagens celulares tumorais.

Salientando o fato de que alguns desses compostos ndo sdo inéditos, os estudos
realizados por Almeida e colaboradores (2015) e Ribeiro e colaboradores (2019) oferecem
resultados adicionais em relagdo a atividade antiproliferativa dos compostos SOL-AC1, SOL-
AC2, SOL-Q1 e SOL-Q2.

Inicialmente, os compostos acridinicos avaliados por Almeida e colaboradores (2015),
referenciados no artigo como 3a (SOL-AC1) e 3f (SOL-AC2), foram avaliados frente nove
linhagens celulares tumorais e uma linhagem ndo tumoral, nas quais trés convergem com as
testadas nesse trabalho: MCF-7, PC-3 e HaCaT. Os resultados podem ser visto conforme a
tabela 18.
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Tabela 18 - Atividade proliferativa de compostos acridinicos-tiossemicarbazénicos realizada
por Almeida et al. (2015)

LINHAGENS CELULARES 3a (SOL-ACL1) (uM) | 3f (SOL-AC2) (uM)

U251 Gls 8.74 >100
TGl 33.75 n.a.

MCF-7 Gls 6.85 27.19

TGI 12.92 >100

NCI-ADR Glsp 6.35 73.15

TGI 17.24 >100

786-O Gls 7.99 >100
TGI 41.66 n.a.

NCI-H460 Gls 6.97 28.36
TGI 10.58 n.a.

PC-3 Gls 6.30 40.33
TGI 18.88 n.a.

OVCAR-3 Glsg 4.41 62.41

TGI 21.13 >100

HT-29 Glsg 7.54 >100
TGI 29.28 n.a.

K-562 Gls 9.26 64.64

TGI >100 >100

HaCaT Glsg 417 >100
TGl 51.42 n.a.

Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2015). Legenda: U251 (glioma, SNC); MCF-7 (adenocarcinoma da mama);
NCI-ADR / RES (ovério, fenétipo de resisténcia a multiplas drogas); 786-O (rim); NCI-H460 (adenocarcinoma

de células ndo pequenas do pulmdo); PC-3 (prostata); OVCAR-3 (ovario); HT-29 (colon); K-562 (leucemia

mieldide cronica); HaCaT (queratindcitos humanos). n.a. = inativos na concentragcdo mais alta testada (600 uM).

Glso = concentracdo que inibe 50% da proliferacdo celular. TGI = inibico total de crescimento.

Do mesmo modo, o estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2019) visou a

determinacédo da atividade antitumoral dos compostos quinolinicos sintetizados ao avalia-los

em duas linhagens distintas de cancer de mama: MCF-7 e T-47D. Os resultados, em conjunto

com o obtido para citotoxicidade desses para macrofagos, segue na tabela 19.



Tabela 19 - Atividade proliferativa de compostos quinolinicos-tiossemicarbazénicos realizada

por Ribeiro et al. (2019)

LINHAGENS JF-96 (SOL-Q1) JF-88 (SOL-Q2)
CELULARES (LM) (UM)
Macrofagos RAW 264.7 118.00 63.47
MCF-7 1.07+0.2 1.07+£0.0
T-47D 1.38+0.1 1.27+0.2

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2019).

Conforme visualizado nas tabelas anteriores (17, 18 e 19), os resultados obtidos pelo
estudo divergem dos resultados publicados nos artigos citados, em especial para linhagem
celular MCF-7, encontrada em todos os estudos. Tendo sido realizada a caracterizacdo
estrutural desses compostos e comprovada a concordancia entre os valores espectrais
esperados e o0s obtidos, acredita-se que essas divergéncias decorram das desigualdades
encontradas entre as metodologias empregadas, em especial em relacdo a concentragdo de
células por mL em cada poc¢o, que foi uma casa decimal maior no método realizado nesse
trabalho. Além disso, por se tratarem de unidades de medida distintas, a comparacéo entre 0s

resultados néo é exato. Essas sdo expostas na tabela 20.

Tabela 20 - Comparacéo entre as metodologias utilizadas para avaliagdo da atividade

antiproliferativa

METODOLOGIAS Metodologia Almeida et al. Ribeiro et al.
utilizada (2015) (2019)
Método colorimétrico MTT Sulforodamina B MTT
Concentrago de 3x10° Aprox. 10° 1 x 10* (MCF-7)
células mL™ 2 x 10* (T-47D)
Tempo de incubacao 72 h 48 h 48 h
Parametro avaliado Porcentagem de Glsg, TGI ICso
inibicdo
Unidade adotada % UM UM

Fonte: Autoria (2020).
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5.5  Avaliagdo da atividade leishmanicida dos compostos sintetizados

Apos a avaliacdo do potencial antileishmania dos compostos sintetizados in silico por
meio do docking molecular, os compostos foram avaliados in vitro frente a formas
promastigotas de L. amazonensis e L. infantum.

Primeiramente, é valido ressaltar que o0s protozoarios pertencentes ao género
Leishmania existem em duas formas durante seu ciclo de vida (amastigota e promastigota), e
sdo capazes de se apresentar em trés formas clinicas principais, como: leishmaniose cutanea,
leishmaniose mucocutanea e leishmaniose visceral (também conhecida como calazar)
(HUSSAIN et al., 2014).

As espécies L. amazonensis e L.infantum diferenciam-se quanto a manifestacéo clinica
desenvolvida no hospedeiro mamifero. A primeira caracteriza-se por desenvolver
leishmaniose do tipo cutanea, podendo essa ser localizada, disseminada, difusa ou, menos
frequentemente, localizada nas mucosas (ANVERSA et al., 2018; DORVAL et al., 2006). Em
contrapartida, a espécie L. infantum € responsavel por causar a leishmaniose visceral,
potencialmente fatal quando ndo tratada, e distingue-se por acometer desde as células do
sistema imunoldgico até as visceras do hospedeiro (GONTIJO; MELO, 2004).

Assim, considerando a relevancia clinica e epidemioldgica dessas espécies, ambas
foram selecionadas para os estudos in vitro, de modo a determinar a concentracdo capaz de
inibir 50% do crescimento dos protozoarios frente aos compostos sintetizados, utilizando-se o
farmaco de referéncia Anfotericina B como controle positivo. Os resultados obtidos por esse

ensaio seguem na tabela 21.
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Tabela 21 - Avaliacédo da atividade antipromastigota desenvolvida pelos derivados
sintetizados

MOLECULA Leishmania amazonensis Leishmania infantum
ICso em pg mL™ ICso em pg mL™
SOL-AC1 >100 >100
SOL-AC2 >100 >100
SOL-Q1 >100 >100
SOL-Q2 >100 >100
SOL-I1 12,16 (+0,93) 14,64 (+1,52)
SOL-12 >100 14,76 (x3,57)
SOL-P1 >100 >100
SOL-P2 >100 >100
SOL-PR1 >100 >100
SOL-PR2 >100 >100
SOL-PP1 >100 >100
SOL-PP2 >100 >100
Anfotericina B 0,88 (x0,04) 0,90 (x0,11)

Fonte: Autoria (2020). Legenda: A tabela representa a média + erro padrdo da média de no minimo trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Utilizou-se regressao ndo-linear com intervalo de confianca
de 95%.

Os resultados obtidos demonstram uma maior potencialidade dos compostos indélicos
(SOL-I1 e SOL-I2) frente as cepas de Leishmania. Os demais compostos apresentaram ICsg
acima de 100 pg mL™, ndo havendo sido calculado o valor exato.

Realizando-se um enfoque no nucleo inddlico e na sua influéncia positiva sob a
atividade antipromastigota dos compostos SOL-11 e SOL-12, pode-se evidenciar propriedades
fisico-quimicas e estruturais inerentes a esse nucleo que possam torna-lo mais interessante
para essa atividade bioldgica. Diferentemente do que foi observado na avaliacdo da atividade
antitumoral desses compostos, a maior extensdo do sistema aromatico fundido e,
consequentemente, o maior efeito estérico, ndo se apresentam como fatores determinantes
para acdo antileishmania dos compostos em questdo. Como se pode observar na tabela 21, os

compostos acridinicos ndo apresentaram atividade capaz de inibir 50% do crescimento das
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cepas até a concentracdo de 100 pg mL™, bem como os compostos quinolinicos. Por sua vez,
o anel inddlico, intermediario frente aos processos de simplificacdo molecular e expansdo
molecular utilizados no planejamento desse trabalho (figura 54), foi marjoritariamente ativo.
Ao realizar o comparativo entre 0s aneis heterociclicos presentes nas estruturas
sintetizadas, é ainda possivel observar que o anel indélico é o Gnico que possui em sua
estrutura um grupamento aceptor e doador de ligagdo de hidrogénio (-NH-), enquanto que 0s
demais atomos de nitrogénio presentes nos outros heterociclos possuem apenas um par de
elétrons livres disponiveis para doacdo ao interagir com o sitio ativo. Desse modo, pode-se
sugerir que a caracteristica de doagdo de ligacdo de hidrogénio na porcdo heterociclica dos

derivados hibridos sintetizados é desejavel para a acdo leishmanicida.

Figura 54 - Estratégias de modificacdo molecular empregadas nos anéis heterociclicos

AN S.M. AN S.M. S.M. N
— | —_— /\ — |
—~ ~ ‘:'--“ ~ BNC
N N ¢+ N7

Fonte: Autoria (2020). Legenda: S.M. = Simplicacdo molecular; E.M. = Expansdo molecular; B.N.C.=

Bioisosterismo ndo-classico.

E possivel observar ndo somente a importancia do anel ind6lico para a atividade
farmacoldgica, mas também a diferente influéncia do substituinte cloro para cada uma das
espécies de Leishmania. Assim, baseando-se nos dados obtidos e na arvore de Topliss,
anteriormente exposta por completo (Esquema 12), pode-se observar com maior clareza o
impacto do efeito do substituinte e como o mesmo fornece diferentes direcionamentos para
uma possivel futura modificacdo molecular para otimizagdo das estruturas de acordo com a

espécie de Leishmania em questdo (Esquema 13).
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Esquema 13 — Amostra da &rvore de decisdo de Topliss com base nos dados da atividade

antileishmania

L. amazonensis: 12,16 pg mL™ H ‘
L. infantum: 14,64 pg mL™

L. amazonensis: >100 pg mL™ _—‘ ‘
L. infantum: 14,76 pg mL™ :I L CL, E CL M

L E M L E M L E [\

‘OCH3‘ ‘OCH3J ‘OCH_,,‘ cH, | cHy | cHy Lo | o | oo

Fonte: Autoria (2020). Legenda: L = menor poténcia; E = poténcia similar; M = maior poténcia.

Primeiramente, evidenciando os resultados obtidos na cepa de L. amazonensis,
observa-se que 0 composto ndo substituido (SOL-11), apresentou um 1Cs, de 12,16 pg mL™,
enquanto que o composto clorado (SOL-12) ndo apresentou atividade até a concentracdo de
100 ug mL™. Dessa forma, pode-se inferir que a substituicdo levou a uma perca da atividade
antipromastigota e, de acordo com a arvore de decisdo de Topliss, a qual sugere vias para
obtencdo de analogos provavelmente mais potentes, a proxima etapa seria a sintese do
anédlogo com substituicdo 4-metoxi. A substituicdo do cloro pelo grupamento metdxi trara
modificacGes como: alteragcdo do LogP, tendo em vista que 0 —OCH3 apresenta uma constante
lipofilica inferior ao —Cl; alteracdo nos parametros eletronicos, pois 0 -OCHj; apresenta efeito
eletrbnico negativo, diferentemente do —ClI; adicionalmente, fornece a molécula um novo
centro para formacéo de pontes de hidrogénio (THOMAS, 2000).

Os dados obtidos pela avaliagdo da atividade leishmanicida em L. infantum mostram a
potencialidade semelhante de ambos derivados indolicos (SOL-I1 e SOL-12), portanto, de
acordo com a arvore de decisdo de Topliss, a proxima etapa seria a substituicdo do
substituinte clorado por uma metila. Essa substituicdo mantém os parametros lipofilicos,
porém modifica os efeitos eletrdnicos inerentes a cada &tomo no inuito de obter uma resposta

bioldgica superior.
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As alteracBes nos substituintes aromaticos e seus efeitos sob os pardmetros fisico-
quimicos da molécula podem ser visto com maior clareza a partir do diagrama de Craig
(Grafico 1). Esse € extensamente utilizado em estudos de QSAR e estd fundamentado na
analise de intercorrelacdo de parametros fisico-quimicos como a constante de hidrofobicidade
(m) e efeito eletronico (o) em para-substituicdo aroméatica (TAVARES, 2004).

