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RESUMO

O cancer ¢ um grave problema de satde publica mundial. O derivado acridinico mais conhecido
na clinica ¢ a amsacrina, porém, apresenta efeitos secundarios que tornam o estudo e
modificacdo estrutural deste composto totalmente vidveis. Uma classe de pequenas moléculas,
as tiossemicarbazidas, vem sendo estudada com vérias atividades bioldgicas relatadas.
Baseando-se no Método de Topliss para substituicdes nos intermediarios derivados da
tiossemicarbazida, foi realizado um estudo de docking molecular com compostos
tiossemicarbazonicos-acridinicos substituidos, demonstrando resultados promissores com 0
farmaco Etoposido como referéncia. Com enfoque no planejamento de novos derivados com
potenciais atividades antitumorais, a sintese e avaliagdo, in silico e in vitro, foram realizadas.
Doze novos derivados foram sintetizados e, caracterizados por técnicas como infravermelho-
IV, ressonancia magnética nuclear-RMN, 1D e 2D, espectroscopia de massas e ultravioleta
visivel. Os compostos apresentaram rendimentos entre 60 e 96%, com faixa de fusdo de 1 a
4°C. Estudos de interacdo dos compostos com 0 DNA e BSA foram realizados in vitro e,
corroboraram com a ideia de potencialidade sugerida pelo docking. O derivado GLDL-02
apresentou maior interagdo com o DNA, Ky =1,91 x 10" M, supondo-se uma interagdo forte
ao sulco. O composto GLDL-01 demonstrou ter maior afinidade para a proteina BSA, com Ksy
= 2,17 x 10°. A citotoxicidade dos derivados frente a células de leucemia, HL-60, cancer de
mama, MCF-7 e HCT, cancer de c6lon, foram avaliadas com resultados moderados, o derivado
GLCL-04 apresentou inibicdo de 83,7% frente as células HL-60 na concentracdo de 50 puM.
Em relacdo as células MCF-7 se mostraram menos ativas, com a maior inibicdo demonstrada
pelo GLCL-01, 56%. O planejamento a partir da arvore de Topliss foi confrontado com os
resultados de atividade bioldgica para os novos derivados, confirmando que as modificagdes
estruturais influenciaram nas respostas biologicas in vitro seguindo sua proposta. A
citotoxicidade em células plasmaticas avaliadas pelo teste de hemdlise, demonstrou que 0s
derivados ndo influenciaram para a lise celular. Predi¢bes farmacocinéticas foram realizadas
para conhecimento das propriedades de ADME e de metabolizacdo dos novos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos. Os derivados GLCL, nucleo acridinico ndo substituido,
foram no geral mais potentes frente as linhagens celulares, porém, apresentaram menores
percentuais de interacdo ao DNA e BSA que os derivados da série GLDL. Os resultados
corroboraram para a ideia que o principal mecanismo nas linhagens celulares estudadas nédo
seja 0 de interacdo com o DNA, e estudos de outros possiveis mecanismos devem ser
considerados para melhor entender as atividades encontradas. Estudos como a interagdo com a
topoisomerase e teste em outras linhagens de células neoplésicas serdo realizadas para
confirmar a poténcia dos novos derivados.

Palavras-Chave: Docking molecular. Derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos.
Espectroscopia. Atividade antitumoral. Predi¢des farmacocinética.



ABSTRACT

Cancer is a serious global public health problem. The acridine derivatives more known in the
clinic is amsacrine, however, has side effects that make the study and structural modification
of this compound completely viable. A class of small molecules, the thiosemicarbazides, has
been studied with various biological activities reported. Based on the Method of Topliss to
overrides in derived from the thiosemicarbazides intermediaries, we conducted a study of
molecular docking with acridine-thiosemicarbazone compounds-substituted, demonstrating
promising results with the drug Etoposide as a reference. With a focus on planning of new
derivatives with potential antitumor activity, synthesis and evaluation, in silico and in vitro,
were held. Twelve new derivatives were synthesized and characterized by techniques such as
infrared-1V, nuclear magnetic resonance, 1 d and 2D NMR, mass spectroscopy and ultraviolet
visible. The compounds showed incomes between 60 and 96%, with 1 the fusion range 4° C.
Studies of interaction of compounds with DNA and BSA were carried out in vitro and,
corroborate the idea suggested by docking capability. The derived GLDL-02 presented greater
interaction with DNA, Kb = 1.91 x 107 M-1, assuming a strong interaction to the groove. The
compound GLDL-01 has been shown to have greater affinity for the protein BSA, with Ksv =
2.17 x 105. The cytotoxicity of the derivatives front of leukemia cells, HL-60, breast cancer,
MCF-7 and HCT, colon cancer, were evaluated with moderate results, the derived GLCL-04
showed inhibition of 83.7% compared to cells HL-60 at a concentration of 50 UM against the
MCF-7 cells and HCT, the new derivatives were less cytotoxic, as shown by the inhibition
GLCL-01, 56% to MCF-7, and-03 GLCL, 66.86% for HCT. Planning from Topliss tree was
confronted with the results of biological activity for new derivatives, confirming that the
necessary structural modifications influenced the biological responses in vitro by following
your proposal. Cytotoxicity in plasma cells evaluated by hemolysis testing demonstrated that
the derivatives did not influence to cell lysis. Pharmacokinetic predictions were made for
ADME properties and knowledge of metabolism of new acridine-thiosemicarbazone
derivatives. The GLCL derivatives, the unsubstituted acridine nucleus, were not generally more
potent as cell waves, but the lower percentages of interaction with DNA and BSA that are
derived from the GLDL series. The results corroborate to the idea that the main mechanism in
the cell lines studied is not the interaction with DNA, and studies of other possible mechanisms
should be considered to better understand the activities found. Studies like the interaction with
topoisomerase and test in other neoplasic cell lines will be carried out to confirm the power of
the new derivatives.

Keywords: Molecular docking. Acridine-thiosemicarbazone derivatives. Spectroscopy
Antitumor activity. Pharmacokinetic predictions.
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1INTRODUCAO

As neoplasias malignas, mais conhecidas como cancer, sdo um importante grupo de
patologias que conseguem atingir valores estrondosos na morbidade e mortalidade mundial.
Caracterizam-se por uma alta taxa de proliferacdo de células defeituosas, em decorréncia das
modificacdes sofridas no material genético (DNA) de uma ou mais células, atribuidas a
autonomia no crescimento, a capacidade de infiltracdo em tecidos proximos e a grande
velocidade de disseminacdo por vasos sanguineos e/ou linfaticos. O desequilibrio nos
mecanismos reguladores de divisdo celular corrobora no desenvolvimento dessa patologia
(BEZERRA JUNIOR, 2016).

InUmeros agentes iniciadores e promotores das neoplasias malignas estdo
cotidianamente presentes no convivio humano, tais como as radiacGes, solventes organicos,
anticoncepcionais, bebidas alcéolicas e tabaco. O Instituto Nacional de Céncer José Alencar
Gomes da Silva (INCA) e o Ministério da Saude (MS) estimam a ocorréncia de cerca de 600
mil casos novos de cancer no Brasil no biénio 2018-2019 (INCA, 2017). O estudo do INCA
ainda diz que, em um pais urbanizado, industrializado e com populacdo em processo de
envelhecimento, o perfil de incidéncia dos principais tipos de cancer sdo: prostata, pulmao,
mama feminino e intestino. Porém, no Brasil ainda temos grande ocorréncia de cancer
associados a infec¢bes, como do Utero e estdmago, que possuem alto grau de prevencao, e
costumam ser mais comuns em paises de baixo desenvolvimento.

Atualmente, as opcdes terapéuticas de tratamento do cancer sdo a cirurgia, a radioterapia
e a quimioterapia, de modo que na Ultima existe as modalidades de hormonioterapia, terapia-
alvo e imunoterapia, das quais sua utilizacdo leva em consideracéo o tipo de tumor, localizacéo,
estadiamento e caracteristicas fisicas e emocionais do paciente, onde sé assim, julga-se seu uso
isolado ou em combinagéo (ATTY et al., 2017).

Importante ramo de pesquisa da quimica, a quimica medicinal, engloba processos como:
invencdo, descoberta, planejamento, identificacdo, preparagédo de compostos biologicamente
ativos, e a interpretacdo de seus mecanismos de acédo, de acordo com a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Aspectos dinamicos que controlam o reconhecimento molecular do ligante por seu bio-
receptor, descobertos recentemente, atraves de modelos criados que consideram as interagdes
guimicas existentes, proporcionaram a Quimica Medicinal novas perspectivas no que diz
respeito ao desenvolvimento de farmacos. Porém, a constante transformacéo, derivada de novos

conhecimentos e tecnologias incorporadas a Quimica Medicinal, tornam indispensavel a
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multidisciplinariedade para compreensdo da natureza dos processos bioldgicos (SILVA, 2013).

Desde meados de 1888 os derivados de acridina sdo estudados. Porém o primeiro
farmaco com base na acridina descrito na literatura foi em 1976, o N-[4-(acridin-9-ilamino-
métoxi-fenil]-metanosulfonamida, mais conhecida como amsacrina, sendo até hoje o mais
importante composto desta classe (KUMAR et al., 2013), o qual exibe atividade citotdxica
potente, Entretanto, apresenta efeitos secundarios, como resisténcia a medicamentos e fraca
biodisponibilidade, que tornam o estudo e modificacdo estrutural deste composto totalmente
viaveis (SANCHEZ et al, 2006).

Em circunstancias dos fatos acima citados, o presente trabalho objetivou o
desenvolvimento planejado, com o auxilio do Método de Topliss e da técnica de hibridacdo
molecular, de novos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos com potencial antitumoral. O
estudo de docking molecular foi utilizado com objetivo de prever o modo de ligacdo e a
afinidade das moléculas dentro do sitio ativo de um possivel receptor (SILVA, 2015).

A técnica citada de predicdo de resultados através de estudos quimicos computacionais
possibilitou estimativas da energia livre de ligacdo do farmaco, com a enzima e o DNA, antes
da sintese do determinado composto, como também a previsdao de uma inibi¢do estimada a
enzima. Situacbes como esta, diminuem os custos, tendo em vista que, 0s gastos
computacionais sao inferiores, quando comparados aos laboratoriais (RODRIGUES et
al.,2012).

O termo “triagem virtual” (VS, do inglés Virtual Screening) surgiu em consonancia com
o crescimento desenfreado de dados e bibliotecas virtuais de compostos oriundos da quimica
combinatéria. Utilizado desde meados da década de 90 quando fora comparado com as técnicas
de HTS (do inglés, High Throughput Screening), a triagem virtual veio como importante
artificio para a comunidade de quimicos medicinais com objetivo de superar o gargalo da
descoberta e lancamento de novos e potenciais candidatos a farmacos. (OPREA, 2002). As
predi¢des farmacocinéticas foram realizadas para os novos derivados sintetizados, com objetivo

de fornecer caracteristicas suficientes para qualitativamente sugerir sua potencialidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

o Planejar, desenvolver, sintetizar e avaliar in silico e in vitro novos derivados

tiossemicarbazénicos-acridinicos com potencial atividade antitumoral.

2.2 Especificos

o Planejar novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos;

o Realizar estudos de docking molecular dos derivados planejados;
o Sintetizar, caracterizar e elucidar as estruturas propostas;

o Realizar estudos de interacdo com o0 DNA,;

o Realizar estudos de interacdo com o BSA.

o Realizar estudos in vitro, dos compostos sintetizados;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O cancer

A maioria das células normais passa pelo processo de crescimento, multiplicacéo e
morte de maneira ordenada, no entanto, nem todas séo iguais, de modo que algumas nunca se
dividem e outras dividem-se de forma rapida e continua. No caso do cancer, hd uma perca do
controle da divisao celular e a capacidade de invadir estruturas organicas (CHAFFER, 2011).

Quando as células anormais do organismo deixam de progredir de forma natural e
passam por mutacBes gerando danos nos genes da célula, surge o cancer. Os genes sdo
componentes do DNA que controlam as funcGes normais das células, se estas estiverem
danificadas, dividem-se descontroladamente gerando novas células anormais. Contudo, se as
etapas de reparo, destruicdo e limitacdo de células anormais falharem, as novas células se
replicaréo de forma anormal, com uma alta taxa de replicagdo (MARTINEZ, 2006).

Ao longo das décadas, o Brasil e 0 mundo passaram por grandes transformacdes, com
padrdes e intensidades diferentes entre as regides geograficas. Todavia, observa-se a reducao
das taxas de mortalidade por doencas infecciosas, concomitante ao crescimento da expectativa
de vida e da incidéncia de mortes por doengas cronicas (BOING et al., 2007).

De acordo com o INCA (2017):

As doengas e agravos ndo transmissiveis (DANT) j& sdo as principais responsaveis
pelo adoecimento e dbito da populagdo no mundo. Estima-se que, em 2008, 36
milhdes dos 6bitos (63%) ocorreram em consequéncia das DANT, com destaque para
as doencas cardiovasculares (48% das DANT) e o cancer (21%). Estima-se, para o
Brasil, biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer, para cada
ano. Desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil casos novos),
ocorrerdao 420 mil casos novos de cancer (INCA, 2017, p. 25).

O céancer é um grave problema de salde publica, de acordo com o Inca (2018), com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma, o cancer de prostata € 0 mais incidente entre 0s
homens em todas as regifes do pais, e o cancer de mama é o mais frequente entre as mulheres
em quase todas as regides do Brasil. Pode-se observar no Gréfico 1, as estimativas para o biénio
2018-2019 das taxas brutas de incidéncia do cancer por 100 mil habitantes e do nimero de
novos casos de cancer segundo sexo e localizagdo primaria. Os canceres de pele melanoma e
ndo melanoma possuem como principal fator de risco, a exposi¢do excessiva a radiacao solar
ultravioleta (UV), no entanto, uma baixa imunidade e transplantados utilizando
imunossupressores, permitem um risco excessivo, aumentando a possibilidade de desenvolver

este cancer.
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Gréfico 1 - Estimativas de novos casos de cancer no Brasil para o biénio 2018-2019.
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Fonte: Inca (2017)

As taxas de incidéncia variam de regido para regido, e entre os Estados. Na Paraiba,
observa-se na Tabela 1 as estimativas de novos casos para o biénio 2018-2019, nesta, pode-se
identificar depois do cancer de pele ndo melanoma, o cancer de préstata como 0 mais incidente
entre os homens com 1.170 do total dos casos, e o cancer de mama prevalecendo entre as
mulheres, com 880 do total dos casos. Vale salientar que o cancer de estbmago € bem incidente

neste estado, em ambos os sexos (INCA, 2017).
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Tabela 1 - Estimativas de novos casos de cancer para o Estado da Paraiba, biénio 2018-2019.

Localizagdo Priméria Estimativas de casos novos
Neoplasia Maligna Homens Mulheres Total
Prostata 1.170 - 1.170
Mama Feminina - 880 880
Colo do Utero - 370 370
Traqueia, Bronquio e Pulméao 200 170 370
Colon e Reto 140 180 320
Estdmago 270 200 470
Cavidade Oral 140 100 240
Laringe 150 30 180
Bexiga 70 50 120
Esofago 110 50 160
Ovario - 90 90
Linfoma de Hodgkin ** ** **
Linfoma n&o Hodgkin 80 60 140
Glandula Tireoide 60 210 270
Sistema Nervoso Central 100 90 190
Leucemias 110 100 210
Corpo do atero - 100 100
Pele Melanoma 30 30 60
Outras Localizagdes 740 740 1.480
Pele ndo Melanoma 1.400 1.190 2.590
Todas as Neoplasias 4.780 4.650 9.430

FONTE: Inca (2017)

O cancer possui fatores de risco tanto ambientais como hereditarios, dos quais 0 meio
ambiente contribui com aproximadamente 80%, para o surgimento de novos casos. Dentre eles
destacam-se a agua, a terra, o ar, 0 ambiente ocupacional, social e cultural e o consumo de
alimento e medicamentos, por exemplo, como riscos ambientais. Entretanto, alguns
comportamentos podem originar os mais distintos tipos de cancer, como, a mudanga no meio
ambiente, 0s habitos e estilos de vida seguidos pelas pessoas (ALMEIDA et al., 2005).

Observa-se como as causas de cancer sao variadas, podendo ser externas ou internas ao
organismo, estando ambas inter-relacionadas. Como causas externas pode-se citar as

substancias quimicas, irradiacao, virus e fatores comportamentais, dos quais estdo relacionadas



ao meio ambiente em 80% a 90% dos casos. J& as causas internas, a exemplos dos horménios,
condicBes imunoldgicas e mutaces genéticas sdo, geralmente, geneticamente predeterminadas
e estdo relacionadas a capacidade do organismo de se proteger das agressdes externas. Todavia,
o fator genético desempenha um papel importante na oncogénese, apesar de serem raros 0S
canceres hereditarios. Dentre os fatores intrinsecos sdo pertinentes a idade, género, etnia e
hereditariedade (BRASIL, 2011).

Inimeros sdo os tratamentos para o cancer, sendo que o mais apropriado, sera escolhido
levando em consideracéo a satde do paciente e sua idade (PORIE et al., 2009). A cirurgia como
opcdo de tratamento, constitui a técnica de remocdo do tumor com eficécia, caso ndo haja
metastase (ALMEIDA et al. 2005). Ja a radioterapia, como 0s raios-x, raios gama, particulas
alfa e beta, utiliza a radiacdo ionizante como forma de tratamento, que possuem energia
necessaria para liberar elétrons da estrutura anatdmica. Pode-se citar a teleterapia, a
braquiterapia ou curieterapia como exemplos de métodos de radioterapia (BRASIL, 2000). A
quimioterapia consiste na opgéo de tratamento do cancer que utiliza medicamentos chamados
quimioterapicos, empregando-os continuamente ou em intervalos regulares, sendo escolhidos
conforme esquemas terapéuticos, podendo ser empregada tanto com fins curativos como
paliativos. Para o planejamento da assisténcia em seu uso, deve-se levar em consideragio
inimeros fatores como a idade, o estado nutricional, o tipo de tumor, presenca ou nao de
metastase e grau de evolucdo e as funcBes hepatica, renal e pulmonar do usuario (NICOLUSSI
etal., 2014).

Apesar dos incontestaveis avancos citados acima para o tratamento do cancer, inimeros
sdo os relatos de seus efeitos adversos. Trazendo a realidade para a quimioterapia, estudos como
0 de Almeida (2004), Soares (2009) e Freitas (2013), trazem consigo a realidade do tratamento
com quimioterapicos em dados qualitativos de seus efeitos. Efeitos como: toxicidade
hematoldgica, gastrintestinal, pulmonar, dermatoldgica, visceral e renal, cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade, neurotoxicidade, disfuncdo reprodutiva, alteracdes metabolicas, reacfes
alérgicas e anafilaticas, e fadiga séo os relatados como principais sintomas apresentados pelos
usuarios das drogas antineoplésicas. Dados como esses reforcam a necessidade de novas
descobertas nos tratamentos contra o cancer, almejando-se uma toxicidade reduzida e uma

eficiéncia maior dos quimioterapicos.
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3.2 Quimica medicinal

A historia da quimica para o tratamento do cancer tem inicio em 1942, quando Goodman
e Gilman mostraram a reducdo do tumor de um paciente com linfoma, ao ser tratado com a
mecloretamina (1) (Figura 1), uma mostarda nitrogenada (CHABNER; ROBERTS, 2005). Na
década de 60, com o avanco nas pesquisas, a ciclofosfamida (2) foi o quimioterapico do
momento, responsavel pela cura da leucemia em camundongos (DEVITA; CHU, 2008). Como
também, a descoberta da atividade antitumoral da cis- diaminodicloroplatina (I1) (cisplatina)
(3), alavancaram as pesquisas de novas substancias biologicamente ativas para o tratamento do
cancer (ROSEMBERG et al., 1969). A liberacdo para a clinica de dois novos farmacos de
platina (1), carboplatina, caracterizada por seus menores indices de efeitos colaterais, e
oxaliplatina, atuacdo em células mais resistentes, confirmaram a potencialidade destes
compostos coordenados (KELLAND, 2007). Desde entdo, existe uma busca incansavel por
quimioterapicos que tenham resultados expressivos para o tratamento do cancer. Mesmo com
avangos nessa area, encontrar sistemas que oferecam maiores indices de cura e uma melhor
qualidade de vida aos seus usuarios, sdo os desafios atuais para esses novos farmacos. Porém,
as especificidades de cada célula atribuem individualidades para cada tipo de tumor, sendo
descartada a possibilidade de encontrar um tratamento que seja adequado para todas as
neoplasias (FLOREA; BUSSELBERG, 2011). Atualmente, os complexos de Pt (II) sdo
utilizados em cerca de 50 % dos tratamentos de cancer JAKUPEC et al., 2008). A resisténcia
celular e uma série de efeitos colaterais, como: nefrotoxidade, neurotoxicidade, nduseas e
vomitos, sdo alguns dos problemas apresentados pelos metalofarmacos de Pt (1) (KELLAND,
2007).

Figura 1 — Primeiros compostos utilizados como quimioterapicos.
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Fonte: Préprio autor.

Nos dias atuais, sdo inumeras as informagdes gendmicas descobertas através da
possibilidade do ressequenciamento genético. Os genomas do cancer sdo responsaveis por
milhares de alteragdes no DNA, mas a influéncia dessas mutacGes para a tumorigénese ainda
vem sendo estudada (LITI et al., 2009). Pode-se atribuir ao desenvolvimento do cancer as
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mutacgdes herdadas, induzidas por fatores ambientais, ou ainda resultantes de erros de replicacéo
do DNA (TOMASETTI; LI; VOGELSTEIN, 2017).

O DNA ¢é um importante alvo farmacologico, a ideia de atingi-lo a partir da modulacéo
da expressdo génica ou da interferéncia na replicacdo, torna-o essencial na busca por novas
terapias medicinais. Os acidos nucleicos sdo moléculas que armazenam e transmitem a
informacgdo genética da célula, instruindo quais proteinas e em que quantidade devem ser
sintetizadas (HANNON, 2007). Formados por polimeros lineares de nucleotideos unidos por
ligacOes fosfodiéster, divide-se em duas partes: uma hidrofilica, que permanece em contato com
a solucdo aquosa do meio intracelular; enquanto as bases nitrogenadas, planares e hidrofébicas,
que se direcionam para o interior da estrutura. O esqueleto do DNA é mantido por vérias forgas
ndo-covalentes, tais como: interagdes m-m entre os anéis aromaticos; ligacdes de hidrogénio
entre as bases; atracdo eletrostatica e cations em solucdo (CALLADINE, 2004).

Algumas formas de interacdo farmaco-DNA sdo possiveis, de modo geral, a
intercalacdo é a incorporacdo de uma molécula aromética entre os pares de bases consecutivos
do DNA (Figura 2) (STREKOWSKI; WILSON; NONCOVALENT, 2007). Forcas
eletrostaticas e hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e, sobretudo, as interacbes de
empilhamento 7 entre os grupos aromaticos heterociclicos das bases e as estruturas aromaticas
do agente intercalador colaboram para a estabilizagdo do complexo intercalador-DNA. Sua
insercdo resulta em uma mudanca importante na estrutura do DNA, ocasionando alongamento,
enrijecimento e desenrolamento da dupla hélice. Acredita-se que todas as modificacGes
relacionadas ao agente intercalador na estrutura secundaria do DNA interferem na replicacao e,
concomitantemente, inibem o crescimento do cancer ou causam a morte celular (WHEATE et
al., 2007). Na figura 2 temos as trés formas que compostos ndo-covalentes podem interagir com
0 DNA, sdo eles: (i) o processo de intercalacdo bem discutido anteriormente, (ii) interacdes
hidrofébicas no sulco menor do DNA, (iii) interacGes eletrostaticas com o DNA (BOER;
CANALS; COLL, 2009; SILVA, 2016).
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Figura 2 — Representacdo esquematica de possiveis modos de interacdo complexo-DNA para

compostos ndo-covalentes.
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Fonte: Silva (2016)

As enzimas sao alvos biol6gicos indispensaveis para o planejamento de novos farmacos,
tendo em vista seu papel fundamental em vias bioguimicas associadas a doencas e disfuncdes
em humanos. Chama atencdo também sua facil obtencdo, adequacédo para ensaios biologicos e
versatilidade na aplicacdo de técnicas de SBDD, do inglés strutucture-based drug desing, que
consiste em um método de planejamento de farmacos baseado na estrutura do receptor; e
LBDD, do inglés ligand-based drug design, que consiste em um método de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do ligante (MESTRES, 2005; MONTANARI, 2011).

As topoisomerases (topo) sdo enzimas essenciais que alteram a conformacédo do DNA.
Dois tipos de topoisomerases estdo presentes em todas as células: a topo I, que atua com cortes
em uma das fitas do DNA, e atopo |1, que corta a dupla fitado DNA (CORBETT; OSHEROFF,
1993). Estudos identificaram pelo menos duas isoenzimas topo Il em vertebrados (exceto em
eucariotos inferiores): a forma a ¢ a B (WANG, 1985). O estudo das topoisomerases € suas
acOes tiveram seu apice com a descoberta quantitativa dessas enzimas em varios tipos de
linfomas, apresentando niveis que justificariam o estudo de fArmacos que interagissem com as
mesmas (POTMESIL et al., 1988).

Mesmo sendo indiscutivel a importancia das topoisomerases no papel fisioldgico, elas

também sdo importantes alvos para tratamentos antitumoral e antibacteriano. Os principais
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agentes antineoplasicos utilizados no tratamento do céncer sdo: agentes antimetabdlitos,
agentes tubulo-afins, inibidores da topoisomerase | (topo 1), inibidores da topoisomerase Il
(topo I1), analogos da purinas, analogos das pirimidinas, agentes alquilantes, inibidores da
RNA-polimerase, agentes intercalantes, inibidores da sintese de proteinas e agentes clivadores
de DNA.

