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RESUMO GERAL

SOUSA, Gleyton Leonel Silva. Planejamento, sintese e prospeccdo biolégica das
atividades anticancer e anticolinesterasica de novos derivados acridinicos. 2023. 253 p.
Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Doengas consideradas multifatoriais como Cancer e Doenga de Alzheimer (DA) apresentam
altas taxas de mortalidade e poucos tratamentos eficazes. Neste trabalho, relata-se o
planejamento, sintese e prospec¢do bioldgica de cinquenta novos derivados acridinicos
planejados a partir de duas exploragdes farmacodindmicas especificas: a inibicdo da
topoisomerase Ilo, quando direcionado a compostos antiproliferativos; e a inibigdo
colinesterasica, quando a proposta era a DA. Os dois primeiros capitulos relatam a exploracao
farmacoldgica de trinta e oito derivados, provenientes das hibridagdes de nucleos acridinicos e
fragmentos aromaticos derivados da tiossemicarbazona, como proposta de melhor ajuste
farmacodinamico a enzima alvo. De maneira geral, a maior atividade foi encontrada para um
derivado acridinico mono substituido DT-30CH3-H (Clso = 8,83 uM) frente a células K562-
Lucena 1 (células leucémicas resistentes). Alguns derivados mais ativos foram selecionados e
apresentaram interessante inibicdo da Topoisomerase [la quando comparados a amsacrina, a
100 pM, com destaque para o derivado tiossemicarbazonico-acridinico DL-08 (79%).
Adicionalmente, compostos selecionados para teste de toxicidade nao clinica ndo apresentaram
sinais relevantes de toxicidade na dose de 2000 mg/kg em camundongos. O terceiro capitulo
parte de um screening anticolinesterasico dos derivados do primeiro capitulo. Os compostos da
série ndo substituida na acridina (CL) apresentaram melhor perfil de atividade, com destaque
ao derivado CL-01 (acetilcolinesterase, AChE = 2,47 uM; butirilcolinesterase, BChE = 0,71
puM). A partir desses resultados, doze novos derivados foram propostos e sintetizados visando
alteragdes na subunidade benzilidénica, assim como incorporacao de atividades biologicas
adicionais como, por exemplo, antioxidante. Modificagdo da subunidade acridina pela
tetraidroacridina oriunda da tacrina também foi proposta. Os resultados inibitorios indicaram
reprodutibilidade no perfil frente a BChE, com destaque na atividade para o CL-DiTerc (AChE
= 10,53 uM; BChE = 1,15 uM). A substituicdo da acridina pela tetraidroacridina da tacrina
(TA-H) levou a reducao da poténcia de inibi¢ao (AChE = 13,60 uM; BChE = 5,38 uM). A
cinética enzimatica identificou modos de inibi¢do distintos entre TA-H (inibicdo mista em
AChE e BChE) e o derivado acridinico CL-01 (inibi¢do ndo-competitiva em AChE e mista em
BChE). Estudos teoricos reproduziram o perfil identificado na cinética, sugerindo que na AChE
as interagdes dos derivados CLs estdo concentradas na regido do periférico e no canal, nao
sendo identificadas interacdes diretas com os residuos do catalitico, distintamente ao
encontrado para TA-H. Adicionalmente, estudos indicaram um perfil antioxidante para CL-
DiTerc (DPPH ECso = 47,01 uM), assim como alguns compostos avaliados indicaram
capacidade de complexar ions metédlicos (Zn**, Cu?**, Fe** e AI’"), indicando que esses
compostos possuem atividades multialvo.

Palavras-chave: Tiossemicarbazdnico-acridinicos, antiproliferativos, anticolinesterasicos.



ABSTRACT

SOUSA, Gleyton Leonel Silva. Design, synthesis, and biological prospection of
anticancer and anticholinesterase activities of new acridine derivatives. 2023. 253 p.
Thesis (Doctorate in Chemistry). Institute of Chemistry, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Diseases considered multifactorial such as Cancer and Alzheimer's Disease (AD) have high
mortality rates and few effective treatments. In this work, we report the design, synthesis, and
biological prospecting of fifty new acridines derivatives designed from two specific
pharmacodynamic explorations: the inhibition of topoisomerase Ilo, when directed to
antiproliferative compounds; and cholinesterase inhibition, when AD was proposed. The first
two chapters report the pharmacological exploration of thirty-eight derivatives, from the
hybridization of acridine nuclei and aromatic fragments derived from thiosemicarbazone, as the
proposal for better pharmacodynamic adjustment to the target enzyme. In general, the highest
activity was found for a monosubstituted acridine derivative DT-30CH3-H (ICso = 8.83 uM)
against K562-Lucena 1 cells (resistant leukemic cells). Some more active derivatives were
selected and showed interesting Topoisomerase Ila inhibition compared to amsacrine at 100
uM, with emphasis on the acridine—thiosemicarbazone derivative DL-08 (79%). Additionally,
compounds selected for non-clinical toxicity testing did not show relevant signs of toxicity at
the 2000 mg/kg dose in mice. The third chapter starts with an anticholinesterase screening of
the derivatives of the first chapter. Compounds from the unsubstituted acridine (CL) series
showed the best activity profile, with emphasis on the derivative (acetylcholinesterase, AChE
= 2.47 pM; butyrylcholinesterase, BChE = 0.71 uM). From these results, twelve new
derivatives were proposed and synthesized aiming at changes in the benzylidene subunit, as
well as the incorporation of additional biological activities, for example, antioxidant.
Modification of the acridine subunit by tetrahydroacridine from tacrine has also been proposed.
The inhibitory results indicated reproducibility in the profile against BChE, with emphasis on
the activity for CL-DiTerc (AChE = 10.53 uM; BChE = 1.15 uM). The replacement of acridine
by tacrine tetrahydroacridine (TA-H) led to a reduction in the inhibition potency (AChE = 13.60
uM; BChE = 5.38 uM). Enzymatic kinetics identified distinct inhibition modes between TA-H
(mixed inhibition in AChE and BChE) and the acridine derivative CL-01 (non-competitive
inhibition in AChE and mixed in BChE). Theoretical studies reproduced the profile identified
in the kinetics, suggesting that in AChE the interactions of the CL derivatives are concentrated
in the peripheral region and the channel, not being identified as direct interactions with the
catalytic residues, distinctly from that found for TA-H. Additionally, studies indicated an
antioxidant profile for CL-DiTerc (DPPH ECso = 47.01 uM), as well as some evaluated
compounds indicated the ability to complex metal ions (Zn**, Cu**, Fe** and AI*"), indicating
that these compounds have multitarget activities.

Keywords: Acridine—thiosemicarbazone, antiproliferative, anticholinesterases.
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INTRODUCAO GERAL

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos prototipos bioativos ¢
complexo, longo e extremamente oneroso (SETHI et al., 2020; WOUTERS; MCKEE;
LUYTEN, 2020). Inovagdes cientificas e tecnoldgicas impactam cada vez mais na P&D com
avangos expressivos na compreensao de vias bioquimicas, alvos moleculares e dos mecanismos
envolvidos nos processos patologicos (WU et al., 2020a). As bases moleculares envolvidas
nesses processos nem sempre sdo de facil elucidagdo, principalmente quando se trata das
doengas tidas como multifatoriais. A proposta de ligantes direcionados a multiplos alvos
(MTDLs) surge como alternativa no enfrentamento dessas doengas, que tem como exemplos o
cancer ¢ as doengas neurodegenerativas (JIANG et al., 2022).

As neoplasias malignas, mais conhecidas como cancer, sio um importante grupo de
doencas com grande impacto na morbidade e mortalidade mundial (SUNG et al., 2021). Apesar
dos avancos cientificos em alvos bioldgicos mais seguros, 0 mecanismo citotoxico ainda ¢
muito comum aos tratamentos antineopldsicos existentes (BAGULEY et al., 2021).
Considerando o processo de replicagdo do DNA, enzimas conhecidas como topoisomerases
regulam sua topologia e sdo essenciais ao processo. Compostos capazes de interferir na a¢ao
dessas enzimas, constituem um importante grupo quimioterapico e apresentam como principal
semelhanga estrutural, nucleos heterociclicos condensados com destacada planaridade, tendo
como principais exemplos na clinica a amsacrina e o etoposideo (OKORO; FATOKI, 2023).

A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia neurodegenerativa,
considerada multifatorial, apresenta mecanismo patogenético complexo (“2023 Alzheimer’s
disease facts and figures”, 2023). As opgoes terap€uticas disponiveis a DA se concentram no
controle dos transtornos cognitivos e reducao da progressao da doenca (CONTI FILHO et al.,
2023). O sistema colinérgico marca o inicio da pesquisa voltada ao tratamento da DA,
justificado principalmente por sua influéncia nos processos cognitivos e severidade da doenca
nesse sistema neurotransmissor (HAMPEL et al., 2018; S. SCHNEIDER, 2022). A 9-
aminotetraidroacridina (tacrina) ¢ um importante farmacoforo no desenvolvimento de
anticolinérgicos, hibridagdes de outros fragmentos ao seu nucleo comumente buscam um
beneficio terapéutico multialvo (bloqueio da agregacdo [-amiloide, maior perfil
anticolinérgico, capacidade de quelacao frente a metais) (MAKHAEVA et al., 2023).