Gréafico 1 — Diagrama de Craig
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aCH;
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4N 4-N(CH3),, 4-N(ED),

Fonte: Adaptado de Tavares (2004).

Entretanto, os resultados obtidos pelo estudo in vitro ndo sdo compativeis com 0s
estudos in silico na topoisomerase | de L. donovani, o qual sugere que 0S compostos
acridinicos apresentam maior afinidade com o alvo cristalizado em questdo, embora nesses
estudos o composto SOL-11 tenha apresentado melhor afinidade ao alvo (AG = -9,09 kcal
mol™) que o composto SOL-12 (AG = -8,75 kcal mol™), fato que esta em concordancia para o
estudo in vitro na cepa de L. amazonensis.

Assim, no propdsito de sugerir mecanismos de acdo que possam justificar a acao
antipromastigota dos compostos hibridos indélicos, realizou-se um estudo complementar de
docking molecular envolvendo alvos biologicos de Leishmania responsaveis por diferentes

processos essenciais para sobrevivéncia do parasita e progressao da parasitose.
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5.5.1 Proposta de mecanismo de agdo antileishmania desenvolvido pelos compostos mais
promissores

A fim de compreender a acdo leishmanicida dos compostos indolicos in silico, 0s
alvos piruvato quinase de L. mexicana (PDB ID: 3PP7) e tripanotiona redutase (TryR) de L.
infantum (PDB ID: 2JK6) foram selecionados. E valido ressaltar que para uma doenca
negligenciada, tal como a leishmaniose, existem apenas algumas estruturas representativas de
enzimas na base de dados Protein Data Bank (SERAFIM et al., 2018).

Similarmente ao procedimento realizado com a enzima topoisomerase Ilo. complexada
com DNA (Topico 5.1.1), realizou-se o procedimento do redocking como modo de validar o
método desenvolvido. Assim, conforme a tabela 22, utilizaram-se os ligantes co-cristalizados,
flavina-adenina dinucledtido (FAD) da enzima tripanotiona redutase e suramina (SVR) da
piruvato quinase, realizando-se a comparacdo espacial entre esses e os ligantes redocados do

respectivo alvo.

Tabela 22 - Redocking para validacdo dos métodos em alvos de Leishmania

LIGANTE Redocking RMSD de

(PDB do alvo) referéncia

SURAMINA 0,93 A
(PDB ID: 3PP7)
FLAVINA-ADENINA
DINUCLEOTIDO 110 A

(PDB ID: 2JK6)

Fonte: Autoria (2020). Legenda: ligante co-cristalizado em amarelo e ligante redocado em cinza.
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Assim como comentado anteriormente (Topico 5.1.1), a rotacdo livre caracteristica de
carbonos com hibridacéo sp* permitem uma maior diferenciacdo entre os ligantes em questio,
devido ao grau de liberdade inerente as mesmas. Entretanto, apesar das discrepancias, 0s
valores de RMSD de referéncia obtidos para esses procedimentos de redocagem
apresentaram-se dentro dos limites estabelecidos (< 2,0 A), consequentemente validando o
método.

Havendo validado os métodos de tratamento das estruturas cristalizadas selecionados,
a docagem molecular foi realizada para avaliar a interacdo dos compostos ind6licos com os
mesmos, utilizando como controle os ligantes co-cristalizados dos respectivos alvos. Os

resultados seguem na tabela 23.

Tabela 23 - Resultados do docking molecular entre os compostos inddlicos, ligantes co-

cristalizados e os alvos selecionados de Leishmania

Energia Livre de | Constante de

ALVO MOLECULA Ligacéo (kcal Inibicéo
mol™) Estimada (Ki)
(nM)
Piruvato Quinase SOL-11 -6.53 16300.0
de L. mexicana SOL-12 5.90 47280.0
SVR -9.60 91.39
Tripanotiona SOL-11 -8.62 476.71
Redutase de L.
e SOL-I2 -8.99 257.55
FAD -13.73 0.08589

Fonte: Autoria (2020).

5.5.1.1 Docking molecular da interagdo dos derivados indolicos com Piruvato Quinase

A glicdlise ocupa um papel central no metabolismo celular, sendo importante na
producdo catabdlica de ATP em protozoarios, tal como a Leishmania. Uma das enzimas bem
caracterizadas na cascata é a piruvato quinase, que tém sido extensivamente estudada como
um candidato a alvo farmacoldgico. Assim, as piruvato quinases Sao0 enzimas
homotetraméricas que desempenham um papel importante no metabolismo de carboidratos e
aminodcidos, catalisando a reacdo final da glicdlise na qual o fosfoenolpiruvato e ADP s&o
convertidos em piruvato e ATP (FOTHERGILL-GILMORE et al., 2000; MORGAN et al.,
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2010). Desse modo, a inibicdo dessa cascata metabolica causa uma deplecdo de ATP ao
parasita, prejudicando o desenvolvimento dos parasitas e progressdo da doenca.

Assim, as moléculas SOL-11 e SOL-I2 apresentaram AG de -6,53 e -5,90 kcal mol™,
respectivamente, sendo valores superiores ao obtido pela suramina, de -9,60 kcal mol™.
Ressaltando que a estrutura cristalizada desse alvo é pertencente a L. mexicana e que essa
apresenta diversas similaridades genotipicas com a L. amazonesis (SERAFIM et al., 2018),
pode-se fazer um comparativo entre os resultados in silico e in vitro. Em ambos 0s casos, 0
composto SOL-I1 apresentou melhor interacdo/atividade, enquanto que a molécula 4-Cl
substituida apresentou menor interacdo ou perca da atividade. Por conseguinte, o alvo
proposto pode estar associado a a¢ao leishmanicida dos compostos indolicos.

A estabilizacdo do complexo farmaco-receptor foi obtida por meio de interacdes
intermoleculares do tipo convencional de hidrogénio entre os nitrogénios secundarios e 0s
residuos de aminoacidos His 54 e Asn 51; interacBes do tipo pi-aquil entre os carbonos
aromaticos e o residuo Pro 29, entre outros. As imagens bidimensionais podem ser observadas
na figura 55. Embora o composto SOL-I1 apresente um ndmero maior de interacGes
desfavoraveis (positivo-positivo e doador-doador), 0 mesmo apresenta também um maior
numero de interagdes do tipo convencional de hidrogénio e de van de Waals, que favorecem o

estabelecimento do complexo e, consequentemente, uma menor energia de interagéo.

Figura 55 - Docking das moléculas SOL-I1 (A) e SOL-12 (B) no alvo Piruvato Quinase

B SER
A GLY B:53
B:55
HIS
B:54 THR
! ASN HIS
B:26 e b

B:335 Tl
A GLY
% B:331
\
i \ ALA
ASN B:334 GLY
g B:51 SER g»ﬁ;“
PRO % 3 :5
B:29 GLY THR B:330
B:28 B:26 \ ALA
g B:334 ILE o)
0 oL & B:29 SER
ILE G B:28 B:56
B:27

MET B:335 A,RG MET

B:50 B:49 B:50
Interagdes Interagoes
[[] VanderWaals [T] Ligagao Pi-Doador de Hidrogénio [T Vander waals [ Empilhamento Pi-Pi
I~ } Ponte de Hidrogénio Convencional P pisigma __J Ponte de Hidrogénio Convencional Pi-Piem Formade T
- Interagao Desfavoravel positivo-positivo 71 Pi-Enxofre - Ligagao Desfavoravel positivo-positivo | ‘ Alquil
- Interagao Desfavoravel doador-doador 7‘ Pi-Alquil 1 Pi-Enxofre [ Pi-Alquil

Fonte: Autoria (2020).
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Levando-se em consideragdo o0s valores obtidos pela suramina referentes a sua
interacdo com o alvo cristalizado, esse farmaco realiza ligacdes intermoleculares com
aminoacidos em comum aos dois compostos indolicos (His54, Lys335, Thr26, Asn51,
Ala334, Tyr59 e Pro29). Entretanto, observam-se interacdes com o aminoacido Thr26
realizadas pela suramina e composto SOL-I1, ausentes na molécula SOL-12 que, por sua vez,
apresentou menor estabilidade ao atuar no alvo. Adicionalmente, esse composto, unicamente,
liga-se ao residuo de aminoacido Arg49 por interacdo do tipo pi-anion, podendo-se sugerir a

importancia desse para inibicdo do alvo (Anexo 53).

5.5.1.2 Docking molecular da interagdo dos derivados ind6licos com Tripanotiona Redutase

A tripanotiona redutase € um importante alvo de drogas em tripanossomatideos, como
a Leishmania, pois é essencial para sobrevivéncia do parasita, estando envolvido no balango
de Oxido-reducdo. Esta enzima é dependente de NADPH e catalisa um metabolismo de tiol
baseado na tripanotiona, que tem parte no equilibrio redox regulado e também no
desencadeamento de varios eventos responsaveis pela neutralizacdo de espécies reativas ao
oxigénio. Desse modo, a TryR exerce um papel na protecdo dos parasita contra espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio produzidas pelo hospedeiro (LIMA et al., 2015; ROMAO,
2007).

O ligante em questdo trata-se de um co-fator enzimatico capaz de sofrer essa acao
redox. Ao avalid-lo, pode-se ressaltar a relacdo bioisosterica de anéis entre a por¢do purinica e
o0 anel inddlico. Essa relacdo bioisostérica fornece uma base para o planejamento e desenho de
farmacos que possam ser mais potentes e seletivos para o alvo em questdo, sugerindo uma
possivel potencialidade dos compostos inddlicos. Adicionalmente, de acordo com Romero
(2017), moléculas como hidrazonas foram desenhadas e utilizadas como potenciais inibidores
de TryR de Leishmania. Através dessa afirmacdo, pode-se evidenciar a presenca da
subunidade hidrazona, comum a todos os compostos sintetizados, como demonstrado na

figura 56.
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Figura 56 - Relacdo bioisostérica entre os anéis indélico e purinico
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Fonte: Autoria (2020).

Os compostos SOL-I1 e SOL-I2 apresentaram valores de energia de interacao
semelhantes com o alvo (-8,62 e -8,99 kcal mol™, respectivamente). Tais resultados podem
decorrentes da semelhanga na posicdo espacial dos compostos no alvo cristalizado,
demonstrado na figura 57. Desse modo, interagdes em comum sdo realizadas no sitio ativo,
como: interacdo do tipo pi-anion entre os carbonos aromaticos com o residuo de aminoacido
Asp 327; interacBGes convencionais de hidrogénio com os residuos de aminoécidos Met 333,
Tyr 198, Thr 335, Cys 57 e Val 55; interacGes do tipo pi-sigma e pi-alquil com o aminoacido
Ile 199; interacdo do tipo pi-alquil entre os carbonos aromaticos e o residuo Cys 52. Essas,
entretanto, diferenciam-se pela interacdo do tipo desfavoravel positiva-positiva realizada entre
0 nitrogénio secundario hidrazinico da molécula SOL-I2 e a Lys 60, entre outros. As imagens
bidimensionais da interacdo entre esses compostos e a estrutura cristalizada da tripanotiona

redutase seguem na figura 57.
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Figura 57 - Docking das moléculas SOL-11 (A) e SOL-I2 (B) no alvo Tripanotiona Redutase
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Fonte: Autoria (2020).

Contudo, nenhum dos compostos apresentou interacdo comparavel ao ligante co-
cristalizado Flavina-adenina dinucleotido, o qual apresentou uma energia de interagdo de -
13,73 kcal mol™. Por tratar-se de um co-fator enzimético com estrutura molecular extensa e
flexivel, esse desenvolveu interacdes com diversos residuos de aminoacidos do sitio catalitico,
marjoritamente do tipo convencionais de hidrogénio e de van der Waals, tornando o complexo
estavel (Anexo 56).

Todavia, é valido ressaltar novamente que ambos compostos apresentaram interacdes
e energias de interacGes semelhantes em um alvo bioldgico de L. infantum, similarmente aos
resultados de atividade antipromastigota in vitro. Desse modo, o alvo em questdo apresenta-se
como uma possibilidade viavel para o esclarecimento do(s) mecanismo(s) de acdo envolvido

na agéo antileishmania desses compostos.