Os farmacos que interagem com a topoisomerase, também conhecidos como inibidores,
podem, dependendo do mecanismo de acdo, ser classificados em dois grupos: “venenos de
topoisomerase” ¢ inibidores cataliticos (DEWEESE; OSHEROFF; OSHEROFF, 2009).
Diferente da acdo dos farmacos com atividade em proteinas, que agem abstraindo-as, 0s
“venenos de topoisomerase” atuam aumentando a atividade da enzima, formando um
compartilhamento de elétrons entre 0 DNA e a mesma, acarretando assim um aumento no
desmembramento das moléculas, formando intermediarios toxicos ao metabolismo celular,
induzindo eventos mutagénicos e letais (DEWEESE; OSHEROFF; OSHEROFF, 2009;
JORGE, 2012). Em contrapartida, os inibidores cataliticos diminuem a atividade da enzima,
impedindo a mesma de formar o complexo enzima-DNA, seja pela obstrucéo da ligacdo com o
DNA, ou impedindo que a topoisomerase clive 0 DNA (JORGE, 2012).

Inimeros inibidores de topoisomerase foram inseridos nas clinicas de cancer como
importantes drogas para seu tratamento, tais como: antraciclinas (daunorrubicina (4) e
doxorrubicina (5), demetilepipodofilotoxina (etoposideo) (6), quinolona (vosaroxina) (7),
derivados da iminodazoacridona (Symadex ™) (8) e ICRF-187 (dexrazoxano) (9) (Figura 2),

todos inibidores da topo Il, retendo complexos topoisomerase-DNA (POMMIER, 2013).
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Figura 2- Importantes inibidores de topoisomerase.
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Fonte: Préprio autor.

A capacidade de destruicdo na enzima Topoisomerase 1l, atuando como veneno, séo
atribuidas a esses intercaladores organicos citados, tendo como acdo a estabilizacdo do
complexo intermediario covalente da reacdo da Topo Il, resultando na morte celular via
apoptose (HANDE, 2008), ressaltando que ambos os tipos de topoisomerase ( | e 1) possuem
atividades de inibicdo e algum grau de redundancia, sendo necessario apenas um tipo de

topoisomerase para levar a morte celular programada (WANG et al., 2014).



3.3 Acridina

Segundo Lerman (1961) o DNA tem uma afinidade diferenciada com compostos
aromaticos heterociclicos tais como a acridina e seus derivados. Seu estudo pioneiro, propds a
intercalagdo como fonte dessa afinidade e, desde entdo, pesquisas sdo feitas com ndcleos
acridinicos (Figura 3). Os derivados acridinicos tém capacidade de entrar nas bases da hélice
de DNA e assim ofuscar a transcri¢do, o que impede o processo de replicacdo celular. Porém,
a capacidade desses farmacos vai muito além da interacdo com o DNA, acredita-se que uma
ligacdo farmaco-enzima, seja responsavel pela inibicdo enziméatica, mais precisamente da
inibicdo a enzima topoisomerase (MOURA, 2009; ALMEIDA et al., 2015).

Figura 3 - Molécula da Acridina.
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Fonte: Préprio autor

As acridinas estimulam o interesse de inimeros pesquisadores, por possuir: (i) um
amplo espectro de atividades bioldgicas, como atividades antimicrobiana, antiviral,
antimalarica, antitripanossémica, leishmanicida, antiparkinsoniana, além de suas propriedades
antineoplasicas bem conhecidas; (ii) a capacidade de interagir com o DNA, inibindo as enzimas
topoisomerases e telomerase, e 0 complexo proteossémico das células; (iii) ainda concede
discussdes acerca de mecanismos de agdo desconhecidos (PITTA, 2012).

A Figura 3 apresenta uma revisao bibliografica dos derivados acridinicos com atividades
antitumorais sintetizados nos ultimos anos, buscando através da plataforma do Science Direct,
estruturas que corroborassem para potencialidade dos derivados planejados neste trabalho.

A acridina mais conhecida no momento é a amsacrina (11) (Figura 3) que exibe
atividade citotdxica potente, inibidora de topoisomerase Il de leucemias e linfomas, mais ndo
possui atividade comprovada em tumores sélidos (KUMAR et al., 2017). Entretanto, apresenta
efeitos secundarios, resisténcia a medicamentos e fraca biodisponibilidade, que tornam o estudo
e modificacdo estrutural deste composto totalmente viaveis (SANCHEZ et al., 2006). Sua
historia na quimica medicinal, inicia-se em meados de 1912, quando foi utilizado como agente

antibacteriano, na forma de corantes, por Ehrlich e Benda (KUMAR et al., 2017).
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A apoptose pode ser desencadeada pela via mitocondrial, que resulta na ativacgdo de
uma série de caspases. Caspases, pertencem a familia das cisteinas proteases que tém
capacidade de reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007). Gao et al. (2015) estudaram a influéncia de novos derivados
acridinicos com benzimidazol, que resultou em uma série de novos antineoplasmaticos que, via
mitocondrial, interagiram com o DNA induzindo-o a apoptose. Entre os derivados sintetizados,
destaca-se 0 12 (Figura 3), que por resultados de citotoxicidade contra células K562 e HepG-2,
foi selecionado como composto lider. Concluiu-se que esse composto demonstrou interacéo
com o DNA e inibicdo a atividade da topoisomerase I, induzindo a apoptose em células K562.

A partir dos resultados obtidos anteriormente, Cui et al. (2016) propuseram uma
sintese de derivados acridinicos como inibidores multialvo de proteina-tirosina quinase e da
proteina MEK, que sdo proteinas quinases responsaveis por processos tumorais, que
separadamente ndo se mostram alvos eficientes, porém em combinac¢do podem apresentar um
efeito sinérgico benéfico. Inimeras substituicdes foram propostas pelo autor, vislumbrando
maiores interacdes com o alvo, sendo comprovadas a influéncia das mudancas nas atividades
antiproliferativas. O composto 13 (Figura 3) apresentou a melhor interacdo frente as células
K562 (leucemia mieldide) e HepG-2 (hepatdcitos humanos polarizados).

Cisarikova et al. (2016) propuseram a utilizacdo de novos fotossensibilizadores (PSs)
derivados da acridina para terapia antitumoral fotodinamica (PDT). A analise in vivo, através
de células de camundongo L1210 (leucemia linféide) foram realizadas para testar os cloridratos
de acridina-3,6-dialquilditioureia (AcrDTUs) como novos agentes PSs. Obteve-se um aumento
na ordem de 10 vezes na citotoxicidade de todos os derivados contra as células L1210, onde o
composto propil-AcrDTU (14) (Figura 3) foi o mais eficiente, com ICso = 0,48 uM apds 48
horas de exposicdo. Afirmaram que os derivados de acridina séo preferencialmente acumulados
nos lisossomos, sua fotodestruicdo foi enfatizada como evento critico na morte das células
tumorais, devido ao seu envolvimento na necrose e morte celular autofagica. Sendo enfatizada
a importancia da inibigdo da enzima topoisomerase no tratamento para o cancer, mais destacada
outra via no tratamento de células tumorais.

Como se destacou, as enzimas topoisomerases sdo alvos importantes na terapia do
cancer (POTMESIL et al., 1988; MESTRES, 2005). Os trabalhos voltam-se para estudos que
propdem interagdes farmacos-DNA e farmacos-Topo. Li et al. (2017) sintetizou novos
derivados da azaacridina com avaliacBes bioldgicas de interagdo com o DNA e com a
topoisomerase 1l, entre 0s quais dois compostos ganharam destaque (15 e 16) (Figura 3)

mostrando boa atividade antitumoral contra células K562, como também células U937,
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comparando-as com células HepG2 do carcinoma hepatocelular com m-AMSA, cisplatina foi
usado como controle positivo. Todos os compostos sintetizados apresentaram inibigéo topo 11
e somente o composto 16 demonstrou inibicdo topoisomerase | (em 100 puM). Também
exibiram atividade inibitoria topoisomerase Il comparavel ao m-AMSA (controle positivo),
onde em uma concentracdo de 10 uM o composto 16 mostrou maior atividade inibitéria
(75,1%), que m-AMSA (56,9%).

Finalizamos a busca bibliografica referente a acridina com um trabalho bem elaborado
de Zhou et al. (2018), onde eles associaram melhores ajustes entre as ranhuras de proteina, o
DNA e o farmaco, com a presen¢a das aminas na posicdo 9 da acridina. Seus resultados
mostraram que a por¢do de acridina pode parcialmente intercalar em DNA e as 9-aminas
flexiveis ligam-se a0 DNA no modo do sulco obrigatorio. Através de técnicas como
espectroscopia no UV-vis e fluorescéncia, seu modo de interacdo com DNA foi proposto, como
também avaliado sua potencialidade em células MCF-7 (cancer de mama) e MDA-MB-231
(células de cancer de mama metastaticas). Apresentou resultados surpreendentes para taxas de
apoptose de 62,2% (5 uM) e 99,4% (10 uM) em células MDA-MB-231. Por fim, concluiu que
0s compostos 17 e 18 (Figura 3) demonstraram atividade antineoplasica via inducdo de parada

do ciclo fago GO / G1 e apoptose em células de cancer de mama humano.

Figura 3 — Derivados acridinicos com atividade antitumoral.

o
(|3H3 o:§:o

o Mo N _NH

0 T

N NH
N CH,CH,CH,CH
X S N 2LGR,CHCH3

N w _
N

(11) (12)

H H
: .N\H/N. :
HN
HAC N CH
S A, ' PN
O \ H H H H
N OCHs (14)

(13)

33



34

Nj/NH Nj/N\/\N\
HN HN
N H N H
| SN -OCH: | o N -OCH:
= =
cl N NF cl N NF
(15) (16)
o) \
O/\ 0] @)

(17)

Fonte: Science direct.
3.4 Tiossemicarbazidas

Uma classe de pequenas moléculas, a hidrazinacarbotioamida, mais conhecida como
Tiossemicarbazida (Figura 4), vem sendo estudada para o tratamento de antivirais,
antineoplasicos, anti Plasmodium falciparum e Tripanossoma cruzi; e anticancer
(GREENBAUM et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2017). Com formula molecular CHsN3S, possui

massa molecular de 91,14 g/mol, ponto ebulicdo de 245°C, de acordo com a literatura.

Figura 4 — Estrutura tiossemicarbazida.
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Fonte: Préprio autor.

Com excelentes resultados na relacdo estrutura X atividade, a Tiossemicarbazida,
propicia alteracdes na ligagdo do C=S, como também diversas formas de ataque nucleofilico
dos atomos de N, que apresenta a seguinte ordem de reatividade N1 > N2 > N4, o nitrogénio
N1 justificado por ter maior distancia a ligagéo da tionila (METWALLY et al., 2011).



Uma importante caracteristica fisico-quimica da tiossemicarbazida é a possibilidade de
coexistir em duas estruturas tautoméricas — tiona/tiol (Esquema 1). Porém, o equilibrio é sempre
deslocado para a forma da tiona uma vez que as estruturas séo menos energéticas que a forma
do tiol. (PITUCHA et al.,, 2010); este fenbmeno pode ser comprovado por estudos
espectroscopicos, principalmente na regido do infravermelho, nas quais observa-se a banda que
indica a presenca da tiocarbonila (1028-1082 cm™) (MACHADO, 2016).

Esquema 1 — Possibilidade de tautomeria da tiossemicarbazida.
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Fonte: Proprio autor.

Outra relevante caracteristica esta na capacidade de quelar, sendo muito utilizadas na
guimica como ligantes na construcao de complexos organometalicos (CASAS et al., 2000). Na
quimica medicinal, a literatura nos evidencia a presenca da tiossemicarbazida na estrutura de
diversos agentes, nos quais apresentaram resultados promissores em relacdo aos efeitos
antibacterianos (HAMEED et al., 2015), antiviral (KANG et al, 2011), antileishmania
(BRITTA et al., 2016), antichagasico (BRITTA et al., 2015; BLAU et al., 2013).

A Figura 5 apresenta uma revisdo bibliogréfica dos derivados tiossemicarbazdnicos com
atividades antitumorais sintetizados nos ultimos anos, buscando através da plataforma do
Science Direct, estruturas que corroborassem para potencialidade dos derivados planejados
neste trabalho.

Almeida et al. (2015) propuseram oito novos derivados tiossemicarbazonicos, dos quais
o melhor resultado de interagdo com o DNA foi para o derivado 20 (Figura 5), caracterizado por
hipocromismo. O analogo 21, derivado fenilico, demonstrou maior atividade antiproliferativa.
A substituicdo no anel fenilico foi correlacionado com interacfes apresentadas ao ctDNA, como
também nas atividades antiproliferativas, visto que, os analogos 20 e 22 as atividades foram
drasticamente reduzidas.

Muitos compostos tiossemicarbazonicos sdo responsdveis por inibicdo da
ribonucleotideo redutase e topoisomerase |1, por danos no DNA, além de quelantes de metais
de transicao, entre outras atividades, como citado anteriormente. Wang et al. (2017) seguiu essa
linha de pesquisa quando propuseram o estudo da sintese da nonipona com a tiossemicarbazida

avaliando a eficiéncia dos mesmos no tratamento de células cancerigenas MDA-MB-231, Hela
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e SMMC-7721, usando o etoposido como controle positivo. O composto 23 (Figura 5)
apresentou poder significativo na detencdo a célula na fase G2 / M e capacidade de induzir a
apoptose de ceélulas cancerigenas. O efeito foi detectado contra todas as células citadas e
apresentou baixa citotoxicidade em fibroblastos de pulmao de embrido normal humano (HIf-1).

Nos Ultimos anos, 0s compostos organo-nitrogénio sdo habitualmente estudados e
sintetizados como compostos biologicamente ativos. Pequenas moléculas heterociclicas, com
estruturas lineares sdo frequentemente utilizadas para descobertas de novas classes terapéuticas.
(WANG et al., 2017; BRITA et al., 2016; HAMEED et al., 2015; RANE et al., 2014). Wos et
al. (2017) continuaram os estudos baseados em informagdes como as citadas e sintetizou
derivados tiossemicarbazénicos com o grupo 4-nitrofenilo. Os analogos 24 e 25 (Figura 5)
apresentaram maior potencial antiproliferativo que a Cisplatina contra a célula cancerigena
MCF- 7.

Yee et al. (2017) estudaram derivados isoflavénicos, o fenoxodiol, composto ja
elucidado com atividades antitumorais, anti-inflamatérias e antivirais (FRIEDMAN, 2007), que
apos condensacdo com a tiossemicarbazida originou compostos que apresentaram atividades
antiproliferativas in vitro contra o neuroblastoma SKN-BE (2)C, o cancer de mama negativo
MDA-MB-231 e as linhas celulares de cancer do gliblastoma U87. Os hibridos estudados
demonstraram forte inibicdo frente as linhagens celulares citadas, destacou-se o analogo 26
(Figura 5), através dos testes de citotoxicidade contra células humanas do cancer de mama e do
cérebro, apresentou uma maior atividade em comparacéo ao fenoxodiol, controle positivo, de
modo a acreditar nos seus potenciais anticancer.

O estudo realizado por Oliveira (2017) propdés uma nova classe de derivados
tiossemicarbazonicos a base do indol de tiazolidinonas. O composto 27 (Figura 5) mostrou-se
ter uma forte interagdo com o DNA, paralelamente uma inibicdo da topoisomerase Ila,

induzindo células de HT-29 a apoptose.

36



Figura 5 — Derivados acridinicos com atividade antitumoral.
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Fonte: Science direct.

3.5 Planejamento experimental

Dentre as estratégias de modificacdo molecular de um novo candidato a farmaco
enfatizam-se a simplificacdo, homologacgdo, bioisosterismo e hibridacdo molecular. A
hibridacdo molecular € uma estratégia classica de juncdo de grupamentos farmacoforicos de
compostos bioativos distintos em uma unica molécula, sendo um artificio interessante para
vencer problemas farmacocinéticos, de toxicidades e/ou criar possibilidades de a molécula ser
um multi-target (BARREIRO; FRAGA, 2015). Esta estratégia possibilita a juncéo de fa&rmacos
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distintos (tipo droga-droga) ou grupos farmacoféricos de farmacos distintos (tipo
farmacofdrica), em ambos os casos a tendéncia é que o novo hibrido apresente maior afinidade
e eficacia que os compostos originais (NEPALI et al., 2014).

A razdo entre estrutura quimica e atividade biolégica é um fator determinante para um
planejamento racional de novas moléculas ativas (WERMUTH, 2003). Em detrimento ao seu
maior objetivo, a descoberta de novos farmacos, essa etapa volta-se para 0 mecanismo de agéo,
através da afinidade molecular do ligante pelo receptor, sendo estudadas todas as formas de
interacdes moleculares que englobam forcas eletrostaticas, de dispersdo, hidrofobicas, como
também ligacdes de hidrogénio e ligacdes covalentes (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Com o avanco na metodologia utilizada para o planejamento de farmacos, torna-se
indispensavel a compreensao do sitio de reconhecimento molecular da enzima central ou alvo
envolvido na fisiopatologia. Para a estrutura desconhecida, o planejamento é feito atraves de
um ligante eficiente (MONTANARI et al., 2011; KOLLMAN, 1989). A figura 6 apresenta

etapas importantes para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos.

Figura 6 - Etapas envolvidas no planejamento racional de farmacos.
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O estudo de farmacos bem caracterizados, com perfis farmacodindmico e
farmacocinético elucidados, contribui de forma substancial no desenvolvimento de novos
farmacos. Avangos terapéuticos sdo esperados com essa metodologia, atribuindo esses, a
descoberta de moléculas com acdo farmacoldgica e/ou de toxicidade aprimorada. Essas novas

moléculas tendem a ser chamadas de analogos, que podem ser classificados de trés formas:
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analogos estruturais, estruturas quimicas similares e atividades farmacoldgicas antagonicas,
como € o caso da morfina (28) (Figura 7) e a nalorfina (29); analogos farmacoldgicos, estruturas
quimicas diferentes e atividades farmacologicas semelhantes, como exemplo citam-se a
cimetidina (33), roxatidina (30) e a ranitidina (31); e analogos estruturais e farmacologicos, que
possuem estrutura quimica e atividade semelhante, podendo ainda ser classificados como
diretos ou indiretos, a depender dos grupamentos farmacofdricos, como é o caso da metiamida
(32) e a cimetidina (33), analogos diretos (FISHER; SYED; LAW, 2006; SILVA, 2013).

Figura 7 - Classificacdo dos analogos.
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Fonte: Adaptado Fisher (2006); Silva (2013).

Com subestruturas aromaticas predominantes em produtos farmacéuticos, o objetivo é
encontrar pontos mais influentes na atividade da molécula e susceptiveis a substituicdo nos
anéis aromaticos. A arvore da decisdo de Topliss (1972) (Esquema 2), primeiro método néo
estatistico que prediz a relacdo estrutura-atividade para a otimizagéo de substituintes no anel

aromatico, se fundamentava em analogos, onde a inser¢do de radicais mais ou menos



eletroatraentes influenciava na reatividade com a molécula alvo. Os sinais > significam mais
ativos; = equitativo; e < menos reativo que o composto padrdo (OLIVEIRA, 2017; TOPLISS,
1972).

Esquema 2 - Arvore de defini¢do de Topliss.
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Fonte: Topliss (1972)

De acordo com o Método Manual de Topliss (1977), um aperfeicoamento do proposto
pela arvore de Topliss (Tabela 2), sugere algumas correlagcBes quantitativas entre atividade
bioldgica, a hidrofobicidade e os possiveis pontos de interacbes moleculares eletronicos.
Fundamenta-se na sintese de 5 derivados de compostos aromaticos com 0s seguintes
substituintes: H, 4-Cl, 3,4-di-Cl,4-CHs e 4-OCHjs, selecionados devido a acessibilidade sintética
destes compostos. A atividade biologica € correlacionada aos parametros m (constante de
hidrofobicidade), o (constante de Hammett), ¢ © ¢ ¢ relacionados (n-o, n-20, n-3, nwtetc.).
Substituintes n-2c0, n-30: 4-NEty, 4-NMez, 4NH», 4-OH, 4-0Oi-Pr, 3-Me e 4-OMe, ou seja,
possiveis doadores de elétrons, que acomplados a ndcleos arométicos aumentam a
hidrofobicidade da molécula. A depender do carater hidrossolivel e eletronico desejado
substituicdes sdo possiveis de serem feitas de modo racional, que teoricamente tendem a
potencializar novos derivados. Este método foi usado em varios estudos descritos na literatura
e demonstra que uma série de quatro analogos aromaticos com diferentes substituintes permite
uma racionalizacdo guiando a resultados satisfatérios, com uso reduzido de substituintes
(TOPLISS, 1972; 1977; OLIVEIRA 2017).
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Tabela 2 - Relacdo entre parametros ativos e novos substituintes, segundo Topliss.

Provaveis Parametros Ativos Selecdo de Novos Substituintes

3-CFs3; 4-Cl; 4-NOg; 4-CFs3; 2-4-di-Cl;
4-CeHo; 4-CeH11
4-CH(CH3)2; 4-C(CH3)s; 3,4-(CHa)2;
4-O(CH2)3CHs; 4-OCH2Ph; 4-N(C2Hs):
4-N(C2Hs)2; 4-N(CHz3)2; 4-NHz; 4-NHC4Ho;
4-OCH(CHea)z2; 3- CHs; 4-OCH3
4-Br; 3-CF3; 3,4-(CHj3)z2; 4-C2Hs; 3-Cl; 3-CHg;
3-N(CHs3)z2; 3,5-di-Cl
Fonte: Adaptado Topliss (1977).

T, T+06, G

T, 2 -0, T-0

n-20, 1-36, G

27 12

Por fim, mas ndo menos importante, tem-se um parametro bastante difundido no
planejamento de um novo farmaco, a regra de Lipinski et al. (2001), também conhecida como
regra dos 5, com intuito de predizer a solubilidade e a permeabilidade de farmacos
administrados pela via oral, estimando a influéncia da estrutura quimica na absorcdo de um
composto, prevendo o0s processos farmacocinéticos nos estagios iniciais. Segundo Lipinski, 0s
critérios a serem analisados sdo: a massa molar limita-se a 500 g/mol; o log P, diretamente
ligado a lipoficidade de um composto, que significa, tendéncia deste para uma particdo em uma
matriz lipidica apolar contra uma matriz gasosa, Lipinski et al. (2001), estabelece a idealidade
em log P menor igual a 5; outra regra se da através da presenca de ligacdes de hidrogénio,
presenca esta, que limita o carater de atividade de um composto, existem duas classes de
analises nesse topico, tem-se nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio (hydrogen-bond
donos)(HBD), cuja somatoria ndo deve ultrapassar 5, e numero de aceptores de ligacdo de
hidrogénio (hydrogen-bond acceptors) (HBA), cuja somatdria deve ser no maximo 10 (CHENG
et al., 2007; DUCHOWICZ et al., 2007; LIPINSKI et al., 2001).

Outra ferramenta bastante utilizada no planejamento racional de novos candidatos a
farmacos é o docking molecular, um estudo in silico que prediz interagdes a alvos especificos
de maneira estatica, avaliando possiveis interacfes que possam ocorrer entre um ligante e seu
receptor (alvo), e energias que envolvem essas interacfes, 0 proximo tépico traz mais detalhes

sobre esta ferramenta utilizada neste trabalho.
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3.6 Docking molecular

O docking molecular tem como maior objetivo prever o modo de ligagéo e a afinidade
de pequenas moléeculas dentro do sitio ativo de um possivel receptor. A possibilidade de
associacdo com uma grande biblioteca de compostos (virtual screening) torna-o capaz de
conclusBes sobre possiveis sucessos no planejamento de farmacos (SILVA, 2015).

Atualmente, inUmeras metodologias e pacotes de software disponiveis o torna um
método automatizado, possibilitando predicGes aliadas a bom desempenho e rapidez com baixo
custo (GUEDES, 2014).

O estudo do docking molecular consiste na busca por moléculas bioativas, que sdo
estudadas para um determinado alvo molecular com intuito de estabelecer qual, ou quais, delas
demonstram melhor acoplamento ao sitio ativo do alvo. Os resultados gerados nos ensaios
computacionais sdo dados em termos da energia de ligagdo necesséria para que a provavel
molécula bioativa se ligue ao sitio do alvo molecular selecionado. Assim, a molécula que
necessitar de uma menor quantidade de energia para se ligar ao sitio ativo, na teoria, apresentara
melhor resultado de atividade biolégica. Tomando como base esses resultados, diversas
estruturas moleculares de possiveis compostos bioativos podem ser testadas, com objetivo de
obter um screening virtual, em que aquelas que se apresentarem como mais promissoras passam
para as etapas de sintese e avaliacdo de suas respectivas atividades bioldgicas, aperfeicoando a
fase inicial do desenvolvimento de um novo farmaco (BARROS, 2015).

Oliveira (2012) analisou possiveis formas de interacdes com a enzima topoisomerase
por docking molecular. Seu objeto de estudo, foram compostos de naftoquinonas avaliados com
a enzima DNA Topo IB humana, onde utilizou as técnicas de docking molecular e simulagdes
de dindmica molecular para descartar a atuacdo dos 75 compostos avaliados como venenos
(poisons), moléculas que interferem na atividade de topo I. Por fim, seus estudos indicaram que
os derivados de naftoquinonas estudados sdo promissores para 0 desenvolvimento de drogas
anticancerigenas e antibidticas.