Dentre os derivados nitrogenados analogos ao benzeno, destaca-se o nucleo triciclico da

acridina, este fragmento ¢ um importante scaffold para o desenvolvimento de quimioterapicos



e seus derivados apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas (ALBINO et al.,
2020). Sua eficiéncia na intercalagdo entre os pares de bases do DNA, atribuida principalmente
a sua planaridade, resulta na sua capacidade em inibir as enzimas topoisomerase, telomerase e
o complexo proteassoma das células, estas caracteristicas associadas justificariam seu potencial
biolégico (ALBINO et al, 2023; GENSICKA-KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI;
DZIERZBICKA, 2017; SOUSA et al., 2022). Os intercaladores de DNA representam o maior
grupo de inibidores Topo I/II conhecidos, sendo a amsacrina, considerada um padrao na acao
citotoxica de ligagdo ao DNA (ELWAN et al., 2022). Interessante destacar que recentemente o
nucleo acridina, além de usados no planejamento de quimioterapicos, também vem sendo
utilizado na descoberta de novos inibidores de colinesterases por sua semelhanga estrutural com
a tetraidroacridina da tacrina.

As doengas multifatoriais, cancer e Alzheimer, foram os objetos de estudos desta tese
que estd apresentada em trés capitulos. Os capitulos 1 e 2 discorrem sobre os planejamentos
estruturais baseados em derivados acridinicos e suas atividades antiproliferativas. O
planejamento estrutural baseou-se no arcabouco molecular da amsacrina, buscando
potencializar uma possivel inibicdo da topoisomerase Ila por meio da inser¢do estrutural de
fragmentos com subunidades aromaticas derivadas da tiossemicarbazona.

Através de semelhancas estruturais com inibidores colinérgicos promissores (tacrina e
seus derivados) relatados nos Uultimos anos, um screening in vitro de inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) para alguns dos novos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos, propostos como inibidores de Topo II, foi realizado e
subsidiou o planejamento de novos compostos anticolinérgicos apresentados no capitulo 3. A
proposta de estruturas com atuagdo multifuncional, seja pela inibi¢do simultanea aos sitios de
ligagdes periféricos e cataliticos das colinesterases, seja pela adi¢do de grupo com perfis de
acao antioxidante, ou ainda pela capacidade em complexar com ions metalicos, fundamentaram
o seguimento dos estudos envolvendo os derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos frente a

esse perfil bioldgico.



REFERENCIAL TEORICO

1. Abordagens da Quimica Medicinal aplicadas ao planejamento de prototipos bioativos

Associado sempre a uma corrida contra o tempo, seja pelo anseio populacional no
tratamento para algumas doengas, seja pelo elevado custo operacional de desenvolvimento e
otimizacao, a descoberta de um novo farmaco estd cercada de incertezas, falhas ¢ elevados
gastos (BOLCATO et al., 2019; MEZA MENCHACA; JUAREZ-PORTILLA; C. ZEPEDA,
2020; PINZI; RASTELLI, 2019). Em 2014, o custo médio para desenvolvimento de um novo
medicamento girava em torno de 2,5 bilhdes de dolares (SETHI et al., 2020). Em 2020, com
avancos metodoldgicos e tecnoldgicos nos processos, novos estudos, indicaram um custo médio
no desenvolvimento para um novo farmaco de US$ 1 bilhdo (WOUTERS; MCKEE; LUYTEN,
2020).

Ao longo dos anos, a comunidade cientifica desenvolveu diversos modelos tentando
entender e predizer elementos-chave no processo do reconhecimento molecular. A medida que
se estabelece uma conexdao entre uma doenca e seu alvo bioldgico, uma compreensdo e
otimizagdo de novas opgdes terapéuticas sdo encaminhadas por diversas ferramentas da quimica
medicinal (BOLCATO et al., 2019; LI, 2020a; MEZA MENCHACA; JUAREZ-PORTILLA;
C. ZEPEDA, 2020; SETHI et al., 2020).

A quimica medicinal ¢ uma ciéncia interdisciplinar que abrange um dominio
particularmente amplo situado na interface da quimica organica com as ciéncias da vida.
Objetiva uma compreensdo dos aspectos moleculares que regem os efeitos biologicos de
substancias bioativas/farmacos ja conhecidos (farmacocinética e farmacodinidmica), assim
como, o planejamento, sintese e avaliagcdo farmacologica de novas moléculas bioativas que
buscam atender necessidades médicas existentes (BATOOL; AHMAD; CHOI, 2019;
IMMING, 2015). Atua de forma proeminente vislumbrando aumento da poténcia, seletividade
e/ou diminuicdo da toxicidade, nos processos de escolha do alvo terapéutico (modelo
bioquimico, celular ou in vivo), na identificagao ou descoberta e produgdo de novas substancias
ativas que interagem com o alvo selecionado e na etapa de otimizagdo de um composto com
atividade conhecida (DOYTCHINOVA, 2022; IMMING, 2015).

Evolucdes convergentes em areas da quimica e biologia geraram uma quantidade
excessiva de informacgdes, que estavam além da capacidade de manipulacdo de dados “in
cerebro”, sendo o principal motivo para o desenvolvimento das ciéncias computacionais nessa

area (EKINS; MESTRES; TESTA, 2007). Métodos de selecdo computacionais aplicados em
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um espago biolodgico conhecido, considerando conceitos do modelo chave-fechadura, proposto
por Emil Fisher, em 1890, e, o encaixe induzido, descrito por Daniel Koshland, em 1958,
possibilitaram estudos tedricos e potencializaram o desenvolvimento de novos farmacos
(MACARI et al., 2019; WINGERT; CAMACHO, 2018). Etapas de descobrimento, assistidas
por abordagens in silico, podem potencializar a chegada de compostos as etapas clinicas do
desenvolvimento (Figura 1) (LIN; LI; LIN, 2020; MACARI et al., 2019; MEZA MENCHACA,;
JUAREZ-PORTILLA; C. ZEPEDA, 2020; WU et al., 2020a).

Figura 1. Linha do tempo comum para a descoberta/desenvolvimento de um novo farmaco e abordagens
in silico usualmente empregadas. Fonte: elaborado pelo autor (2023).

Importantes avancos na biologia estrutural e molecular, associados ao desenvolvimento
espectroscopico das ultimas décadas, proporcionaram elucidagdes tridimensionais de milhares
de proteinas. Com isso, o nimero de dados no Protein Data Bank (PDB) dobrou na tltima
década, aumentando em dez vezes nos ultimos vinte anos (BOLCATO et al., 2019). Este
aumento impactou diretamente a descoberta de firmacos baseados na estrutura do alvo SBDD
(do inglés, structure-based drug design). Sdo exemplos, o raltitrexedo, antimetabolito usado na
quimioterapia do cancer; e o norfloxacino, inibidor de topoisomerases Il e IV, indicado para o
tratamento de infec¢des do trato urinario (BATOOL; AHMAD; CHOI, 2019; SUN et al., 2020).

Uma defini¢do usualmente aplicada no planejamento de compostos bioativos
introduzida por Ehrlich, em 1909, proporciona a identificacdo de fragmentos estruturais
essenciais a atividade bioldgica em um determinado arcabouco molecular (ROY; KAR; DAS,
2015). O conceito de farmacoforo fundamenta inimeros planejamentos sintéticos (“Fragment-

based drug design” — FBDD), em que a associacdo de fragmentos direcionais (phoros)
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responsaveis por uma atividade bioldgica (farmacon) em uma unica molécula, propicia um
conjunto de recursos estéreo-eletronicos necessarios para interagdes supramoleculares com
alvos especificos, sendo muito utilizada para doencas multifatoriais, como o cancer e DA (LI,

2020b; YANG, 2010).

2. Doencas multifatoriais e a metodologia multialvo

No passado, o paradigma “uma doenca — um alvo — um medicamento” delineou o
planejamento da maioria dos compostos bioativos conhecidos, apresentando conceitos que
pregavam maior poténcia e segurancga farmacoldgica aos seus derivados. Apesar do sucesso e
avanco na época, atualmente, ndo hé davida de que essa proposta tenha eficécia restrita contra
doencas complexas, na qual a patogé€nese envolve um conjunto de eventos bioquimicos
operando simultaneamente. Nesse contexto, surge a proposta de ligantes direcionados a
multiplos alvos (MTDLs), apresentando-se como uma ferramenta potencial contra doencas
como cancer, maldria, tuberculose (TB), diabetes e doencas neurodegenerativas (MAKHOBA
et al., 2020; ROSSI et al., 2021; SAMPIETRO et al., 2022).

Em um desenvolvimento multialvo, a selecdo de alvos ¢ direcionada por dados clinicos
de terapias combinadas, triagens fenotipicas ou abordagens in silico (JIANG et al., 2022). Um
dos principais exemplos na modulagdo farmacoférica hibrida em um composto multialvo
aplicado na terapia anticancer, o sunitinibe (1), da classe dos inibidores de multiplas quinases,
apresentou interessante eficacia dentro da terapia anticancer existente, justificada
principalmente, por sua destacada seletividade (RAUSCH et al., 2020). A amsacrina (2), outro
exemplo da abordagem hibrida, ¢ um firmaco antineoplédsico utilizado no tratamento da
leucemia, que atua transformando a enzima Topo II em um agente que danifica o DNA. Os
intercaladores de DNA representam o maior grupo de inibidores Topo I/II conhecidos, sendo a
amsacrina, considerada um padrao na acao citotoxica de ligacdo ao DNA (JANGIR et al., 2012;
SKOK et al.,, 2020). Outras abordagens hibridas sdo avaliadas e exploradas na terapia
anticancer. Na Figura 2 temos alguns mecanismos anticancer validados, que em associagao,
podem fundamentar o desenvolvimento de compostos biologicamente ativos (MAKHOBA et

al., 2020; RAMSAY et al., 2018).