5.6  Avaliagdo do potencial hemolitico dos compostos sintetizados

A exposicdo do organismo a farmacos que apresentem um potencial citotéxico a
hemacias pode originar complicacdes causadas pelo processo hemolitico. Esse pode se dar por
oxidacdo da hemoglobina, com defeitos intrinsecos dos eritrécitos em pacientes com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), ou naqueles com doenca de
hemoglobina instavel, onde ocorre lesdo das hemécias diretamente pela droga; ou por
hemdlise imune, formacdo de

que ocorre pelos quatro mecanismos propostos:
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imunocomplexo, adsorcdo do farmaco, adsor¢do de proteina ndo imunolédgica e anemia
hemolitica autoimune (GONCALVES, 2018; OLIVEIRA, 2018).

Desse modo, o ensaio do potencial hemolitico permite avaliar in vitro, por meio de
espectrofotometria, a toxicidade dos compostos em questdo por meio da quantificacdo de
hemoglobinas liberadas durante o processo hemolitico, através da absorbancia resultante. Esse
foi realizado para todos os compostos sintetizados, na concentracdo de 250 pg mL™, em
triplicata.

Os resultados sdo expostos na tabela 24, evidenciando que todos 0s compostos
apresentaram-se viaveis frente a hemacias na concentracdo testada, ndo apresentando

toxicidade consideravel (>30%).

Tabela 24 - Atividade hemolitica dos compostos sintetizados na concentragio 250 pg mL™

MOLECULA Porcentagem de hemolise
SOL-AC1 3,45%
SOL-AC2 1,20%

SOL-Q1 0,32%
SOL-Q2 2,69%
SOL-I1 2,89%
SOL-12 9,60%
SOL-P1 0,22%
SOL-P2 1,55%
SOL-PR1 1,72%
SOL-PR2 1,56%
SOL-PP1 14,66%
SOL-PP2 10,33%

Fonte: Autoria (2020).

O composto SOL-AC2, apresentado nos estudos de atividade antitumoral in vitro
como a molécula mais ativa para linhagem celular SKMEL, apresentou pouca toxicidade as
células sanguineas na concentracdo avaliada de 250 ug mL™*, com o valor de 1,20%.
Similarmente, o composto SOL-I1, composto mais promissor para atividade antileishmania,

demonstrou baixa toxicidade na concentracao testada, igual a 2,89%.
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Os derivados sintetizados que apresentaram valores de toxicidade as hemécias mais
significativos foram os fenil-piperidinicos, SOL-PP1 e SOL-PP2, com valores de 14,66% e
10,33%, respectivamente. Nos estudos de atividade antiproliferativa, esses compostos
apresentaram pouca ou nenhuma toxicidade as linhagens cancerigenas, ndo havendo sido
avaliados para as linhagens de células normais L929 e HaCaT.

De acordo com a estrutura dos compostos SOL-PP1 e SOL-PP2, nota-se que esse
apresenta em sua estrutura um nitrogénio terciario pertencente ao anel piperidinico,
diferentemente dos demais nitrogénios contidos nos demais sistemas de anel. Essa
caracteristica fortalece seu carater basico em relacdo aos demais e, a depender do pH do meio,
esse pode ser protonado com maior facilidade. A protonacdo da molécula pode favorecer sua
acdo como um detergente, semelhante ao controle positivo utilizado, favorecendo assim a
hemdlise causada (SHALEL; STREICHMAN; MARMUR, 2002).

5.7  Predi¢bes farmacocinéticas

As predicdes farmacocinéticas in silico foram realizadas para todas as moléculas finais
planejadas e desenvolvidas, como estratégia preliminar de associar as propriedades estruturais
e fisico-quimicas dessas as suas possiveis performances de ordem cinética, ou seja, absorcéo,
distribuicdo, metabolizagao e eliminacao.

Nesse sentido, o primeiro pardmetro que pode ser avaliado trata-se do método de
permeacdo do cérebro ou do intestino, chamado de Boiled-Egg, que propde um modelo
preditivo baseado em dois descritores fisico-quimicos, polaridade (area de superficie polar
topoldgica, TPSA) e lipofilia (coeficiente de particdo n-octanol/agua de Wildman e Crippen,
WIogP), que sdo diretamente traduzidos em um design molecular, devido a velocidade,
precisdo e simplicidade conceitual do modelo (DAINA; ZOETE, 2016). A informacao
fornecida por esse avalia o padrdo de absorcdo dos compostos desenvolvidos de acordo com
os parametros citados, de modo a auxiliar nas possiveis vias de administracao e, até mesmo,
alvos moleculares planejados para o farmaco. Na figura 58 é ilustrado o modelo obtido para
0s compostos analisados, que se apresentam com o nome abreviado para melhor visualizacio

do perfil dos mesmos.
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Figura 58 - Modelo Boiled-Egg dos compostos sintetizados
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Fonte: adaptado de SwissADME (2020). Legenda: BHE = barreira hematoencefalica; TGI = trato

gastrointestinal; P-gP (+) = substrato da glicoproteina P; P-gP (-) = ndo substrato da glicoproteina P.

Conforme observado na figura 58, todos os compostos apresentam uma alta
probabilidade de serem absorvidos pelo trato gastrointestinal (TGI), representado no grafico
como a area branca. Tal caracteristica favorece uma possivel administracao por via oral, que é
comumente preferivel por pacientes em contraste com a via parenteral.

Excepcionalmente, os compostos SOL-PP1 e SOL-PP2, além de apresentarem-se
capazes de serem absorvidos pelo TGI, também apresentam a possibilidade de permearem a
barreira hematoencefalica (BHE), representado no grafico como a area amarela. Essa, por sua
vez, age como uma barreira fisica e impde varios obstaculos que ocasionam na obstrucao da
passagem de varios farmacos, incluindo agentes antineoplasicos e antibiéticos (UPADHYAY,
2014). Dessa forma, essa propriedade inerente a essas moléculas pode auxiliar no tratamento
de doencas onde a permeacao da BHE seja necessaria, como em tumores intracranianos, caso
esses compostos sejam ativos.

Além dessas informacGes, o Boiled-Egg fornece nog¢Bes quanto a possibilidade desses

compostos serem substrato da glicoproteina P (P-gp). Essa se trata de uma proteina
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transmembrana permeavel P que funciona especificamente como um carreador mediado pelo
transportador de efluxo ativo primario, de forma que diversos agentes terapéuticos vitais
tornam-se substratos para P-gp e, consequentemente, tém suas biodisponibilidades reduzidas
ou h& o desenvolvimento de resisténcia induzida devido ao efluxo de proteinas (SRIVALLI,
LAKSHMI, 2012).

Esse mecanismo de efluxo tem sido um dos principais limitantes no tratamento
anticancer, a partir da superexpressdo de bombas de efluxo ATP-dependentes em alguns
tumores, sendo responsavel pela remocdo dos farmacos do meio intracelular para 0 meio
extracelular, tais como taxanos, inibidores de topoisomerase e antimetabolitos. Esse fenémeno
causa uma diminuic¢do na concentracdo do fA&rmaco na célula cancerigena e consequente falha
no tratamento, estando associado principalmente aos canceres de rins, célon, figado,
leucemias, linfomas e, mais recentemente, cancer de prostata, pulmdo e mama (BAGULEY,
2010; HOLOHAN et al. 2013; MISRA et al., 2014; NOOTER et al., 1997; SERES et al.,
2011; TRILLER et al., 2006; ZALCBERG et al., 2000). A partir desses dados, fornecidos
pela ferramenta SwissADME, em conjunto com informacdes obtidas pela ferramenta pkCSM
sobre possivel inibicdo da proteina, construiu-se a tabela 25 contendo as informacdes

pertinentes a acdo dos compostos sob essa glicoproteina.

Tabela 25 - Relagdo das moléculas analisadas com a glicoproteina P

MOLECULA Substrato P-gP Inibidor P-gP I | Inibidor P-gP Il
SOL-AC1 Né&o Sim Sim
SOL-AC2 Né&o Sim Sim

SOL-Q1 Nao Nao Sim
SOL-Q2 Nao Sim Sim
SOL-11 Né&o Né&o Sim
SOL-12 Né&o Né&o Sim
SOL-P1 Né&o Né&o Né&o
SOL-P2 Né&o Né&o Né&o
SOL-PR1 Né&o Sim Sim
SOL-PR2 Né&o Sim Sim
SOL-PP1 Né&o Sim Né&o
SOL-PP2 Néo Sim Sim

Fonte: Autoria (2020).
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Como pode ser observado na figura 58 e na tabela 25, 0s compostos ndo se apresentam
como possiveis substratos da glicoproteina P. De acordo com Srivalli e Lakshmi (2012), os
substratos da P-gp variam em relacdo a tamanho, estrutura e propriedades quimicas, uma vez
que o critério principal que submete um substrato ao efluxo pela P-gp é a sua interagcdo com a
bicamada lipidica, uma ampla gama de farmacos cationicos, lipofilicos e planares se tornam
0s substratos proteicos, apesar de sua dissimilaridade estrutural.

Adicionalmente, determinados compostos apresentam-se como potenciais inibidores
das isoformas | e Il da P-gp. Essas isoformas estdo relacionadas ao efluxo de farmacos e
exportacdo de fosfatidilcolina para bilis, respectivamente. Da mesma forma que os substratos,
os inibidores de P-gp apresentam uma ampla gama de diversidade estrutural, e apresentam-se
de extrema importancia no tratamento do cancer (AMIN, 2013).

O parametro Log P é avaliado por mdltiplos preditores (iLogP, xLogP3, WLogP,
MLogP, Silicos-IT), obtendo-se posteriormente um valor de Log P consensual com base
nesses parametros. Entretanto, pode-se realizar um ressalte aos parametros: WLogP, utilizado
para determinacdo de druglikeness por Ghose e Egan, foi apresentado por Wildman e Crippen
(1999) no artigo “Prediction of Physicochemical Parameters by Atomic Contributions”, onde
aplicado em uma extensa colecdo de 9920 moléculas, com r® = 0,918 ¢ ¢ = 0,677 (dado
estatistico), apresentou um método que acrescentou 68 parametros ajustaveis ao calculo de log
P; MLogP, utilizada na determinacdo de druglikeness por Lipinski, foi apresentada por
Moriguchi (1994) no artigo “Comparison of Reliability of Log P Values for Drugs Calculated
by Several Methods” e considera 7 parametros, como atomos lipofilicos, &tomos hidrofilicos,
ligacOes insaturadas, hidrogénios livres, rigidez da estrutura, entre outras. Dessa forma, o
grafico 2 traz os resultados de log P obtidos para as moléculas analisadas, de modo que é
possivel observar que o maior valor de WLogP foi de 5,17 (SOL-AC2) e o menor foi 2,21
(SOL-P1), ndo havendo extrapolacdo do maximo estabelecido pelo druglikeness de Ghose,
Viswanadhan e Wendoloski (1999) (-0,4 < WLogP < 5,6) ¢ Egan, Merz e Baldwin (2000)
(WLogP < 5,88), enquanto que o maior valor obtido de MLogP foi 3,95 (SOL-AC2) e 0
menor foi 1,36 (SOL-P1), também ndo extrapolando o valor estabelecido por Lipinski e
colaboradores (2001) (MLogP < 4,15 ou CLogP <5).
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Gréfico 2 — Valores de Log P dos compostos analisados
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Fonte: Autoria (2020).

Desse modo, os resultados de Log P, aliados a valores de outros pardmetros
particulares de cada método, tais como peso molecular, nimero de atomos, numero de
aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio, area de superficie polar topoldgica e
refratividade molar, concluiram que todos os compostos foram condizentes com critérios de
druglikeness estabelecidos por Lipinski, Ghose e Egan. Esses, previamente citados no topico

3.1.3.2, seguem na tabela 26 para melhor visualizacéo.