Kalirajan et al. (2012) estudaram uma série de novos 9-anilinos acridinas substituidos
por isoxazol. Os estudos de docking molecular mostraram uma boa correlacdo entre suas
atividades bioldgicas rastreadas e energia livre de ligagdo. Seu melhor derivado (8.11) (Figura
8) apresentou, in vitro, atividade anticancerigena significativa, comparado com o padrédo

positivo, a amsacrina (8.1).
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Figura 8 — Docking Molecular para o amsacrina (1) e derivado 9-anilino acridina (I11) com o
DNA.

Fonte: Kalirajan et al. (2012).

Com resultados significativos, o docking molecular surge como uma predi¢do coerente
sobre atividades de novos compostos. O estudo de Jadhav (2017), analisou 13 derivados da
fluoroquinolina frente as topoisomerases humanas a e b; todos 0os compostos mostraram
afinidade de ligacdo com as topoisomerases, formando significativas interacdes, inibindo os
crescimentos das enzimas. A figura 9, apresenta as principais interacdes com a topo Il de dois
compostos analisados, levofloxacina (1) e moxifloxacina (I1). Afirmou a necessidade da sintese
dos compostos, visto que o estudo foi teodrico, e que, no meio bioldgico novas interacdes

poderiam ser formadas, influenciando nas atividades dos derivados.
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Figura 9 — Docking Molecular para o levofloxacina (1) e moxifloxacina (11) com a topo Ila.
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Fonte: Jadhav et al. (2017).

Makhaeva et al. (2017) trouxe interagdes in silico, analisando a atividade inibitoria de 4
classes de novos derivados acridinicos contra acetilcolinesterase (AChE), butirilcolinesterase
(BChE) e carboxilesterase (CaE) utilizando os métodos de cinética enzimatica e docking
molecular. Abaixo apresenta-se um resultado computacional para um analogo dos derivados
acridinicos estudados por Makhaeva (Figura 10).

Figura 10 — Docking molecular derivado acridinico, estudado por Makhaeva et al (2017).
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Fonte: Makhaeva et al. (2017)
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3.7 BSA como alvo in vitro para estudos sobre mecanismos de agéo.

Em um processo de racionalizacdo de novos farmacos é de suma importancia uma etapa
inicial que envolva o estudo de interagdo dos compostos com proteinas, na qual destacamos a
albumina. No organismo, ela é responsével por inimeras func¢des bioldgicas, como: armazenar,
transportar, metabolizar e excretar uma vasta quantidade de ligantes exdgenos e enddgenos
através da formacdo de adultos (PETERS, 1995). Destaca-se sua presenca significativa em
tumores sélidos, justificado por problemas nos capilares combinado com um sistema linfatico
ausente ou deficiente, assim, a albumina tornou-se uma possivel valvula de transportes para 0s
farmacos adentrarem mais facilmente nas células cancerigenas, resultando em uma maior
eficacia e diminuicdo nos efeitos secundarios (KRATZ, 2008; SINGLA; LUXAMI; PAUL,
2016).

A figura 11 apresenta caracteristicas estruturais de cada proteina, no BSA, albumina do
soro bovino, 582 aminoacidos comp8em sua estrutura, sendo 20 grupos de tirosina e dois
fragmentos de triptofano denominados Trp-134 e Trp-212. No HSA, albumina de soro humano,
585 aminoacidos formam sua estrutura, sendo 17 grupos tirosinas e apenas um fragmento de
triptofano (Trp-214). A BSA devido a sua estabilidade, disponibilidade, baixo custo e
semelhanca estrutural com a albumina humana (HSA) vém sendo muito utilizada como base
nos estudos biomiméticos, apresentando uma sequéncia homologa de 80% e igualdades em sua
estrutura tercidria quando comparada a humana que chega a cerca de 76% (SLEEP;
CAMERON; EVANS, 2013; CHRUSZCZ et al., 2013; NAVEENRAJ; ANANDAN, 2013).

Figura 11— Comparacdo das estruturas do BSA com HSA.
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Fonte: Mariete (2015).
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3.8 Predicdes farmacocinéticas e sua importadncia no desenvolvimento de novos

candidatos a farmacos

Propriedades de afinidade eletronica ao alvo tdo somente ndo atribuem a uma molécula
uma potencialidade de farmaco, é preciso aprofundar em caracteristicas que envolvam sua
farmacocinética, que relacionadas com propriedades da farmacodindmica completam a ideia de
um farmaco eficiente. (KOLB; IRWIN, 2009). Alguns parametros importantes que estdo

diretamente ligados a potencialidade dos farmacos serdo discutidos a seguir.

3.8.1 Coeficiente de partigdo (Log P).

Um parametro importante para industria farmacéutica, o coeficiente de parti¢éo (log P),
é amplamente utilizado para estimar como uma droga pode ser transferida entre diferentes
meios biolégicos (YOUNG et al., 2011; LIPINSKI et al., 2012) e amplamente utilizado para
prever hidrofobicidade de uma molécula (SANGSTER, 1989). Além do que, muitos métodos de
relacdo estrutura atividade (SAR) utilizam o log P calculado como pardmetro inicial para o estudo.
Muitos métodos para o célculo de log P sdao encontrados, (MORIGUCHI et al., 1992; MORIGUCHI et
al., 1994; WILDMAN; CRIPPEN, 1999; CHENG, 2007) onde variam em precisdo e eficiéncia, mas sdo

todos baseados em dados experimentais.
3.8.2 Coeficiente de solubilidade (Log S)

A solubilidade de compostos organicos é normalmente representada por logS, onde S é
a concentracdo do composto em mol/L. No geral, cerca de 85% dos farmacos tem valores de
logS entre -1 e -5, moléculas acima -1 estdo relacionadas com estruturas muito polares, tais
como agucares ou pequenos peptideos, que apresentam baixa permeabilidade de membrana na
auséncia de transporte ativo. Este parametro é importante pois a solubilidade aquosa e a
hidrofobicidade estdo diretamente ligadas a capacidade de permeacdo na membrana
(HUUSKONEN et al., 1998; JORGENSEN et al., 2002).

No planejamento de novos farmacos visando a administragéo oral, a solubilidade é uma
das principais propriedades que interferem na absorcdo. A facilidade na administracéo, alta
aceitacdo do paciente, custo-beneficio na producdo, menor restricbes na esterilidade para
aplicacdo e flexibilidade na concepgédo da forma de dosagem sdo caracteristicas que tornam a

administracdo oral a preferencial. Da mesma maneira, um medicamento administrado pela
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forma parenteral tem que ser altamente solUvel em &gua para liberar uma quantidade
consideravel de sua forma ativa na dosagem farmacéutica utilizada (OTTAVIANI et al., 2010;
YELLELA, 2010; SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012). O maior desafio encontrado na
concepcao de formas de dosagem reside na sua fraca biodisponibilidade, que geralmente esta
relacionada com uma baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Qualquer medicamento a ser
absorvido deve estar presente na forma de solugéo aquosa no local de absorcéo, atualmente
40% das novas entidades quimicas (NCEs) desenvolvidas na inddstria farmacéutica séo

praticamente insolGveis em agua (SHARMA, 2009).

3.8.3 Metabolismo de farmacos.

Substancias quimicas ndo nutrientes estranhas ao organismo, ou também conhecidas
como xenobidticos, derivadas naturalmente ou sinteticamente, podem favorecer o
desenvolvimento de novas células tumorais, e até mesmo letais. Pesticidas, metais pesados
(cadmio, chumbo, mercurio), toxinas, aditivos alimentares e farmacos sdo acometidos na classe
dos xenobidticos (BANDEIRA et al., 2014). Caracteristica comum nestes compostos, a
lipofilia, possibilita-os acimulo no organismo, atingindo altas concentra¢des tdxicas, podendo
influenciar no desenvolvimento de células neoplésicas. Por meio das enzimas da familia
citocromo P450, este problema na maioria dos casos é controlado, pois, elas reconhecem estes
xenobidticos e os transformam em formas mais hidrofilicas, passiveis de serem eliminadas pelo
organismo, processo natural conhecido como biotransformacdo (GASPAR, 2002).

As enzimas do citocromo P450, também chamadas de CYPs, sdo enzimas primordiais
no processo de formacéo e no tratamento do cancer, em decorréncia da sua atuagdo na ativagao
metabdlica de varios pré-carcindgenos, como também sua coopera¢do para acdo ou inativacdo
de drogas anticancer. Porém, destaca-se que as CYPs que exercem funcdo de metabolizagdo
dos xenobidticos sdo diferentes das que estéo relacionadas com a ativacéo de pré-carcindgenos:
a primeira, relaciona-se com o processo de metabolizacdo derivado do polimorfismo
interindividual, atuam na biotransformacéo; a outra classe tem como principal fungéo inativar
drogas anticancer e ativar pré-carcindgenos. (BANDEIRA et al., 2014).

O estudo da biotransformagdo metabdlica através das CYPs é um fator chave na
eliminacdo de drogas, estima-se que 50% a 90% das moléculas terapéuticas sejam substrato das
cinco principais isoformas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6,
CYP3A4) (TESTA, 2007; DI, 2014).

Na figura 12, apresenta-se algumas formas perigosas de metabolizagéo ocasionadas
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pelas CYP 450. O primeiro exemplo, caracteristico de um processo conhecido como
epoxidacdo, onde a aflatoxina B1, presente em fungos do género Aspergillus encontrada em
inimeros alimentos, sofre uma oxidacdo da dupla ligacdo préximo a carbonila do grupamento
dihidrofurano, formando um metabdlito perigoso ao figado, que é carcindgeno. O segundo, €
um medicamento antidepressivo que, sofre um processo conhecido como N-desmetilagdo, onde
0 proprio nome indica a perca de um grupamento metila, tornando-o um metabdlito com um
tempo de meia vida muito alto, aumentando o risco de toxicidade, como também inibe a
isoforma CYP2D6, discutida anteriormente (BARREIRO; FRAGA, 2015).

Figura 12 — Exemplos de metabolizages realizadas por isoformas CYP450.
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Fonte: Adaptado Barreiro (2015).

3.8.4 Druglikeness

A poténcia e seletividade devem ser os primeiros objetivos para um planejamento de
um novo farmaco, porém concomitantemente as propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas
devem ser consideradas, sendo este pensamento influenciado pelos trabalhos de Lipinski no fim

da década de 90, apresentando caracteristicas relacionadas a biodisponibilidade oral observadas
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por ele e seus colaboradores. A partir de suas consideracdes, Lipinski e colaboradores
identificaram que moléculas com boa biodisponibilidade por via oral apresentavam: (i) <5
doadores de ligagdo de hidrogénio; (ii) <10 aceptores de ligagao de hidrogénio; massa molecular
<500 Da; (iv) MLog P <4.15 (LIPINSKI et al., 1997; 2001). Para complementar a regra de
Lipinski, Ghose e colaboradores em 1999 afirmaram que: (i) o coeficiente de particdo, com
calculo baseado nas pesquisas de Wildman e Crippen em 1999 (WIlog P), deve estar entre -0.4
e 5.6; (ii) a refratividade molar deve situar-se entre 40 e 130; (iii) a massa molecular deve ser
maior que 160 e menor que 500 Da; (iv) o numero de a&tomos deve estar entre 20 e 70 (incluindo
os doadores e aceptores de pontes de hidrogénio) (GHOSE et al., 1999). Posteriormente, Veber
e colaboradores (2002) incluiram nesse rol que o nimero de ligacOes rotacionaveis deveria ser
< 10 e a area de superficie polar < 140 A? (VEBER et al., 2002).

A partir dos parametros citados acima, originados dos trabalhos de Lipinski (1997),
Ghose (1999), Veber (2002) e colaboradores, surgiu o termo “druglikeness”, que consiste em
um conjunto complexo de caracteristicas que, por semelhancas, atribuem um potencialidade a
novas moléculas considerando parametros de biodisponibilidade de farmacos ja conhecidos
(URSU et., 2011). Contudo, destaca-se que 20% dos farmacos absorvidos por via oral ndo
atendem pelo menos uma das regras propostas acima, inviabilizando uma selecdo apenas por
estes parametros em fases iniciais na descoberta de um novo candidato a farmaco
(KIRKPATRICK, 2012). Em resumo, o processo de descoberta de um novo farmaco € oneroso,
complexo e demorado, tais estudos e correlacdes podem direcionar para resultados mais

objetivos.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Métodos

A seguir serdo descritos os materiais e métodos empregados na sintese dos novos

potenciais derivados acridinicos.

4.1.1 Docking molecular de interacdo com topo Ila, DNA co-cristalizado com topo Ila.

A estrutura cristalografica da Topoisomerase Ila complexada com o inibidor Etoposido
e 0 B-DNA foram obtidos do Research Collaboratory of Structure Bioinformatics Protein Data
Bank (PDB ID: 5GWK e 1BNA, respectivamente). O docking molecular dos compostos no
sitio ativo da enzima Topo Ila foi realizado utilizando o programa AutoDock Tools (ADT)
1.5.6 JADHAV; KARUPPAYIL, 2017).

Para identificacdo do sitio ativo e realizacdo dos célculos do docking, foram gerados 0s
mapas de energia eletrostatica, afinidade atbmica especifica e desolvatacdo, representando as
energias de interacdo entre os varios tipos de atomos do inibidor e os d&tomos de residuos de
aminoacidos no sitio ativo da enzima, usando o programa Autogrid 4.2 através do ADT, com
centro do grid em 23,766; -38.695 e -60.34 A, dimensdes de 96 x 96 x 96 A nos eixos X, Y e Z
e espacamento de 0,375 A, para o docking com a topo Ila isolada e a mesma complexada com
0 DNA, e centro do grid em 14,780; 20,976; 8,807 A, dimensdes de 96 x 96 x 126 A nos eixos
X, Y e Z e espacamento de 0,375 A para o docking com o B-DNA. Em seguida foram gerados
os célculos de interacdo utilizando o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) (MORRIS et al.,
1998) para busca global e local nas simulacdes de docking, através do Autodock4.2 do ADT,
gerando escore baseado na Energia Livre de Liga¢ao (AG), e também simulando uma Constante
de Inibicdo Estimada (Ki).

Os resultados do docking foram analisados através do programa Discovery Studio 2017
R2 Client, o qual pode-se identificar as regides que ocorreram as interacdes, o0s tipos de
interacdo, energia e residuos de aminoacidos do sitio ativo da enzima envolvidos nessas
interacdes (SINGH, A.; JANA, N. K., 2017).

Em geral, a confiabilidade dos resultados de docking depende da similaridade entre o
modo de ligagdo experimental e a solugdo de menor energia. Um valor de RMSD (Root Mean
Square Deviation, ou seja, Desvio Quadratico Médio das Distancias) < 2,0 A é amplamente

aceito como a distincdo entre o sucesso e o fracasso em reproduzir um modo de ligacédo
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conhecido (YUSUF et al., 2008). Neste trabalho, foi aceito como metodologia validada, todo
resultado que apresentou valor de RMSD < 2,0 A.

4.1.1.2 Preparacdo da Enzima

O ligante Etoposido (EVP), as moléculas de solvente e os cofatores foram removidos
através do PyMol para o docking com a Topo Ila complexada com o DNA (PDB 5GWK). No
estudo de docking com a Topo Ila a mesma foi isolada do complexo com o DNA utilizando o
PyMol para remocao do Etoposido (EVP), as moléculas de agua, os cofatores e o proprio DNA.
Por fim, para o estudo de docking com o DNA isolado foi utilizado um dodecamero B-DNA
(PDB 1BNA) (SINHA et al., 2015) de sequéncia d(CGCGAATTCGCG)2 (sem lacuna) a qual
foram removidas as moléculas de agua através do PyMol. Usando o ADT, a&tomos de hidrogénio
polares foram adicionados geometricamente a estrutura do receptor proteico e os atomos de
hidrogénio ndo-polares foram mesclados com os respectivos atomos de carbono, e cargas
atdbmicas parciais foram adicionadas utilizando o método de Gasteiger Marsili (GASTEIGER
E MARSILI, 1980; MORRIS et al., 1998).

4.1.1.3 Preparacéo dos Ligantes

Os ligantes tiveram suas estruturas desenhadas no ChemDraw Professional 15.1 e em
seguida foram submetidos, no programa Chem3D 15.1, a analise conformacional através do
calculo de mecéanica molecular minima e dindmica (MM2) para se obter a conformacdo com
menor energia. Por fim as estruturas foram salvas no formado MOL2.

As estruturas dos ligantes tiveram a adigdo dos hidrogénios polares no PyMol. Em
seguida as estruturas foram carregadas no ADT e aplicadas a funcédo de ligante as quais 0 ADT
atribuiu automaticamente a mesclagem dos hidrogénios ndo-polares e adi¢cdo das cargas
atdbmicas parciais pelo método de Gasteiger (KUMAR, A; BORA, U., 2014).

4.1.2 Espectroscopia de absorcdo no Infravermelho (1V)

Os espectros de 1V foram obtidos através da leitura dos discos de ATR dos compostos
em Espectrofotdmetro de FTIR, IRPrestige-21, da Shimadzu®, com os dados tratados com
auxilio do software Origin 8.0. Os espectros de IV foram obtidos no laboratorio de sintese da
UFRN.
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4.1.3 Espectrometria de Massas

As medidas das massas exatas (EM) foram obtidas em espectrometro de Massa MALDI-
TOF Autoflex 111 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Laser Nd:YAG, smartbeam 1, 355
nm Freq. Laser: 100 Hz, Programa: FlexControl Versdo 3.0 (Bruker Daltonics) Placa MALDI:
MTP 384 ground steel (Bruker); adaptador p/ placa: MTP target frame Il (Bruker). O
tratamento dos dados foi realizado no Programa FlexAnalysis Versdo 3.0 (Bruker Daltonics) e
a calibracdo externa utilizando matriz alfa- ciano e mistura padréo de peptideos (Bruker). A
viabilidade dessa analise se deu com a parceria do CETENE/PE.

Etapas da analise: Amostras foram diluidas em DMSO (20 pL);  Matrix &cido alfa-
4-hidroxicindamico — HCCA (10mg/ml) em acetonitrila (ACN) 50% e &cido trifluoroacético
(TFA) 0,3%. Reagentes todos fornecidos pela Sigma.

Aplicagéo na placa de MALDI: as amostras (1uL cada) foram inseridas na placa e
deixadas na estufa, a 50°C, até completa secagem. Através do método da gota seca, o calibrante
foi misturado a matriz (propor¢do volume matriz de 2:1), e a mistura foi aplicada na placa e
deixada secar em T.A. Posteriormente através do método refletivo positivo, foram obtidos os

espectros de massa.

4.1.4 Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos em espectrémetro: Bruker Avance,
300 MHz, Ultrashield® e o tratamento dos espectros foi feito no software Mestre Nova 11.0.3.
Uma parte dos espectros de *H e 13C foram obtidos no laboratorio de sintese da UFPE e outros
com parceria com a UFPB.

4.1.5 Ponto de fusdo

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas atraves de uma pequena amostra
do produto, colocada em um capilar e analisadas através do aparelho Quimis® Modelo Q-
340M e estas ndo foram corrigidas.

4.1.6 Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas fluka

Analytical silica gel de 0,25 mm de espessura. As revelagdes foram feitas por luz ultravioleta
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(254 ou 365 nm).

4.1.7 Calculo tedrico do Log de P e da Energia de Gibbs

O célculo do Log de P foi realizado atraves do programa ChemDraw Ultra 12.0®, sendo
o calculado para cada moléculas sintetizadas.

4.1.8 Aparéncia

A aparéncia dos compostos (cor e textura) foi avaliada apenas por observacéo visual do

produto.

4.1.9 Interacdo com DNA.

Todos os derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos foram dissolvidos em DMSO
numa concentracdo de 1 mM (solucdo-mae) a partir do qual as solugdes de trabalho foram
preparadas por diluicdo utilizando tampdo Tris-HCI, com concentracfes entre 10 e 100 uM.
Sob concentracdo otimizada, os compostos foram expostos a concentragdes crescentes do
ctDNA. Antes das medicGes, o sistema foi agitado e incubado a temperatura ambiente durante
10 minutos. As medicdes foram realizadas em uma cubeta de quartzo retangular com um
comprimento do percurso de 1cm.

A constante de ligacdo intrinseca (Kb) foi obtida por ajuste dos dados & equagdo 1
(MCGEE AND VON HIPPEL, 1974):

[DNA]/ (ea - ef) = [DNA] / (eb - &f) + 1 / Kb (&b - &f)
onde, Ea, Eb e Ef sdo os coeficientes de extingdo aparente, ligado e livre, respectivamente. O
gréfico da [DNA] / (Ea - Ef) versus [DNA] foi utilizado para obtencéo do Ky, a partir da razéo
entre a inclinacdo e o intercepto. Os dados de ligagcdo foram obtidos utilizando o software
SigmaPlot 10.0

4.1.10 Interacdo com BSA.

Foi utilizado solvente DMSO na preparagdo das solu¢des mae e tampéo Tris-HCI (0,1

M, pH 7,6) na analise das interacfes com BSA. A BSA foi obtida da Sigma Aldrich e o aparelho
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empregado na analise de obtencdo dos espectros de Ultravioleta-visivel (UV-vis) foi o
Espectrofotdmetro de UV-vis Ultraspec 3000 PRO e espectrofluorimetro.

Os compostos foram dissolvidos em DMSO numa concentracdo de 1M (solucdo mée)
e as solucgdes de trabalho foram preparadas por diluicdo em tampédo Tris-HCI nas seguintes 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 uM. A concentracdo de BSA foi fixada em 20 puM. Os estudos de

fluorescéncia da excitagdo em um comprimento de 285 nm.

4.1.11 Avaliacao da citotoxicidade

Para a avaliacdo da citotoxicidade foram utilizadas as seguintes linhagens de células
tumorais humanas: MCF-7 (cancer de mama) e HL60 (leucemia promielocitica aguda),
mantidas em meio de cultura RPMI-1640. O meio foi suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) e 1% de solugdo de antibiotico (penicilina e estreptomicina). As células foram
mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera imida 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-difeniltetrazdlio (MOSMANN, 1983).

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, na concentracdo de 5 x 10°
células/mL (HL60) e 3 x 10° células/mL (MCF-7). Em seguida, foram preparadas solucoes
estoque de 20 mM das amostras, dissolvidas em DMSO (100%), da qual foram produzidas
solucdes de trabalho nas concentrages testes, diluidas em meio RPMI-1640, ndo ultrapassando
a concentracao final de 0,5% de DMSO. O DMSO (20%) foi utilizado como controle positivo.
Apo6s 72 h de incubacdo as placas foram centrifugadas (500 g, 5 min, 25 °C), foi removido 110
uL do sobrenadante, sendo adicionado 10 uL de MTT (5 mg/mL) (Sigma-aldrich). As placas
foram incubadas por 3 h em estufa de 5% de COz, a 37 °C, para reducdo do sal e formacao dos
cristais de formazan. Apos o periodo de incubacéo, foi adicionado 100 pL de SDS (10% HCL
0,01 N), para a solubilizacao dos cristais de formazan. As placas foram cobertas com um papel
aluminio e deixadas overnight em um agitador. A absorbancia foi medida em um leitor de placa,
no comprimento de onda de 570 nm.

Os experimentos foram realizados em triplicata ou quadruplicata e a percentagem de
inibicdo foi calculada no programa GraphPad Prism 7.0. Uma escala de intensidade foi
utilizada para avaliar o potencial citotoxico da amostra testada: amostra sem atividade (1 a 20%
de inibi¢do), com pouca atividade (inibi¢do 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%).
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A amostra foi considerada ativa para fins de repeticdo do experimento e determinagéo
da Clso (concentracdo inibitéria média) quando produziu pelo menos 70% de inibicdo do
crescimento celular na concentragédo de 50 pM.

Para a determinagéo da Clso, foram testadas diferentes concentragfes das substancias
(3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 uM), em quadruplicata, sendo realizado o ensaio como
descrito anteriormente. Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 7.0,
realizando o teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey.

4.1.12 Procedimento para o teste da atividade hemolitica.

A atividade hemolitica dos compostos foi realizada em eritrocitos humanos frescos (tipo
A" e O"). As células foram lavadas trés vezes em solucéo salina tamponada com fosfato e 100yl
desta suspenséo (1% hematocrito) e foi distribuido em cada cavidade de uma placa de 96 pogos.
Depois, com 100 L de cada composto sintetizado previamente dissolvido em uma solucédo
tampdo fosfato salino com 1% de DMSO. Foram testados em triplicata, adicionados a placa e
incubadas durante 1 h. O &cido acético a 5% foi utilizado como droga hemolitica padrdo. Apds
a incubacdo, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm durante 10 min.), 100 pL de cada
sobrenadante foi transferido para outra placa de microtitulo. A hemoglobina libertada sera
monitorizada através da medicdo da absorbancia a 540 nm num espectrofotémetro. E foi

mensurada a partir da equacéo abaixo:

absorbancia da amostra — absorbancia do branco

%hemolise = — — —
0 absorbancia do controle da acido acético a 5% LT

4.1.13 Predicdes farmacocinéticas.

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

O programa utilizado para predizer propriedades de absorcdo, log P, log S, alguns
inibidores de CYP450, como também, comparacdes de “druglikeness” foi 0 SwissADME
desenvolvido pela Swiss Institute of Bioinformatics na Suiga, com referéncias disponibilizadas
no artigo de Daina, Michielin e Zoete (2017).