Figura 2. Planejamento multialvo para compostos anticancer. Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Os MTDLs podem apresentar estratégias que envolvem o planejamento de hibridos
conectados, fundidos ou mesclados. A selegdo dos multiplos alvos bioldgicos a serem atingidos
¢ provavelmente o aspecto mais critico na descoberta de compostos multialvo, pois tem papel
intrinseco ao curso da doenga e na sinergia bioldgica envolvida. Adicionalmente, parametros
fisico-quimicos e farmacocinéticos também devem ser acompanhados, principalmente na
estratégia de hibridos conectados. A AChE ¢ o alvo biologico mais buscado nas estratégias
MTDLs para a DA, seguido pela agregacao do peptideo B-amiloide, estresse oxidativo, BChE
e homeostase metalica. Estes, constituem os cinco principais alvos na maioria dos projetos de
desenvolvimento de compostos anti-DA, assim como, suas respectivas combinagdes binarias
também sdo amplamente apresentadas nos relatos de pesquisas dos ultimos anos contra a
doenca (OSET-GASQUE; MARCO-CONTELLES, 2018; ROSSI et al., 2021; SAMPIETRO
et al., 2022).

A donepezila (3) (Figura 3), medicamento aprovado pelo FDA, atua na funcdo
colinérgica aumentando os niveis de ACh no SNC e serve de modelo para diversos derivados
multialvo. Tanto o fragmento da benzilpiperidina, um farmacé6foro de ligagao ao sitio catalitico
anidnico (CAS) da AChE, quanto a fragdo indanona, que interage com o sitio periférico
anidnico (PAS) da AChE via interagdes de empilhamento n- 7, sdo utilizados como inspiragao
em compostos multialvos que inibem a agregagao de AP, atuam como complexantes de metais,

antioxidante e neuroprotetores (KIM et al., 2014; WANG et al., 2016).



A tacrina (4) ¢ um potente agente ndo seletivo inibidor de AChE e BChE, sendo a
primeira terapia aprovada para DA, em 1993. Contudo, foi descontinuada em 2013 devido a
problemas como hepatotoxicidade, justificada, provavelmente, pela estimulacdo da producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e deplecdo de glutationa, além da baixa
biodisponibilidade apds administragdo oral fundamentaram a sua suspensdo na clinica
(BAUTISTA-AGUILERA et al., 2021; SAMEEM et al., 2017). Combinagdes multialvo do
farmacoéforo da tacrina condensado a fragmentos com propriedades antioxidantes e inibidores
da agregacao B-amiloide, sucederam as pesquisas envolvendo seus derivados, com objetivo de
controlar os efeitos adversos identificados em seu precursor, assim como hibrido tacrina-indol
(5) demonstrado na Figura 3 (CHALUPOVA et al., 2019; HAMULAKOVA et al., 2021;
TSENG et al., 2020).

Figura 3. Planejamento multialvo para compostos anti-DA. Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Em resumo, o processo de planejamento baseado nas premissas da Quimica Medicinal,
proporciona racionalidade durante a busca de compostos biologicamente ativos, favorecendo
uma reducao do tempo e custo operacional, embora o caminho ainda seja longo e repleto de
obstaculos (MACARI et al., 2019; PINZI; RASTELLI, 2019; SANT’ANNA, 2009; SETHI et
al., 2020; TORRES et al., 2019; WINGERT; CAMACHO, 2018).

2.1 Aspectos farmacologicos da quimioterapia antineoplasica
Cancer, tumores malignos e neoplasias malignas sdo alguns dos termos utilizados para
doencas cronicas causadas por uma desordem genética celular. Estas desordens sdo

responsaveis pelo surgimento e replicagao de células anormais que possuem grande capacidade
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de proliferacdo, podendo alcancar tecidos e orgdos adjacentes rapidamente, em processos
conhecidos como metastase (SIEGEL et al., 2023). Metéstases generalizadas sdo a principal
causa de morte por cancer (National Cancer Institute, 2021). Uma estimativa recente, realizada
para o ano de 2020, indicou a ocorréncia de 19 milhdes de novos casos de cancer, com cerca de
10 milhdes de Obitos. Atualmente, uma em cada seis mortes no mundo sdo relacionados ao
cancer (FERLAY et al., 2021; SUNG et al., 2021). No Brasil, 0 Instituto Nacional de Cancer
José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou a ocorréncia de cerca de 704 mil novos casos
por ano, para o triénio 2023-2025 (SANTOS et al., 2023).

O cancer possui fatores de risco tanto ambientais como hereditarios, dos quais 0 meio
ambiente contribui majoritariamente para o surgimento de células tumorais, em um processo
que envolve a interacdo entre os fatores genéticos de uma pessoa e os agentes carcinogénicos
externos aos quais ela esta exposta (MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019). Tabagismo,
consumo de alcool, maus habitos alimentares, sedentarismo e a polui¢ao do ar sdo exemplos de
fatores carcinogénicos externos (EXARCHAKOU et al., 2022). A incidéncia da doenga
aumenta drasticamente com a idade, provavelmente pelo aciimulo de possiveis indutores ao
longo da vida, assim como, pela tendéncia dos mecanismos de reparo celular serem menos
eficazes a medida que a pessoa envelhece (AUNAN; CHO; SOREIDE, 2017).

Em geral, os tumores malignos apresentam perfis altamente heterogéneos em
caracteristicas moleculares e sensibilidades as terapias existentes. A depender do subtipo do
cancer, estagio e fatores clinicos do paciente, terapias sao direcionadas para inicialmente
promover a eliminagdo do cancer; ou ainda, quando identificada metéstase, o tratamento tem
por objetivo prolongar a taxa de sobrevida do paciente (PUCCI; MARTINELLI; CIOFANI,
2019). As estratégias convencionais de tratamento do cancer mais utilizadas incluem a
resseccdo cirurgica dos tumores seguida de radioterapia com raios-X e/ou quimioterapia
(DEBELA et al., 2021). A cirurgia continua a ser um tratamento de primeira linha para muitos
tipos de cancer, principalmente em estagios iniciais da doenga; avancos em sua precisdo,
suporte de imagem molecular e, mais recentemente, procedimentos cirirgicos assistidos por
inteligéncia artificial foram perceptiveis nos ultimos anos. Outra estratégia tida como
convencional, a quimioterapia, atua preferencialmente na inibicdo da proliferacdo celular e
multiplicagcdo tumoral. O uso clinico de quimioterapicos foi melhorado por ajustes nas dosagens
e terapias combinadas, assim como, em novas abordagens mecanisticas envolvendo conceitos

de terapia-alvo (CHEN et al., 2021; KIFLE et al., 2021).



Mesmo considerando todo o progresso, os agentes quimioterapicos sdo comumente
associados a efeitos colaterais graves, sendo reflexo, na maioria das vezes, do mecanismo de
acdo envolvido para sua resposta farmacoldgica (SUNG et al., 2021; ZHONG et al., 2021). O
indice terapéutico na quimioterapia do cancer apresenta uma janela muito pequena, visto que a
maioria dos firmacos demonstram atividade em células que se multiplicam rapidamente, sendo
elas normais ou neoplasicas. Em resumo, as principais limitagdes identificadas na quimioterapia
convencional sao: dificuldade na identificacdo de uma dosagem mais eficaz, falta de
especificidade, resisténcia a tratamentos existentes, metabolizagdo rapida e, principalmente,

seus efeitos colaterais (HABET, 2021).

2.1.1 DNA na terapia e resisténcia do cancer

O cancer tem origem em alteragdes na estrutura genética (4cido desoxirribonucleico,
DNA) das células, as chamadas mutagdes. Em um processo normal, uma célula sadia possui
um ciclo pré-determinado de crescimento, divisdo, funcionamento e morte celular. Qualquer
alteragdo que ocorra durante esse ciclo pode resultar no surgimento de uma célula neoplasica
(FARES et al., 2020). A resposta ao dano no DNA (DDR) através de algumas vias de reparo,
como apresentado na Figura 4, constitui uma tentativa de manutencdo da estabilidade e
integridade genética. Quando as células sdo expostas a agentes endogenos ou exdgenos com
potencial para dano, o desequilibrio funcional dessas vias de reparo ¢ conectado a origem e
progressao do cancer. A DDR pode resultar na sobrevivéncia da célula quando a quantidade e
o tipo de dano sdo gerenciaveis, ou ainda, na senescéncia ou morte celular quando o dano ¢
muito grave. As terapias anticincer tidas como primarias (radiacdo ionizante e agentes
quimioterapicos) induzem a morte celular causando danos diretos ou indiretos ao DNA, esses
danos podem ocasionar uma hipersensibilidade ou resisténcia das células cancerigenas a essas
terapias, explicadas pelo ciclo apresentado abaixo (LI et al., 2021a; MANSOORI et al., 2017;
ZELL et al., 2021).



Figura 4. Ciclo de resposta ao dano no DNA (DDR); adaptado (ZELL et al., 2021).

Apesar dos avancgos cientificos em planejamentos bioldgicos mais seletivos e seguros,
0 mecanismo citotoxico ainda ¢ muito comum aos tratamentos antineopldsicos existentes
(BAGULEY etal.,2021). O DNA, como detentor de informacdo genética, ¢ um alvo importante
para a interagdo de compostos bioativos por sua efetiva participacdo no crescimento e divisao
celular (HMOUD ALOTAIBI; ABDALLA MOMEN, 2020). Estudos descrevem uma grande
variedade de moléculas que interagem com o DNA, apresentando variados perfis biologicos
como antibidticos (PEREZ-ARNAIZ et al., 2014; SHAHABADI; HASHEMPOUR, 2019),
anticancer (BAGULEY et al., 2021; DE ALMEIDA et al., 2015), antiviral (RAMANA et al.,
2015) e antiprotozodrio (DOGANC et al., 2021).