Tabela 26 - Parametros de druglikeness

DRUGLIKENESS Parametros
Peso molecular < 500
Lipinski MLogP <4,15

Aceptores de ligagdes de hidrogénio < 10
Doadores de ligacOes de hidrogénio <5

160 < Peso molecular < 480

Ghose -0,4 < WLogP <5,6
40 < Refratividade molar < 130
20 < Atomos < 70
Egan WLogP <5,88

Avrea de superficie polar topolégica < 131,6

Fonte: Adaptado de SwissADME (2020).
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O SwissADME também fornece informacdes sobre a solubilidade em &gua (Log S)
dos compostos analisados. Do mesmo modo que o Log P, a solubilidade aquosa de um
medicamento € um fator importante que afeta sua biodisponibilidade. IniGmeros métodos
computacionais foram desenvolvidos para a previsdo de solubilidade aquosa a partir da
estrutura de um composto, e trés sdo disponibilizados pelo SwissADME: ESOL, Ali e
SILICOS-IT. Os resultados s@o expostos no grafico 3, de modo que a solubilidade é definida
de acordo com o seguinte parametro, por meio do resultado de Log S: insoltvel < -10 < pouco
solivel < -6 < solubilidade moderada < -4 < sollvel < - 2 < muito soltvel < 0 < altamente
solavel. Como se pode observar no mesmo, a maioria dos compostos apresentaram-se como
moderadamente sollveis ou pouco sollveis, com exce¢cdo da molécula SOL-11 que se

apresentou sollvel em agua de acordo com o Log S (ESOL), com o valor de 3,94.

Gréfico 3 — Valores de Log S dos compostos analisados
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Log S (ESOL) Log S (Ali) Log S (SILICOS-IT)

H SOL-AC1 -5,29 -6,2 -8,2
B SOL-AC2 -5,88 -6,85 -8,75
mSoL-Q1 -4,11 -4,82 -6,55
HSOL-Q2 -4,7 -5,47 -7,15
HSOL-11 -3,94 -4,74 -6,14
M SOL-12 -4,52 -5,38 -6,74
B SOL-P1 -4,14 -5,46 -4,89
B SOL-P2 -4,73 -6,12 -5,5
1 SOL-PR1 -4,42 -5,15 -7,38
B SOL-PR2 -5,01 -5,81 -7,97
B SOL-PP1 -4,51 -5,34 -5,96
1 SOL-PP2 -5,11 -6 -6,55

Fonte: Autoria (2020).
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Adicionalmente, outra informagéo relevante é o Log K. Esse, apresentado por Potts e
Guy (1992), visa predizer o coeficiente de permeabilidade do farmaco sobre a epiderme por
meio de um modelo que se baseia no peso molecular e no log P do composto. De acordo com
os autores, o valor de log K, esta diretamente relacionado a capacidade de permeagédo do
composto. Os resultados para as moléculas seguem na tabela 27, de modo que é possivel
observar que 0s compostos provavelmente apresentariam baixa permeabilidade na pele,
apresentando valores variando de -5.76 cm s™ (SOL-11) a -4.75 cm s (SOL-P2).

Tabela 27 - Valores de Log Kp dos compostos analisados

MOLECULA Log K, (cms™)
SOL-AC1 -5.09
SOL-AC2 -4.86

SOL-Q1 -5.73
SOL-Q2 -5.50
SOL-11 -5.76
SOL-12 -5.53
SOL-P1 -4.99
SOL-P2 -4.75
SOL-PR1 -5.67
SOL-PR2 -5.43
SOL-PP1 -5.43
SOL-PP2 -5.09

Fonte: Autoria (2020).

Por fim, como modo de predizer a possivel metabolizacdo desses compostos, 0S
mesmos foram avaliados in silico frente a cinco isoformas das enzimas citocromo P450
(CYP) quanto sua capacidade de inibi¢cdo, por meio do SwissSADME, e frente a duas
isoformas quanto a probabilidade de agir como substrato, por intermédio do pkCSM. Embora
diversas familias do CYP450 humano sejam conhecidas, apenas as familias CYP1, CYP2 e
CYP3 sdo importantes na biotransformacao de drogas. Dentro dessas familias, as isoenzimas
1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A3/4 séo reconhecidamente as mais importantes para o metabolismo
de drogas (AUDI; PUSSI, 2000). Assim, os resultados sdo expostos na tabela 28.
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Tabela 28 - Interacdo das moléculas analisadas com as isoformas de CYP450

CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
MOLECULAS | Tnibidor Inibidor Inibidor | Substrato | Inibidor | Substrato | Inibidor
SOL-AC1 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-AC2 Sim Sim Sim Sim Né&o Sim Sim
SOL-Q1 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-Q2 Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim
SOL-11 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-I2 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-P1 Sim Sim Sim Néo Né&o Né&o Ndo
SOL-P2 Sim Sim Sim Néo Né&o Né&o Sim
SOL-PR1 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-PR2 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-PP1 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
SOL-PP2 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Fonte: Autoria (2020).

Certas substancias podem induzir expressdo aumentada de CYPs via ligacdo a
receptores nucleares, alguns exemplos de indutores do CYP3A4 sé&o, por exemplo,
atorvastatina, efavirenz e tamoxifeno. Por outro lado, os farmacos podem bloquear os CYPs
especificos como inibidores competitivos e, assim, causar interacdes medicamentosas. Por
exemplo, sabe-se que a naringina, um ingrediente da toranja, inibe tanto o CYP1A2 como o
CYP3A4. Assim, as substancias podem exercer diferentes fungdes em CYPs como substratos,
ndo-substratos, inibidores, ndo-inibidores e indutores com sobreposi¢cdo mutua (HUTTER,
2009). De acordo com os resultados, a maioria dos compostos apresenta a possibilidade de
agir como substrato ou inibidor das isoformas de CYPs.

As CYP1A2, 2C19 e 2C9 sdo enzimas responsaveis por realizar reacfes de oxidacdo
sobre seus substratos e sdo possivelmente inibidas por todos os compostos analisados. A
CYP2D6, a isoenzima mais estudada dentre todas as que compdem o sistema CYP450, esta
envolvida nas reacdes de hidroxilacdo, O-desmetilacdo e possivelmente, N-desalquilacéo, e
apresentou potencialidade de interagir com a maioria das moléculas, com exce¢do dos
derivados piridinicos SOL-P1 e SOL-P2, e os compostos clorados SOL-AC2 e SOL-Q2. Por
fim, a isoenzima CYP3A4, que é responsavel por aproximadamente 50% do metabolismo de

xenobioticos em humanos e estd envolvida em reacdes de O- e N-desalquilacdo e
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desmetilacdo, apresenta a probabilidade de interagir com a maior parte dos compostos
analisados, com exce¢ao das moléculas SOL-P1 e SOL-P2 (AUDI; PUSSI, 2000; HONORIO;
MODA; ANDRICOPULO, 2013).

5.8  Perspectiva dos quimioterapicos mais ativos para o tratamento de cancer e
leishmaniose

5.8.1 Proposta de composto mais ativo para atividade antitumoral

Baseando-se nos resultados obtidos para atividade antitumoral in vitro frente a
linhagem celular SKMEL, a molécula SOL-AC2, 4-Cl substituida, apresentou 75,20% de
inibicdo no crescimento das células, enquanto que a molécula SOL-AC1, ndo substituida,
desempenhou uma inibigéo inferior frente a essa linhagem, igual a 22,13%. O contraste entre
a acdo de ambas moléculas € evidenciado também nos estudos in silico, onde pode-se ressaltar
os resultados obtidos frente a enzima topoisomerase Ilo/DNA. Tendo em vista a melhoria da
atividade farmacoldgica devido a substituicdo com cloro, a préxima etapa, de acordo com a
arvore de Topliss, seria a di-substituicdo com cloro nas posicbes 3 e 4, assim como

explicitado anteriormente (Tdpico 5.4) (Figura 59).

Figura 59 — Proposta para obtencdo de um andlogo mais potente para atividade antitumoral

SOL-AC1 SOL-AC2 c . .
*Inibigéo: 22,13% *Inibicdo: 75,20% omposto proposto
**AG = -10,03 kcal mol’! **AG = -10,54 kcal mol™!

1 T Poténcia/afinidade
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'
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3

Fonte: Autoria (2020). Legenda: *percentual de inibicdo na linhagem de melanoma SKMEL. **energia livre de

ligaco frente o alvo topoisomerase Ilo/DNA.

Desse modo, o composto di-substituido proposto foi avaliado frente a enzima

topoisomerase Ilo. complexada com DNA através do docking molecular, a fim de avaliar suas
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interagdes e realizar um comparativo entre esse e a molécula SOL-AC2. Seguem na tabela 29

os resultados obtidos para ambos.

Tabela 29 - Resultados do docking molecular entre a estrutura proposta, molécula SOL-AC2 e

Topollo/DNA

MOLECULA

Energia Livre de
Ligac&o (kcal mol™)

Constante de Inibicéo
Estimada (Ki) (nM)

Composto proposto

-11.08

7.61

SOL-AC2

-10.54

18.95

Fonte: Autoria (2020).

A partir dos resultados explicitados na tabela 29, observa-se que a adi¢do de um atomo
de cloro a posicdo 3 do anel fenilico foi favoravel para interacdo com o alvo topoisomerase
ITo. Na figura 60, é realizado um comparativo entre as interacfes realizadas pelo composto
proposto e pela molécula SOL-AC2. Observa-se uma diminuicdo no nimero de interaces do
tipo empilhamento de ligagdes n realizadas entre o anel acridinico e as bases nitrogenadas do
DNA, entretanto, a estrutura da molécula proposta assume uma conformacdao em que o anel
fenil da subunidade tiossemicarbazonica estabiliza-se pela formacdo de interagfes desse tipo
com o nucleotideo citosina 8 (DC C:8), diferentemente da molécula SOL-AC2.
Adicionalmente, a conformacdo e configuracdo adotadas pelo composto proposto
proporcionaram a formacao de interacGes por ponte salina e carga atrativa entre 0s nitrogénios
carregados positivamente e as bases citosina 8 (DC C:8) e timina (DT C:9), que na estrutura
do SOL-AC2 atuam por meio de intera¢des do tipo empiralhamento pi-pi. Tendo em vista que
as interacGes intermoleculares por carga sdo mais fortes que as interagdes hidrofobicas, esse
fato justifica a melhor interacdo do composto prototipo com o alvo em relacdo a molécula
SOL-AC2. Ademais, o &tomo de cloro adicional apresentou-se apto a formar interacdo do tipo

pi-alquil com o aminoacido Met 762.
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Figura 60 - Docking da molécula proposta (A) e a SOL-AC2 (B) no alvo Topollo/DNA (PDB

ID: 5GWK)
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Fonte: Autoria (2020).

Tendo em vista a reducdo na quantidade das principais interacées responsaveis por

estabilizar a intercalagdo do composto entre as bases do DNA, ou seja, interagdes

hidrofdbicas, realizou-se o docking com o modelo de DNA que permite intercalacdo (PDB

ID: 1G3X) para determinar se houve comprometimento na propriedade intercaladora que 0s

compostos acridinicos (SOL-AC1 e SOL-AC2) demonstraram. Seguem os resultados na

tabela 30.

Tabela 30 - Resultados do docking molecular entre a estrutura proposta, molécula SOL-AC2 e

DNA (PDB ID: 1G3X)

MOLECULA

Energia Livre de
Ligacao (kcal mol™)

Constante de Inibicéo
Estimada (Ki) (nM)

Composto proposto

-10.70

14.34

SOL-AC2

-10.41

23.38

Fonte: Autoria (2020).
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Observa-se entdo que, quando na presenca apenas do DNA, ndo ha implicacdo na
capacidade intercaladora do composto acridinico, sendo esse capaz de apresentar uma energia
livre de ligacdo mais estavel que o composto SOL-AC2. A partir das imagens bidimensionais
da interacdo realizada por ambos, pode-se notar que as 12 interacOes entre as bases
nitrogenadas e o anel acridinico do tipo empilhamento pi-pi sdo mantidas, em adicdo a outras
interagcOes realizadas pelo composto proposto, incluindo a interacdo do tipo pi-alquil que

ocorre entre 0 atomo de cloro na posicdo 3 e a base nitrogenada citosina 621 (Figura 61).

Figura 61 - Interacdes da molécula proposta (A) e da SOL-AC2 (B) com o DNA (PDB ID:
1G3X)

Fonte: Autoria (2020).