Paradmetros relacionados ao metabolismo dos novos derivados foram obtidos na

plataforma Xenosite, pela Universidade de Medicina de Washington, EUA. Baseado em artigos
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como Zaretzki, Matlock e Swamidass (2013) e Dang et al. (2016), apresenta uma interface que
necessita apenas que sua estrutura esteja no formato smiles, formato este gerado pelo
ChemDraw Ultra 12.0.

4.2  Metodologias da sintese dos compostos

A rota sintética empregada para a obtencdo dos derivados ACRIDINICOS, foi uma via
convergente, onde se realizou a sintese dos intermediarios. Nucleos: a 9-cloroacridina, um dos
nucleos acridinicos utilizados, foi sintetizado e caracterizado, sendo assim um dos objetivos
propostos; o segundo nucleo utilizado, a 6,9-dicloro-2-metoxiacridina, foi adquirido
comercialmente na SIGMA aldrich. Os reagentes usados foram os aldeidos aromaticos, como
também a tiossemicarbazida, os quais foram adquiridos comercialmente na Sigma aldrich,
Abaixo estdo descritos os esquemas de sinteses dos derivados.

Como descrito anteriormente, o plano de sintese, caracterizou-se pela condensacao de
derivados tiossemicarbazonicos a dois nucleos acridinicos: | — 9-cloroacridina e Il — 6,9-
dicloro-2-metoxiacridina. No esquema 3 demonstra-se o delineamento do estudo para 0s novos

derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos.
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Esquema 3 — Obtencédo dos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos.
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C\ \N/
= | H |
RS 57 N
EtOH, AcOH
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O Cl
OH  H,SO, SOCl, _ |
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S+ _._NH R S
\\CI:/ 2 \l/ "
N H ¢
N H
/ | C\H \N/
I
<
R~ _ S//C\N
EtOH, AcOH
45-50°C
1-5 horas O |
N
H
R=1-H;Il-CI Il - OCHg; IV - 2,4 CI; V - NOy; VI - CHg

Fonte: Proprio autor.

57



4.2.1 Sintese da acridona

O
OO
H

Para sintese da acridona, foram pesados 2,0000 g (0,0094 mols) do &cido N -
fenilantranilinico e 10 mL de &cido sulfurico, adicionados a um bal&o de 125 mL. A mistura foi
aquecida a uma temperatura de 75 - 78°C, durante 4 horas. A solugéo resultante foi tratada com
gelo de agua destilada, forcando a precipitacdo por choque térmico. O produto obtido se
apresentou na forma de cristais amorfos amarelos tendo sua faixa de fusdo entre 115-118 °C e
rendimento de 87 % podendo ser considerado excelente.

Para a sintese da acridona se buscou uma otimizacdo da rota sintética proposta na
literatura, com intuito de atender as orientacbes da quimica verde de reduzir o custo, a
guantidade de reagentes e as suas etapas. Nessa nova rota, eliminou-se o uso do solvente acetato
de etila para extracdo do produto na sintese, como também o uso do equipamento para extracdo

desse acetato (rotoevaporador).

4.2.2 Sintese da 9-cloro acridina

Em um baldo de 125 mL foi adicionado 1,000 g (0,0051 mols) da acridona na presenca
de 7 mL de SOCI,, com adicdo de 3 gotas de N-N dimetilformamida sob agitacdo magnética,
em refluxo de 75-78 °C, durante aproximadamente 4 horas. Realizando uma microextracéo,
finalizando apenas essa aliquota, pode-se afirmar por CCD que, ap0s esse tempo todo o produto
de partida ja havia sido consumido. A solucdo resultante foi tratada com uma mistura de
gelo/cloroférmio 1:1, com objetivo de neutralizar o HCI formado no meio reacional,
consequentemente elevando o pH, e extrair a 9-cloroacridina na fase do cloroférmio. Em
seguida, rotoevaporada, obteve-se a 9-cloro acridina. O produto obtido se apresentou na forma
de cristais amorfos vermelho-alaranjado tendo sua faixa de fuséo entre 122-124 °C e rendimento
de 80,26%.
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A sintese do nucleo acridinico ndo substituido mostrou-se complicada para as condi¢6es
dos reagentes disponiveis. Metodologias elucidas na literatura com o uso do cloreto de fosforila
(POCl3), descreviam uma reagdo melindrosa, mas com resultados de purezas expressivos,
destaca-se a tentativa de compra desse reagente por meio da UEPB, porém a mesma néo foi
concretizada. A falta deste reagente fez com que utiliza-se o cloreto de tionila (SOCI»). A reacéo
sempre se encaminhava para um produto puro, porém a medida que se finalizava, 0 composto
parcialmente se hidrolisava e formava novamente a acridona. A necessidade de reacdes em
ambientes inertes e com solventes secos se faziam necessarias, porém ndo foram encontradas
formas de realizar a reacdo nestas condi¢des. Foram feitas algumas mudancas na metodologia,
com objetivo de sintetizar com méaximo de pureza a 9-cloroacridina, porém, com melhoras
pouco expressivas nos resultados. A ultima tentativa se deu mediante a finalizacdo por uma
extracdo em cloroférmio, tendo em vista que a 9-cloroacridina tem um carater forte apolar, a
extracdo melhorou o produto formado, mas os resultados de correlagdes desde nlcleo ndo
chegaram a tempo da dissertacao.

4.2.3 Sintese dos intermediarios tiossemicarbazonicos.

Apresenta-se 0 esquema (4) reacional para a sintese dos intermediarios essenciais no

nosso plano, destacamos a importancia do Método de Topliss na definigcdo dos substituintes.
Esquema 4 — Obtencdo dos intermediarios tiossemicarbazo6nicos.

Sso-NH:
H. . .O I
H S C T.A., EtOH, 3 horas NN

N_ _C oz > g
H '}l NH \|| AcOH ©/ “H
H
i R/\

R =1-H; Il - Cl; lll - OCHg; IV - 2,4-Di-Cly; V - NO,; VI - CHj
Fonte: Proprio autor.

e ~

H

Em um bal&o de 50 mL foram adicionados 0,2000 g (0,0022 mols) de tiossemicarbazida
com quantidades na proporcao de 1:1 do benzaldeido utilizado, na presenca de 10 mL de etanol,
com 10 gotas de &cido acético, em temperatura ambiente, com aquecimento apenas na

inicializacdo da sintese, tendo como objetivo 0 aumento da velocidade de solubilizacdo da
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tiossemicarbazida, com agitacdo e tempo reacional de mais ou menos 3 horas. Apoés
acompanhamento com CCD, confirmaram-se as finalizacGes de todas as sinteses realizadas
nesta etapa. Para extracfes e obtencdes dos cristais desejados, foram adicionados ao meio
reacional agua destilada gelada, posteriormente filtrados. Apos todo o processo de filtragéo,
obtiveram-se rendimentos de 64 a 91 %. Os cristais apresentaram-se em sua maioria na

coloragéo branca, exceto o GL-05, e suas faixas de fusdo variaram de 1- 3 °C.

4.2.4 Sintese dos derivados tiossemicarbazonicos da acridina substituida.

Esquema 5 — Obtencéo dos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos GLDL.

\l\
H
S c”
1]
Ne. .
EtOH, AcOH I
—_— -C.
45-50°C S °N
/| 1-3 horas OCH
S 480
Cl N

R=1-H;Il-Cl; Il - OCHg; IV - 2,4-Di-Cly; VV - NOy; VI - CH3
Fonte: Proprio autor.

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,2000 g (0,0007 mols) de 6,9-dicloro-2-
metoxiacridina com os intermediérios tiossemicarbazonicos obtidos, como demonstrado no
esquema anterior, na propor¢do de 1:1 na presenca de 10 mL de etanol, com 10 gotas de acido
acético, em temperatura entre 45 — 50 °C, com refluxo, agitacdo e tempo reacional que variou
de 2 — 4 horas. Apds acompanhamento com CCD, confirmaram-se as formagdes dos produtos,
como também o ponto final das reacGes. Para extracdes e obtengdes dos cristais desejados,
foram adicionados ao meio reacional agua destilada gelada, posteriormente filtrados.
Obtiveram-se rendimentos entre 74 a 96 %, confirmando 6timos resultados para esta rota
sintética. Os cristais apresentaram-se em coloragdes varidveis entre tons laranja e amarelo,
tendo faixas de fusdo variando de 1 a 3 °C, sendo a menor temperatura para 0 composto GLDL-
03 de 149°C e a maior para 0 GLDL-05 de 202°C.

Para afirmacdes dos produtos sintetizados da serie GLDL foram realizados IV, RMN de
'H e 13C e espectrometria de massas.

A tabela 3 apresenta as nomenclaturas dos compostos segundo a IUPAC.



Tabela 3 — Nomenclatura dos compostos da série GLDL.
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Radical

Nomenclatura IUPAC

Cadigo

H

4-Cl

4-OCHs

2,4-Di-Cl

4-NO,

4-CHs

(2E,NE)-2-benzilideno-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H )-

ilideno)hidrazinacarbotioamida

(2E,NE)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H )-ilideno)-2-(4-

clorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida

(2E,NE)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H )-ilideno)-2-(4-

metoxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida

(2E,NE)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H )-ilideno)-2-(2,4-

diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida

(2E,NE)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H )-ilideno)-2-(4-

nitrobenzilideno)hidrazinacarbotioamida

(2E,NE)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9(10H )-ilideno)-2-(4-

metilbenzilideno)hidrazinacarbotioamida

GLDL-01

GLDL-02

GLDL-03

GLDL-04

GLDL-05

GLDL-06

Fonte: Proprio autor.



4.2.5 Sintese dos derivados tiossemicarbazonicos da acridina nao substituida.

Esquema 6 — Obtencéo dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos GLCL.

R
™
H
S~__NH, = c”
C I
[ N_ _H
NO N
N H EtOH, AcOH |
I R — _C.
C. 45-50°C s N
/l H 1-3 horas
S 98¢
\
H

R=1-H;Il-Cl; Il - OCH3; IV - 2,4 Cl; V - NO2; VI - CH3
Fonte: Préprio autor.

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,1000 g (0,0005 mols) de 9-cloroacridina
com os intermediarios tiossemicarbazénicos obtidos, como demonstrado no anteriormente, na
proporcdo de 1:1 na presenca de 10 mL de etanol, com 10 gotas de acido acético, em
temperatura entre 45 — 50 °C, com refluxo, agitacdo e tempo reacional que variou de 1 — 3 horas.
Apdbs acompanhamento com CCD, confirmaram-se as formacdes dos produtos, como também
0 ponto final das reacOes. Para extracdes e obtencGes dos cristais desejados, foram adicionados
ao meio reacional agua destilada gelada, posteriormente filtrados. Obtiveram-se rendimentos
entre 74 a 96 %, confirmando Otimos resultados para esta rota sintética. Os cristais
apresentaram-se em coloracdes varidveis entre tons laranja e amarelo, tendo faixas de fusédo
variando de 1 a 4 °C, sendo o menor ponto de fuséo para o composto GLCL-04 de 164°C e o
maior para 0 GLCL-03 de 239°C.

Para afirmac@es dos produtos sintetizados da série GLCL foram realizados 1V, RMN de
'H e 13C e espectrometria de massas.

A tabela 4 apresenta as nomenclaturas dos compostos segundo a IUPAC.
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Tabela 4 — Nomenclatura dos compostos da série GLCL.

IND
H
/ ?I/

N_ _H

\

_C.
S °N
0 C
H
Radical Nomenclatura IUPAC Cadigo

(E)-N-(acridin-9(10H)-ilideno)-2-benzilideno

H hidrazinacarbotioamida GLCL-01

4-Cl (E)-N -(acr1d1n-9(10H .)-111den0).-2-(4.-cloroben21hdeno) GLCL-02
hidrazinacarbotioamida

4-OCHs (E)—N—(acr1d1n—9(l.OH).—111den0)—.2—(4—metox1ben2111deno) GLCL-03
hidrazinacarbotioamida

2.4-Di-Cl (E)-N-(acridin-9(1 QH )—'111den0)—2.—(2,4‘—dlcloroben21hden0) GLCL-04
hidrazinacarbotioamida

4-NO, (E)-N -(acr1d1n-9( 10H .)-111deno).-2-({-mtrobennhdeno) GLCL-05
hidrazinacarbotioamida

4-CHs (E)-N-(acridin-9(10H)-ilideno)-2-(4-metilbenzilideno) GLCL-06

hidrazinacarbotioamida

Fonte: Préprio autor.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Docking molecular

ApoOs inumeras discusses sobre a importancia desta pesquisa para o tratamento do
cancer e os percussores que fundamentaram a mesma, inicia-se as discussdes e ressalvas sobre
os dados obtidos e avaliados. Como discutido, seguindo um planejamento racional para o

descobrimento de novos farmacos, temos o estudo de docking.

5.1.1 Docking molecular da interagdo dos derivados sintetizados com o DNA co-

cristalizado com Topo Ile.

A etiologia de inimeras doencas passa pela desregulacdo da atividade enzimatica no
organismo. Inflamag8o, disturbios metabolicos, problemas cardiovasculares e céancer sdo
algumas das doencas correlacionadas com este problema. A modulagdo da funcdo enzimatica
por pequenas moléculas bioativas é uma estratégia terapéutica frequentemente utilizada, sendo
atribuida a essas moléculas atividades de inibi¢do enziméatica (ZARZYCKA et al., 2016).

A partir da descoberta de farmacos potentes que tem como alvo a topoisomerase 11, 0
etoposido e a doxorrubicina, estudos moleculares destacaram os aspectos bioldgicos desta
enzima (LIU, 1989). Estudos realizados por pesquisadores na década de 80, mostraram que a maioria
das drogas clinicamente ativas que tém como alvo a topo Il geram danos no DNA (CHEN et al., 1984;
TEWEY etal., 1984; POMMIER et al., 1985).

Seguindo a metodologia descrita, foram criados complexos formados pelo farmaco,
enzima (Topo Ila) e 0 DNA, buscando respostas € novas interagdes com os derivados utilizados.
Importante frisar que, 0 meio bioldgico pode ser responsavel por surpresas nos resultados de
atividades in vitro e in vivo dos analogos sintetizados. A partir de estudos realizados por Wang
et al., (2017), a possibilidade de estudos com este complexo topo-DNA fora possivel, eles
analisaram a efetividade destas interaces, sintetizaram um composto de organoplatina, onde o
mesmo conseguiu estabilizar um complexo terndrio de farmaco-topoll-DNA, e
disponibilizaram este complexo com o etoposido no site pesquisa RCSB PDB, com cddigo
5GWK (WANG, et al., 2017).

A Tabela 5 apresenta os valores encontrados para as propriedades do complexo enzima-

farmaco-DNA no estudo do docking molecular.
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TABELA 5 - Docking molecular da interagdo com DNA-Topo lla (5GWK).
ENERGIA LIVRE DE CONSTANTE DE

COMPOSTO LIGACAO (AG) INIBICAO ESTIMADA
(Kcal/mol) (Ki) (nM)

GLDL-01 -9,76 70,67
GLDL-02 -10,26 30,26
GLDL-03 -9,92 53,75
GLDL-04 -10,70 14,35
GLDL-05 -12,42 0,78
GLDL-06 -10,13 37,29
GLCL-01 -9,19 183,87
GLCL-02 -9,50 109,64
GLCL-03 -9,33 144,64
GLCL-04 -9,96 49,88
GLCL-05 -11,06 7,82
GLCL-06 -9,52 105,46

ETOPOSIDO -11,77 2,37

O etoposido foi utilizado como ligante de referéncia para este estudo, apresentando
energia de ligacdo (AG) do complexo de -11,77 Kcal/mol. Este farmaco obteve importantes
interacdes com a Topo Ila e o DNA (Figura 13), os quais destacamos 0s residuos de
aminoacidos ASP 463 e ARG 487 atraves de pontes de hidrogénio, GLY 488 por interacdo de
Van der Walls, GLY 462 por ligagdo Pi-doador de hidrogénio e MET 766 por Pi-alquil,
referentes a Topo Ila. Ja para as interagdes com o DNA se destacam as bases Adenina 12 e
Guanina 13 através de pontes de hidrogénio, Citosina 8 e Guanina 10 por ligacdo de Van der
Walls.



Figura 13 — Docking molecular do etoposido com o complexo enzima-DNA.
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Fonte: Proprio autor.

De acordo com a tabela 5 0 composto GLDLO5 apresentou menor energia livre de
ligagdo, AG =— 12,42 kcal/mol, demonstrando maior afinidade pelo complexo DNA-Topo Ila,
que, o Etoposido, AG = -11,77 kcal/mol. Analisando todas as estruturas e suas afinidades ao
alvo, os compostos em geral, que apresentaram maiores interacdes foram os da série GLDL,
que possuem substituicdes no nucleo acridinico, acometendo aos mesmos maiores
possibilidades de interacdes com o receptor.

Analisando as interac6es com os residuos de aminoacidos o composto GLDLO5 (Figura
14) foi o que mais interagiu com o complexo DNA-Topo Il com ligagbes importantes com 0s
residuos de aminoacidos atraves de interacOes de Van der Walls: GLY 488, GLY 760, GLY
462, HIS 758, LYS 614, SER 464, TYR 805; interacBes carbono-hidrogénio: HIS 759;
interacOes n-alquil: ARG 487; e pontes de hidrogénio através do ASP 463. Também ocorreram
interacdes com as bases nitrogenadas do DNA como: Timina 9, Guanina 13 e Adenina 12 por
interacdo m-o, m-n € pontes de hidrogénio; Citosina 8 por interacdo m-anion. Apenas as
interagdes com o MET 766 e Guanina 10, ndo foram contempladas, comparadas com o
etoposido, porém, ligagcGes com a Timina 9 e varios amino&cidos foram acrescidas ao composto

GLDL-05 no docking com o complexo DNA - Topo II.
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Figura 14 — Docking molecular do composto GLDL-05 com o complexo enzima-DNA.

GLY TYR

ATE0 EB05 HIsS
ATSE
GLY
AMES
[R]c]
Fi3 oT Ve
Do 2.23 L¥s
343, 7.04 H W 3.26 e
. .
3. 79
5.87 3Bl
HIS
GLY ATS
AAG2 c?:-(z:
4.26 .23 Ei"
4. 89 —
4.59 2.01
SER
DA a2 AdGY
FAa2 A3
ARG
AABT DG
D0
Interactions

wan der Waals Pi-Sigma

Conventional Hydrogen Bond Fi-Fi T-shaped

Carbon Hydrogen Bond Pi-Alkyl

Fi-Anion

Fonte: Préprio autor.

Analisando as interacGes com os residuos de aminoacidos o composto GLCLO05 (Figura
15) foi o que mais interagiu com o complexo DNA-Topo Il da série GLCL com ligaches
importantes com os residuos de amino&cidos através de interacdes de VVan der Walls: GLY 488,
GLY 760, LYS 489, TYR 805; interacdes n-alquil: MET 762; e pontes de hidrogénio através
do ARG 487. Também ocorreram interacdes com as bases nitrogenadas do DNA como: Timina
9, Guanina 13 e Adenina 12 por interagdo n-n e pontes de hidrogénio; Citosina 8 por interagdo
n-cation. Destaca-se que 0 nucleo acridinico ndo substituido perdeu algumas interacdes
importantes com as bases nitrogenadas do DNA, como: a Citosina e Guanina que 0S

substituintes potencializaram na série GLDL.
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Figura 15 — Docking molecular do composto GLCL-05 com o complexo enzima-DNA.
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Fonte: Préprio autor.

Abordagens in silico tais como acoplamento molecular fornecem maneiras rapidas para
avaliar provaveis compostos de ligacdo com alvo, interacGes e possiveis potencialidades, e esta
sendo amplamente praticada no desenvolvimento e planejamento de novos farmacos (STARK;
POWERS, 2012). A simulacdo de um redocking tem por objetivo recuperar, a partir de uma
simulacdo computacional, a posicdo original de um ligante presente em uma estrutura
cristalogréfica de um complexo binario enzima-ligante. Avalia 0s parametros de encaixe
especificados no arquivo de entrada para 0 método de encaixe sdo aceitaveis e capazes de
recuperar a estrutura e as interacbes de um complexo conhecido, é um dos tipos de validacao
para este estudo computacional. Na figura 16, comparamos a conformac&o e estrutura extraidos
do complexo 5GWK (complexo topoll-DNA encontrados no PDB) em destaque na cor amarela,
com a conformacao encontrada apés o redocking desta estrutura no complexo topoll-DNA, na
cor cinza. Este estudo define o chamado grid box, que seriam as posi¢oes espaciais utilizadas

para acoplamento das novas estruturas no alvo (MORRIS et al., 2009).
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Figura 16 — Redocking molecular do etoposido comparado com o extraido do PDB.

Fonte: Préprio autor.

5.1.2 Docking molecular da interacé@o dos derivados sintetizados com o DNA.

A ideia no planejamento de farmacos com potencial interacdo ao DNA surge do
conhecimento sobre os elementos estruturais responsaveis pela ligacdo e estabilizacdo do
complexo farmaco-DNA. Uma vez estudados esses parametros, novos analogos sdo propicios
a sintese, tendo em vista a sua potencial seletividade e afinidade. Seguindo com a metodologia
proposta, foram analisadas as possiveis interacdes dos analogos sintetizados ao DNA, buscando
uma elucidacdo completa de todas as possiveis interacdes, in silico, que os derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos poderiam fazer, utilizando como farmaco referéncia o
etoposido.

A Tabela 6 apresenta os valores encontrados para as propriedades do complexo

farmaco-DNA no estudo do docking molecular.
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TABELA 6 - Docking molecular da interagdo com DNA.
ENERGIA LIVRE DE CONSTANTE DE

COMPOSTO LIGACAO (AG) INIBICAO ESTIMADA
(Kcal/mol) (Ki) (nM)

GLDLO1 -11,18 6,40
GLDLO02 -11,79 2,30
GLDLO03 -11,60 3,12
GLDLO04 -11,76 2,39
GLDLO05 -13,42 0,15
GLDLO06 -11,28 5,42
GLCLO1 -10,33 26,63
GLCL02 -10,66 15,22
GLCLO3 -10,23 31,91
GLCLO4 -10,75 13,11
GLCLO5 -11,88 1,94
GLCLO6 -10,87 10,72

ETOPOSIDO -10,11 38,74

Fonte: Préprio autor.

Todos os compostos analisados apresentaram menores energias de ligacdo que o
etoposido, controle positivo, podendo estar associado ao maior perfil intercalante dos nucleos
acridinicos em comparacéo ao referencial. Na figura 17, percebe-se o impedimento estérico que
a molécula do etoposido sofre no processo de intercalacéo, destaca-se ainda que possivelmente
sua forte atracdo eletrostatica favorega sua aproximacgdo com a dupla fita do DNA, o nimero
de interac6es do etoposido com o DNA ainda assim é muito maior que a dos demais compostos,
porém, a forca como essa interagcdo se apresenta € menor, o que justificaria sua menor energia
livre de ligag&o (AG) para com os demais compostos estudados.

Na figura 18 e 19, que trazem a imagem do docking da GLDL-05 e GLCL-05
intercalados ao DNA respectivamente, destaca-se a maior interacdo com as bases nitrogenadas

da dupla fita, o que justificaria suas menores energias de ligacdo em relacdo ao etoposido.
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Novamente 0os compostos com radicais nitro, se mostraram melhores no estudo in silico, a

eletronegatividade deste radical deve ser considerada na proposta de novos farmacos.

Figura 17 — Docking Molecular do composto etoposido com o DNA.

Fonte: autor proprio.

Figura 18 — Docking Molecular do composto GLDL-05 com o DNA.

Fonte: autor préprio.
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Figura 19 — Docking Molecular do composto GLCL-05 com o DNA.

v

Fonte: autor proprio.

O estudo do docking, como descrito no referencial, serve como base para potencializar
planejamentos de novos farmacos, com um aspecto mais qualitativo. Viabiliza a otimizacdo no
desenvolvimento de farmacos com propriedades mais direcionadas ao alvo, tendo em vista a
possibilidade de comparacdo com substancias que ja se encontram na fase clinica. Os
compostos estudados apresentaram bons resultados de interagdo tanto com o complexo DNA-
Topo 1l, quanto com a dupla fita do DNA, esse mecanismo de acdo se confirmado, pode
favorecer a ideia de poténcia e seletividade para estes novos derivados, visto que, o etoposido,

apresenta maior potencialidade frente a Topo II.

5.2 Sintese e mecanismo reacional dos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos.

Como pode se observar na tabela 7, os intermediarios sintetizados tiossemicarbazonicos
tiveram rendimentos, variando de 64% a 91%, e pontos de fusdo com taxa de variagdo de 1 — 3
°C, que afirmam a qualidade dos intermediarios sintéticos, colaborando para um
prosseguimento na sintese com reagentes puros e viabilizando a sua continuidade, visto que,
em reacOes que ocorrem com rendimentos baixos a rota sintética € questionada, e pode ser

descartada.
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Tabela 7 - Caracteristicas fisico-quimicas dos intermediarios.

Composto Aparéncia PM Rg/: s PF(°C) FM LogP
GL-01 branco 179,246 91,10 163-165 CsHoN3S 1,70
GL-02 branco 356,452 85,60 230-233 CgHsCINsS 2,26
GL-03 branco 209,272 82,84 190-192 CoH11N30S 1,57
GL-04 Branco- 548136 72,74 234236 CsHiCLNsS 2,81

creme
GL-05 amarelo 224,243 66,00 264-265 CsHsN4O2S 0,99
GL-06 branco 193,273 64,77 194-196 CoH11N3S 2,19

Acridona Amarelo 195,07 87,00 115-118 C13H9NO 2,67

9-cloro Marrom 213,667 75,30 199-200 C13HsCIN 4,11

A Tabela 8 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimicas dos novos derivados
acridinicos sintetizados a partir da reacao de dois nucleos acridinicos, a 9-cloroacridina e a 6,9-
dicloro-2-metoxiacridina com os compostos derivados da tiossemicarbazida acoplados com os
referidos benzaldeidos substituidos, apresentados na tabela anterior, podendo-se identificar

rendimentos variando entre 60% a 96%.
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Tabela 8 - Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados.