A maioria das terapias direcionadas acomete células com alta taxa de proliferagao, como
as neoplasicas, e com instabilidade genomica, entretanto, células normais também podem ser
afetadas (NAGEL; SEMENOVA; BERNS, 2016). Essa interagdo de compostos bioativos ao
DNA pode acontecer indiretamente, quando a ligacdo transcorre através de proteinas que estao
conectadas ao DNA, ou diretamente, quando interagdes intermoleculares, covalentes ou nao,
sdo responsaveis pela atracao de pequenas moléculas a estrutura helicoidal do DNA (HMOUD
ALOTAIBI; ABDALLA MOMEN, 2020). Farmacos como a cisplatina, carboplatina e
ciclofosfamida realizam intera¢des irreversiveis com o DNA, do tipo covalente; estes,
constituem uma importante classe de quimioterapicos, os agentes alquilantes, que atuam
diretamente no ciclo celular (LEHMANN; WENNERBERG, 2021). A outra forma de
interacao, a ndo covalente, apresenta em geral um perfil farmacologico mais seguro, justificado
muitas vezes, pelo modo de ligacao reversivel ao DNA (BAUER, 2015).

Apesar de apresentar maior fragilidade energética quando comparadas com as
interacoes covalentes, as interagdes ndo covalentes constituem um artificio crucial para

“comunicagdo” com alvos bioldgicos; estando presentes em fungdes biologicas importantes
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como no reconhecimento de ligantes, estabilidade de proteinas, alteragdes conformacionais,
entre outras. As formas de interagdo ndo covalente mais frequentes incluem: interacdes de
hidrogénio, forcas de Van der Waals, m-cation e as interagdes de empilhamento (JIN et al.,
2022; JOHNSON et al., 2010). Definida pela atracdo causada por elétrons © de dois sistemas
aromaticos, as interacdes de empilhamento desempenham um papel crucial na estabilidade
secundaria do DNA, sendo assim muito explorada na terapia anticincer (BAGULEY et al.,
2021; SONI et al., 2017). A intercalagdo de moléculas ao DNA consiste na inser¢ao de
compostos formados por sistemas fundidos de anéis aromaticos ou heteroaromaticos entre pares
de bases do DNA, resultando em alteragdes na sua estrutura helicoidal com torgdes e
alongamentos (RESCIFINA et al., 2014). Embora esteja bem estabelecido que a ligacdo ao
DNA na forma nao covalente, tdo somente, nao € suficiente para conferir atividades citotoxicas
promissoras, esta afinidade ¢ frequentemente considerada um critério que pode desencadear
varios processos enzimaticos intrinsecos a mecanismos de acdo antineoplasicos (HMOUD
ALOTAIBI; ABDALLA MOMEN, 2020; RESCIFINA et al., 2014). Derivados de
antraciclinas, acridinas e antraquinonas sdao exemplos de compostos com interacdes nao
covalentes ao DNA utilizados na clinica; a Figura 5, apresenta alguns destes derivados
poliaromaticos intercaladores de DNA, e que também sdo inibidores da enzima topoisomerase
II, sendo essa associacdo responsavel pela resposta bioldgica antiproliferativa apresentada

(VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021).
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Figura 5. Farmacos poliaromaticos intercaladores de DNA. Fonte: elaborado pelo autor (2023).

2.1.2 Inibidores de topoisomerases na terapia antineoplasica
As enzimas topoisomerases (Topo) controlam a estrutura do material genético durante
muitos processos celulares (replicacdo do DNA, transcrigdo e recombinacdo ou condensagao

cromossdmica). Atuam por meio de uma ligagdo covalente da tirosina, presente no sitio ativo
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enzimatico, ao grupo fosforico do DNA para aliviar seu estado helicoidal ou desembaragar
cromossomos interligados, através da clivagem ou religagao de suas fitas. Conforme as quebras
do DNA em fita simples ou dupla durante a catalise, sdo classificadas em dois grupos, Topo |
e Topo II, respectivamente (LEE; BERGER, 2019; MCKIE; NEUMAN; MAXWELL, 2021).

A maioria dos organismos eucaridticos expressa uma unica topoisomerase tipo II,
conhecida como DNA topoisomerase II. Os vertebrados apresentam duas isoformas, a Topo Ila
e a Topo IIB. No geral, as duas enzimas apresentam homologia de 68%, chegando a 78%, nas
subunidades cataliticas (WENDOREFF et al., 2012). A primeira, expressada majoritariamente
nas fases S e M do ciclo celular, estd principalmente ativa durante o processo de replicagao do
DNA e segregagdao cromossomica para mitose; ja a Topo IIP, participa da regulagdo da
transcricdo de expressdo génica, tendo sua expressao independente do ciclo celular (RICCIO;
SCHELLENBERG; WILLIAMS, 2020).

Ao considerar o mecanismo de fragmentagdo do genoma como parte do processo, as
enzimas Topo do tipo II sdo relativamente perigosas, mesmo quando destacado que esse
mecanismo ¢ reversivel e de curta duracdo; a sua desregulagdo pode ocasionar sinalizacdo de
reparo/recombinacdo do DNA ou vias de morte celular, por isso, esse mecanismo ¢ bastante
explorado no desenvolvimento terapéutico antimicrobiano e anticancer (MCKIE; NEUMAN;
MAXWELL, 2021; VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021).

Os inibidores de topo Ila humano estdo na literatura divididos em dois grandes grupos:
inibidores cataliticos e venenos da Topo II. Os inibidores cataliticos ndo induzem a formacao
do complexo de clivagem enzima-DNA. Atuam diretamente na enzima Topo II inibindo sua
atividade através de variadas etapas no ciclo catalitico, incluindo a ligagdo ao DNA e ao ATP.
Esses inibidores tém baixo perfil genotdxico, mas ainda podem efetivamente suprimir a
proliferagao celular através do estresse topoldogico no DNA pela inibigao enzimatica da Topo
I1, evento este que pode induzir um processo conhecido como catastrofe mitotica, Figura 6. No
entanto, os inibidores cataliticos apresentam sérios efeitos fora do alvo, como também, baixa

estabilidade (LOBODA et al., 2020; MATIAS-BARRIOS et al., 2021).
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Figura 6. Equilibrio da clivagem de DNA mediada por topoisomerase II; adaptado (VANN; OVIATT;
OSHEROFF, 2021).

O termo “veneno” ¢ aplicado devido a caracteristica de conversdo da enzima em uma
toxina celular que desencadeia consequéncias mutagénicas e letais; o aumento dos niveis de
complexos de clivagem representam um grande disturbio nas quebras de DNA, interferindo na
capacidade da enzima de religar essas moléculas clivadas por meio da estabilizacdo do
complexo enzima-DNA (BUZUN et al., 2020; POMMIER et al., 2010; RICCIO;
SCHELLENBERG; WILLIAMS, 2020). Apesar da conotacdo negativa associada ao termo
“veneno”, todos os compostos direcionados a Topo II, conhecidos clinicamente, atuam por essa
via de mecanismo (VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021).

A Figura 7 apresenta parte de um complexo DNA-Topo Ila e seu modo de interagao
com o etoposideo, um veneno de Topo II, disponivel no PDB (ID:5gwk). A tirosina catalitica
(Tyr805), destacada na Figura 7A pela cor magenta, ¢ a responsavel pelo ataque nucleofilico
ao DNA, desencadeando o processo de clivagem. As interagdes de empilhamento de elétrons
n, associadas a ligagdes de hidrogénio com os residuos da enzima (Asp*®), coordenam o
modelo proposto para formac¢do de um complexo DNA-Topolla-etoposideo, responsavel por
retardar ou impedir o processo de reclivagem natural (DRWAL et al., 2014; WENDORFF et
al., 2012). O modelo farmacoforico apresentado indica que a subunidade aromatica do 4-
hidroxi-3,5-dimetoxifenila do etoposideo se liga a bolsa cercada por residuos como o Gly*®?,
Asp*® e Arg*®’, sendo o principal responsavel pelas interagdes farmaco-proteina (DA SILVA

FILHO et al., 2019; TYLINSKA et al., 2021).
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Figura 7. Analise do encaixe molecular proposto ao etoposideo na Topo Ila (PDB ID: 5gwk), adaptado
(DRWAL et al.,, 2014). (A) Pose de encaixe do etoposideo com a DNA-Topo Ilo aponta,
respectivamente, para interagdes de empilhamento de elétrons n (tracejados em laranja) e ligacoes de
hidrogénio (verde). Na cor laranja claro apresentasse as bases de DNA envolvidas na clivagem com a
enzima (verde azulado); (B) e C) representagdoes 2D e 3D do modelo farmacoforico proposto para
interag¢do do etoposideo com a enzima; na cor verde, aceptores de ligagdo de hidrogénio; em rosa, doador
de ligac@o de hidrogénio; a cor azul representa grupo hidrofobico; em laranja, pontos favoraveis para
interagdes eletronicas m-n; em cinza, complementacdo da cavidade estérica do sitio excluida.

2.2 Aspectos farmacologicos da Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ uma desordem neurodegenerativa progressiva
irreversivel, responsavel pela perda de memoria, deméncia e comprometimento das func¢des
cognitivas do corpo humano (ABUBAKAR et al., 2022). Segundo estimativas da A/lzheimer’s
Disease International, 50 milhdes de pessoas em todo o mundo vivem com alguma forma de
deméncia; projecdes indicam que estes numeros podem triplicar até 2050, sendo a DA a
principal causa dessa sindrome. No Brasil, estima-se que 1,2 milhdo de pessoas tenham a
doenca, com média de 100 mil novos casos diagnosticados por ano (CHUFAROVA et al., 2018;
TSENG et al., 2020).