5.8.2 Proposta de composto mais ativo para atividade antileishmania frente L.
amazonensis

Similarmente a proposta anterior, tendo como embasamento os resultados in vitro para
atividade antipromastigota frente cepa de L. amazonensis, concluiu-se que a para-substituicéo
do anel fenilico por um atomo de cloro foi desfavoravel para atividade farmacoldgica. Desse
modo, como explanado com detalhes previamente (Topico 5.5), a substituicdo no composto
prototipo envolve a modificagdo do cloro por um radical metoxila (Figura 62). Para tal,
utilizou-se também como pardmetro os resultados in silico frente a enzima piruvato quinase

de L. mexicana, empregando-a também na avaliacdo da potencial acdo do composto prototipo.
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Figura 62 - Proposta para obtencdo de um analogo mais potente para atividade antileishmania

frente cepas de L. amazonensis

H H H H H o H H
N_ _N_ _ M N_ _N_ _ M N NG —
oY s OrS s OY
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*ICs0: 12,16 ug mL™"
**AG = -6,53 kcal mol™!

SOL-12
*ICsp: > 100 ug mL""
**AG = -5,90 kcal mol!

Composto proposto

Fonte: Autoria (2020). Legenda: *concentragdo capaz de inibir o crescimento de 50% dos parasitas da cepa de L.

amazonensis. **energia livre de ligacdo frente o alvo piruvato quinase de L. mexicana.

Dessa forma, os resultados do docking molecular, expostos na tabela 31, apresentam-
se em concordancia com o que é sugerido pela arvore de decisdo de Topliss para obtencao de
compostos mais potentes. O composto indolico proposto apresentou uma melhor interacdo ao
alvo que a molécula SOL-12, e ligeiramente maior que o composto SOL-I1 (AG = -6,53 kcal
mol™ e Ki = 16300 nM).

Tabela 31 - Resultados do docking molecular entre 0 composto proposto, SOL-12 e o alvo
Piruvato Quinase (PDB ID: 3PP7)

MOLECULA Energia Livre de Constante de Inibicéo
Ligac&o (kcal mol™) Estimada (Ki) (nM)
Composto proposto -6.66 13100
SOL-I2 -5.90 47280

Fonte: Autoria (2020).

Realizando-se um comparativo entre as interagdes realizadas por ambos compostos
indolicos, percebe-se que ambos mantém interacdes do tipo convencional de hidrogénio com
os residuos de aminodcidos His 54, Asn 51 e lle 27; interagdes desfavoraveis positivo-
positivo com o aminoacido His 60; interacdes pi-alquil com o residuo de aminoéacido Pro 29,
entre outros. O composto proposto, entretanto, apresenta um maior nimero de interagdes mais
fortes com o sitio ativo, destacando que a presenca do radical -OCH3z promoveu a formacéo

de uma interagdo adicional com o aminoacido Tyr 59 (Figura 63).
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Figura 63 - Docking da molécula proposta (A) e a SOL-12 (B) no alvo Piruvato Quinase (PDB

SER
TYR B:53
B:59 HIS
B:54 ALA
B:334 e
B:26 ASN #
B:51 B:54
6]
Q.
LYs S i
H B:335 T
PRO ’,
B:29 o \ ALA
. H ésr_:, [;I{ B:334 GLY.
HIS : i
B:60 B:59
ILE ILE
B:27 GLY &2 B39 SER
B:28 % B:56
MET
B:50
Interagdes Interagées
| Ponte de Hidrogénio Convencional =4 Pi-Enxofre :! Van der Waals Empilhamento Pi-Pi
‘ Ligagao Desfavoravel positivo-positivo = Empilhamento Pi-Pi I J Ponte de Hidrogénio Convencional " pi-Piem Formade T
‘:J Ligacao de Hidrogénio com doagéo de pi :i Pi-Alquil Ligagao Desfavoravel positivo-positivo _} Alquil
i Pi-Sigma \77; Pi-Enxofre kii,‘ Pi-Alquil

Fonte: Autoria (2020).

5.8.3 Proposta de composto mais ativo para atividade antileishmania frente L. infantum

Dando continuidade a busca de um composto mais ativo para atividade antileishmania,
utilizou-se como base para essa proposta os resultados in silico e in vitro obtidos para espécie
L. infantum. Em ambos os experimentos, a afinidade/atividade demonstrada pelos compostos
indodlicos foram semelhantes entre si, de modo que a adicdo do atomo de cloro entre a
molécula SOL-I1 e SOL-I12 ndo foi benéfica para o aumento da atividade farmacoldgica
antileishmania, mantendo-a estavel. Portanto, de acordo com a arvore de Topliss, a estratégia
para aumento da poténcia desse composto envolve a substituicdo do &tomo de cloro por um
radical metila, assim como detalhado anteriormente (Tépico 5.5). Segue na figura 64 o

esquema para construgdo do composto proposto.
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Figura 64 - Proposta para obtencdo de um analogo mais potente para atividade antileishmania

frente cepas de L. infantum
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Composto proposto

**AG = -8,62 kcal mol™!

Fonte: Autoria (2020). *concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% dos parasitas da cepa de L. infantum.

**energia livre de ligacdo frente o alvo tripanotiona redutase de L. infantum.

Desse modo, utilizando-se da técnica de docking molecular na estrutura cristalografica
da tripanotiona redutase de L. infantum, avaliou-se a afinidade do composto proposto frente
ao alvo, comparando-o com o resultado obtido para 0 mesmo antes da modificagdo molecular,

ou seja, para 0 composto SOL-12. Seguem os resultados na tabela 32.

Tabela 32 - Resultados do docking molecular entre o composto proposto, SOL-12 e o alvo
Tripanotiona Redutase (PDB ID: 2JK6)

MOLECULA Energia Livre de Constante de Inibicdo
Ligacao (kcal mol™) Estimada (Ki) (nM)
Composto proposto -9.01 249.58
SOL-12 -8.99 257.55

Fonte: Autoria (2020).

Como visualizado na tabela 32, houve uma diminuic¢do nos valores de energia livre de
ligacdo e na constante de inibicdo estimada do composto SOL-I2 para 0 composto proposto,
porém ndo consideravel. Observando as imagens bidimensionais das interacdes ligante-alvo
de ambos compostos, nota-se que os aminoécidos envolvidos na interacdo sdo distintos entre
si, bem como os tipos de interagdes responsaveis por estabiliza-lo (Figura 65). Embora o
composto SOL-12 apresente um ndmero maior de interacdes com o alvo em questéo, ligando-

se majoritariamente por meio de ligagbes convencionais de hidrogénio, o composto proposto
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estabiliza-se através de pontes salinas e interagdes por carga atrativa, tornando-o entdo

igualmente estavel.

Figura 65 - Docking da molécula proposta (A) e a SOL-12 (B) no alvo Tripanotiona Redutase
(PDB ID: 2JK6)
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Fonte: Autoria (2020).

Levando-se em consideracao apenas esse resultado in silico, de acordo com a arvore
de Topliss (Esquema 12), a proxima etapa para otimizacdo do composto proposto seria a

exclusdo do grupamento —CHs e a adi¢cdo de um atomo de cloro na posicéo 3.

5.8.4 Avaliacdo farmacocinética in silico dos compostos propostos

Adicionalmente, determinadas propriedades farmacocinéticas preliminares dos
compostos propostos foram avaliadas para determinar a viabilidade do mesmo como um
candidato a farmaco. Para facilitar a compreensdo, os compostos nesse topico serdo referidos
como acridina-Cl,, indol-OCHj; e indol-CHs, para 0s compostos propostos para atividade

antitumoral, antileishmania para L. amazonensis e antileishmania para L. infantum,

respectivamente.
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De acordo com o modelo boiled-egg, ao serem administrados por via oral, 0s
compostos propostos apresentam a alta capacidade de serem absorvidos pelo trato
gastrointestinal, porém ndo possuem a propensdo a permear a barreira hematoencefalica
(Figura 66). Complementarmente, o modelo fornece informagGes sobre a capacidade dos
compostos em serem substratos da glicoproteina P, entretanto nenhum desses apresenta
caracteristicas estruturais que o0s tornem suscetiveis. Portanto, essas propriedades sdo

mantidas em relacdo aos compostos prototipos SOL-AC2 e SOL-I1 (Figura 58).

Figura 66 - Modelo boiled-egg para 0s compostos propostos
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Fonte: adaptado de SwissADME (2020). Legenda: BHE = barreira hematoencefalica; TGI = trato gastrointestinal; P-

gP (+) = substrato da glicoproteina P; P-gP (-) = ndo substrato da glicoproteina P.

Em relacdo ao Log P dos compostos propostos, de acordo com os pardmetros de
druglikeness estabelecidos por Lipinski, Ghose e Egan, os valores de MLogP e WLogP foram
levados em consideracdo. Os compostos indolicos apresentaram-se dentro dos valores
estabelecidos pelos critérios de druglikeness supracitados. O composto acridinico, entretanto,
pela adicdo de um atomo lipofilico a sua estrutura, apresentou um aumento consideravel nos

seus valores de LogP, de modo que houve extrapolacdo do valor maximo definido por Ghose,
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Viswanadhan e Wendoloski (1999) (-0,4 < WLogP < 5,6) e por Lipinski e colaboradores
(2001) (MLogP < 4,15) (Grafico 4). Assim, a acridina-Cl, apresenta como limitacdo sua
lipofilia, embora as outras caracteristicas estruturais inerentes a esse composto estejam de

acordo com os critérios de druglikeness estabelecidos (Tabela 26).

Gréfico 4 — Valores de Log P dos compostos propostos
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Fonte: Autoria (2020).

Por intermédio do SwissADME e do pkCSM, os compostos propostos foram avaliados
quanto a sua provavel via metabdlica de acordo com a sua a¢do como provavel inibidor e/ou
substrato frente a cinco isoformas das enzimas CYP450. De acordo com os resultados obtidos
e expostos na tabela 33, os compostos apresentam a possibilidade de agir como inibidores e
substratos da maior parte das isoformas de CYPs, com excecdo da molécula acridina-Cl,
frente a enzima CYP2D6.
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Tabela 33 - Capacidade de inibicdo dos compostos propostos frente as isoformas de CYP450

CYP1A2 | CYP2C19 | CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
MOLECULAS | nibidor Inibidor Inibidor | Substrato | Inibidor | Substrato | Inibidor
Acridina-Cl, Sim Sim Sim Néo Néo Sim Sim
Indol-OCHj, Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Indol-CH; Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Fonte: Autoria (2020).

Em um comparativo com 0s compostos prototipos SOL-AC2 e SOL-I1 (Tabela 28), as

propriedades metabdlicas dos compostos indolicos em relacdo ao SOL-I1 sdo mantidas,

enquanto que a molécula acridinica e o prototipo SOL-AC?2 se diferenciam pela possibilidade

de agir como um substrato para enzima CYP2D6. Ressaltando que a adi¢cdo de um &tomo de

cloro entre a molécula SOL-AC1 e SOL-AC2 diminuiu as possibilidades da molécula SOL-

AC2 apresentar-se como um inibidor da CYP2D6, 0 mesmo padrdo é repetido nesse caso,

diminuindo a possibilidade do composto acridina-Cl, apresentar-se como um substrato da

mesma.
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6 CONCLUSAO

Visando a obtencdo de potenciais farmacos quimioterapicos, esse trabalho prop6s a
sintese e avaliacdo bioldgica de compostos hibridos de tiossemicarbazonas e classes de
heterociclos. Utilizando-se de métodos de modificacdo molecular inerentes a Quimica
Medicinal, as estruturas desses compostos basearam-se no composto-protétipo acridinico-
tiossemicarbazonico publicado por Almeida e colaboradores (2015), a partir do qual,
realizando-se o enfoque no anel acridinico, foram aplicadas as estratégias de simplificacdo
molecular, expansédo molecular e bioisosterismo.

Para 0s compostos planejados, realizou-se o docking molecular frente a alvos
previamente descritos como potenciais alvos para 0s derivados acridinico-
tiossemicarbazonico. Desse modo, as moléculas foram avaliadas frente aos alvos
topoisomerase Ilo, DNA ¢ topoisomerase I de L. donovani, de modo que foi possivel
estabelecer uma correlagdo dos resultados obtidos com os resultados previamente descritos, e
com os perfis de moléculas pertinentes a esses alvos descritas na literatura. Assim, a molécula
SOL-AC2, por apresentar em sua estrutura um sistema aromatico fundido de maior extenséo,
em relacdo as demais, apresentou uma maior interagdo com o DNA por meio de intercalacéo,
enquanto que as moléculas SOL-PR2 e SOL-PP2, por apresentarem uma maior liberdade
conformacional, foram capazes de interagir com os sulcos do DNA. Ademais, os resultados
sugerem que a porcdo tiossemicarbazonica seja a principal responsavel pela interacdo com
topoisomerase Ilo, de modo que a molécula SOL-AC2 apresentou um complexo ternario
farmaco-topoisomerase-DNA mais estavel. Quanto a acdo frente topoisomerase I/DNA de
Leishmania, o composto SOL-AC2 desempenhou mais uma vez a formagdo de um complexo
mais estavel, interagindo majoritariamente com os aminoacidos da enzima, ao invés do DNA.