Rf
Composto  Aparéncia PM Rend % PF(°C) (Hexano/ FM LogP
AcOEL)
laranja — c
GLDL-01 420,923 74,35 193-195 0,55 C22H17CIN4OS 5,82
amarelado
GLDL-02 Laranja 455,368 80,32 185-188 0,41° C22H16CI2N4OS 6,38
laranja - c
GLDL-03 450,949 96,30 149-151 0,48 C23H19CIN4O2S 5,69
avermelhado
GLDL-04 Amarelo 489,813 93,70 187-189 0,52¢ C22H15CIsN4sOS 6,94
laranja - b
GLDL-05 465,920 91,64 201-202 0,65 C22H16CINsOsS 5,18
avermelhado
laranja -
GLDL-06 avermelhado 434950 95,85 155-157 0,48¢ C23H19CIN4OS 6,31
laranja — c
GLCL-01 356,452 76,50 279-280 0,43 C21H1sN4S 5,39
amarelado
GLCL-02 l@aMa— 590097 6670 184-186  047°  CoHisCINGS 595
amarelado
GLCL-03 Laranja 386,478 62,50 238-239 0,60P C22H1sN4sOS 5,26
GLCL-04 Laranja 425,342 95,48 164-165 0,61° C21H14CIbNsS 6,5
GLCL-05 Laranja 401,449 84,62 199-200 0,61° C21Hi1sNs02S 4,43
GLCL-06 Laranja 370,479 60,55 197-200 0,58° C22H18N4S 5,87

Como se pode observar na tabela 9, os novos compostos foram submetidos a analise de
solubilidades a fim de encontrar os seus melhores solventes. Analisou-se a solubilidade em
cinco solventes, muito utilizados na sintese e em analises espectroscépicas: acetato de etila,
cloroférmio, dimetilsulféxido (DMSO), metanol e etanol. A solubilidade em &gua ndo foi
avaliada, visto que como descrito na metodologia, todos os compostos foram precipitados em

agua, relacionando esse feito a caracteristica lipofilica dos derivados, bem discutida

Rf: a= sistema 7:3; b= sistema 6:4; ¢ = sistema 8:2; d = sistema hexano.

posteriormente.
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Tabela 9 — Solubilidade dos compostos.

Composto Acetato Cloroférmio DMSO  Metanol Etanol
GLDL-01 PS oS S S PS
GLDL-02 S S S S PS
GLDL-03 PS PS S S PS
GLDL-04 PS PS S s S
GLDL-05 PS PS S S PS
GLDL-06 PS S S S PS
GLCL-01 PS PS S S PS
GLCL-02 PS PS S S S
GLCL-03 PS PS S S PS
GLCL-04 PS S S P S
GLCL-05 PS PS S S PS
GLCL-06 PS PS S S PS
9-CLORO 1S PS S S PS

S — Sollvel, PS — Pouco Solavel, IS Insolvel.

No esquema 7 demonstra-se 0 mecanismo reacional da sintese dos intermediarios
utilizados para obtencdo dos derivados tiossemicarbazénicos. Destaca-se a ativacdo da
carbonila com excesso de H* no meio, disponibilizado pelo acido acético adicionado. A medida
que ocorre a desestabilizacdo da carbonila, o nitrogénio mais reativo ataca o carbono da
carbonila. Logo ap6s um hidrogénio da amina é liberado para suprir a deficiéncia de elétrons
do nitrogénio, 0 mesmo é capturado pela hidroxila, que com isso ganha estabilidade molecular,
desconectando-se da estrutura na forma de agua. A estrutura é estabilizada com a formacdo da

imina quando o segundo hidrogénio é liberado, catalisado pelo AcOH.
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Esquema 7 — Mecanismo reacional das etapas para formacao dos intermediarios.
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Fonte: autor préprio.

No esquema 8 demonstra-se 0 mecanismo reacional da acridona, partindo do acido N-
fenilantranilinico na presenca de acido sulfdrico fumegante, como agente doador de H* e
facilitador de ciclizacédo, que, favorece um rearranjo intramolecular promovendo a formacéo da
acridona. Este fenbmeno na quimica é conhecido como prototropismo, caracterizado pela troca

de protons dentro da molécula.

Esquema 8 — Mecanismo reacional da sintese da acridona.

'\ HSO4 o 2697 )
@é@ éﬁﬁo ‘fﬁ‘

Fonte: autor préprio

O esquema 9 propde 0 mecanismo reacional para a sintese da 9-cloroacridina, com a

substituicdo nucleofilica no aromaético, na posicao 9, favorecida pela catalisador, o cloreto de



tionila, utilizado em excesso nesta reacéo.

Esquema 9 — Mecanismo reacional da sintese da 9-cloroacridina.
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Fonte: autor préprio

No esquema 10, mostra-se 0 mecanismo proposto para a sintese dos derivados
acridinicos da série GLDL. Identifica-se uma adicdo seguida de substituicdo nucleofilica no
aromatico, que se inicia com o ataque nucleofilico do nitrogénio aos ions H*, disponibilizados
pelo acido acético, essa adicdo provoca uma desestabilizacdo no anel acridinico favorecendo
um ataque na posi¢do nove do aromatico, a partir da formacdo de uma carga parcialmente
positiva. Ressalta-se a estabilidade inicial dos derivados tiossemicarbazonicos, atribuida as
ligagdes N-C-S, porém a mesma € reduzida comparando com derivados semicarbazénicos (N-
C-0), este efeito é associado a diferenca de eletronegatividade de C=0 e C=S que favorece o
efeito ressonante, blindando o par de elétrons da amina. Ap6s a substituicdo no aromético

acridinico ocorre a liberacdo de HCI, como também a formacdo da imina, com proposito de

estabilizacéo do carbocation formado com a saida do atomo de CI".
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Esquema 10 — Mecanismo reacional das etapas para formacao dos derivados GLDL.

S //lR |\/R

R=1-H;Il-Cl; lll - OCHgs; IV - 2,4 Cly; V - NOy; VI - CHy
Fonte: autor proprio

No esquema 11, mostra-se 0 mecanismo proposto para a sintese dos derivados
acridinicos da série GLCL. O pensamento reacional é semelhante ao proposto na série GLDL,
destacando-se 0 aumento do efeito da isomeria dindmica, explicado pelos resultados de IV e

RMN que serdo brevemente discutidos, atribuido a ndo substituicdo do ndcleo acridinico.
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Esquema 11 — Mecanismo reacional das etapas para formacao dos derivados GLCL.
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Fonte: autor proprio

5.3 Identificacdo e caracterizacao quimica dos derivados.

Como observado, o apéndice traz além do docking molecular, os espectros de
infravermelho (1V), os espectros de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) de *H e 3C que
colaboram para elucidacdo das estruturas quimicas. Destaca-se a consulta a inimeros trabalhos
(PITTA, 2012; ALMEIDA et al., 2015; MACHADO, 2016) com estruturas parecidas, como
também a literatura, mais precisamente Pavia (2010) que culminaram na analise a seguir.

A partir do estudo do espectro de IV (Tabela 10), destacam-se as vibracOes de
estiramento N-H para aminas secundarias que, segundo a literatura, ocorrem entre 3500 a 3100
cm?, sendo identificadas variacdes de 3498 a 3139 cm™ para esse estiramento nas moléculas
sintetizadas.

Seguindo uma ordem decrescente para os valores identificados no 1V, chegou-se a um
estiramento associado a ligagdo C-H de alcenos (sp?), onde se destaca a presenca dos C-H
alcenos alifaticos e C-H aromaticos, como também se enfatiza a dificuldade em discussao destes

estiramentos em associacdo a grande presenca de ligacOes entre hidrocarbonetos na sintese em



estudo. As ligagdes de C-H de alcenos vinilicos e arométicos foram associados a estiramentos
que apresentaram valores entre 3088 a 2966 cm™. A possibilidade de ressonancia (aumento do
carater s) e uma maior tensdo na ligacdo atribuem os maiores valores para as ligacdes C-H entre
aromaticos.

O estiramento de hidrocarbonetos (C-H) foi finalizado com o estudo das ligagdes C-H
com carater sp?, na série GLCL destaca-se a presenca do grupamento apenas nos compostos
GLCL-03 (grupamento metoxila) e GLCL-06 (radical metila do fenil), na série GLDL as
ligacBes C-H com carater sp® sdo identificadas em todos os compostos sintetizados, presentes
tanto no grupo metoxila do nucleo acridinico, quanto em alguns substituintes utilizados, como
na série citada anteriormente. Os hidrogénios metilénicos possuem duas bandas de estiramento
C-H, representando os modos de estiramento simétrico (2962 cm™) e assimétrico (2872 cm™)
do grupo, segundo Pavia (2010). Obtiveram-se valores de C-H sp® em relagdo ao estiramento
simétrico entre 2966 a 2897 cm™; e para o estiramento assimétrico variagdes de 2886 a 2834
cm™,

A ligacdo C=N de uma imina (R.-C=N-R1), apresenta um atomo de carbono sp?, se
assemelhando a outras ligacdes que possuem ligacdes duplas entre &tomos, de acordo com Pavia
(2010), seu estiramento acontece entre 1690 — 1640 cm™, em algum caso, a sobreposicio é
considerada das bandas da ligacdo C=C e da C=N, porém com uma absor¢do mais intensa, a
depender do composto, pode ser verificada. Encontraram-se absorc¢des que variaram de 1636 a
1629, para as iminas presentes na estrutura final dos compostos estudados.

Compostos aromaticos constituem varias bandas de absor¢do em uma analise de 1V,
sendo muito complexa a associacdo e conclusdo de todos seus picos. Os picos de C-H no
carbono sp?, como citado acima, tornam-se muitas vezes dificeis e inconclusivos em relagdo a
elucidacdo estrutural do composto, pois as bandas de estiramento de C-H em alcenos e
aromaticos sao identificados na mesma faixa. Para corroborar com um parecer mais conclusivo
da presencga de aromaticos, utilizam-se as bandas de estiramento da ligagdo C=C em anéis
aromaticos, que normalmente sdo identificadas entre 1600 e 1475 cm™, onde em alcenos a
absorcéo caracteristica dessa ligacdo ¢ entre 1650 cm™. Os estiramentos da ligagdo C=C no anel
foram identificados entre 1596 a 1572 e 1486 a 1465 cm™, comprovando a existéncia de
aromaticos em nossa estrutura, 0 modo com o qual foram substituidos também foi elucidado
com alguns picos, que varia conforme a substituicdo do radical e o nucleo utilizado e seréo
discutidos mais adiante.

Como demonstrado na rota sintética pela metodologia, um dos derivados acridinicos

utilizados na sintese foi uma acridina metoxilada. Eteres alquil-arilicos geram duas bandas
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fortes: a primeira banda associada a um estiramento C-O-C assimétrico préximo de 1250 cm*
e a segunda a um estiramento simétrico proximo de 1040 cm™. Foram encontradas bandas fortes
para 0 estiramento assimétrico variando de 1237 a 1223 cm™ e bandas relacionadas ao
estiramento simétrico com pontos entre 1081 a 1029 cm™. Podendo ser atribuidos os aumentos
nos estiramentos simétricos a substituicdo dos radicais nos ndcleos tiossemicarbazénicos, visto
que, no composto ndo substituido GLDL-01, apresentou banda de 1029 cm™. Outro ponto a se
destarcar ainda sobre identificacdo de grupamentos metoxilas, foi a elucidacéo estrutural da
condensacdo do composto tiossemicarbazinico metoxilado ao nucleo da acridina néo
substituida no composto GLCL-03, sendo identificadas bandas em 1252 e 1024, associadas aos
estiramentos assimétricos e simétricos, respectivamente da metoxila.

Um importante pico que caracteriza a funcéo dos derivados acridinicos em questdo € o
estiramento da ligacdo C=S, pois existe grande possibilidade de tautomerismo entre as funcdes
tionila (C=S) e tiol (S-H). De acordo com Pavia (2010) a presenca da ligacdo C=S se da na
regido 1250 a 1000 cm™ e a do S-H em uma banda de 2550 cm, regido esta, mais caracteristicas
em decorréncia da presenca de pouco pontos. Os picos associados a essa ligacdo foram
identificados em duas regides a partir de parametros estabelecidos por Silvestein (2015), regides
entre 1557 a 1551 e 1104 a 1055 cm™* foram associadas a esta ligagdo que, segundo o autor
quando ligado a um nitrogénio apresenta essas bandas caracteristicas. Blau (2009) associou
bandas parecidas a esta ligagdo seguindo o mesmo referencial. Os compostos de acordo com o
IV apresentaram predominancia na forma de tionila, ndo sendo identificados pontos que fossem
associados a forma tiol.

Outra caracteristica dos aromaticos sdo os picos de dobramento fora do plano que
surgem entre 900 a 690 cm™, que, em complemento harménico com bandas fracas que surgem
entre 2000-1667 cm™, elucidam o padr&o de substituicdo no anel. Os compostos da série GLCL
s&o todos monosubstituidos (em relagdo ao nucleo acridinico), e apresentaram dobramento fora
do plano, sendo confirmados pela identificacdo de dois picos, que variaram por volta de 754 a
746 e 704 a 700 cm™. Os derivados acridinicos da série GLDL séo trissubstituidos, e
apresentaram picos com formas e valores um pouco distintos dos encontrados na outra série,
tiveram variancia de 789 a 753 e 704 a 697 cm™,

As figuras 20 e 21 representam um espectro de Infravermelho-1V de cada série GLDL
e GLCL, respectivamente, as demais se encontram nos anexos, as discussdes das bandas
caracteristicas dos grupos funcionais presentes na estrutura podem ser vistas acima e na Tabela
10 que, apresentam todos as bandas identificadas, destacando a importancia deste estudo na

identificacdo dos principais grupos funcionais presentes nas moléculas sintetizadas (PAVIA,
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2010; SILVERSTEIN, 2015).

Trasmitancia(%)

Trasmitancia(%)

Figura 20 — Espectro de infravermelho da GLDL-06.
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Fonte: Proprio autor.
Figura 21 — Espectro de infravermelho da GLCL-06.
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Fonte: Préprio autor.
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Tabela 10 — Dados do IV dos derivados acridinicos.

COMPOSTO

IV (valores em cm)

GLDL-01

GLDL-02

GLDL-03

GLDL-04

GLDL-05

GLDL-06

GLCL-01

GLCL-02

GLCL-03

3498 e 3360 (estiramentos N-H amina secundaria); 3053 3023 e 2995 (estiramento C-
H aromético e alceno); 2966 e 2834 (estiramento C-H carbono sp®); 1636 (estiramento
C=N); 1566 e 1472 (estiramento C=C aromatico); 1426 e 1147 (estiramento C=S
ligado a N); 1417 (dobramento CH;) 1337 (dobramento CHy); 1228 e 1029
(estiramento C-O-C); 960 (estiramento -CH=CH-); 867 (H isolado do benzeno); 760
e 697 (estiramento C-H fora do plano de aromatico monosubstituido).

3251 e 3168 (estiramentos N-H amina secundaria); 3062, 3019 e 2998 (estiramento
C-H aromatico e alceno); 2966 e 2834 (estiramento C-H carbono sp®); 1629
(estiramento C=N); 1589 e 1486 (estiramento C=C aromaético); 1483 e 1092
(estiramento C=S ligado a N); 1429 (dobramento CHs); 1323 (dobramento CHy); 1227
e 1071 (estiramento C-O-C); 960 (estiramento -CH=CH-); 867 (estiramento anel para
substituido); 825 (estiramento C-Cl); 789 e 704 (estiramento C-H fora do plano de
aromatico monossubstituido).

3472 e 3286 (estiramentos N-H amina secundaria); 3053, 3033 e 2975 (estiramento
C-H aromatico e alceno); 2959 e 2838 (estiramento C-H carbono sp?); 1629
(estiramento C=N); 1566 e 1486 (estiramento C=C aromaético); 1483 e 1176
(estiramento C=S ligado a N); 1427 (dobramento CHs); 1330 (dobramento CH>); 1230
e 1074 (estiramento C-O-C); 960 (estiramento -CH=CH-); 867 (estiramento anel para
substituido); 832 (estiramento C-Cl); 789 e 704 (estiramento C-H fora do plano de
aromatico monossubstituido).

3251 e 3151 (estiramentos N-H amina secundaria); 3062, 3014 e 2966 (estiramento
C-H aromatico e alceno); 2927 e 2886 (estiramento C-H carbono sp®); 1629
(estiramento C=N); 1576 e 1472 (estiramento C=C aromatico); 1466 e 1081
(estiramento C=S ligado a N); 1422 (dobramento CHs); 1308 (dobramento CHy); 1223
e 1046 (estiramento C-O-C); 960 (estiramento -CH=CH-); 832 (estiramento C-Cl);
775 e 704 (estiramento C-H fora do plano de aromatico monossubstituido).

3464 e 3350 (estiramentos N-H amina secundaria); 3062, 3043 e 2995 (estiramento
C-H aromatico e alceno); 2937 e 2834 (estiramento C-H carbono sp®); 1629
(estiramento C=N); 1515 e 1351 (estiramento O-N-O); 1576 e 1472 (estiramento C=C
aromatico); 1557 e 1055 (estiramento C=S ligado a N); 1422 (dobramento CHs); 1323
(dobramento CHy); 1237 e 1074 (estiramento C-O-C); 960 (estiramento -CH=CH-);
878 (estiramento anel para substituido); 832 (estiramento C-Cl); 753 e 704
(estiramento C-H fora do plano de aroméatico monossubstituido).

3386 e 3258 (estiramentos N-H amina secundaria); 3062, 3023 e 3004 (estiramento
C-H aromatico e alceno); 2965 e 2842 (estiramento C-H carbono sp®) 1629
(estiramento C=N); 1579 e 1486 (estiramento C=C aromatico); 1557 e 1055
(estiramento C=S ligado a N); 1429 (dobramento CHs); 1323 (dobramento CHy); 1237
e 1074 (estiramento C-O-C); 960 (estiramento -CH=CH-); 871 (estiramento anel para
substituido); 811 (estiramento C-Cl); 775 e 704 (estiramento C-H fora do plano de
aromatico monossubstituido).

3439, 3235(estiramentos N-H amina secundaria); 3059, 3033 e 2995 (estiramento C-
H aromatico e alceno); 1636 (estiramento C=N); 1556 e 1472 (estiramento C=C
aromatico); 1531 e 1083 (estiramento C=S ligado a N); 1466 (dobramento CHs) ; 1345
(dobramento CH,); 749 e 700 (estiramento C-H fora do plano de aromatico
monossubstituido).

3479, 3350 (estiramento N-H amina secundaria); 3053, 3028 e 2992 (estiramento C-
H aromatico e alceno); 1629 (estiramento C=N); 1556 e 1465 (estiramento C=C
aromatico); 1540 e 1094 (estiramento C=S ligado a N); 1437(dobramento CHs); (1330
(dobramento CH,); 797 (estiramento C-Cl substituicho em para); 754 e 704
(estiramento C-H fora do plano de aromatico monossubstituido).

3422, e 3226 (estiramento N-H amina secundaria); 3063, 3033 e 2995 (estiramento C-
H aromaético e alceno); 2897 e 2837 (estiramento C-H carbono sp?); 1636 (estiramento



GLCL-04

GLCL-05

GLCL-06

9-CLORO
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C=N); 1596 e 1472 (estiramento C=C aromatico); 1557 e 1074 (estiramento C=S
ligado a N); 1475 (dobramento CHs); 1330 (dobramento CHy); 1252 e 1024
(estiramento C-O-C); 803 (estiramento anel para substituido); 753 e 704 (estiramento
C-H fora do plano de aroméatico monossubstituido).
3258 e 3139 (estiramento N-H amina secundaria); 3062, 3027 e 2986 (estiramento C-
H aromatico e alceno); 1636 (estiramento C=N); 1593 e 1472 (estiramento C=C
aromatico); 1557 e 1074 (estiramento C=S ligado a N); 1466 (dobramento CHs); 1353
(dobramento CHy); 803 (estiramento C-Cl); 754 e 704 (estiramento C-H fora do plano
de aroméatico monossubstituido).
3492 e 3364 (estiramento N-H amina secundaria); 3088, 3023, 2999 (estiramento C-
H aromético e alceno); 1636 (estiramento C=N); 1579 e 1472 (estiramento C=C
aromatico); 1557 e 1104 (estiramento C=S ligado a N); 1522 e 1351 (estiramento O-
N-O); 1466 (dobramento CH3); 1337 (dobramento CH,); 794 (estiramento anel para-
substituido); 746 e 704 (estiramento C-H fora do plano de aromatico
monossubstituido.
3347 e 3228 (estiramento N-H amina secundaria); 3088, 3033 e 3023 (estiramento C-
H aromatico e alceno); 2995 e 2944 (estiramento C-H carbono sp®); 1629
(estiramento C=N); 1596 e 1472 (estiramento C=C aromatico); 1557 e 1074
(estiramento C=S ligado a N); 1466 (dobramento CHj3); 1337 (dobramento CH,); 800
(estiramento anel para substituido); 754 e 704 (estiramento C-H fora do plano de
aromatico monossubstituido).

3137 e 3080 (estiramento C-H alceno); 3030 e 2995 (estiramento C-H aromaético);
1629 (estiramento C=N); 1600 e 1472 (estiramento C=C aromatico); 946
(estiramento -CH=CH-); 818 (estiramento C-Cl); 751 e 690 (estiramento C-H fora do
plano de aromatico monossubstituido).

Fonte: Proprio autor.

Com o estudo de RMN de *H (Tabela 11) e o RMN de **C (Tabela 12) foram elucidadas

as estruturas dos compostos sintetizados. Foram identificados os principais picos caracteristicos
das estruturas. As correlagdes em unidimensionais no RMN n&o foram suficientes para
elucidacao estrutural das moléculas sintetizadas, utilizou-se técnicas espectroscopicas que
proporcionaram importantes correlacfes bidimensionais (2D) nos estudos de RMN.

As figuras de 22 a 27 apresentam espectros que contribuem para a elucidacéo estrutural
da molécula GLDL-06, tomada como base para as demais estruturas da série GLDL, visto que,
as mudancas sdo substituicdes no aromatico, que segundo os espectros das demais moléculas,
ndo proporcionou nenhuma cisdo na estrutura, ou mudanca drasticas que originasse um
rearranjo intramolecular alterando as correlagdes apresentadas.

Na série GLDL, um simpleto, em ppm, variando de 9,32 a 9,10 ppm foi associado a
ligagdo N-H do nucleo acridinico, uma correlagdo muito fraca com o carbono da tionila na
posicdo 12, destacada na figura 22, corrobora para que o primeiro sinal dos espectros nesta
regido seja relacionado ao hidrogénio na posi¢do H-13. Continuando nesta série, um simpleto,
caracteristico de ligacdes com aminas secundarias, variando de 9,28 a 9,07 ppm foi associado

a ligacdo N-H na posicédo 10, concomitantemente, uma ideia de conformacéo menos energética,



como veremos adiante, e por ele ndo apresentar nenhuma correlagéo nos espectros estudados,
outra caracteristica de ligagdes de hidrogénio com heteroatomos, complementa a ideia desse
hidrogénio nesta posicdo. Um simpleto variando de 7,04 a 6,84 ppm, foi associado a ligacdo C-
H alifatico na posicdo 15, a proximidade ao aromatico Ari, possibilitou algumas correlagdes
vistas nas figuras 26 e 27, que associa ele a esta posi¢do na estrutura. Os pontos caracteristicos
do grupamento metoxila foram elucidados, com variagdes entre 3,83 a 3,73 ppm, na forma de
um simpleto. Na analise do RMN de **C bandas caracteristicas da metoxila (-OCHs), em ppm,
foram identificadas entre 55,28 e 55,88 ppm. Destaca-se na discussdo sobre o estudo de
carbonos que, a sobreposicdo dos pontos na série metoxilada do anel acridinico ndo foi
verificada, as substituicbes da metoxila e do cloro em posic¢Ges diferente no nucleo acridinico,
atribuem especificidades para cada carbono. Em relacdo ao espectro da GLDL-06, destaca-se
outro simpleto em 2,26 ppm, correspondente a trés hidrogénios, associado ao metil do Ary,
correlagbes com este radical metila facilitaram a elucidac&o estrutural da regido do aromético
Ary.

Figura 22 — Espectro de RMN de *H da GLDL-06.

Espectro de 'H da GLDL-06

3.8302

Fonte: Proprio autor.
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A Figura 23 apresenta o espectro de 3C da GLDL-06 que relacionado com a Figura 24,
possibilita conclusfes em relacdo as ligagdes dos carbonos da estrutura, como presenca de
carbonos primarios, secundarios, terciarios e/ou quaternarios. A presenca de dois carbonos

primarios na GLDL-06 é apontada pelo Dept, como também os carbonos quaternarios da tionila

e o ligado ao radical metoxila.

Figura 23 — Espectro de RMN de *C da GLDL-06.
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Figura 24 — Espectro de RMN - DEPT do GLDL-06.
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A Figura 25 comeca a mostrar espectros conhecidos como bidimensionais (RMN 2D),
dos quais foram utilizados neste trabalho: a ressonancia homonuclear (COSY) e as
heteronucleares (HSQC e HMBC).