Associada ao envelhecimento populacional, com etiologia ndo totalmente esclarecida,
mas considerada multifatorial, a DA, indica impacto em varios sistemas de neurotransmissao,
agregados filamentosos da proteina f-amiloide (AP) e massas neurofibrilares intracelulares,
formadas principalmente pela proteina tau (FALCO et al., 2015). Embora esses eventos possam
ser perceptiveis no cérebro de um idoso saudavel, nao sdo frequentemente observados

conjuntamente ¢ com a mesma intensidade comparativamente as pessoas acometidas pela

doenca (DE STROOPER; KARRAN, 2016).
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Diversos outros sinais bioquimicos também sio observados na DA como, por exemplo,
estresse oxidativo difundido no cérebro, neuroinflamacao, desregulacao de calcio, deficiéncia
de acetilcolina, mutacdes genéticas, trauma cerebral e problemas na homeostase metalica. A
progressdo da doenga leva & morte em um periodo entre 6 ¢ 12 anos apds seu inicio, sendo
normalmente associadas a complicagdes com a imobilidade do paciente ou problemas
respiratorios (CHUFAROVA et al., 2018; RABBITO et al., 2020).

Apesar de inimeras tentativas para compreensao das vias envolvidas no surgimento e
evolucao da doenga, o que gerou grande nimero de hipoteses, o tnico fato considerado unanime
entre os estudiosos ¢ que a DA tem correlagdo direta com a idade (XIA et al., 2018), mas que
fatores genéticos e exdgenos também atuam em sua evolucdo (HOOGMARTENS; CACACE;
VAN BROECKHOVEN, 2021; TABASSUM; MISRANI; YANG, 2020). Os fatores de risco
genéticos que estdo associados/relacionados ao acometimento de pacientes pela DA sdo
considerados raros, responsaveis por 5% dos casos totais, e estdo associados a mutagdes no
gene da proteina precursora AP (APP) ou presenilina, que ¢ um constituinte do complexo da
enzima y-secretase que degrada a APP em AP, e devido a mutacdes nas isoformas da
apolipoproteina transportadora de colesterol (ApoE). Adicionalmente, os riscos exdgenos
incluem: trauma cerebral, obesidade, diabetes, fatores associados ao sistema imunologico e
vascular, assim como, exposi¢ao exdgena a metais, incluindo chumbo, merctrio e aluminio (A.
ARMSTRONG, 2019).

Até 2020, os tratamentos comercialmente disponiveis a DA se concentravam ao controle
dos transtornos cognitivos e reducao na progressao da doenca (CUMMINGS, 2021). Em 2021,
a primeira terapia modificadora da doenga (DMT) foi aprovada, aducanumab, sendo indicada
para pacientes em fase de comprometimento cognitivo e deméncia leve. Este, ¢ um anticorpo
monoclonal anti-amiloide, que concentra uma importante via mecanistica para futuros
tratamentos, ainda apresentando dois compostos bioativos em revisdo pela FDA (do inglés,
Food and Drug Administration), a donanemab e lecanemab. Na busca por DMTs eficientes
para a DA, abordagens também sdo voltadas para o controle dos impactos sobre os processos
colinérgicos, que apresentam grave perfil degenerativo e danos irreversiveis a memoria.
Atualmente, dois compostos estdo em fases clinicas para DA: a octaidroaminoacridina (10) € o
derivado AD-35 (11), Figura 8, todos inibidores da acetilcolinesterase (AChE). Destaca-se
ainda a abordagem multimecanistica do AD-35 capaz de atuar na agrega¢do -amiloide por
inducdo metdlica, assim como, na ativacdo de astrocitos e producdo de citocinas pro-

inflamatorias (CUMMINGS et al., 2022; L1 et al., 2017b; XIAO et al., 2017).
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Figura 8. Inibidores de colinesterases em fases clinicas para o tratamento da DA. Fonte: elaborado
pelo autor (2023).
2.1.1 Colinesterases (ChE’s) como alvo terapéutico para DA

O sistema colinérgico marca o inicio da pesquisa voltada ao tratamento da DA,
justificado principalmente pela severidade da doenca nesse sistema neurotransmissor
(HAMPEL et al., 2018). Estratégias terapéuticas envolvendo processos pré-colinérgicos como
precursores de acetilcolina, inibidores de colinesterases (ChEi, do inglés cholinesterase
inhibitor) e agonistas de receptores muscarinicos e nicotinicos foram estudados quanto a
eficicia frente a DA. Entretanto, a Unica classe que obteve relativo sucesso clinico foram os
ChEIs, representando a primeira classe de abordagens farmacoldgicas eficazes para o
tratamento da DA (S. SCHNEIDER, 2022).

As colinesterases (ChE’s), acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE), sdo
enzimas serina hidrolases, responsaveis pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh).
A ACh ¢ considerada um mediador quimico de sinapses no sistema nervoso central (SNC),
sistema nervoso periférico (SNP) e na jungdo neuromuscular. Quando funcionam normalmente,
os neurdnios colinérgicos do sistema nervoso central (SNC) liberam ACh na fenda sindptica,
onde se liga a receptores pOs-sinapticos ou pré-sindpticos, muscarinicos ou nicotinicos,
dependendo do trato especifico ao qual a célula pertence. A ACh permanece ativa até ser
hidrolisada em colina e acetato pela acetilcolinesterase (AChE), como um mecanismo
fisiologico para interromper suas a¢des. Ao inibir a AChE e, portanto, a hidrolise da ACh na
fenda sindptica, os ChEIs aumentam efetivamente a quantidade de ACh disponivel para os
receptores colinérgicos, compensando em teoria, a hipofun¢ao causada pela DA no SNC. A
redugdo nos niveis de ACh nos neurdnios colinérgicos e nao-colinérgicos ¢ correlacionada com
a perda progressiva e irreversivel de memoria na DA. Uma mimetizagdo do ciclo de producao

da ACh ¢ apresentado na Figura 9 (GOULART et al., 2021; S. SCHNEIDER, 2022).
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Figura 9. Biossintese ¢ degradagdo da acetilcolina, adaptado NORDBERG et al. (2013).

Em um cérebro normal, a AChE ¢ responsavel por aproximadamente 95% da atividade
das colinesterases sendo capaz de hidrolisar 6x10° moléculas de ACh por minuto, mostrando
assim, alta especificidade pela acetilcolina (STANCIU et al., 2019). Outra caracteristica
fisiologica, presente na DA e que estd associada a enzima AChE como importante cofator, ¢ a
agregacdo do peptideo AB. A AChE induz alteragdes conformacionais e bioquimicas em
solucdo deste peptideo, acelerando sua fibrilogénese. Adicionalmente, os complexos AChE-A
exibem uma neurotoxicidade consideravelmente maior em comparagdo com os peptideos AP
livres (CARVAJAL; INESTROSA, 2011; DINAMARCA et al., 2010).

A butirilcolinesterase (BChE), também conhecida por pseudocolinesterase, ¢ sintetizada
no figado e encontrada primariamente no plasma, sendo amplamente distribuida em outros
tecidos, como: pulmdes, coragdo, sistema nervoso central e periférico, principalmente de
origem glial (ZHOU; HUANG, 2022). Quanto ao perfil fisiologico, a BChE apresenta taxas de
hidrélise mais lentas, participando na hidrolise de outros ésteres como a butirilcolina (BCh),
sendo menos especifica que a ACh (POPE; BRIMIJOIN, 2018). Entretanto, em pacientes com
a DA avangada, o aumento em mais de 120% nos percentuais de BChE, correlacionados com a
dréstica redugdo dos niveis de AChE (55-67%), tornam-na um interessante alvo, tanto na
proposta de biomarcador para doenga, quanto ao planejamento de potenciais inibidores (LI et

al., 2021c¢).
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A AChE desempenha um papel mais dominante que a BChE na neurotransmissio
colinérgica, muito pela predominancia da origem glial da BChE (REID; CHILUKURI,
DARVESH, 2013). Contudo, estudos apontaram a capacidade dessa enzima em compensar o
déficit de hidrdlise da ACh causado por inibidores seletivos de AChE. Adicionalmente, a
inibi¢do seletiva de BChE reduziu os niveis de peptideo B-amiloide no cérebro de camundongos
e células de neuroblastoma humano sem diminuir a viabilidade celular; assim como, estudos
com ratos idosos, apresentaram aumento no desempenho cognitivo ¢ na vida dos animais
(GREIG et al., 2005; KOSAK et al., 2016). Além disso, caracteristicas neuropatologicas da
DA, como placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares, foram correlacionadas com a
presenca de altos niveis de BChE (DARVESH et al., 2012). Portanto, a descoberta de inibidores
de BChE vislumbra possiveis candidatos para o tratamento sintomatico da DA (DO N.
GOULART et al., 2021; MARUCCI et al., 2021; ZHOU; HUANG, 2022).

A AChE e BChE apresentam relativa homologia, com cerca de 65% de similaridade
entre suas sequéncias de aminoacidos. Ambas dispdem de uma regido anidnica periférica,
denominada PAS, e outra composta por uma triade catalitica, conhecida por CAS, separados
por um canal com aproximadamente 20 A (Figura 10). O sitio periférico nas colinesterases
(PAS) é revestido por residuos aromaticos que desempenham um papel fundamental na ligagao
e orientacdo de substratos aromaticos e/ou cationicos em seu caminho, através do canal, até as
regides do CAS. Esta tltima, ainda ¢ composta por dois subsitios, um com propriedades idnicas
e outro esterasica, onde se liga a ACh. Portanto, um potencial composto ChEI pode atuar em
qualquer uma dessas regides mimetizando um ligante colinérgico (FRANJESEVIC et al., 2019;

ROSENBERRY et al., 2017).
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Figura 10. (A) Sitio catalitico da AChE humana (AAChE) (PDB ID: 4ey4); (B) BChE humana (#BChE)
(PDB ID: 1p0i) (ROSENBERRY et al., 2017). Os principais residuos envolvidos durante o encaixe da
ACh e BCh as colinesterases sdo apresentados, tendo os respectivos ligantes representados na forma de
bolas e sticks; as regides periféricas (PAS) estdo em verde, na sequéncia, superficies nas cores cinza e
magenta indicam, respectivamente, aminoacidos envolvidos no canal e as regides direcionadas para
interagdes com os fragmentos acilas dos substratos. As triades cataliticas estdo representadas na cor
ciano, assim como, as moléculas de agua conservadas estruturalmente, residuos envolvidos na ligacao
a colina, e a rede de ligacdes de hidrogénio, presentes no sitio CAS, sdo representadas em esferas
vermelhas, linhas amarelas e tracejados pretos, de modo respectivo.