Realizou-se a sintese de doze compostos hibridos, sendo sete inéditos, por via plena
convergente, para 0s compostos acridinicos, ou plena linear, para os demais compostos com
aldeidos obtidos comercialmente. O mecanismo reacional envolvido na obtencdo desses
farmacos consiste em uma reacdo de condensagdo em meio acido. Esses apresentaram bons
rendimentos reacionais, variando de 56,95 a 98,99% e baixa variacdo do ponto de fuséo (1 a
4°C).

A caracterizagdo estrutural por infravermelho e ressonancia magnética nuclear de *H e
13C confirmou a estrutura esperada dos compostos planejados,, além de corroborarem com os
resultados de espectroscopia dos compostos previamente sintetizados, validando o método e a

rota sintética empregada. Entretanto, para as moléculas substituidas com fenil-piridina, serdo
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necessarias as realizacfes de RMN de *H com variagdo de temperatura para confirmacéo da
presenca de conférmeros.

Os resultados de atividade antiproliferativa identificaram, no geral, que a maioria dos
compostos apresentaram pouca inibicdo de crescimento celular (variando de 20 a 50%),
entretanto, é destacada a atividade da molécula SOL-AC2 na linhagem SKMEL, de
melanoma. Os resultados corroboram com os obtidos no docking, sendo possivel o
estabelecimento de uma relacdo estrutura-atividade levando-se em consideracdo os resultados
obtidos para essa linhagem, que concluem a importancia do sistema de anel fundido, no caso
da acridina, associado a presenga do cloro na posicdo para do fenil da tiossemicarbazona.
Ressalta-se que o mecanismo de inibicao de topoisomerase Ila e intercalagdo com DNA pode
ndo ser o unico e responsavel pela atividade desempenhada, podendo haver mecanismos
especificos para cada tipo de cancer devido a sua vasta heterogeneidade. Desse modo, 0s
resultados ndo inviabilizam as demais moléculas em serem testadas em outras linhagens
tumorais.

A avaliacéo da atividade antileishmania frente cepas promastigotas de L. amazonensis
e L. infantum evidenciou os compostos indélicos como scaffolds para acdo leishmanicida. Os
resultados ndo se apresentaram em concordancia com o estudo in silico frente topoisomerase
I, de modo que dois novos alvos (piruvato quinase e tripanotiona redutase) foram propostos
para auxilio da elucidacdo do mecanismo de agao envolvido.

Os estudos ADME in silico corroboram com a conclusdo de que esses compostos
enguadram-se nas regras para obtencdo de compostos que possam ser administrados por via
oral, evidencia a absorcdo e permeacdo desses pelo TGl e BHE, a funcdo de selecionados
compostos como possiveis inibidores de glicoproteina P e serem substratos ou inibidores do
CYP450 e suas isoformas.

Por fim, tendo sido obtidos scaffolds desejaveis para cada atividade biologica
proposta, propuseram-se noOvos compostos mais potentes baseando-se nos resultados
biologicos e na arvore de decisdo de Topliss, avaliando-os in silico. Os resultados
evidenciaram compostos com maior afinidade aos alvos para cancer e L. amazonensis, e
majoritariamente dentro dos parametros desejaveis de ADME, viabilizando uma futura sintese

e avaliacdo farmacologica dos mesmos.
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PERSPECTIVAS

As perspectivas futuras para esse trabalho envolverao:

finalizar a caracterizagdo estrutural dos compostos por meio de espectrometria de
massas;

realizar a anélise por RMN de *H com variacdo de temperatura para 0S compostos
SOL-PR1 e SOL-PR2;

avaliar in vitro a capacidade de interacdo com DNA dos compostos inéditos por meio
de espectroscopia de absor¢do em UV-visivel, emissdo de fluorescéncia e viscosidade;
dar continuidade as sinteses no objetivo de obter compostos mais ativos;

publicacdo de artigos cientificos.
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DOCKING MOLECULAR

Anexo 1 - Docking molecular da molécula SOL-AC1 no alvo topoisomerase Ilo. complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK)

AZ759 GLU
Adel

SER
DT y
D9 ~ W
, )
Ty Nl GLY
GO IREEETEER it
e, e . Ty
.e ~ .
"D -
ALA
A465
T LEU
B:205 ASP A16
A543
L¥S
AG14
THR
ABLlE
Interagtes
[[] Van der Waals [T Pi-Anion
[ Ponte Salina [ Pi-sigma
[ Carga Atrativa [ PiEnxofre
- Ponte de Hidrogénio Convencional - Empirilhamento Pi-Pi

B 'nteracdo Desfavoravel doador-doader [ | Pi-Alquil

Anexo 2 - Docking molecular da molécula SOL-AC2 no alvo topoisomerase Ilo. complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK)

DA
F:12
SER DG
A464 AP JFa3
A:463 e’ s
v o iy DC
T , €8
'. g 4’ Nt g
W ' N\ ,*
4 o _ ey .’
H : . & *(
B2 ¢ -
v s’
Y ’
GLY . gV =¥
A:462 ol .’
o !
. ’ ’
¢ <y
DG ARG 2)
GLU D:10 A:487 " D9
A461 _— '
GLY
A:488
Interagoes
[] van der Waats [ Ligagsio Pidoador de Hidrogénio
[ Ponte Saiina B Emperithamento Pi-Py

B Ponte de Hidrogénio Convencional
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Anexo 3 - Docking molecular da molécula SOL-Q1 no alvo topoisomerase Ila complexada

com DNA (PDB ID: 5GWK)

DG
D:10

ARG
A:487

Interagées

[] Van der Waals
[T Carga Atrativa

- Ponte de Hidrogénio Convencional
[ Ligacde Carbono Hidrogénio

[] Ligac#o Pi-doador de Hidrogénio
[ Empirilhamento Pi-Pi
[ Empirilhamento Pi-Amida

[] Pi-Algui

Anexo 4 - Docking molecular da molécula SOL-Q2 no alvo topoisomerase Ila complexada

com DNA (PDB ID: 5GWK)

SER
Acded
DG
D:10 [ASP
A:463 GLY
ARG -
A:487 -
Interagdes
|:| Van der Waals

I:l Carga Atrativa

- Ponte de Hidrogénio Convencional
I:I Ligagdo Carbono Hidrogénio

TYR
B:805
GLY
D A:760
D:9
N
H
DC
C:8 ASP
A:541
GLU
Azdel

I:l Ligagdo Pi-doador de Hidrogénio
[ Empirithamento Pi-Pi

[ Pi-Alquil
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Anexo 5 - Docking molecular da molécula SOL-I1 no alvo topoisomerase Ilo. complexada

com DNA (PDB ID: 5GWK)

GLY ARG
A4BE AAET
Dc
DT
8 D
MET T %
AT62 N
. H
A
e
ST
T
( -{ ll
: \
SER o)
A7E3 s
DG SER
DG GLY F13
C7 AT60 s
Interagoes
|:| Van der Waals I:l Pi-Anian
[ Ponte de Hidrogénio Convencional [] Pi-Alquil
[ PiCation

Anexo 6 - Docking molecular da molécula SOL-I2 no alvo topoisomerase Ila complexada

com DNA (PDB ID: 5GWK)

DC
DT C:8
GLY D:9
DA . R
3 A:488 R SER
* ] A:763
H /n
:\l 2
. ;\
_— 8 /e “
—\ S o N\ K4
, - ‘\\‘\ / H S
Eom i \\. GLY
\\_.;_-_‘__i\ /‘-. A:760
o MET
ARG **"
A48T A762
DG
GLU F:13
A:506
Interagoes

|:| Ligacdo Pi-doador de Hidrogénio
[ Empirilhamento Pi-Pi

[ Pication [ Aquil

[ Pi-Anion [] Pi-Alqui

|:| Van der Waals

[ Ponte de Hidrogénio Convencional
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Anexo 7 - Docking molecular da molécula SOL-P1 no alvo topoisomerase Ilo complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK)

DC
C:8
ALA ASP
A:465 A:541 GLY
GLU Ab15
DG A:461
D:10 Gl
N I A:462
3 : SN . 8617
SER : /N ’
JAq..qu.‘---- = H I “---.","

LY

PN "—\ LEU

n ,:- ‘: ) A:616

¥ H \; o :r’!
e =/ GLY
R

o A:488
D
D:9 ARG
ASP A:487
A:463

Interagtes
|:| Van der Waals |:| Ligacdo Pi-doador de Hidrogénio
- Ponte de Hidrogénio Convencional |:| Pi-Alquil
|:| Pi-Anion

Anexo 8 - Docking molecular da molécula SOL-P2 no alvo topoisomerase Ila complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK)

TYR
B:805
ASP
Az541
MET GLY GLU
A:762 A:760 A:d61
DT
D:9
-
»
-
*s ,ft\ >:
. /. . /
. /e A
Nt
. GLY i
Azde2
os D:10
SER
A:ded
Interagdes
[] Van der Waals [ Ligagdo Pi-doadar de Hidrogénio
[ Carga Atrativa [ Pi-sigma
[ Ponte de Hidrogénio Convencional [ Empirilhamento Pi-Pi

B nteracdo Desfavoravel Aceptor-Aceptor [ | Alquil
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Anexo 9 - Docking molecular da molécula SOL-PR1 no alvo topoisomerase Ilo. complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK)

GLY
A4EE
DG ARG
MET F:13 AA4BT
L DC
ATE2 =
NN
SER ! N
A763 “~;;J ~ ) ~ DA
F:12
H
GLY =
DG
8 A:TE0 DT
(5 D9
TYR
B:B05

Interagbes

|:| Van der Waals |:| Ligagdo Pi-doador de Hidrogénio
[ Carga Atrativa [ Empirilhamento Pi-Pi

- Ponte de Hidrogénio Convencional |:| Pi-Piemformade T

[ Pication [] Pi-Alqui

Anexo 10 - Docking molecular da molécula SOL-PR2 no alvo topoisomerase Ila complexada
com DNA (PDB ID: 5GWK)

DT
D:3

.
.
.

*
Tasumuw
\\\‘

(\

~

AN
o

. . b
A R F:13 F:12
GLY sret . .