O COSY, usualmente identificado por COSY !H - H, é um experimento importante
que correlaciona acoplamentos escalares entre dois ntcleos *H - *H. Em cada eixo do espectro
de COSY séo plotados os espectros de RMN de *H do composto em estudo, em seguida 0s
sinais de correlacdo entre os hidrogénios sdo analisados, destaca-se que 0s sinais na diagonal
ndo traduzem informacao. A Figura 25 mostra como sao feitas essas correlagdes e quais foram
identificadas para o composto GLDL-06, correlacbes como a destacada em vermelho com o

radical metila, corrobora para elucidar a posic¢éo do(s) hidrogénio(s) que relaciona(m) com ele.
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Figura 25 — Espectro de RMN - COSY !H —H da GLDL-06.
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O HSQC é uma técnica heteronuclear *H e 3C que detecta acoplamentos de curto
alcance. Se caracteriza por correlacGes diretas C — H, o espectro abaixo (Figura 26) apresenta
as correlacdes diretas identificadas nesta analise para 0 composto GLDL-06, algumas séo ja
esperadas por apresentarem-se em picos distintos dos aromaticos, como a correlacdo dos
radicais metoxila e metila, outras de grande ajuda por apontar carbonos e hidrogénios na regido
de picos aromaticos, como as correlagfes: 129,55 - 7,12 (C-H) ppm do nucleo Ary, a 144,06
- 6,92 (C-H) ppm do hidrogénio alifatico posicdo 15 e a 129,44 - 8,30 (C-H) do nucleo
acridinico, podem ser citadas como algumas importantes correlacdes detectadas na analise.
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Figura 26 — Espectro de RMN - HSQC da GLDL-06.
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O HMBC é uma técnica heteronuclear 'H e 3C que detecta acoplamentos de longo
alcance. Suas vantagens em relacdo ao HSQC seriam: (i) a possibilidade de correlacdes do
heteronicleo com hidrogénios ndo diretamente ligados e, (ii) um Unico carbono pode
correlacionar com inimeros hidrogénios vizinhos, aumentando as correlac@es deste estudo. No
geral, grupos carbonilicos e carbonos tetrasubstituidos podem ser acoplados por esta técnica
sendo possivel apresentar acoplamentos a duas ou trés ligacdes. Algumas das correlagdes
identificadas nesta analise para o composto GLDL-06 estdo marcadas e direcionadas por setas
na figura 27, a principal correlagéo neste estudo, constribuiu para a ideia do hidrogénio na
posicdo H-13 para a série GLDL, apareceu de forma fraca e relacionou-se com o carbono na
posi¢do C-12 da tionila (C=S).



Figura 27— Espectro de RMN - HMBC do GLDL-06.
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Para o inicio das discussdes sobre a série GLCL é primordial trazer informac6es
espectrais das sinteses de partida, que facilitardo um pouco as discussdes acerca da elucidacéo
estrutural dos compostos dessa série. Inicia-se pela acridona sintetizada a partir do acido N-
fenilantranilinico citado na metodologia e na se¢do de mecanismo reacional.

As figuras de 28 a 32 trazem os espectros referentes a acridona sintetizada, onde
novamente foram utilizados os estudos de RMN 2D para facilitar o entendimento sobre suas
correlagdes estruturais. Destaca-se o pico em 11,71 ppm relacionado ao hidrogénio ligado ao
heterodtomo presente em sua estrutura, esta informacao é crucial para as proximas discussoes
sobre a série GLCL, como também a informacdo que este hidrogénio ndo se correlacionou com

nenhum atomo da molécula.
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Figura 28 — Espectro de RMN de H da acridona.
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A figura 29 apresenta os picos dos carbonos da estrutura da acridona, estes picos foram
utilizados para definir a presenca da acridona nos espectros dos compostos da série GLCL,
destaca-se o0 pico em 177,26 ppm relacionado a carbonila (C=0) da acridona.

A figura 30, através do espectro do COSY !H - *H elucida as posi¢des dos hidrogénios
com as correlacdes obtidas, o hidrogénio 7,23 ppm correlacionar-se com 0 8,22 e 0 7,70 ppm,
colocando o0 7,53 ppm na posicdo 4 e 5, 0 7,22 ppm na posi¢édo 2 e 8. Por fim, a correlacéo do

7,52 com 0 7,69 ppm sugere sua posic¢ao 3 e 6 na estrutura.



92

Figura 29 — Espectro de RMN de 3C da acridona.
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Figura 30 — Espectro de RMN COSY *H - *H da acridona.
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A partir das discussdes anteriores do RMN de COSY H - H, o RMN - HSQC (Figura
31) e 0 RMN - HMBC (Figura 32) completam as correlages com os estudos dos acoplamentos
curtos e longos das ligagbes C-H, respectivamente. Com uma estrutura mais simples, como a
da acridona, as correlacbes do RMN 2D sdo simples e precisas. Descata-se a auséncia nas

correlag@es do hidrogénio da ligagdo N-H.

Figura 31 — Espectro de RMN - HSQC da acridona.

r
I II A I\ I Al\‘
2 . Se NG J A I

gHSQCAD_01
ACRIDONA Fo
10
20
30
{2.50,40.26}dmso
e 40
50
60
70
80 ey
r £
90 8
100 =
--------------- £ F110
3 BTN 795 10157
_ <18.24,126.56} ,%{_ ______ 120
- T g7.72,134.005 > i
- v nge e 130
P 140
150
160
170
T 80

T T T T T T : T T T T T T T T T T T T T -
105 100 95 90 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 00 -05
f2 (ppm)

Fonte: Préprio autor.
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Figura 32 — Espectro de RMN - HMBC da acridona.
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Na figura 33 apresenta-se um espectro de Uv-vis, técnica de facil acesso na
universidade. O espectro sugere que a reacdo ocorreu com um fenémeno hipsocrémico e
hipocrémico na banda da 9-cloroadridina, porém, ainda pouco conclusiva quanto a pureza do

nucleo.
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Figura 33 — Espectro de UV-vis da 9-cloroacridina.

T T ' I ! T ' I T I T I ' T ! T ' I T 1
2000 -
1000 S 380 397
360 \ y
< °7
O _
=
< 1000 -
o —— ACRIDONA
O | — 9CLORO Cl
@ -2000 0
<C
/
-3000 |
. \ N
-4000 H N
] |

— 1 T 1 7 — 1 T T 1 7 — 1 T T 1

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
nm

Fonte: Préprio autor.

Os espectros de *H e 3C disponibilizados por Machado (2016) (Figura 34 e 35) sugere
deslocamentos que ajudaram a elucidacéo estrutural dos compostos da série GLCL, a presenca
de apenas 4 deslocamentos caracteristicos a este nucleo, na regido de aromaticos congrua com
0 pensamento da presenca de acridona nos produtos da série GLCL como veremos a seguir. Foi
gerada toda esta discussdo para fundamentar a ideia da impureza dos compostos, que, mesmo

assim se mostraram potentes frente as linhagens celulares testadas.



Figura 34 - Espectro de RMN de *H da 9-cloro acridina.
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Figura 35 - Espectro de RMN de **C da 9-cloro acridina.
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Na série GLCL destaca-se a identificacdo de simpletos entre 11,89 e 11,48 (ppm)
(Figura 36), que sdo associadas as ligacbes de N-H da acridona, reagente de partida. A
dificuldade de finalizacdo na sintese da 9-cloroacridina, como também a degradacéo do SOCI;
utilizado, justificariam a presenca de impurezas. Um simpleto variando de 9,33 a 9,23, assim
como na serie passada, foi associado a ligacdo N-H na posicdo H-13. Continuando nesta série,
um simpleto, caracteristico de ligagdes com aminas secundarias, variando de 9,28 a 9,07 ppm
foi associado a ligagdo N-H na posicdo 10. O hidrogénio na posi¢cdo 15 ligado ao carbono
alifatico, apresentou picos entre 6,97 e 6,74. O ponto caracteristico do grupamento metoxila,
no composto GLCL-03 foi encontrado em 3,73 ppm na forma de um simpleto. Na analise do
RMN de *C (Figura 37), as bandas referentes as ligacdes tionilas presentes nos derivados foram
encontradas entre 180,83 e 176,69. Bandas caracteristicas da metoxila (-OCHzs), composto
GLCL-03, e metila (CH3), composto GLCL-06, foram identificadas em 55,26 e 20,97 ppm,
respectivamente. Destaca-se a presenca da acridona em todos 0s compostos sintetizados, tendo
como referencial os espectros discutidos acima da sua estrutura. Uma banda variando de 176,47
a 178,45 foi associado a carbonila presente na estrutura da acridona.

Expressa-se a necessidade de correlacbes bidimensionais, como também o estudo de
novas rotas sintéticas para a sintese da série GLCL, buscando a sintese de estruturas mais puras
e elucidativas.

Figura 36 — Espectro de RMN de 'H da GLCL-06.
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Figura 37 — Espectro de RMN de 3C da GLCL-06.
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Ary

99

Composto Aromaticos () H-10(3) H-13(5) H-15(3) | H-(OCHa) (3)
7,78 (m, 2H), 7,70 — 7,53 (m, 3H) 8,24 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 8,14 (d, J = 9,5
GLDL-01 | Hz, 1H), 7,88 — 7,34 (d, = 1,5 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,28 (d, J | 9,07 (5, 1H) | 9,16 (s, 1H) | 6,91 (s, 1H) | 3,82 (s, 3H)
= 2,2 Hz, 1H), 6,78 (d, J = 2,7 Hz, 1H).
7,68 (d, J= 8,6 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 8,3 Hz, 2H)
GLDL-02 | 831 (s, 1H), 8,21 (d,J = 9,6 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 7,38 (d, | 9,16 (s, 1H) | 9,21 (s, 1H) | 6,93 (s, 1H) | 3,82 (s, 3H)
1H), 7,34 (d, J = 8,1 Hz, 1H), ,.78 (d, J = 2,8 Hz, 1H),
7,74 (d, J = 2,6 Hz, 2H), 6,88 — 6,85 (M, 2H) 3,83 (s, 3H)
GLDL-03 | 8,39 (d,J=19 Hz, 1H), 8,28 (d,J=9,5 Hz, 1H), 7,77 (d, ] = 2,1 Hz, 1H), | 9,08 (s, 1H) | 9,16 (5, 1H) | 6,92 (s, 1H) | 375 (s’ 3H)'
7,71 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 7,67 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 6,83 (d, J = 2,7 Hz, 1H) (915 ST
7,65 7,63 (M, 2H), 7,55 — 7,44 (m, 2H)
GLDL-04 | 8,59 (d,J=8,5Hz, 1H), 8,21 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 7,68 (d, J = 10,3 Hz, 1H, | 9,22 (s, 1H) | 9,33 (s, 1H) | 6,84 (s, 1H) | 3,84 (s, 3H).
7,60 (d, J = 13,9 Hz, 1H), 6,76 (d, J = 2,7 Hz, 1H)
8,13 (s, 4H)
GLDL-05 | 8,29 (d,J=1,9 Hz, 1H), 8,18(d, J = 9,6 Hz, 1H), 7,65(dd, J = 8,7, 1,5 Hz, | 9,26 (s, 1H) | 9,32 (s, 1H) | 7,04 (s, 1H) | 3,82 (s, 3H).
1H), 7,64 — 7,60 (m, 1H), 7,58 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 6,75 (d, J = 2,7 Hz, 1H)
8,40 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 8,30(d, J = 9,6 Hz, 1H), 7,75(t, J = 2,3, 1H), 7,72 3,83 (s, 1H)
GLDL-06 —7,70 (m, 2H), 7,66 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 7,12 (d, J = 8,0 Hz, 2H) 911 (s, 1H) | 9.22(s, 1H) [ 6,92 (s, 1H) | "o s '1H) -

7,58 (d,J=9,2Hz, 1H), 6,83 (d, J = 2,7 Hz, 1H)

*referente ao radical CH3



Tabela 12 - Dados do RMN de *H dos compostos sintetizados da série GLCL.
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Composto

Aromaticos ()

Acridona (N-H)

H-10(5)

H-13(5)

H-15(3)

H-(OCHs)

GLCL-01

8,29 (dt 8,8, 1,0 Hz, 2H) 7,89 (ddd, J=88, 4,4,
3,6Hz, 2H) 7,76 (t, j=1,5Hz, 2H), 7,73 (t, J=1,6Hz,
2H), 7,70 (d, J=1,6Hz, 1H)

11,72 (s)

9,15 (s, 1H)

9,09 (s, 1H)

6,74 (s, 1H)

GLCL-02

8,08 (m, 2H), 7,78 (d, J = 3,9 Hz, 3H),
8,49 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 8,23 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
7,83 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 8,2 Hz, 2H),
7,25 (t,J = 7,5 Hz, 1H)

11,88 (s)

9,28 (s, 1H)

9,33 (s, 1H)

6,92 (s, 1H)

GLCL-03

8,26 — 8,20 (m, 2H), 7,25 (ddd, J = 8,1, 6,9, 1,1 Hz,
2H) 8,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 8,07 (ddd, J = 8,5,
5.4, 2,6 Hz, 2H), 7,82 — 7,68 (m, 7H), 7,58 (dt, J
= 8,3, 0,8 Hz, 2H) 6,86 (d, J = 2,1 Hz, 2H),

11,89 (s)

9,17 (s, 1H)

9,23 (s, 1H)

6,83 (s, 1H)

3,73 (s, 3H).

GLCL-04

8,61 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 8,37 — 8,28 (m,2H), 8,29 (d,
1,0Hz, 1H), 7,92 (ddd, J=8,8, 5,8, 2,2 Hz, 3H) 7,70 —
7,67 (M,2H), 7,67 — 7,64 (m,2H), 7,49 — 7,46 (m,2H)

11,65 (s)

9,34 (s, 1H)

9,27 (s, 1H)

6,77 (s, 1H)

GLCL-05

8,24 (q, J=0,9 Hz, 2H), 8,21 (q, J=1,2Hz, 2H), 8,11
(t, 3=1,0 Hz, 4H), 7,70 (t, J=1,0 Hz, 2H), 7,69 (d,
J=1,0 Hz, 2H)

11,70 (s)

9,37 (s, 1H)

9,33 (s, 1H)

6,97 (s, 1H)

GLCL-06

8,41 (dd, J=8,8, 1,0, 2H), 8,03 (dt, J= 8,6, 4,0 Hz,
2H), 7,75 (d, J=3,2 Hz, 3H), 7,74 — 7,72 (m, 2H),
7,11 (d, J=8,0 Hz, 2H)

11,80 (s)

9,23 (s, 1H)

9,14 (s, 1H)

6,82 (s, 1H)

2,26 (s, 1H) *

*referente ao radical CH3



Tabela 13 - Dados do RMN de 3C dos compostos sintetizados da série GLDL.
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Composto Aromaticos (3) C-15(3) | C-12(3) | C-(OCHa)
GLDL-04 147,37; 137,89; 1132781?551;113247113723;;113;(;?4571;11321417765;;11229i?915,;1g)2§:3’3i’ 129,05; 128,77; 135 56 180,52 55.76
GLDL-05 158,40; 147,88; 1f27é?§é;152951?176;152841’:18551;13?243,,2477’;1]?212,,5325’;155’4?57_, 128,58; 127,80; 140,60 180,67 55,72
GLDL-06 158,50; 145,14; 144,99; 140,77; 1%(-)%781’153:85 129,00; 128,14; 125,77; 125,40; 143,52 180,14 5251,%%;*

*referente ao radical CH3



Tabela 14- Dados do RMN de *C dos compostos sintetizados da série GLCL.
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Composto Aromaticos () Acridona (9) C-15 (0) C-12(d) C-(OCHs) (6)
176.69: 149.48; 130 66: 130,45: 129 84; 128.39: 176 47: 140,84: 133 40; 120.95.

GLCL-01 128,04: 127,58: 125.96: 123.71: 123,20, 120 44: 117.27 14250 | 176,69 J

133 35; 129 73; 128.50; 125.94; 140 87; 132,33 120,92, 117 31

GLCL-02 12093 12378, 14230 | 180,39 ]
161.15: 120,92: 120.43: 129.82: 161.15: 145,90; 17671 125.94; 125 89; 124.36;

GLCL-03 14087: 133,35; 128.37: 117,30° 113,89, 123 89. 14344 | 180,14 95,26
140,05 136,98; 13559: 134,72: 133.70; 133.44:
131.07: 130,63: 129 73: 129,42: 129 22: 129 15: 178.26: 140,86: 133.99: 120,99:

ClCL-on 129.08: 128.66: 128.44: 127.79: 127 63: 125 99: 120 46: 117.31 Lhzs | Ly -

123.16: 123.02

151.41; 131.68; 128.99: 128,11: 128.02; 125.95. 178.45: 140,70; 133.30; 120,94

GLCL-05 123.72: 123.47: 123.26 120 43: 117.28. 147,54 | 18083 -

cLeL06 153.59; 146.76; 140.39: 132,80; 130.63; 128,21 176,70; 14035, 133,38, 12093 | 4000 | 1o0ae 2007

128,04, 126,90, 125,95; 124,16, 123,70

120,43; 117,29

*referente ao radical CHs Fonte: Prdprio autor.



Uma possivel justificativa para a conformagdo com hidrogénio na posi¢do H-10 é
encontrada com a utilizagdo do célculo de MM2, que segundo Carvalho (2003), consistem em
estudos mecanicos moleculares com o nucleo dos atomos, determinando as possiveis interacoes
moleculares resultantes do estiramento das ligacdes, as deformac6es angulares, torcionais e
espaciais, calculando assim uma energia de molécula mais estavel com paramentos na energia
do metano (1Kj/mol). Em consonéncia com esses parametros obteve-se dados de MM2 para as
dois tautdbmeros da série GLDL, apresentados no esquema 12. A forma | apresentou valor de
MM2 de 117,17 Kcal/mol, para o conférmero Il o valor de apresentou-se em 21,81 Kcal/mol,
justificando a predominancia, nesse caso, deste conformero (I1), por exibir uma menor energia

para sua existéncia, sua presenca é mais favoravel para a reacao.

Esquema 12 — Tautomerismo proposto para compostos com o nicleo substituido.

H

I 1
I 1
-- Nl

MM2 = 117,17 Kcal/mol MM2 = 21,81 Kcal/mol
Fonte: Proprio autor.

Em concordancia com os resultados acima, o estudo de MM2 ainda trouxe resultados
para a série GLCL, que apresentou o conférmero Il (Esquema 13) como mais estavel, com valor
de energia minima em 14,68 Kcal/mol, comparando com os resultados para a isomeria I, energia

minima 105,00 Kcal/mol, justificando sua prevaléncia reacional.
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Esquema 13 — Tautomerismo proposto para compostos com o nucleo ndo substituidos.

R
S
H
1]
N\ e
\
= - 57 N
|
H
Ll L
MM2 = 105,00 Kcal/mol MM2 = 14,68 Kcal/mol

Fonte: Préprio autor.

Com relacdo a caracterizacdo dos derivados acridinicos da tiossemicarbazida por
espectrometria de massas, MALDI — TOF, pode -se observar nos espectros (Apéndice C) a
presenca de picos referentes ao ion molecular [M+H] * de cada analogo e picos referentes a
possiveis fragmentacbes geradas na quebra da ligacdo dos nitrogénios da tiossemicarbazida,
como em outros pontos da molécula. Os esquemas 14 e 15 apresentam as principais
fragmentacOes identificadas nos espectros das figuras 38 e 39 das moléculas GLDL-06 e

GLCL-06, respectivamente.

Esquema 14 — Fragmentag&o na série GLDL, mais especificamente no composto 06.

— -+

cl
N
. H
\O\ H HN

G )
N\N/H Fragmentagao Séc‘N/H

! H |/

_C_ OCHj;
@ 940
N | - -
Cl N

104



Intens. [a.u]

Figura 38 — Espectro de massa do composto GLDL-06.
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Esquema 15 — Fragmentacédo na série GLCL, mais especificamente no composto 06.
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Figura 39 — Espectro de massa do composto GLCL-06.
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Fonte: Proprio autor.

Concordando com os dados apresentados anteriormente, a tabela 15 apresenta os dados
das massas exatas dos ions moleculares, os valores das massas calculadas, como também as
massas reais encontradas. A grande maioria dos compostos tiveram uma pequena diferenga
entre a massa calculada e massa encontrada dos seus ions moleculares, porém essa diferenca
apresentou valores inferiores ou proximos de 1, tendo como excec¢do o ion molecular da 9-
cloroacridina, que como relatado na literatura pode apresentar massa acrescida de 3
hidrogénios, [M+H]**.
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Tabela 15 - Dados das massas exatas dos ions moleculares.

COMPOSTO MASSA [M+H] + MASSA E
CALCULADA[M/Z] NCONTRADA
GLDL-01 420,923 421,931 421,328
GLDL-02 455,368 456,376 455,466
GLDL-03 450,949 451,957 451,507
GLDL-04 489,813 490,821 489,602
GLDL-05 465,920 466,928 466,575
GLDL-06 434,950 435,958 435,435
GLCL-01 356,452 357,460 356,808
GLCL-02 390,897 391,905 391,095
GLCL-03 386,478 387,486 387,105
GLCL-04 425,342 426,350 425,302
GLCL-05 401,449 402,457 402,198
GLCL-06 370,479 371,487 370,955
9-CLORO 213,667 216,691* 216,036
“[IM+H]>

As técnicas espectroscopicas tém capacidade de fornecer uma impressdo digital de um
composto (fingerprint). A espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV- Vis)
caracteriza-se pela transicdo de atomos ou moléculas de um estado de energia mais baixa
(inicial ou estado fundamental) para um estado de energia maior (estado excitado) em niveis
eletronicos. Os nucleos determinam a intensidade com a qual os elétrons estdo ligados e,
portanto, influenciam no espagamento de energia entre os estados fundamental e excitado.
Entdo, a energia caracteristica de uma transicdo como também sua energia absorvida, tornam-
se propriedades de um grupo de atomos, chamados de cromdforos (PAVIA, 2010).

Apresenta-se na tabela 16, as principais bandas de absorbéancia identificadas no estudo
de ultravioleta/visivel (UV-Vis) dos novos derivados sintetizados. Segundo Rao (1958) que

estudou compostos heterociclicos nitrogenados, o nlcleo acridinico tem por caracteristicas duas
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bandas de absorcao, a primeira na regido de 250 nm, que apresenta intensidade méaxima e a
segunda por volta de 358 nm, com intensidade relativamente baixa e de dificil detecgdo. Para
0s compostos acridinicos sem substituicdo, série GLCL, a principal banda identificada variou
entre 241 a 252 nm associada ao nucleo acridinico que, em relacdo ao benzeno, apresenta
caracteristicas como coplanariedade e conjugacdo, justificando assim, bandas de absorgdo em
maiores comprimentos de onda, efeito batocromico. A série GLDL por apresentar substituintes
com pares de elétrons disponiveis que, aumenta o efeito de conjugacdo ao anel, apontou
absorcoes entre 255 a 264 nm.

Em relacdo as substituicbes no anel superior (Ari), ligado a tiossemicarbazida,
identificou-se uma correlagdo com os parametros eletronicos que cada substituinte proporciona
a molécula. Segundo Pavia (2010) qualquer substituinte podera influenciar na distribuicdo de
elétrons na molécula aromatica, e assim proporcionar uma absor¢do em um comprimento de
onda maior. O caréter retirador de um substituinte ndo o credencia a exercer nenhum efeito na
absorcdo secundéria da estrutura, a ndo ser que este grupo também tenha caracteristicas para
ser um cromoforo. Porém, grupos que doam elétrons aumentam interferem tanto no
comprimento de onda quanto na intensidade da banda de absorcdo (PAVIA, 2010). Os efeitos
foram identificados nas duas séries, 0s espectros apresentados nas figuras 40 e 41 e as bandas
de absorcéo na tabela 16 mostram o efeito batocrémico de todas as substituicdes, onde o nitro
proporcionou sempre o maior deslocamento, seguido pelo 2,4 dicloro e o radical metoxila. A
hiperconjugacdo proporcionada por substituintes alquilas na posicdo para, compostos GLDL-

06 e GLCL-06, atribuem ao mesmo também efeitos batocrémicos ao anel.

Tabela 16 — Principais bandas de absor¢do UV — Vis para 0s compostos sintetizados.

COMPOSTO GLDL-01 GLDL-02 GLDL-03 GLDL-04 GLDL-05 GLDL-06

3. (nm) 255 264 263 263 264 263
308 314 320 321 345 311

COMPOSTO GLCL-01 GLCL-02 GLCL-03 GLCL-04 GLCL-05 GLCL-06
A (nm) 252 251 250 241 250 251
310 315 320 324 351 312

Fonte: Proprio autor.
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Figura 40 — Espectroscopia do UV - Vis da série GLDL.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 41 — Espectroscopia do UV - Vis da série GLCL.
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Fonte: Proprio autor.
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Destaca-se ainda a importéncia deste estudo que, possibilita construir um perfil de
absorcdo dos novos derivados, para que, posteriormente, possa ser utilizado em anélises de

interacdes com diferentes alvos, acompanhadas por absorbancia, como, a interacdo com o DNA.

5.4 Interacdo com DNA e BSA.

Como discutido anteriormente, a ligacdo de moléculas ao DNA pode induzir a
importantes alteracfes nas propriedades estruturais, como também, na transcricdo, replicacéo e
expressdo genética das células, motivando uma possivel alteracdo em sua funcéo fisioldgica
(ZHU et al., 2014). A inducéo a apoptose das células cancerigenas, influenciada pelas alteracoes
citadas acima, compde um importante estudo utilizado na criacdo de agentes quimioterapicos,
em sua maioria antitumorais que, exercem seus efeitos por atuacdo no DNA (HOSSAN;
KUMAR, 2009; JAIN; BHATTACHARYA, 2011).