Como apresentado acima, as triades cataliticas na hAChE e na hBChE consistem em
aminodcidos conservados: Ser?®, His*’, Glu** e Ser!*%, His***, Glu*%, respectivamente. O sitio
periférico concentra a regido com maior discrepancia entre as enzimas, dos 10 residuos
aromaticos que interagem com ligantes, incluindo os presentes no canal com intera¢ao potencial
com a ACh, apenas 4 permanecem nessa regido da BChE humana: Tyr**? (Tyr**! em AChE) no
sitio PAS; e Trp*?, Phe’® e Trp?*! (Trp*, Phe*® e Trp*® em AChE) no sitio CAS. Tais
caracteristicas estruturais podem justificar respostas distintas a atividade inibitéria de

compostos frente as colinesterases, contribuindo assim, para um perfil mais seletivo

considerando que a BChE acomode substratos mais volumosos (ROSENBERRY et al., 2017).

3. Compostos Heterociclicos

Estruturas organicas ciclicas, especialmente as heterociclicas, sdo amplamente
estudadas e apontam como um dos principais grupos da quimica organica e medicinal
(ALBINO et al., 2020; LI et al., 2021b). Além de sua presenca marcante no mundo biolodgico

em vitaminas, acidos nucléicos, enzimas, coenzimas, hormonios, alcaloides, entre outros; a
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existéncia crescente de diversos heterociclicos em compostos bioativos pode estar associada
aos avangos em metodologias sintéticas, como reacdes de acoplamento cruzado e hetero
acoplamento, que permitem acesso rapido a uma ampla variedade de heterociclicos. Assim
como, fornecem compostos organicos com propriedades fisico-quimicas farmaco-similares
(HERAVI; ZADSIRJAN, 2020).

Um composto heterociclico ¢ caracterizado pela presenga de ao menos um hetero 4tomo
em seu sistema ciclico, tendo o nitrogénio (N), o oxigénio (O) e / ou o enxofre (S) como os
atomos mais comuns entre 0s compostos naturais e sintéticos conhecidos. O estudo da quimica
heterociclica se concentra principalmente em derivados insaturados, nao tensionados, de 5 e 6
membros, como: piridina, tiofeno, pirrol e furano (JAMPILEK, 2019). A piridina, analogo ao
benzeno, tem um sistema conjugado de seis elétrons w deslocalizados sobre o anel. Em contraste
com o benzeno, a densidade eletronica nao ¢ distribuida uniformemente sobre o anel, refletindo
o efeito indutivo do atomo de nitrogénio. Os compostos a base de piridina desempenham
diversos papéis na quimica organica; descricdes reacionais como ligantes, solventes e
catalisadores sustentam os relatos que crescem anualmente para esse fragmento
(KISHBAUGH, 2012; L1 et al., 2021b; SILVA et al., 2022).

Outra grande classe de heterociclicos sdo aqueles fundidos a anéis de benzeno. Por
exemplo, os derivados do benzeno fundidos a piridina (12), Figura 11, como a quinolina (13),
a 1,2,3,4-tetraidroacridina (14) e a acridina (15), sdo arcabougos com ampla versatilidade
sintética e biologica (GENSICKA-KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA,
2017; JAMPILEK, 2019; WEYESA; MULUGETA, 2020). A propdsito, a quimica envolvendo
heterociclicos nitrogenados concentra cerca de 60% dos medicamentos aprovados pela agéncia
reguladora FDA, sendo uma das mais importantes e exploradas no universo farmacoldgico

(HERAVI; ZADSIRJAN, 2020; VITAKU; SMITH; NJARDARSON, 2014).

@ A N A
N" | N” | N” | N”

Piridina Quinolina 1,2,3,4-tetrahidroacridina Acridina
12) (13) (14) 15)

Figura 11. Exemplos de heterociclicos nitrogenados fundidos a piridina.

3.1 Acridinas

Dentre os derivados nitrogenados analogos ao benzeno, destaca-se o nucleo triciclico
acridina, derivado natural encontrado no alcatrdo; este apresenta relatos de aplicagdo desde o
século XIX, no qual era muito utilizado na industria de pigmentos e corantes (PRABAKARAN

et al., 2021). Fisico-quimicamente, possui propriedades semelhantes ao seu precursor, a
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piridina, e ao seu andlogo benzénico, o antraceno, com propriedades fluorescentes (HERAVI;
ZADSIRJAN, 2020; RUPAR et al., 2020). Alguns métodos sao conhecidos para sintese das
acridinas e seus derivados, o Esquema 1 apresenta os mais aplicados na obtengdo desse nucleo.

Em 1884, Bernthsen relatou a primeira sintese de acridina na qual a difenilamina foi
condensada com 4cido benzodico usando cloreto de zinco em temperaturas elevadas; desde
entdo, otimizagdes foram propostas como a de Popp (1961)(POPP, 1962), relatando um sucesso
reacional com a substituicdo do catalisador derivado de zinco pelo acido polifosforico (PPA).
O uso do micro-ondas também constituiu uma evolucdo nas reagdes propostas por Bernthsen
que apresentavam baixos rendimentos, elevados tempos reacionais e limitacdes eletronicas dos
substratos envolvidos (BENOIT, 2013; DAS; THAKUR, 2011).

As reacdes de condensacao do tipo Ullmann-Goldberg estdo entre as metodologias mais
utilizadas em substituicdes nucleofilicas envolvendo haletos de arila e, apresentam grande
relevancia para a sintese dos acidos N-fenilantranilicos (20), intermedidrio chave nas rotas
sintéticas envolvendo as acridinas (GENSICKA-KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI;
DZIERZBICKA, 2017). No geral, esse tipo de acoplamento C-N envolve uma catalise metalica,
na qual o cobre pode polarizar a ligagdo carbono-halogénio e, consequentemente, favorecer o
ataque nucleofilico inter ou intramolecular. Mecanismos para esse tipo de acoplamento ainda
sao discutidos e envolvem teorias como adi¢do oxidativa e transferéncia de um tnico elétron
(SHERBORNE et al., 2017). Em uma segunda etapa, os adcidos N-fenilantranilicos formados
sofrem uma ciclizagao intramolecular de Friedel-Crafts catalisada por acidos, como o sulfurico
(H2SO4) e o polifosforico (PPA), originando a acridona (21), um intermedidrio sintético
também muito importante, que pode ser reduzido ou funcionalizado na posi¢ao 9 do nucleo
acridinico (KANCHARLA et al., 2019). Uma opcao de sintese one-pot para a obten¢do da
acridona (21) também ¢ descrita, ¢ conhecida como reagao de Lehmstedt-Tanasescu. Esta
proposta envolve uma sintese a partir do orfo-nitrobenzaldeido (25) que, na presenca de haletos
de arilas (17), em condigdes reacionais acidas, forma um intermediario conhecido como

benzidrol, posteriormente ciclizado, dando origem a acridona (WILEY, 2010).
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Esquema 1. Rotas sintéticas descritas para obten¢ao do nucleo acridinico.

Biologicamente, a acridina ¢ utilizada para obtengdo de derivados com propriedades
terapéuticas diversas, como apresentado na Figura 12 (RUPAR et al., 2020; SILVA et al.,
2022); perfis farmacologicos com agdo anti-inflamatoéria (SONDHI et al., 2010), anticancer
(ABBAS; AL-HARBI; SH EL-SHARIEF, 2020; DAI et al., 2020; HAIDER et al., 2019;
LISBOA et al., 2019; RUPAR et al., 2020), antituberculose (MUSCIA; BULDAIN; ASIS,
2014), antimalarica (FONTE, MELANIE et al., 2021), antiviral (SALAS ROJAS et al., 2021;
TONELLI et al., 2011), antifingico (GABRIEL, 2020) e inibidor de acetilcolinesterase
(HAMULAKOVA et al.,, 2017, MAKHAEVA et al., 2017) sdo descritos na literatura.
Comumente, esse perfil biologico ¢ atribuido a sua estrutura semiplanar heterociclica, que pode
interagir com  diferentes alvos  biomoleculares (GENSICKA-KOWALEWSKA;
CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA, 2017).
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Figura 12. Derivados acridinicos biologicamente ativos utilizados na clinica.
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A aplicagdo das acridinas como agentes antiproliferativos encontra ampla descri¢ao na
literatura. A Figura 13 apresenta os ultimos relatos derivados acridinicos com atividade
antitumoral, assim como os mecanismos estudados e correlacionados com a atividade
encontrada. O desenvolvimento de moléculas hibridas a base de acridina vai muito além do
DNA como alvo; a possibilidade de inibi¢do da topoisomerase e da telomerase, a iniciagdo do
estresse oxidativo mediado por ROS, a interrup¢do do ciclo celular e a interacdo com a
glicoproteina P sdo mecanismos descritos na literatura.