A:488 / s +)
/ SER DG
S A:464 D:10
.
.
-
-
-
- -
DC
C:8
Interagdes
|:| Van der Waals |:| Ligacdo Pi-doador de Hidrogénio
I:I Carga Atrativa - Pi-Sigma

0 Ponte de Hidrogénio Convencional [ Pi-Piemformade T
B interacsio Desfavordvel doador-doadar || Pi-Alquil

|:| Pi-Cation



Anexo 11 - Docking molecular da molécula SO
com DNA (PDB ID: 5GWK)

TVR
B:805
DT
MET
- GLY D3
AT82 (a760 Lartt
et N
Y
/N
B
I, A 0_
S .
3
’
C
ca
SER
AT63
Interagtes

[] Vvan der Waals

|:| Carga Atrativa

- Ponte de Hidrogénio Convencional
|:| Ligagdo Carbono Hidrogénio
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L-PP1 no alvo topoisomerase Ilo. complexada

(] DA
E13 Fi12
o TR
(o' )
L 5\ Fd
ARG
AT
GLY
AdEE

[ Empirilhamento Pi-Pi
[ Pi-Piemformade T
|:| Alquil

[] Pi-Alqu

Anexo 12 - Docking molecular da molécula SOL-PP2 no alvo topoisomerase Ila complexada

com DNA (PDB ID: 5GWK)

TYR
B:805
DT
D:8
N DA
: DG F:12
MET  GLY H F:13
A:762 A:760 N v
H /
%
/N %
'—\ ,—\7 S
e . H s )
vy B N )
Nt L T \ .f/
3 T
’)’
DC
C:8
ARG
HER MET A:487
A:763 DG A:T66
7
GLY
A:488
Interagtes

|:| Van der Waals

[ Carga Atrativa

- Ponte de Hidrogénio Convencional
|:| Ligacdo Carbono Hidrogénio

- Pi-Sigma

[ Empirithamento Pi-Ri
[ PiPiemformade T
[ Alquil

[] Pi-Alquil
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Anexo 13 - Docking molecular da amsacrina no alvo topoisomerase Ila complexada com
DNA (PDB ID: 5GWK)

GLY
A:488 DC
ARG C:8
A:487.  3.80 L7
\ Sl
346y 320
‘\; N - v 70
|\\// \\0 P - 3‘5'6_31;
‘L .= v
Fd PHe1 g o7 L
: ' 8 6.045.80
1 7’
DG
F:13
4.75 N
3.67
MET
A:760
SER
A:763
Interacdes
D Van der Waals - Pi-Sigma
- Ponte de Hidrogénio Convencional E] Pi-Enxofre
I:I Ligagdo Carbono Hidrogénio - Empilhamento Pi-Pi
[ rianion [ Pilqui

Anexo 14 - Docking molecular do etoposideo no alvo topoisomerase Ilo. complexada com
DNA (PDB ID: 5GWK)

bC
c:8
G6LU
A461
Interagoes
[T] van der Waals :I Pi-elétrons livres
[ Ponte de Hidrogénio Convencional [ Emparelhamento Pi-Pi
[ Ligacgo Carbono Hidrogénio [ Pi-Piemformade T
Pi-Cation [] Pi-Alquil

[] Ligacdo Pi-doador de Hidrogénio
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Anexo 15 — Docking molecular da molécula SOL-AC1 no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)
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Anexo 17 — Docking molecular da molécula SOL-Q1 no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)

sC onventi g

A G
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Anexo 19 — Docking molecular da molécula SOL-11 no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)
"4 K’

g
2 “3‘ G

g7

C o ‘iUlJH‘:‘ll
o cqeptor- gtor
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Anexo 21 — Docking molecular da molécula SOL-P1 no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)
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Anexo 23 — Docking molecular da molécula SOL-PR1 no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)
S B A
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Anexo 25 — Docking molecular da molécula SOL-PP1 no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)

& h
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Anexo 27 — Docking molecular da Amsacrina no alvo DNA (PDB ID: 1BNA)

v

Anexo 28 — Docking molecular da molécula SOL-AC1 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

"4 A  A§ﬁ;”*I "i.l.ill..-.J!::s

|
!

DAG605

‘~'

211 »y

3 |
. A T 7 8
C onventional & ~BEBRGR I%&@zi YAG%
\ » f@ﬁ%ﬁw bd
B e ) ~ =% :‘m’-‘ “‘;\;,E:{q»‘j

T607
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Anexo 29 — Docking molecular da molécula SOL-AC2 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

~
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Anexo 31 — Docking molecular da molécula SOL-Q2 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

, P - ~

Sy ——

NN A\
4 \\\\ 77
NN R

S
- @ ””'U‘ﬁ@i)‘ ,{,

,j,/’ \\

Anexo 32 — Docking molecular da molécula SOL-11 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

i-Pi Stacked 4
\ < 2
"\IIH ‘-’MI"[ F?‘Iml }HJ{_’]»H\‘

; /

ventional
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Anexo 33 — Docking molecular da molécula SOL-12 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

Anexo 34 — Docking molecular da molécula SOL-P1 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

ST ENN T




Anexo 35 — Docking molecular da molécula SOL-P2 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

¢I:ll:liZ‘I

rentional

RI619

Anexo 36 — Docking molecular da molécula SOL-PR1 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

197
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Anexo 37 — Docking molecular da molécula SOL-PR2 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

Conventional & ¢ ! vz
v i-P i Rggtked
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Anexo 39 — Docking molecular da molécula SOL-PP2 no alvo DNA (PDB ID: 1G3X)

Anexo 40 — Docking molecular do farmaco camptotecina no alvo topoisomerase | de L.
donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

o (i @ MET
A \cio
£ - A:254

ASP
A:266
262 foTh
-~ Sy !
' - ;”’\ ] =
K et ] ,/DA\
o ¥ Jeans
o -
J g
TYR
LYS 0 ey
B:250
PRO
A:257 DT
LEU E:112
A:255
ALA ASN
A177 A:178
ALA
A:256
Interagdes
[ Pi-Anion

I:! Van der Waals
- Pi-Sigma

- Ponte de Hidrogénio Convencional
:] Ligacao Carbono Hidrogénio [j Alquil

- Interagdo Desfavoravel doador-doador :l Pi-Alquil

- Pi-Cation
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Anexo 41 — Docking molecular da molécula SOL-AC1 no alvo topoisomerase | de L.
donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

o= TYR
3 GLU A:252
E:112 A:182
H H
|}
ARG
A:180 LYS
s . A:251
A:242 Y
ASN
A:178

Interagoes

[:I Ponte Salina
:l Carga Atrativa

- Ligagao de Hidrogénio Convencional

|:] Ligacao de Hidrogénio com doador Pi

:l Pi-Enxofre
[ Pimqui

Anexo 42 - Docking molecular da molécula SOL-AC2 no alvo topoisomerase | de L.
donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

ASN
A:249

ARG TRP
A:180 A:242 GLU
A:18

MET
A:250

DA
E:114

MET
A:254

DC ASN) - - % .
E:111 A178 o
ot E:113
E:112 ovm ¢
A:252
Interages

Van der Waals

Carga Atrativa

Ligagao Carbono Hidrogénio

]
1
- Ponte de Hidrogénio Convencional
]
-

Ligagao Desfavoravel doador-doador

Pi-Anion

:] Ligacao de Hidrogénio com doador pi
l:] Pi-Enxofre
D Pi-Piem formade T

Pi-Alquil



Anexo 43 - Docking molecular da molécula SOL-Q1 no alvo topoisomerase | de L. donovani

complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

MET
g TYR
& A:252
DC
C:8 LYS
A:251
DT
€:9
DA
G119
Interagdes

[: Van der Waals
I: Ponte Salina
D Carga Atrativa

- Ponte de Hidrogénio Convencional

GLU DT2
E:11
A:182 W

VAL

A:181
ARG ASN ALA
A:180 A:178 A:177
H H
DC
E:111)

A:242

:] Ligagéo Hidrogénio com doador Pi

[:] Pi-Enxofre
\:] Pi-Alquil

DT
E:110
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Anexo 44 - Docking molecular da molécula SOL-Q2 no alvo topoisomerase | de L. donovani

complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

DT

E:110
ALA
A:177
TYR DC
MET : ’
A250 A:252 E:111
DC
C:8
H
DA \ ASN
DA E:113 oF A:178
E:114 LYS GLU E:112
A:251 A:182
TRP.
A:242

Interagdes

D Van der Waals
D Carga Atrativa

- Ponte de Hidrogénio Convencional

:] Ligagao Hidrogénio com doador Pi

E Pi-Enxofre

D Empilhamento Pi-Amida

[ Piaiqui

ARG
A:180
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Anexo 45 - Docking molecular da molécula SOL-11 no alvo topoisomerase | de L. donovani
complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

GLU DA
A:182 E:113

DT
TRP. (! ASN ;
024 &Y A:178 &

e,

/ DA
E:114

TYR
A:252

DT
E:110 VAL

Interagdes

l: Van der Waals

:] Ponte Salina
:l Carga Atrativa l:l Pi-Enxofre

- Ponte de Hidrogénio Convencional [:] Pi-Alquil

[:] Ligagao Carbono Hidrogénio
E Ligacao de Hidrogénio com doador pi

Anexo 46 - Docking molecular da molécula SOL-12 no alvo topoisomerase | de L. donovani
complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

GLU DA
o7 A:182 ASN E:113 MET
E:112 A:178 A:250
3 7 LYS
/ A:251
. /
N H
DC i :
3 i DA
E:119) ; E:114
Y TYR
A:252
ARG
A:180 D¢
C:8
VAL TRP
A:181 A:242
e DT A254 e
; e (eF
&Y E:110
VAL
A:253

Interagoes
:] Van der Waals :] Ligacao Carbono Hidrogénio
D Ponte Salina [:] Ligagao de Hidrogénio com doador Pi
:] Carga Atrativa :] Pi-Enxofre

- Ponte de Hidrogénio Convencional B Pi-Alquil
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Anexo 47 - Docking molecular da molécula SOL-P1 no alvo topoisomerase | de L. donovani
complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

VAL
ARG A:181
A:180
bT - TYR
E:110 ] A:252
\ ASN
' A:178
\
\
\ ;
N LN
Ho o
DC \ A
E:111 ¢ \
1 \
¥ GLU
- DT Q182 AEL
G
DA
E:113
Interagoes
I:l Van der Waals D Ligacao de Hidrogénio com doador Pi
B Ponte Salina I: Pi-Enxofre
E] Carga Atrativa :] Pi-Alquil

- Ponte de Hidrogénio Convencional

Anexo 48 - Docking molecular da molécula SOL-P2 no alvo topoisomerase | de L. donovani
complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

VAL
DT
. A:181 DA
E:110 £113
TRP
A242 >
Dc (ARGY  dAsN
: A:180 178
T E:111 180 a178
A:177 s -
M H
TYR
v % LYs A:252
DT GLU A:251
E:112 A:182
Interagoes
[ vander waals [T Pignxotre
D Ponte Salina - Empihamento Pi-Amida
D Carga Alrativa [:] Pi-Alquat

- Ponte de Hidrogénio Convencional
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Anexo 49 - Docking molecular da molécula SOL-PR1 no alvo topoisomerase | de L.
donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

ALA
DA A:256
DC E:114 DT
E:111 c:10
LYS
A:262
DA
DT MET
3 E:113 2 PRO
ARG &1L ‘ g A:257
A:180 ASN
A:178
LEU
A:255
) <
H Hoo Y ALA
¥ ) 1 A:177
T;{P2 b 2
A:24 « 7
TYR
VAL GLU DT
: A:182 LYS A:252 C:9
A:181 A251
VAL

A:253
Interagoes
D Van der Waals :I Ligagéo de Hidrogénio com doador Pi
I: Carga Atrativa - Pi-Sigma
- Ponte de Hidrogénio Convencional D Pi-Enxofre
D Pi-Cation D Pi-Alquil
D Pi-Anion

Anexo 50 - Docking molecular da molécula SOL-PR2 no alvo topoisomerase | de L.
donovani complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

DA
E:114 -
DT c:10
C:9
TYR
GLU» LYS A:252
A:182 A251 ¥
TRP
A:242 H
ASN
A:178 H PRO
A:257
VAL
; DT MET
A:181 E:112 A:254 LYS LEU
A:262 5
ALA A:255
A:177
DA
E:113
ARG
E:Dl(lil A:180
Interagoes
|:] Van der Waals D Pi-Anion
D Carga Atrativa E] Ligagao de Hidrogénio com doador Pi
- Ponte de Hidrogénio Convencional :] Pi-Enxofre
‘:] Ligagao Carbono Hidrogénio |:] Alquil
D Pi-Cation E] Pi-Alquil
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Anexo 51 - Docking molecular da molécula SOL-PP1 no alvo topoisomerase | de L. donovani
complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

MET
A:250
DA .DA
E:114
LYS E:113
ALA A:251
A:177 DC
&L DT DC
L5 E:112 C:8
ASN
A:178
DT
C:9)
H
DT \
E:110 TYR
. GLU A:252
ARG A:182
A:180 TRP
A:242
VAL
A:181
Interagdes
D Van der Waals D Pi-Anion
D Carga Atrativa [:] Alquil
- Ponte de Hidrogénio Convencional B Pi-Alquil
D Ligagdo Carbono Hidrogénio

Anexo 52 - Docking molecular da molécula SOL-PP2 no alvo topoisomerase | de L. donovani
complexada com DNA (PDB ID: 2B9S)

GLU LYS
Qg 4251 DA DT
‘E113 pro CG10
A DT A257
C:9 LYS
VAL H A:262
A:181
ASN
A:178
H
DT )
E:112yR
A:252
ALA MET
A:177 A:254 LEU
A:255
DC
E:111
ARG
A:180
Interagdes

:] Van der Waals [:] Ligagdo de Hidrogénio com pi doador
I: Carga Atrativa D Pi-Enxofre
- Ponte de Hidrogénio Convencional :] Alquil
l: Ligagéo Carbono Hidrogénio [: Pi-Alquil
- Ligagéo Desfavoravel doador-doador
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Anexo 53 - Docking molecular do composto co-cristalizado Suramina no alvo piruvato

quinase de L. mexicana (PDB ID: 3PP7)