A espectroscopia eletronica de absorcdo € uma das técnicas mais utilizadas para a
avaliacdo da ligacdo entre o DNA e ligantes anormais a sua estrutura. O espectro de absor¢édo
na regido do UV-Vis do DNA, caracterizada por uma banda em 260nm, atribuida aos grupos
cromoforos presentes nas bases nitrogenadas, é responsavel por qualificar as interacGes sofridas
pela estrutura do DNA com os novos ligantes (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013).

Alguns efeitos importantes podem ser observados ao estudo de espectroscopia de
absorcdo do DNA, alguns sdo relacionados diretamente com as formas de interacao dos ligantes
com a estrutura do DNA. No geral, o efeito chamado hipocromismo associado a um desvio
forte para regido do vermelho, conhecido como batocromismo, € considerado indicador da
intercalacdo de pequenas moléculas ao DNA, derivado de um forte empilhamento dos pares de
cromoforos (CHEN et al., 2011). Na interacdo de um composto ao DNA por intercalacdo, o
orbital 7* do ligante pode interagir com o orbital = das bases do DNA, resultando em uma
menor energia para transigdo n- ¥, caracteristica de um efeito batocromico. Diferentemente, o
orbital m estd parcialmente preenchido com elétrons, reduzindo a probabilidade das transi¢des
e, favorecendo um efeito conhecido como hipocromismo (GAO et al., 2010). Complementando
este estudo, o efeito de hipercromismo, inverso do hipocromismo, caracteriza a interacdo como
possivel atracdo eletrostatica ou por ligacdo covalente (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH,
2013). A intensidade dessa interacdo DNA e ligante pode ser calculada por uma constante
denominada K, que, tem fundamentacdo na equacdo de Benesi-Hildebrand (MUDASIR;
INOUE, 1999).1

A tabela 17 apresenta as propriedades absortivas dos novos derivados
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tiossemicarbazonicos-acridinicos com o DNA.

Tabela 17 — Propriedades absortivas dos compostos sintetizados com o DNA.

PROPRIEDADES ABSORTIVAS

SOINIFOSTIE) Aaas Ve AalilEel Hipercromismo Hipocromismo Kb (M%)

+ DNA (nm) (nm)
GLDL-01 333 318 15 35.68% - 6.24 x 10°
GLDL-02 336 322 14 42.16% - 1,91 x 107
GLDL-03 338 328 10 49.88% - 1,08 x 10*
GLDL-04 337 332 5 24.27% - 5,90 x 10°
GLDL-05 366 364 2 16.32% - 6,18 x 10*
GLDL-06 332 326 6 20.34% - 5,83 x 10°
GLCL-01 385 385 0 _ 6.48% 2.17 x 10°
GLCL-02 312 317 5 2.74% _ 6.35 x 10*
GLCL-03 318 318 0 _ 20.30% 6.02 x 10*
GLCL-04 318 318 0 _ 0.54% 1,38 x 10°
GLCL-05 346 346 0 - 8.39% 3.74 x 10*
GLCL-06 310 312 2 - 47.53% 2.95 x 10*

Fonte: Préprio autor.

Destaca-se o efeito hipercrémico apresentado na série GLDL com desvio para o azul,
hipsocromico (2-15 nm), onde a maior alteracdo de intensidade de absorg¢do aconteceu com o
composto GLDL-03 que apresentou um hipercromismo de 49,88%. Por outro lado, a série
GLCL apresentou, em sua grande parte, efeitos hipocrémicos, alternando em certos momentos
os efeitos com 0 aumento da concentracdo do DNA na anélise. O composto GLCL-06 apontou
um maior desvio de absor¢do com 47,53% de hipocromismo. Ambos os efeitos, hipercromico
e hipocrémico sdo indicadores de possiveis alteracdes provocadas na estrutura da dupla hélice
do DNA apo6s ligacdo com os derivados (LAFAYETTE et al.,, 2013). Notadamente, 0
hipercromismo origina-se a partir da ciséo da estrutura secundaria do DNA com contragdo no
eixo da hélice; ao contrario do hipocromismo que resulta da estabilizacdo da cadeia dupla do
DNA, que se d& através da intercalacdo, efeito eletrostatico ou por ligagdo nos sulcos
(STREKOWSKI; WILSON, 2007; KASHANIAN; DOLATABADI, 2009; LAFAYETTE et
al., 2013).

Segundo lThmels (2005) as constantes de ligagdo de DNA (Ky), para complexos de
intercalagdo entre compostos organicos e 0 DNA variam entre 1 x 10%a 1 x 105 M? ¢, as



constantes que retratam compostos que apresentam ligaces ao sulco variam entre 1 x 10°a 1 x
10° M. Tomando como base as referéncias citadas os compostos da série GLDL 01, 02, 03 e
06 apresentaram Kp > 1 x 10°, caracterizando um possivel potencial de ligagdo aos sulcos, 0s
compostos GLDL 03 (Kp = 1,08 x 10%) e 05 (K, = 6,18 x 10%) se apresentaram como potenciais
intercaladores de DNA. Os derivados da série GLCL 01 (Kp = 2,17 x 10°) e 04 (Kp = 1,38 x
10°) também demonstraram fazer interacdes com os sulcos, os demais desta série tiveram Kp
entre 1 x 10%e 1 x 10°, apontando sua forma de interagdo com o DNA, a intercalag&o.

O estudo de intercalacéo e resultados de interacdo com o DNA (Ky), feito seguindo a
metodologia de McGhee e von Hippel (MCGHEE; VON HIPPEL, 1974) mostraram que 0S
derivados acridinicos-tiossemicarbazonicos tiveram fortes interacdes com o DNA, comparando
com os resultados da ligacdo da amsacrina-DNA que apresentou constante de ligacdo K= 1,2
x 10* M (JANGIR et al., 2012). O mais forte resultado de interacdo foi apresentado pelo
GLDL-02 (Kb = 1,91 x 10" M) (Figura 42), caracterizado pela presenca de dois atomos de
cloro, um no nucleo acridinico e outro no anel aromatico ligado a tiossemicarbazida, que,
teoricamente tende a aumentar as propriedades hidrofébicas do ligante, como também, as
interacdes dipolo-dipolo no local de ligagdo (BENNER et al., 2014; ALMEIDA, 2015).

Com toda discussao deste estudo de interacdo com o DNA, a série GLDL apresentou
propriedades intercaladores mais potentes

Figura 42 — Espectro de absor¢cdo GLDL-02 com DNA.
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Fonte: Préprio autor.
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Um artificio bastante utilizado para acompanhar a eficiéncia de fa&rmacos no organismo
é o0 estudo da supressdo de fluorescéncia das proteinas induzida pela presenca dessas
substancias. Essa modificacdo pode ser favorecida por diferentes processos como reaces no
estado excitado, transferéncia de energia, rearranjos moleculares, colisdes moleculares e
formacdo de complexos no estado fundamental (EFTINK et al., 2000). O mecanismo de
supressao de fluorescéncia de Stern-Volmer (Ks), também conhecido como supressdo
dindmica da fluorescéncia, tem sido amplamente utilizado no estudo da interacdo farmaco-
proteina (LAFAYETTE et al., 2013; PAUL; GHOSH; MUKHERJEE, 2014; TIKHONOVA et
al., 2014; LEUNG et al., 2014).

A tabela 18 apresenta as propriedades emissivas dos novos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos com o0 BSA. Destaca-se o efeito hipocrdmico apresentado em
todos 0s compostos e o batocromico com deslocamento variando entre 1 a 15 nm, onde a maior
alteracéo de intensidade de absorgdo aconteceu com o composto GLDL-05 que apresentou um
hipocromismo de 418,72%. O composto GLCL-06 apontou um maior desvio de absorgdo com
281,69% de hipocromismo. A série GLDL proporcionou nitidamente mais interagdes com o
alvo que a GLCL, apresentando como maior constante de supressdo o composto GLDL-05 (Ksy
=11.84 x 10%) (Figura 43). Todos os novos derivados demonstraram ter uma boa interagio com
0 BSA, indicando duas possibilidades de mecanismo: (i) estatico, a formacéo de um complexo
entre o inibidor e a BSA; (ii) dindmico, uma interag&o colisional (WANG et al., 2014).

Sobre a interacdo com 0 BSA, ressalta-se a importancia em sua moderagao, pois, como
a mesma € uma proteina transportadora, a substancia quando chega no seu alvo terd que
apresentar mais afinidade ao receptor farmacol6égico que com o HSA, no caso do estudo
utilizou-se o BSA, caso contrario o aumento da dose seria necessario para garantir o resposta

biolégica do composto.
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Tabela 18 — Propriedades emissivas dos compostos sintetizados com o BSA.

PROPRIEDADES EMISSIVAS

COMPOSTO  Amaxlivre  Amax ligado AL Hipocromismo Ksv (M%)

+ BSA (nm) (nm)
GLDL-01 342 348 6 299.15% 7.03 x 10*
GLDL-02 342 353 11 323.84% 9.15 x 10*
GLDL-03 342 357 15 361.70% 10.65 x 10*
GLDL-04 342 355 13 344.44% 9.95 x 10*
GLDL-05 342 336 6 418.72% 11.94 x 10*
GLDL-06 342 350 8 292.22% 6.68 x 10*
GLCL-01 342 341 1 79% 3.88 x 10*
GLCL-02 342 341 1 57% 7.19 x 10*
GLCL-03 341 349 8 62% 4.78 x 10*
GLCL-04 342 349 7 63% 4.76 x 10
GLCL-05 342 332 10 274.49% 7.48 x 10*
GLCL-06 342 345 3 281.69% 7.66 x 10*

Fonte: Proprio autor.

Figura 43 — Espectro de emissdo GLDL-05 com BSA.
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5.5 Citotoxicidade

5.5.1 Citotoxicidade em linhagens celulares.

A reducdo do MTT é um método colorimétrico rapido, muito utilizado para avaliar
proliferacdo celular e citotoxicidade (MOSMANN, 1983). O MCF-7 sdo células de cancer de
mama, um tipo de tumor solido e a HL-60, células de leucemia promielocitica aguda. Os
resultados sdo expressos como média + erro padrdo de experimentos independentes em
triplicata, testados na concentracdo de 50 M. Os dados foram analisados por ANOVA, seguido

do pds-teste de Tukey, apresentando citotoxicidade conforme a Tabela 19.

Tabela 19: Citotoxicidade dos novos derivados frente as células MCF-7, HL60 e HCT.
% INIBICAO

COMPOSTO MCEF-7 HL60 HCT
GLDL 01 0,00+ 0,07 67,89+0,02 47,51 +0,50
GLDL 02 0,00+ 0,03 61,57+0,02 22,33+2,29
GLDL 03 0,00 +0,06 13,19+0,08 12,12+ 1,67
GLDL 04 9,02+0,02 49,65+0,05 34,99+1,85
GLDL 05 23,17+0,05 1790+0,06 17,21+0,65
GLDL 06 0,00+ 0,06 50,92+0,02 598 +3,02
GLCL 01 56,38 +0,03 2533+0,04 50,20+1,63
GLCL 02 42,68 + 0,01 2,99 +£0,05 53,49 +5,85
GLCL 03 39,36 0,02 51,92+0,01 66,86+ 0,67
GLCL 04 55,09+ 0,06 83,68+0,01 51,3+2,23
GLCL 05 32,40 0,01 68,34+0,01 41,05+1,84
GLCL 06 39,51 0,05 69,95+0,01 42,85+ 0,89

* p<0,05 em relacéo ao controle ndo tratado ** testes sendo refeitos.
Fonte: Préprio autor.

Nesse contexto, a substdncia GLCL-04 apresentou efeitos inibitérios marcados
diretamente no crescimento de células de leucemia, linhagem HL60, o que motivou a realizacdo
da curva de concentracdo dessa amostra nas duas linhagens testadas, a fim de calcular a Clso,
determinada a partir de experimentos independentes em quadruplicata. A tabela 20 mostra os

resultados de Clso do composto GLCL-04 frente as duas linhagens testadas.
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Tabela 20: Determinacao da Clso da amostra GLCL 04 nas células MCF-7 e HL60 ap6s 72 h
de tratamento.

Clso (M)

Composto
HL60 MCF-7

GLCL 04 14,88 57,64

Fonte: Proprio autor.

A partir dos resultados obtidos de interagdo com o DNA e os de citotoxicidades testadas,
apotaram para possibilidade de outros mecanismos de acdo envolvidos na potencialidade
bioldgica destes compostos, visto que, os resultados se mostraram ambiguos, demostrando uma
alta interacdo com o DNA, mas baixo potencial citotoxico para as linhagens testadas. Novos
estudos s&o necessarios para direcionar qual seria 0 mecanismo de acdo mais influente para
estes novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos.

Como apresentado na figura 44, os compostos apresentaram atividades bioldgicas
seguindo o proposto pela arvore de Topliss, que prop6s agrupamentos com parametros fisico-
quimicos, como hidrofobicidade e efeitos eletrdnicos, que seriam determinantes nas atividades
biolégicas de uma série de analogos aromaticos substituidos, como é o caso da série GLDL.
Para a linhagem celular HL-60 e HCT, as substituicdes no aromatico representaram uma
diminuicdo consideravel na atividade dos derivados. O composto GLDL-01 apresentou uma
inibicdo de 67,89% em células HL-60, mostrando que, esta linhagem pode néo ser tdo sensivel
aos compostos sintetizados e que, o ideal seria ampliar o estudo para os substituintes, néo
descartando a potencialidade desses compostos em outras linhagens. Mesmo de forma discreta
a atividade frente as células MCF-7 também demonstrou seguir o proposto por Topliss, 0s
derivados GLDL-04 (2,4-Di-Cl;) e GLDL-05 (4-NO2) aumentaram sua poténcia frente as

células, a medida que aumentava a reatividade do radical substituinte.
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Figura 44 — Relacao parametros eletrdnicos proposto por Topliss e atividade bioldgica para
série GLDL.

HL-60 MCF-7

9,02
23,1 17.2
L e '1
f
4-Cl acl acl
L CE M L |E M L \E M
: . b - : [ T |
4-OMe ?OMe /4-0M0 J-MQ\ 4-Me 4-|Mo J,M\CI 3‘/44!ICI 3,4IdICI
N\ // // L \é M m . / .
! [—l — u Y 3-CFy; 4-Cl
L . réf M Cl 3 31:1 [3,44(CH,),] 4-CF,
l I l 3-N(Me), 3-Me | [4-Br]  3-CF; 4-NO,
4-N(Me), 4-N(Me), 4-NI(Me)2 [3-NH,] 2 :[;;capal ["3_%% ICH‘:;S] [4-
-Br’
3-Me; 4-N(Me), [3-Me] 3 B e
4-NH, |
4-OH 2-Cl ol
3-Me;4-OMe 2-Me  3,5-Cl, 0,

2-OMe [3,5-(CF;),]

Como descrito na se¢do de caracterizacdo estrutural, a ideia da presenca de acridona nos
compostos da série GLCL, deve ser determinante para as respostas bioldgicas de cada derivado,
visto que, o composto que apresentou maior percentual de inibicdo frente as células MCF-7,
56,38%, apresentou cerca de 60% de acridona na estrutura. A presenca de duas variaveis,
dificulta o estudo de estrutura-atividade para esta série. A elucidagdo do efeito predominante
nesta série para a atividade bioldgica apenas serd possivel com a resintese dos compostos,
buscando a pureza dos mesmos, como também, um estudo de potencial do nucleo acridona

frente as linhagens testadas.

5.5.2 Citotoxicidade no sangue.

A lise celular é o processo de destrui¢do ou dissolucéo da célula, causada pela ruptura
da membrana plasmatica; cita-se a hemdlise como importante tipo de lise estudado (Tabela 21)
neste trabalho. Ela pode ser responsavel pela destruicao das hemacias, que ocorre naturalmente
no meio bioldgico para renovacgédo dos globulos vermelhos, mas que, em quantidades alteradas,

podem causar uma anemia regenerativa (REDDY, 2007). Este pardmetro, apresenta-se com



ponto de partida para um estudo citotdxico dos novos derivados acridinicos sintetizados frente
a células normais, visto que, o surgimento de resultados de hemolise acima que 30%
caracterizariam uma citotoxicidade que descartariam o uso dos novos derivados acridinicos
como possiveis farmacos.

O derivado GLCL-04, mais ativo frente a linhagem HL-60, apresentou também maior
poder citotoxico frente ao teste de hemdlise, acometendo uma caracteristica tipica de compostos
anticancer, por apresentar uma toxicidade elevada para células normais. O controle dessa
toxicidade e o perfil de seletividade devem ser estudados mais afundo para corrobora com a

seguranca e potencialidade desse composto.

Tabela 21 — Resultado dos testes de hemolise dos derivados sintéticos no sangue tipo O*.

Hemdlise (%0)

Composto 100 pg/mi
GLDL-01 0,37
GLDL-02 0,00
GLDL-03 2,75
GLDL-04 2,38
GLDL-05 2,11
GLDL-06 4,03
GLCL-01 8,10
GLCL-02 0,00
GLCL-03 6,60
GLCL-04 18,24
GLCL-05 2,20
GLCL-06 0,00
Liquido de Turk (Controle Positivo) 100,00

Fonte: Préprio autor.
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5.6 PredicBes Farmacocinéticas

O perfil de absorc¢éo, distribui¢do, metabolismo e excre¢do de um composto (ADME) é
de fundamental importancia para a discussao no planejamento de um novo farmaco, este, pode
contribuir para o aumento de sua atividade bioldgica. Caracteristicas farmacocinéticas
preliminares d&o alguns indicios da necessidade de formas farmacéuticas, caracteristicas de
solubilidade em &gua, perfis de absorcdo gastrointestinal, capacidade de atravessar a barreira
hematocefalica, possiveis alvos bioldgicos, relacdes estrutura-atividade, que podem justificar
ou direcionar seu planejamento para os testes bioldgicos. Todos esses pontos citados podem
potencializar o desenvolvimento de novos farmacos, correlacionando propriedades ADME, que
na fase embrionaria do processo de sintese, permitem selecionar compostos mais promissores,
diminuindo consideravelmente a fracdo de falha relacionada a farmacocinética nas fases
clinicas (HAY et al., 2014).

No gréfico 2, destacamos informagdes importantes oriundas deste, conhecido como
“ovo-fervido” (do inglés, boiled-egg), que, correlaciona a capacidade de absor¢do dos
compostos sintetizados comparados com farmacos de referéncia, a amsacrina que como padrao,
¢ um farmaco com relevantes propriedades ADME, que contribuem para sua forma de
administragcdo, comparado com o etoposido, que, por apresentar propriedades moderadas de
ADME, necessita de alguns cuidados na administragdo para potencializar seu efeito
farmacoldgico (o etoposido é administrado pela via parenteral). Destaca-se outra informacao
neste grafico, a possivel capacidade dos compostos serem substratos ou ndo da glicoproteina-P
(gp-P), esta € responsavel por dificultar a permeabilidade as membranas biolégicas, tendo como
principal funcéo proteger o sistema nervoso central dos xenobidticos, como também a gp-P é
superexpressa em algumas células tumorais e leva a cancer multirresistentes. O fato de um
composto ndo ser substrato desta proteina seria mais um indicio que sua absorcao e atividade
seriam favorecidas (SZAKACS et al.; SHAROM, 2008).
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Grafico 2 — Perfil de absorcéo gastrointestinal das moléculas sintetizadas, estudo in silico.
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Fonte: Proprio autor.

A técnica mais utilizada para prever este valor de log P, € usar maltiplos preditores, para
selecionar os métodos mais precisos para uma determinada série quimica ou gerar uma
estimativa consensual. O gréfico 3 apresenta os valores de log P para as moléculas estudadas,
utilizando dois métodos que fundamentam as druglikeness de Lipinski e Ghose, que serdo
discutidas posteriormente. O M log P, metodologia de Moriguchi (1994), utilizada por Lipinski,
considera parametros como: atomos lipofilicos, atomos hidrofilicos, ligacGes insaturadas,
hidrogénios livres, rigidez da estrutura, entre outras que foram acompanhadas em 1230
compostos e analisados estatisticamente originando este método. O W log P, criado por
Wildman e Crippen (1999), utilizado por Ghose, onde aplicado em um conjunto de 9920
moléculas, com r? = 0,918 (dado estatistico), apresentou um método que acrescentou 68
parametros ajustaveis ao calculo de log P. Os dados em destaque na cor vermelha no gréfico 3,
mostra 0s compostos que apresentaram estrapolacfes segundo Lipinski e Ghose. De acordo
com 0 M log P, o composto GLCL-05 apresentou menor valor (2,57) e o composto GLDL-04
(4,62) apontou maior valor de log P, no geral segundo este método a série GLDL apontou
maiores valores para o coeficiente de parti¢cdo para suas moléculas, as substitui¢cdes no nucleo

acridinico aumentaram a lipofilia das suas estruturas. O método do W log P, confirma o mesmo



pensamento do método M log P, a molécula GLCL-05, caracterizada pela presenca do radical
nitro, responsavel pelo momento dipolar muito grande na estrutura, e também por possuir o
nucleo acridinico sem substituicdo apresentou valor de 4,04, segundo o método, para Seu
coeficiente de particdo. Comparados com os controles positivos, amsacrina e etoposido, todos
0s compostos apresentaram valores superiores nos logs calculados, acometendo um carater mais
lipofilico as substéncias sintetizadas. Esta caracteristica & importante na ideia de atividade
bioldgica, compostos podem ser inativos devido a sua dificuldade de absor¢do no organismo,
como ja discutido. Inimeros pesquisadores consideram que o Log P ideal para um farmaco esta
entre 1 e 3. Os compostos com presenca do substituinte 2,4-di-Cl, apresentaram maiores valores
para log P, reafirmando o carater lipofilico deste radical para derivados nos quais esta presente.

Graéfico 3 — Log P das moléculas sintetizadas, estudo in silico.

Log P

M Log P (Lipinski) = W Log P (Wildman)

Fonte: Préprio autor.

O grafico 4 traz o estudo de solubilidade dos compostos sintetizados frente a trés
métodos: (i) método adaptado por Ali et al. (2012) baseado em estudos apresentados que
mostram que a Equacdo Geral de Solubilidade (GSE) é capaz de prever, para dentro de 1
unidade logaritmica, a solubilidade aquosa experimental (log S) para 81% dos compostos em
um conjunto de dados de 1265 estruturas quimicas diversas (—8,48 <log S <1,58)(ALI et al.,
2012); (i) método de Esol, que fundamenta-se em um estudo de 2874 compostos que, através
de regressdo linear analisando nove propriedades moleculares estima a solubilidade a partir de
uma estrutura molecular, o parametro mais significativo foi o logP do octanol, seguido pelo

peso molecular, propor¢cdo de d&tomos pesados em sistemas aromaticos e nimero de ligacbes
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rotativas (DELANEY, 2004); (iii) preditor de solubilidade do SwissADME foi desenvolvido
pelo SILICOS-IT. O coeficiente de correlagdo linear deste método fragmentario corrigido pelo
peso molecular é R?= 0,75, essa correlagdo linear demonstra forte ligacdo entre os valores
previstos e experimentais. A correlagdo do método de Ali ¢ 0,81 e de Esol 0,69. Através do
grafico 4, consegue-se visualizar a disparidade nos valores de Log S em todos os métodos
comparados com o da amsacrina, porém o método Silicos-IT considera ainda mais forte esta
diferenca. Todos os compostos sintetizados foram classificados como mal solGveis em agua

pelos trés métodos utilizados.

Grafico 4- Propriedades de solubilidade dos novos derivados acridinicos em &gua,
estudo in silico.
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Fonte: Proprio autor.

No gréfico 5, temos a comparacao de solubilidade em unidades de mol/L, utilizando o
método de Ali. Tomando como fundamento o aumento nos valores de log P e no peso molecular
a figura apresenta que, as substitui¢Oes feitas no nucleo acridinico na série GLDL acometem as
suas moléculas uma piora na sua solubilidade, comparadas ao nucleo da série GLCL, que nédo
é substituido. Considerando a série GLCL, a substituicdo no anel benzénico também influenciou
em sua solubilidade, compostos com cloro apresentaram menores valores de solubilidade, o
anel ndo substituido desta série apresentou o melhor resultado de solubilidade entre os

compostos sintetizados.
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Grafico 5 — Propriedades de solubilidade dos novos derivados acridinicos em agua, estudo in
silico.
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Fonte: Préprio autor.

Na figura 45, temos o estudo da capacidade inibitéria dos doze compostos sintetizados,
como também, da amsacrina e do etoposido frente as principais isoformas do citocromo P450,

o gréfico traz em sim ou nédo a capacidade de inibicdo frente enzimas.

Figura 45 — Isoformas da CYP450 inibidas pelos derivados acridinicos sintetizados,
estudo in silico.
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Fonte: Proprio autor.
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Destaca-se 0 potencial inibidor as CYP2C19 e CYP2C9 de todas as moléculas
sintetizadas e da amsacrina, as CYP2C participam no metabolismo de aproximadamente 20 %
dos farmacos. A CYP2C19 é predominante no figado, mutagdes nesse gene pode induzir a um
baixo metabolismo de farmacos como, omeprazol, alguns antidepressivos, anti-Ulceras,
anticonvulsivantes, entre outros. A CYP2C9 é associada a catalisacdo de farmacos anti-
inflamatorios ndo esteroidais, anticoagulantes e anticonvulsivantes. Todos 0s compostos
sintetizados apresentaram-se como potenciais inibidores das isoformas da classe CYP2C.