Muito associado a acessibilidade sintética, a condensagdo na posicdo 9 do nucleo
acridinico ¢ a mais explorada, sendo a mais comum entre os compostos biologicamente ativos
conhecidos dessa classe. As condensagoes laterais nessa regido podem direcionar o perfil de
inibicao enzimatico associativo a atividade ja conhecida de intercalagdo do DNA; assim como
este perfil de condensagdo também pode ser responsavel em potencializar ou dificultar as
interagdes do anel triciclico da acridina aos pares de base dessa biomacromolécula
(KOZURKOVA; SABOLOVA; KRISTIAN, 2021; PRASHER; SHARMA, 2018). Os
compostos 32, 34, 35, 36 ¢ 37 apresentaram inibi¢do enzimatica, in vitro, da topoisomerase.
Como um agente de dano ao DNA, um inibidor de Topo I/II pode desencadear o processo de
apoptose através das cisdes em sua estrutura helicoidal (ZHANG et al., 2019) e, em sua grande
maioria, o bloqueio € observado na fase G2/M do ciclo celular (RUPAR et al., 2020). Ademais,
os derivados acridinicos descritos apresentaram poténcia inibitéria frente ao
crescimento/proliferacdo de varios tipos de células tumorais. Quando avaliada, a seletividade
para células tumorais foi destacada nos trabalhos de HAIDER et al. (2019) e ABBAS et al.
(2020) (ABBAS; AL-HARBI; SH EL-SHARIEF, 2020; ABDEL-HAFEZ et al., 2022; DAI et
al., 2020; HAIDER et al., 2019; LISBOA et al., 2020; REN et al., 2021; RUPAR et al., 2020;
ZHANG et al., 2019).
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Figura 13. Derivados acridinicos com potencial atividade antiproliferativa. *citotoxicidade em células
ndo-tumorais.

Além de propriedades antitumorais, o nicleo acridina também se destaca pelo perfil
anti-DA. Este, € justificado principalmente ndo pela acridina em particular, mas principalmente
pelo seu derivado parcialmente saturado, a tetraidroacridina (14), base estrutural da tacrina (4)
(SAMEEM etal., 2017). Mesmo sendo descontinuada por seu perfil hepatotdxico, seus hibridos
apresentam relevante poténcia correlacionada, muitas vezes, pela capacidade deste nicleo em
interagir com o sitio catalitico das colinesterases. Nesse sentido, o desenvolvimento de andlogos
da tacrina, Figura 14, concentrou-se basicamente em condensacdes que apresentassem perfis
adicionais como, eliminagao de radicais, propriedades antioxidantes e inibi¢ao da agregacao
amiloide, podendo levar a um duplo beneficio terapéutico, com o aumento da transmissao
colinérgica e a retardagcdo da formacao das placas extracelulares neuro toxicas (ALFADLY et
al., 2019; CHALUPOVA et al., 2019; ROSSI et al., 2021). Importante mencionar, alguns dos
compostos apresentaram a capacidade de empilhamento n-n de elétrons tanto nos sitios da

regido do CAS (40 e 41), quanto ao PAS (42) das colinesterases. Por sinal, este perfil de atuagao
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constitui uma importante estratégia no desenvolvimento de novas terapias frente a DA
(CHUFAROVA et al., 2018; CZARNECKA et al., 2017, HAMULAKOVA et al., 2017;
MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al., 2016; NAJAFI et al., 2016; ROSSI et al., 2021;
TSENG et al., 2020).

Hibrido tacrina
(anti-neuroinflamatério)

Hibrido tacrina
(Inibidor agregagao AR)
Clso AChE = 0,218 uM Clso AChE = 0,041 pM

Clsp BChE = 0,032 uM

Clsp BChE = 0,001 uM

ALFADLY et al. (2019) CZARNECKAI et al. (2017)
F
~
Cl g s TN y
T N \/\/\
s H

(45) (38)

(o}
A7
NH
H
=
‘ Acridina-cromenona
N cl (Neuroprotegéo a B-secretase)

Clso AChE = 16,17 uM

Tacrina-indol Clso BChE > 100 uM
(Inibidor AChe, modulador A) (44) (39) NAJAFI et al. (2016)
Clsg AChE = 0,015 pM X

Clsg BChE = 0,021 pM
HAMULAKOVA et al. (2017) N/
(10) °

Tacrina \
Clso AChE = 0,500 uM

Clso BChE = 0,023 uM
IS BChE = 21,74
@3) HAMULAKOVA et al. (2017) Hibrido acrido

: (Antioxidante)
Clgo AChE = 11,55 uM

Tacrina - 4cido anacardico Clso BChE > 100 pM
(Neuroprotegao e anti-inflamatério) N o) (40) KHANAPOSHTANI et al. (2015)
Clsg AChE = 20,8 uM — H

Clsp BChE = 0,035 uM HN

IS BChe = 595
N N
_ P
N N

\
N
ROSS| et al. (2021)

Hibridos de tacrina-acridina

(Inibidor agregagédo AR) Hibrido inibidor AChE - HDAC
Clsog AChE = 7,6 pM 42) 41) (Inibidor agregagio AR e
Clsop BChE = 1,7 pM histonas desacetilases)

IS BChE = 4,44 Clso AChE = 0,88 uM
CHUFAROVA et al. (2018) TSENG et al. (2020)

Figura 14. Derivados acridinicos com potencial atividade anticolinérgica.
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CAPITULO 1

SINTESE E AVALIACAO ANTIPROLIFERATIVA DE NOVOS
DERIVADOS TIOSSEMICARBAZONICOS ACRIDINICOS

Artigo publicado: Gleyton Sousa, Maria C. F. de Almeida, Lucas L. Locio, Vanda L. dos Santos, Daniel P.
Bezerra, Valdenizia R. Silva, Sinara M. V. de Almeida, Alice Simon, Thiago da S. Honoério, Lucio M. Cabral,
Rosane N. Castro, Ricardo O. de Moura and Arthur E. Kiimmerle. Synthesis and Evaluation of Antiproliferative
Activity, Topoisomerase Ila Inhibition, DNA Binding and Non-Clinical Toxicity of New Acridine—
Thiosemicarbazone  Derivatives. Pharmaceuticals, v. 15, n. 9, p. 1098, 2 set. 2022.
https://doi.org/10.3390/ph15091098.
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RESUMO

Neste estudo, € relatada a sintese de vinte novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos €
suas respectivas atividades antiproliferativas. Mecanismos de agdo como a inibicdo da
topoisomerase Ila e a interacdo com o DNA foram estudados para alguns dos derivados mais
ativos por meio de métodos in silico e in vitro, e avaliacdes das toxicidades nao clinicas (in
vivo) em camundongos. De maneira geral, os compostos apresentaram maior citotoxicidade
contra células B16-F10, com maior poténcia para DL-08 (Clso = 14,79 uM). Os derivados DL-
01 (77%), DL-07 (74%) e DL-08 (79%) apresentaram interessante inibi¢ao da Topoisomerase
ITa quando comparados a amsacrina, a 100 uM. Estudos in silico propuseram a forma de ligagao
desses compostos com a Topo Ila, e uma possivel razdo estéreo-eletronica para auséncias de
atividades enzimaticas para os derivados CL-07 e DL-06. As interagdes com o DNA
apresentaram diferentes efeitos espectroscopicos € apontaram para o composto CL-07 como o
de maior afinidade pelo DNA (Kb = 4,75 x 10* M!; Ksv = 2,6 x 10° M™"). Adicionalmente, os
compostos selecionados para teste de toxicidade nao clinica ndo apresentaram sinais graves de
toxicidade na dose de 2000 mg/kg em camundongos; testes citotoxicos realizados em células
leucémicas (K-562) e sua forma resistente (K-562 Lucena 1) identificaram ainda um perfil de

poténcia moderada para o DL-01 e DL-8, com Clso entre 11,45 ¢ 17,32 pM.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonico-acridinico; Antiproliferativa; Topoisomerase Ila.
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ABSTRACT

In this study, we report the synthesis of twenty new acridine—thiosemicarbazone derivatives
and their antiproliferative activities. Mechanisms of action such as the inhibition of
topoisomerase Ila and the interaction with DNA have been studied for some of the most active
derivatives by means of both in silico and in vitro methods, and evaluations of the non-clinical
toxicities (in vivo) in mice. In general, the compounds showed greater cytotoxicity against B16-
F10 cells, with the highest potency for DL-08 (ICso = 14.79 uM). Derivatives DL-01 (77%),
DL-07 (74%) and DL-08 (79%) showed interesting inhibition of topoisomerase Ila
when compared to amsacrine, at 100 pM. In silico studies proposed the way of bonding of
these compounds and a possible stereo electronic reason for the absence of enzymatic activity
for CL-07 and DL-06. Interactions with DNA presented different spectroscopic effects and
indicate that the compound CL-07 has higher affinity for DNA (Kb =4.75 x 10* M"!; Ksv=2.6
x 10> M), In addition, compounds selected for non-clinical toxicity testing did not show
serious signs of toxicity at the dose of 2000 mg/kg in mice; cytotoxic tests performed on
leukemic cells (K-562) and its resistant form (K-562 Lucena 1) identified moderate potency for
DL-01 and DL-08, with ICso between 11.45 and 17.32 pM.

Keywords: Acridine-thiosemicarbazone; Antiproliferative; Topoisomerase Ila.
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1. INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo usado para um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de neoplasias
malignas (MARKHAM et al., 2020), tratado como um grave problema de saide publica e
caracterizado pelo crescimento desordenado de células com alto potencial de metastase
(FARES et al., 2020). Além de fatores como o envelhecimento e o crescimento da populagao,
inimeros agentes iniciadores ¢ promotores de neoplasias estdo presentes diariamente na vida
humana, como radiagdo, solventes organicos, anticoncepcionais, bebidas, tabaco, entre outros
(FARES et al., 2020; WU et al., 2018). Caracteriza-se por uma alta taxa de proliferacdo de
células defeituosas, como resultado de alteragdbes no material genético (acido
desoxirribonucleico, DNA) de uma ou mais células; tendo o desequilibrio nos mecanismos
reguladores da divisao celular como principal alicerce para seu desenvolvimento (DUARTE et
al., 2020; HAIDER et al., 2019; SALEM et al., 2016). Entre as op¢des de tratamento existentes,
a quimioterapia ainda ¢ considerada uma das mais eficientes; entretanto, varios estudos relatam
efeitos adversos associados ao uso de quimioterapicos (NURGALI; JAGOE; ABALO, 2018;
SCHIRRMACHER, 2019; WU et al., 2018). Diante desses efeitos, existe a necessidade de
novos tratamentos contra o cancer, visando a redu¢ao da toxicidade e uma maior eficacia.