H|S4
B:5:
\ O~ /?
' =
i N ™
o e Lys
| \ B:335
- ] o— \
PRO || i 0 ER
B:29 = ‘ t £330
N W —0
' 0.
\y | Bo opes GLY
‘ v (IHR) B33
o B:51 ;
£ ALA
TYR B8:334 B3
A B:49
B:59
GLY
GLY B:28
B:55 .
ILE
B:27
HIS
B:60
Interagoes
[:] Van der Waals Pi-Anion
Ponte Salina I Fisigma
Carga Atrativa [:] Pi-Enxofre
- Ponte de Hidrogénio Convencional - Empilhamento Pi-Pi
[ Fication [ Piaquil

Anexo 54 - Docking molecular da molécula SOL-I1 no alvo piruvato quinase de L. mexicana

(PDB ID: 3PP7)

GLY
B:55

PRO
B:29

Interagoes

D Van der Waals

- Ponte de Hidrogénio Convencional
- Interagé@o Desfavoravel positivo-positivo
- Interagao Desfavoravel doador-doador

HIS
B:54
! . GLY
: : B:331
4 iy \
W \
- \
ASN X
»B:Si\ ', SER
o ’ B:330
B:26 ALA
g B:334
+
LYS
3 ARG
B:335 ko

[:] Ligagdo Pi-Doador de Hidrogénio

- Pi-Sigma
I: Pi-Enxofre
[] Pi-Alquil
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Anexo 55 - Docking molecular da molécula SOL-12 no alvo piruvato quinase de L. mexicana
(PDB ID: 3PP7)

SER
B:53
THR -
B:26 (ASN RIS
B:51 B:5
“ / '
- S
LYS i B
B:335 |
7 ’
4 /
ALA ' " (L
B:334 f GLYA -~
) TﬁSS ¥
' B:59
'
'
ILE
PRO
GLY B:27 . <R
B:28 &2 B:56
MET
B:50
Interagoes
[:] Van der Waals - Empilhamento Pi-Pi
- Ponte de Hidrogénio Convencional - Pi-Pi em Formade T
I Ligagao Desfavoravel positivo-positivo [ Alqui
] Pignxofre [ PiAqui

Anexo 56 - Docking molecular do ligante co-cristalizado Flavina-adenina dinucleotido no
alvo tripanotiona redutase de L. infantum (PDB ID: 2JK6)

GLY GLY

A:15 A:326
ALA
SER A:338
A:162
GLY
GLy @R e o
A:13 hE A327
Ko YS) Qs ARG
ALA o2 % A333
A:159 A : Sy 482 J A:287
THR), # o= 8% y
o Gy @ ---. \\
A0 - )
ALA 7 i LEU &Y PHE
3 :334 :
‘& X A3340x19861Y  A:203
i AR 5 S A:56
o3 o % 3y VAL
A P A:SS
THR N
A1607 - R
GLY iR A:178
A:11
ARG '
A:290 ] e
Q R
¥ cvs HE
1 ILE 3
VAL e &3 A:199 LI
A:34 VAL PRO '
A:36 A:336 o
LYS
LEU " A:60
A:10 ot
A127 LEU
A:294
PHE
ADs a:126
Interacoes
|:] Van der Waals - Interagdo Desfavoravel doador-doador
- Ponte de Hidrogénio Convencional - Pi-Sigma
:] Ligagéo Carbono Hidrogénio D Alquil

- Interagao Desfavoravel negativo-negativo E] Pi-Alquil
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Anexo 57 - Docking molecular da molécula SOL-I1 no alvo tripanotiona redutase de L.
infantum (PDB ID: 2JK6)

TYR VAL
MET 4 )
A:333 11\.198 A/.SS
oS 53 ’
A:52 e GLY
' Hl K A:56
: ! SER
ASP H H 7
A:327 g 1L
. ILE
A A:199
) PHE
+ + /THR 3
\‘\A:Sl A:182
PHE
CYS
# A:203
W THR & LYS
A:14
A:335 A:60
GLU
PRO A:202
A:336
Interagoes
:] Van der Waals - Pi-Sigma
- Ponte de Hidrogénio Convencional :l Pi-Alquil
D Pi-Anion

Anexo 58 - Docking molecular da molécula SOL-I2 no alvo tripanotiona redutase de L.
infantum (PDB ID: 2JK6)

VAL

TYR
MET b A:55
A:333 QL J
CEUR™ o
3 r ‘ 3 GLY
ﬂsé < / “ A:56
',: H I'-I
H N N SER
ASP A
A:327 - ik ILE A:178
\ . - Q199
\ S
~ \ =
" OTHR PHE
SER I
A:14 ' S A:182
’ THR \
i A:335 \ PHE
cYS ~ A:203
A:57 %
GLU
PRO 5
A:336 A:202
Interagoes
[:] Van der Waals - Pi-Sigma
- Ponte de Hidrogénio Convencional [:] Alquil
B Ligacéo Favoravel positivo-positivo [ Pi-Alquil

[  Pi-Anion



209

Anexo 59 - Docking molecular da molécula acridina-Cl, no alvo topoisomerase Ilo
complexada com DNA (PDB ID: 5GWK)

DG

E:13 GLY
A:488
DC
C:8
HIS , i
A:759 { w ARG
TYR > A:487
B:805
GLY
A:760 H
ASP
SER A:463
A:763
T/ DT
2 GLY
A:462 DG
D:10
MET
8 SER
7 A:464
Interagoes
:] Van der Waals - Pi-Sigma
:] Ponte Salina ﬁ Pi-Piem formade T
I:I Carga Atrativa D Alquil
- Ponte de Hidrogénio Convencional [:] Pi-Alquil

Anexo 60 - Docking molecular da molécula indol-OCH3z no alvo piruvato quinase de L.
mexicana (PDB ID: 3PP7)

TYR

X859 HIS
g2 Bi54 ALA
B:334
|
O
PRO &
B:29 4 ¢ N
4, H ASN
HIS . B:51
B:60 A
ILE
B:27
InteragGes
- Ponte de Hidrogénio Convencional D Pi-Enxofre
- Ligagdo Desfavoravel positivo-positivo E Empilhamento Pi-Pi
:] Ligagado de Hidrogénio com doagao de pi l:] Pi-Alquil

- Pi-Sigma
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Anexo 61 - Docking molecular da molécula indol-CH3z no alvo tripanotiona redutase de L.
infantum (PDB ID: 2JK6)

VAL
m -0 © -
A:35 :
A:159 ALA GLY
A:12 11
b i GLY
e | .- @i125
% ~ H T &
H ~ + H
GLY
GLY A:127
A:15
THR
A:160 PHE
A:126
GLY
A:13 GLY
A:50
THR LEU
SER
A:14 A:51 A:294
ALA
A:46
CYS
A:52
Interagoes
[: Van der Waals [:] Ligagao Carbono Hidrogénio
D Ponte Salina - Interagao Desfavoravel positivo-positivo
D Carga Atrativa - Pi-Sigma

- Ponte de Hidrogénio Convencional E Pi-Alquil



211

ANEXOS
ESPECTROS DE INFRAVERMELHO

Anexo 62 — Infravermelho da molécula SOL-AC1
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Anexo 63 — Infravermelho da molécula SOL-AC2
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Anexo 64 — Infravermelho da molécula SOL-Q1
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Anexo 65 — Infravermelho da molécula SOL-Q1 (JF-96) publicada por Ribeiro et al. (2019)
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Anexo 66 — Infravermelho da molécula SOL-Q2
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Anexo 67 — Infravermelho da molécula SOL-Q2 (JF-88) publicada por Ribeiro et al. (2019)
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Anexo 68 — Infravermelho da molécula SOL-11
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Anexo 69 — Infravermelho da molécula SOL-12
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Anexo 70 — Infravermelho da molécula SOL-P1
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Anexo 71 — Infravermelho da molécula SOL-P2
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Anexo 72 — Infravermelho da molécula SOL-PR1
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Anexo 73 — Infravermelho da molécula SOL-PR2
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Anexo 74 —

Transmitancia (%)

Infravermelho da molécula SOL-PP1
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Anexo 75 — Infravermelho da molécula SOL-PP2
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ANEXOS
ESPECTROS DE RMN DE H

Anexo 76 — RMN de *H da molécula SOL-AC1
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Anexo 77 — RMN de H da molécula SOL-AC1 (3a) publicada por Almeida et al. (2015)
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Anexo 78 — RMN de 'H da molécula SOL-AC2
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Anexo 79 — RMN de H da molécula SOL-AC2 (3f) publicada por Almeida et al. (2015)

Jgu ;

™Y \ T 2 tne R AR
13,93 14.96

‘ma
10
L_'_-l L__?_.‘
7.18
7.61 12.08

Sbed o e
1
8
13.51 23.65

12

7.11




222

Anexo 80 — RMN de tH da molécula SOL-Q1

00 S0 OT ST 07 GZ OfE SE€ OF S+ OGS S 09 S9 O/ G/ 08 S8 06 S6 00T SOT OTF ST 0CF STF OCET SET O
1 I I I I I I I I I 1 I I I I I I I l 1 l l l l I l l l
HFNNEEOR O oo o o
[ ERRBWEBRE 88 g 2
] Sy g g e it i
OJ
| oy [
Nl
g |
ml
WI
0T |_?
] ()
[4% veL 01’8
] e (p) 4
P14
] sl 6518 | | €di6 9g"0T 80T
o7 (PHI [P || (s)|a ©)v
] oblL 7e| |6
81 (i (OEIRION
1 b8/
0z w) 2
77
A
97
1 e b2 N AN S ST
gz NNNNNNSNNS NSNS SN NS NS D 00 0o 0o dn ] ¥ v
SRR R NERRERR T Y = R R ek B Lo
o€ 8T0Z'50°6T 34N
] 0Z-+7800 "N 0edejpijos
BUIOUINY +T-HAY BAOSOWY
[4% BUBN/OpIEITY
1 BUIOUINOTO-HI¥PY YT 0Z +Z800




223

Anexo 81 — RMN de H da molécula SOL-Q1 (JF-96) publicada por Ribeiro et al. (2019)
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Anexo 82 — RMN de tH da molécula SOL-Q2
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Anexo 83 — RMN de H da molécula SOL-Q2 (JF-88) publicada por Ribeiro et al. (2019)
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Anexo 84 — RMN de H da molécula SOL-I1
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Anexo 85 - RMN de H da molécula SOL-12
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Anexo 86 — RMN de H da molécula SOL-P1
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Anexo 87 — RMN de H da molécula SOL-P2
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Anexo 88 — RMN de H da molécula SOL-PR1
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Anexo 89 — RMN de *H da molécula SOL-PR1 ampliado
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Anexo 90 — RMN de H da molécula SOL-PR2
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Anexo 91 — RMN de H da molécula SOL-PR2 ampliado
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Anexo 92 — RMN de 'H da molécula SOL-PP1
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Anexo 93 — RMN de H da molécula SOL-PP2
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ANEXOS
ESPECTROS DE RMN DE C

Anexo 94 — RMN de 13C da molécula SOL-AC1
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Anexo 95 — RMN de 3C da molécula SOL-ACL1 (3a) publicada por Almeida et al. (2015)
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Anexo 96 — RMN de 3C da molécula SOL-AC?2
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Anexo 97 — RMN de 13C da molecula SOL-AC2 (3f) publicada por Almeida et al. (2015)
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Anexo 98 — RMN de 3C da molécula SOL-Q1
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Anexo 99 — RMN de 3C da molécula SOL-Q1 (JF-96) publicada por Ribeiro et al. (2019)
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Anexo 100 — RMN de 13C da molécula SOL-Q2
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Anexo 101 — RMN de 13C da molécula SOL-Q2 (JF-88) publicada por Ribeiro et al. (2019)
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Anexo 102 — RMN de 3C da molécula SOL-11
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Anexo 103 — RMN de 3C da molécula SOL-12
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Anexo 104 — RMN de 3C da molécula SOL-P1
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Anexo 105 — RMN de 3C da molécula SOL-P2
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Anexo 106 — RMN de 3C da molécula SOL-PR1
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Anexo 107 — RMN de 3C da molécula SOL-PR2
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Anexo 108 — RMN de 13C da molécula SOL-PP1
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Anexo 109 — RMN de 13C da molécula SOL-PP2
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