Em relacdo a CYP1A2, principal metabolizador da cafeina no figado pelo processo de
desmetilacdo apenas a GLCL-01 e a GLCL-06 teriam potencial de inibi-las (Figura 46),
importante citar que no caso de oncogénese mamaria, esta isoforma CYP1A2 ativaria
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas heterociclicas, induzindo a producdo de
esterogénios benéficos e a conversdo do acido araquidénico em produtos com propriedades
inflamatorias, que poderiam induzir um processo de fibrose (KUO et al.; AVARI et al., 2013).

Com relacdo a CYP2D6, importante inibidor de farmacos, em sua grande maioria
lipofilicos, entre eles destacam-se 0s anti-hipertensivos, antiarritmicos, betablogueadores, anti-
eméticos, antidepressivos, neurolépticos e opiaceos, englobando cerca de 25% dos
medicamentos comercializados (NUSSBAUM, 2016). O polimorfismo desta isoforma tém sido
relacionados principalmente ao cancer de pulmao, como consequéncia do cigarro e da doenga
de Parkinson, um grande numero de pessoas apresentam atividade reduzida da CYP2D6,
acarretando resisténcia multiplas aos efeitos carcinogénicos que o fumo ou fatores ocupacionais
podem desencadear. A partir desta discussao vemos outro ponto a se destacar na prescri¢do de
farmacos, sua associacdo com problemas ja existentes no organismo pode proporcionar efeitos
adversos severos, um individuo com um alelo nulo da CYP2D6, associado ao uso de um
inibidor potente, como fluoxetina, bupropiona, cimetidina ou citalopram, pode alterar a
capacidade de metabolizacao desta isoforma, os farmacos sintetizados como néo apresentaram
inibicdo a esta isoforma poderiam ser utilizados neste caso (SANTIAGO et al., 2002;
NUSSBAUM, 2016).

Por fim, a CYP3A4, tltima isoforma estudada da CYP450, relacionada ao metabolismo
de aproximadamente 60% dos farmacos, a isoforma mais abundante no figado adulto que
participa da ativagdo metabodlica dos agentes cancerigenos. Agentes imunossupressores,
antifngicos, antibioticos macrolideos, sdo algumas das classes metabolizadas por esta
isoforma. Diferente de outras CYPs, a 3A4 parece ndo sofrer influéncia de tabaco e etanol,
porém por sua vasta interacdo com farmacos, o cuidado nas intera¢cfes medicamentosas que

envolvam esta isoforma € de suma importancia, alteracbes como: absorcdo, metabolizacéo,
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distribuicdo e tocixidade sdo amplamente discutidas (SANTIAGO et al., 2002). Todos os
derivados sintetizados inibiram esta isoforma, sua indicacdo na clinica teria que apresentar
considerac@es para uso cronico.

Como discutido, as CYP450 agem como percussores importantes na metabolizacéo de
farmacos que, em certos momentos podem ser interessantes se, 0s metabolitos resultantes forem
mais hidrossollveis favorecendo sua absor¢do no processo da biofase, porém, este estudo de
metabolitos é uma forma utilizada para avaliar a estabilidade de novos candidatos a farmaco,
resultando em uma fase importante no desenvolvimento de novos farmacos, avalicdo da
segurancga metabdlica. Uma droga que € metabolizada em muitos locais ou em uma taxa muito
rapida, ndo terd um tempo de meia vida suficiente para atingir seu alvo e ter um impacto clinico.
Entretanto, uma droga que é metabolizada em um produto téxico, como visto acima, tera um
indice terapéutico baixo e precisara ser administrada com cuidado. (ZIMMERMAN;
MADDREY, 1995; ZARETZKI; MATLOCK, 2013).

A figura 46 apresenta os principais pontos de metabolizagéo dos derivados sintetizados
da série GLDL, tendo como base, o composto GLDL-06, disponibilizados pelo XenoSite,
ferramenta importante na predicdo em metabdlitos. As partes azuladas ndo apresentam pontos
significativos neste estudo, como destacado na parte esquerda da figura, por uma legenda que
varia de 0 (azul) a 1 (vermelho), que relaciona o score (energia) da ligacdo do alvo com o
composto, indicando quais pontos estdo mais susceptiveis para interacbes com as isoformas da
CYP450 (ZARETZKI; MATLOCK, 2013). Destaca-se o grupamento metoxila (-OCHs), que
para maioria dos alvos, € o principal ponto de metabolizacdo, caracterizado por uma possivel
N-desmetilacdo, sendo um diferencial para os derivados com ndcleo acridinicos substituidos.
O atomo de enxofre (S), que para maioria das isoformas também é um ponto de metabolizacéo,
caracterizado por uma possivel oxidacdo. As substituicbes no Ary também influenciam neste
estudo de possiveis metabolizadores, como exemplificado na Figura 46, a metila passa a ser um

ponto favoravel para metabolizacéo.
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Figura 46 — Estudo de possiveis metabolizacdes para a série GLDL frente as isoformas da
CYP450.

Molecule

A figura 47 apresenta os principais pontos de metabolizagdo dos derivados sintetizados
da série GLCL, tomando como o composto GLCL-06. Destaca-se o atomo de enxofre (S), que
para maioria dos alvos, é o principal ponto de metabolizacdo, caracterizado por uma possivel
oxidagdo. As substituicbes no Ar: também influenciam neste estudo de possiveis
metabolizadores, como exemplificado abaixo, a metila passa a ser um ponto favoravel para
metabolizacéo.
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Figura 47 — Estudo de possiveis metabolizacdes para a série GLCL frente as isoformas da
CYP450.
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A tabela 22 relata justamente as comparagdes com os parametros da druglikeness dos
pesquisadores citados anteriormente disponibilizados pela SWISSADME, enfatiza-se
novamente o problema do etoposido em sua administracdo estampado nos parametros da
druglikeness. Em relacdo as moléculas sintetizadas, trés apresentaram pelo menos uma violagédo
as druglikeness, sdo elas: (i) a molécula GLDL-04, apresentou violagdo a regra de Lipinski por
apresentar MLog P > 4.15 e foi sinalizado problemas em relacéo aos parametros estabelecidos
por Ghose, nos quais a massa molar, 0 WLog P e a refratividade molar extrapolaram os limites
propostos pelo pesquisador; (ii) a molécula GLDL-05, segundo Ghose apresentou indices de
refratividade molar maiores que o sugerido; (iii) a molécula GLCL-04 apresentou MLog P >
4.15, fugindo dos pardmetros expostos por Lipinski.

Para uma melhor compreensao, a refratividade molar é uma propriedade fisico-quimica
que esta diretamente relacionada a estrutura quimica do composto. Dunn, em 1977, prop6s a
existéncia de uma relagéo entre refratividade e a conformagéo tridimensional da estrutura
molecular de farmacos, assim, este parametro poderia significativamente interferir na interacao
farmaco com o receptor, como também seus valores podem expressar o carater lipofilico de
grupos substituintes (DUNN et al., 1977; HANSCH et al., 1990; 1995; KUBINY et al., 1993).
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Tabela 22— Comparagdes com druglikeness segundo Lipinski, Ghose e Veber das moléculas
sintetizadas e farmacos de referéncia.

DRUGLIKENESS
COMPOSTO
Lipinski Ghose Veber

GLDL-01
GLDL-02
GLDL-03
GLDL-04 X X
GLDL-05 X
GLDL-06
GLCL-01
GLCL-02
GLCL-03
GLCL-04 X
GLCL-05
GLCL-06
AMSACRINA
ETOPOSIDO X X X
Fonte: Proprio autor.

Em um breve resumo farmacocinético, os derivados sintetizados apresentaram-se com
carater lipossoltvel alto, com a série GLCL ligeiramente mais solGvel em agua. As inibices
das isoformas CYPs importantes para 0 metabolismo na biofase, sugere um maior cuidado na
sua utilizacdo clinica, pois como discutido, interacdes farmacoldgicas demonstram ser o
principal problema enfrentado no desenvolvimento de novos farmacos, atualmente.

Baixas probabilidades de metaboliza¢des na biofase, sugerem uma certa estabilidade da
estrutura dos novos derivados, a tionila apresentou uma energia de 35 KJ/mol necessaria para
ser oxidada (a maior entre os fragmentos susceptiveis a metabolizacdo), onde o organismo em

condicBes normais, disponibiliza na biotransformacéo energias de até 10 KJ/mol.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No estudo de docking, os compostos GLDL-05 e GLCL-05 foram os que apresentaram
os melhores valores de interacdo, dentre eles 0 composto GLDL-05 apresentou valor de AG e
Ki melhores que o composto de referéncia, farmaco ja difundindo no mercado farmacéutico.
Porém destaca-se uma forma qualitativa de inser¢do dos resultados do docking na ideia de
potencialidade, as interagdes com os residuos de aminoacidos e com as bases do DNA foram
reduzidas nos compostos da série GLCL. Para a série GLDL, novas interagdes foram
acometidas as substituicdes feitas no anel acridinico, potencializando a afinidade dos mesmos
aos alvos estudados.

Foram sintetizados 19 compostos sendo seis intermediarios, um nacleo e 12 novos
derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos, que tiveram determinadas suas principais
caracteristicas fisico-quimicas.

Os derivados obtidos tiveram rendimentos satisfatérios, apresentando rendimentos
acima de 60% e suas faixas de fuséo apresentaram variacdo baixa confirmando a pureza dos
produtos sintetizados. Os espectros de IV, RMN de *H e 13C, bidimensionais, espectros de UV-
vis e massas colaboraram para a elucidacéo estrutural dos novos derivados. Sendo identificado
uma impureza caracteristica nos compostos da série GLCL, proveniente do reagente de partida,
confirmado apds os estudos de RMN. Condigdes de solventes secos e ambiente inerte so
consideradas como as ideais para 0 aumento da pureza desta reacdo. A interessante resposta
bioldgica desta série, aumenta a responsabilidade e o0 compromisso de sintetizar este nicleo
com o maior grau de pureza possivel.

Outro ponto a comentar ainda sobre a elucidacédo estrutural dos compostos GLCL seria
a possibilidade de isémeros conformacionais e configuracionais para estes derivados néo
substituidos, proposto por Machado (2016), técnicas de correlagdes bidimensionais utilizadas
para a série GLDL poderiam identificar a existéncia desses isdmeros. A predominancia de uma
estrutura foi correlacionada energeticamente, como também, a partir de correlagdes feitas na
série GLDL que, poderiam representar esta série também. Em contrapartida, destaca-se que a
ndo substituicdo no anel acridinico, tende a facilitar a deslocalizagdo do hidrogénio entre as
posi¢des H-10 e H-11 quando comparado com a série GLDL.

Estudos de interacdo dos compostos com 0 DNA e BSA foram realizados in vitro e,
construiram uma ideia de potencialidade sugerida pelo docking para a série GLDL. Destaca-se
o efeito hipercrémico apresentado na série GLDL com desvio para o azul, hipsocrémico, onde
a maior alteracdo de intensidade de absorgéo aconteceu com o composto GLDL-03. O derivado
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GLDL-02 apresentou maior interagdo com o DNA, Ky = 1,91 x 10’ M, supondo-se uma
interacdo forte ao sulco. O composto GLDL-01 demonstrou ter maior afinidade para a proteina
BSA, com Ky, = 2,17 x 10°. Por outro lado, a série GLCL apresentou, em sua grande parte,
efeitos hipocrémicos, alternando em certos momentos os efeitos com o aumento da
concentracdo do DNA na anélise. Complementando a ideia de forte interacdo dos derivados
sintetizados a0 DNA, que durante o trabalho foi sugerido como principal alvo farmacoldgico,
estudados anteriormente pelo docking, confirmando a prevaléncia nas interacbes da série
GLDL.

A citotoxicidade dos derivados frente a células de leucemia, HL-60, cancer de mama,
MCF-7, e cancer de célon, HCT, foram avaliadas. O derivado GLCL-04, apresentou inibi¢éo
de 83,7% frente as células HL-60 na concentracao de 50 M, o composto GLDL-01 apresentou
uma inibicdo de 67,89% em celulas HL-60. Em relacéo a citotoxicidade frente a células MCF-
7, 0 composto GLCL-01 apresentou maior percentual de inibi¢do, de 56,38%, mostrando que,
esta linhagem pode néo ser tdo sensivel aos compostos sintetizados e que, o ideal seria ampliar
0 estudo para os substituintes, ndo descartando a potencialidade desses compostos em outras
linhagens. Para a linhagem HCT, o composto GLCL-03, apresentou 0 maior percentual de
inibicdo entre os novos derivados, de 66,86%. A citotoxicidade em células plasmaéticas
avaliadas pelo teste de hemolise, demonstrou que os derivados ndo influenciaram para a lise
celular, caracteristica necessaria para uso na clinica.

O planejamento a partir da arvore de Topliss foi confrontado com os resultados de
atividade bioldgica para os novos derivados, confirmando que as modificacBes estruturais
influenciaram nas respostas biolégicas in vitro seguindo sua proposta para a série GLDL. Como
na série GLCL tinhamos duas variaveis, presenca de acridona e substituicdes nos radicais, se
faz necessario um estudo de potencialidade da acridona de forma isolada frente as linhagens
testadas, como também, da sintese de compostos mais puros para associagdo com 0O
planejamento realizado.

Predi¢Ges farmacocinéticas foram realizadas para conhecimento das propriedades de
ADME e de metabolizagdo dos novos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos. Os
derivados sintetizados apresentaram-se com carater lipossoltvel alto, inibigdes a isoformas
CYPs importantes para 0 metabolismo na biofase, probabilidades baixas de metabolizagdes,

que acometem caracteristicas importantes para posteriores estudos in vivo.
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PERSPECTIVAS

o Prosseguir com as andlises e caracterizagdes fisico-quimicas, tendo em vista
o aperfeicoamento de rotas sintéticas;
o Verificar a capacidade de inibicdo da atividade das enzimas topoisomerase

Ilo. humana dos derivados ativos em testes proliferativos;
o Realizagéo de testes in vivo;

o Publicar artigos cientificos.
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D9 4
. LEU
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‘pc
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- Pi-Pi Stacked
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[ e

|:] Pi-Alkyl
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Interactions

van der Waals

Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Pi-Anion

BN

APENDICE A.6 — Docking molecular: interagdo GLDL-05 com DNA -TOPO ||

GLY
A:760

- Pi-Sigma
- Pi-Pi T-shaped
|:] Pi-Alkyl

TYR
B:805 HIs

A:758
LYS

A:614

3.26
HIS
A:759
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Interactions

van der Waals

Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Pi-Cation

| (0] [N

Pi-Sigma

APENDICE A.7 — Docking molecular: interagdo GLDL-06 com DNA -TOPO I

ARG
A4EBT
DG
4.364.37 D10

MET
ATB2

DA
F:12

- Pi-Pi Stacked
- Fi-Pi T-shaped
I:I Alkeyl

|:| Pi-alkyl
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APENDICE A.8 — Docking molecular: interagdo GLCL-01 com DNA -TOPO I

DA
s _ MET
. /DG AT762
B
} < \ﬁg,‘fl.ﬁa .
. 303 4.42
ARG ~ 5005
A:4g7. 1685 . "I : GLY
' LT A:760
™ }\
GLy /L\_ o
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L
SER
A763
Interactions
D van der Waals - Pi-Fi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond - Fi-Pi Tshaped

- Pi-Cation |:| Pi-alkyl



Interactions

D van der Waals

Conventional Hydrogen Bond

[
- Pi-Cation
[ |

Pi-Anion
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APENDICE A.9 — Docking molecular: interagdo GLCL-02 com DNA -TOPO I

DG
C=A
5.01
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[ A
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Interactions

van der Waals

Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond
Unfavorable Positive-Positive

Unfavorable Donor-Donor

| [H] N

APENDICE A.10 — Docking molecular: intera¢io GLCL-03 com DNA -TOPO II

MET
ATG2

QLY
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Ly
A362
-
SER
313 A4
(e
D:10

Pi-Cation

Pi-Anion

Fi-Donor Hydrogen Bond
Pi-Fi Stacked

Pi-Alkyl
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APENDICE A.11 — Docking molecular: interacio GLCL-04 com DNA -TOPO II

ARG
A:487
GLY
A:760
' T
HIS ) '
A:759 Sea et
ey DG
D:10
RE: ASP
— Ac463
LYs GLY S.ER
A:6l4 A:462 Aid64
GLY GLY
A615 A:488
Interactions
D van der Waals D Carban Hydrogen Bond
- Attractive Charge - Fi-Anion

- Conventional Hydrogen Bond - Fi-Sigma



Interactions

D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
- Unfavorable Donor-Donor
|

Pi-Cation

APENDICE A.12 — Docking molecular: interagio GLCL-05 com DNA -TOPO II

TYR
B:805

L¥S
A:439

D Fi-Donor Hydrogen Bond
- Pi-Pi Stacked

- Fi-Pi T-shaped

|:| Pi-alkyl
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Interactions

D van der Waals

- Conventional Hydrogen Bond
- Unfavorable Donor-Donor

- Pi-Cation

APENDICE A.13 — Docking molecular: intera¢io GLCL-06 com DNA -TOPO II

TYR
B:805

LYS
A:489

D Fi-Donor Hydrogen Bond
- Pi-Pi Stacked

- Fi-Pi T-chaped

|:| Pi-alkyl
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APENDICE A.14 — Docking molecular: interacio GLDL-05 com DNA.
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APENDICE A.15 — Docking molecular: interacio GLCL-05 com DNA.
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APENDICE B — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO



Transmitancia (%)
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APENDICE B.1 - Espectro de Infravermelho da 9-cloroacridina
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APENDICE B.2 - Espectro de Infravermelho da GLDL-01
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APENDICE B.3 - Espectro de Infravermelho da GLDL-02
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APENDICE B.4 - Espectro de Infravermelho da GLDL-03

|—— GLDL-03|
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APENDICE B.5 - Espectro de Infravermelho da GLDL-04
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APENDICE B.6 - Espectro de Infravermelho da GLDL-05
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APENDICE B.7 - Espectro de Infravermelho da GLDL-06
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Trasmitancia(%)

APENDICE B.8 - Espectro de Infravermelho da GLCL-01
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Trasmitancia(%)
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APENDICE B.9 - Espectro de Infravermelho da GLCL-02

|—— GLCL-02|
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APENDICE B.10 - Espectro de Infravermelho da GLCL-03
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APENDICE B.11 - Espectro de Infravermelho da GLCL-04
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APENDICE B.12 - Espectro de Infravermelho da GLCL-05

|—— GLCL-05|
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APENDICE B.13 - Espectro de Infravermelho da GLCL-06

|—— GLCL-06|
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APENDICE C - ESPECTROS DE MASSAS



APENDICE C.1 - Espectro de Massas da 9-cloroacridina
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APENDICE C.2 - Espectro de Massas do GLDL-01
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APENDICE C.3 - Espectro de Massas do GLDL-02
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APENDICE C.4 - Espectro de Massas do GLDL-03
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APENDICE C.5 - Espectro de Massas do GLDL-04
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APENDICE C.6 - Espectro de Massas do GLDL-05
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APENDICE C.7 - Espectro de Massas do GLDL-06
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APENDICE C.8 - Espectro de Massas do GLCL-01
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APENDICE C.9 - Espectro de Massas do GLCL-02
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APENDICE C.10 - Espectro de Massas do GLCL-03
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APENDICE C.11 - Espectro de Massas do GLCL-04
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APENDICE C.12 - Espectro de Massas do GLCL-05
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APENDICE C.13 - Espectro de Massas do GLCL-06
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APENDICE D - ESPECTROS DE RMN
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- Espectro de RMN - 'H do GLDL-01
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- Espectro de RMN - 3C do GLDL-01

A
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- Espectro de RMN - 'H do GLDL-02

A

APENDICE D.3
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- Espectro de RMN - *C do GLDL-02
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- Espectro de RMN - 'H do GLDL-03
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0swp 99'8¢ \
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- Espectro de RMN - 13C do GLDL-03
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- Espectro de RMN - 'H do GLDL-04

A

APENDICE D.7

OsWp 0S¢

7N,

| #8E Y

Y /

S

—_—
e
————
Tr——
—_

RMN de 'H
GLDL-04

ke

f1 (ppm)



199

- Espectro de RMN - 13C do GLDL-04
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- Espectro de RMN - 'H do GLDL-05
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- Espectro de RMN - 13C do GLDL-05
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- Espectro de RMN - 'H do GLDL-06

A~

APENDICE D.11
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- Espectro de RMN - *C do GLDL-06

A
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APENDICE D.13 - Espectro de RMN - COSY do GLDL-06

COSY da GLDL-06
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APENDICE D.14 - Espectro de RMN - HSQC do GLDL-06

HSQC da GLDL-06
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APENDICE D.15 - Espectro de RMN - HMQC do GLDL-06

HMBC da GLDL-06
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APENDICE D.16 - Espectro de RMN - DEPT do GLDL-06
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- Espectro de RMN - *H da Acridona
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- Espectro de RMN - 13C da Acridona
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APENDICE D.19- Espectro de RMN — COSY da Acridona
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APENDICE D.20 - Espectro de RMN — HMBC da Acridona
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APENDICE D.21 - Espectro de RMN — HSQC da Acridona
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- Espectro de RMN - 'H do GLCL-01
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APENDICE D.23 - Espectro de RMN —13C do GLCL-01
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- Espectro de RMN - 'H do GLCL-02
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- Espectro de RMN - C do GLCL-02

A

APENDICE D.25

0SWp £9'8E"
0SWp p6'8E
oswp Nm.mm._____r

oswp w;L
0sSWwp 90'0f ____
oswp ££°0p

-10

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 c 1[10 ]100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm

230



217

- Espectro de RMN - 'H do GLCL-03
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- Espectro de RMN - 13C do GLCL-03
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- Espectro de RMN - 'H do GLCL-04

A~

APENDICE D.28

Cl

Cl

(26~ _
~PEEN B

.

~Tp0|

7
f1 (ppm)

11 10

12



APENDICE D.29- Espectro de RMN - 3C do GLCL-04
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- Espectro de RMN - 'H do GLCL-05
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- Espectro de RMN - 3C do GLCL-05

A

APENDICE D.31

0swIp 99'8E
0SUWP b6 8E |
\

05

RMN de '°C
GLCL

O“+N

_mx
0SWp §0'0b-|
oswp ££°0p-

NH

(b6 02T
9z €T
Ly €¢TH
[J4Y4% |
§86'STT( -
08T -
1821 -
mﬂmk

8a'T€T -

(6EEET

e

-10

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 c 1[10 ]100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm

230



APENDICE D.32 - Espectro de RMN —H do GLCL-06
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- Espectro de RMN - 13C do GLCL-06
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APENDICE E - ESPECTRO ULTRAVIOLETA



ABSORBANCIA
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APENDICE E.1 - Espectro ultravioleta Acridona e 9-cloro.
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APENDICE E.2 — Espectro de varredura ultravioleta série GLCL.
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APENDICE E.3 — Espectro de varredura ultravioleta série GLDL.
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APENDICE F — INTERACAO DNA E BSA
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APENDICE F.1 - Interagido GLDL-01 com DNA e BSA
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APENDICE F.2 — Interagdo GLDL-02 com DNA e BSA
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APENDICE F.3 - Interagdo GLDL-03 com DNA e BSA
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APENDICE F.4 — Interagdo GLDL-04 com DNA e BSA
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APENDICE F.5 - Interagio GLDL-05 com DNA e BSA
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APENDICE F.6 — Interagido GLDL-06 com DNA e BSA
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APENDICE F.7 - Interagdo GLCL-01 com DNA e BSA
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APENDICE F.8 — Interagio GLCL-02 com DNA e BSA

BSA

GLCL-02

2 W =

]
&
& ¥=0,0719x+1,0169

R*=10,9483

0 10 20 30 40 50

[GLCL-02] uM
- () uM
s 10 uM
15 uM
e 20 UM
e 25 UM
30 M
35 M
40 M

320 340 360 380 400

Comprimento de onda (nm)

~

Absorbancia

1,0 1

0,8 -

0,6 -

0,2 1

DNA

GLCL-02

3 4 v = 0,0687e0036%

R2=08172
2
L]
0

0 50 100 150
[DNA] pM

[DNAJ/(Ea-Ef) x 10-SM

— DuM
s 10 yM
s 20 UM
40 um
m— 60 uM
s 80 UM
100 uM

300 320 340 360

Comprimento de onda (nm)

237



Intensidade

APENDICE F.9 — Interagdo GLCL-03 com DNA e BSA
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APENDICE F.10 - Interagio GLCL-04 com DNA e BSA
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APENDICE F.11 — Interagio GLCL-05 com DNA e BSA
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APENDICE F.12 — Interagio GLCL-06 com DNA e BSA

BSA

45
4
35

GLCL-06

15
1
05
0

y=0,0766x+ 1,0786
R*=0,9731

20 30 40 50
[GLCL-06] pM
- () tM
— 5 M
w10 pM
15 1M
= 2() pM
e 25 tM
30 pM
35 1M
= 4() M

320 340 360

Comprimento de onda (nm)

380 400

Absorbancia

1,0 1

0
- 0 20 4 6 8 100
[DNA] uM
|
_’

0,8

0,0

DNA

s 12
s 1

GLCL-06 = s
g o6
£ 04 y=0,0116x+0,1625
% i R*=0,9967
Z
8

100 pM

300 320 340 360 380 400 420

Comprimento de onda (nm)