As DNA topoisomerases (Topo) sdo um grupo de enzimas responsaveis pela
manutengdo da topologia do DNA durante processos celulares vitais, incluindo replicagao,
recombinagdo, transcri¢ao e sistemas de reparo (MCKIE; NEUMAN; MAXWELL, 2021;
RICCIO; SCHELLENBERG; WILLIAMS, 2020). Dois tipos de topoisomerases estao
presentes nas fungdes fisiologicas dos seres vivos: a Topo I, que atua com cortes em uma das
fitas do DNA, e a Topo II, com cortes na fita dupla do DNA. Em mamiferos, duas isoformas
funcionalmente distintas para Topo II sdo encontradas: Topo Ila e Topo I1Ip
(KITDUMRONGTHUM et al., 2020; MCKIE; NEUMAN; MAXWELL, 2021). Topo Ila ¢é
expressa principalmente em tecidos com alta taxa de proliferacdo celular e células cancerigenas,
tornando-se um alvo interessante para compostos anticancer (AN et al., 2018; COSS et al.,
2009; LEE; BERGER, 2019; MATIAS-BARRIOS et al., 2021; RODY et al., 2009).

Dependendo do modo de interagdo com a enzima, os inibidores da topoisomerase foram
classificados em “venenos da topoisomerase” e inibidores cataliticos (RICCIO;
SCHELLENBERG; WILLIAMS, 2020; VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021). Os primeiros
inibidores aumentam os niveis dos complexos de clivagem da Topo II-DNA, gerando

intermediarios toxicos ao metabolismo celular, induzindo eventos mutagénicos e letais
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(KETRON et al., 2012; VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021); os cataliticos, diminuem a
atividade da enzima, impedindo-a de formar o complexo enzima-DNA, seja pela obstrugao da
ligagdo com o DNA ou impedindo que a Topo II clive o DNA (LOBODA et al., 2020).
Intimeros inibidores da topoisomerase II foram introduzidos na clinica oncoldgica, como:
doxorrubicina, etoposideo, vosaroxina, mitoxantrona, daunorrubicina e amsacrina (KETRON
et al., 2012; KITDUMRONGTHUM et al., 2020; SKOK et al., 2020). E importante destacar
que a maioria desses inibidores sdo bifuncionais, o que potencializa os niveis de cisdao no DNA;
a associacdo de fragmentos direcionais ao DNA e a topoisomerase Ilo poderia justificar a
atividade anticancerigena encontrada nesses farmacos (BAILLY, 2021; HU et al., 2018; LI et
al., 2017a; SKOK et al., 2020; VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021).

Muitos trabalhos associando anéis heterociclicos como potenciais fragmentos bioativos
tém sido relatados nos tltimos anos (ALBINO et al., 2020; GABRIEL, 2020; KOZURKOVA;
SABOLOVA; KRISTIAN, 2021; LI et al., 2021b; SILVA et al., 2022). Dentre cles, destaca-se
o nucleo acridina, importante arcabougo para o desenvolvimento de quimioterapicos. Derivados
acridinicos apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas, como: antibacteriana
(CHEN; SEUKEP; GUO, 2020; CZARNECKA et al., 2020; GUNDUZ et al., 2019; MEDAPI
et al., 2016), antimalaria (DE M. SILVA et al., 2018; FONTE et al., 2021; KUMAR et al.,
2010), antiproliferativa (ALMEIDA et al., 2016; CISARIKOVA et al., 2016; DAI et al., 2020;
DUARTE et al., 2020; GAO et al., 2015; LI et al., 2017a; RUPAR et al., 2020), entre outras.
Sua eficiéncia na intercalacdo entre os pares de bases do DNA, atribuida principalmente a sua
planaridade, resulta na sua capacidade em inibir as enzimas topoisomerase, telomerase € o
complexo proteassoma das células, justificando seu potencial contra células tumorais
(ALMEIDA et al., 2016; CHEN; SEUKEP; GUO, 2020; HAIDER et al., 2019; SALEM et al.,
2016).

As tiossemicarbazonas sdo fragmentos amplamente explorados na quimica medicinal
como ligantes entre grupos farmacoforicos devido as suas propriedades eletronicas e
reatividade (ALMEIDA et al., 2018; HEFFETER et al., 2019; QUEIROZ et al., 2020;
YALOWICH et al., 2012; ZEGLIS; DIVILOV; LEWIS, 2011). Muitas atividades biologicas
tém sido relatadas para este grupo, como: antibacteriana (GOVENDER et al., 2019), antimalaria
(MATSA et al., 2019), antiviral (PADMANABHAN et al., 2017), anticancer (ALMEIDA et
al., 2016; DE ALMEIDA et al., 2015; HARIBABU et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019;
YALOWICH et al., 2012; ZEGLIS; DIVILOV; LEWIS, 2011), entre outras. Sua atividade

antiproliferativa estd frequentemente associada a sua capacidade de ligar e clivar o DNA,

30



induzir a apoptose e inibir enzimas celulares, bem como sua capacidade quelante frente a ions
metalicos (ALMEIDA et al., 2018; HEFFETER et al., 2019; YALOWICH et al., 2012;
ZEGLIS; DIVILOV; LEWIS, 2011).

Alguns estudos avaliaram o perfil antiproliferativo de derivados da acridina e quinolina
condensados com fragmentos aromaticos da tiossemicarbazona substituidas (DA SILVA
FILHO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2015, 2017; RIBEIRO
et al.,, 2019). Da Silva Filho indicou importantes inibigdes a Topo Ila para derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos; segundo os estudos tedricos apresentados, o fragmento
acridinico foi capaz de se intercalar ao DNA, sendo esta, a principal caracteristica do
ancoramento molecular apontado no trabalho para justificar os resultados bioldgicos
encontrados. Com base nesses resultados, novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos
foram propostos por meio de uma estratégia de retroisosterismo (Figura 15), prevendo
487

interagdes adicionais a enzima, principalmente ao residuo Arg

amsacrina (DA SILVA FILHO et al., 2019; LIMA; BARREIRO, 2005). Grupos com diferentes

, intrinseco a complexacao da

efeitos estéricos e eletronicos, propostos a partir da arvore de Topliss, foram explorados nos
substituintes (R) tentando entender suas interferéncias na atividade antiproliferativa e
enzimatica frente a Topo [lo. (RICHTER, 2017; TOPLISS, 1972). Além disso, dados os relatos
bioldgicos de acridinas dissubstituidas em farmacos como a quinacrina (EHSANIAN; VAN
WAES; FELLER, 2011) e a pironaridina (BAILLY, 2021), ambos com mecanismo envolvendo
DNA e Topo II, os novos compostos também foram propostos com substituicdes no ntcleo
acridinico (R e R2) (Figura 15). A partir do planejamento e sintese dos novos derivados, uma
prospecg¢ao antiproliferativa foi realizada, assim como, um estudo acerca do perfil de inibigdo
a Topo Ila e interacdo com DNA para os compostos mais ativos. Por fim, mas ndo menos
importante, por ser um problema recorrente entre os quimioterapicos disponiveis (AAPRO et
al., 2020; NURGALI; JAGOE; ABALO, 2018; PEARCE et al., 2017) e derivados de acridina
(LISBOA et al., 2020; NAKAMURA et al., 2014), uma avaliacdo da toxicidade aguda e

subcronica em camundongos foi proposta para alguns derivados.

Tiossemicarbazona

A —

retroisosterismo

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura 15. Planejamento estrutural dos novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Sintese dos novos derivados tiossemicarbazoénicos-acridinicos

Os novos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos (CL-01 a CL-10 e DL-01 a DL-
10; 47a-t) foram sintetizados em quatro ou cinco etapas, dependendo da rota escolhida para o
nucleo de acridina (Esquema 2). Os mecanismos reacionais propostos estdo indexados no
material suplementar (MS, Figuras S1 a S5) (CMIKIEWICZ; GORDON; BERSKI, 2018; FUI
et al., 2020; KUMAR; KUMAR; PRASAD, 2013; PAUL; LADAME, 2009; SPEROTTO et
al., 2010). Inicialmente, os compostos 50a-b foram obtidos usando 4cido 2-clorobenzoico 48a-
b reagido com derivados de fenilamina 49a-b via reacdes de Ullmann. Em seguida, as reagdes
de acilacdo de Friedel-Crafts foram conduzidas por PPA, no caso da rota através do
intermediario de acridona isolado (51a-b), ou por cloreto de fosforila para produzir os
intermediarios de acridina correspondentes 52a-b (DAI et al., 2020; KUMAR; KUMAR;
PRASAD, 2013; RUPAR et al., 2020). Em paralelo, a tiossemicarbazida foi reagida com
diferentes aldeidos na presenca de uma quantidade catalitica de AcOH, via reacdo de
condensagdo, formando derivados tiossemicarbazonicos 55a-j (HOSSEINPOOR et al., 2020).
Na ultima etapa, as tiossemicarbazonas obtidas na etapa anterior sofreram uma nova
condensacdo, desta vez os nucleos de acridinas sintetizados através de uma substituicao
nucleofilica do tipo S~xAr gerando os compostos finais (47a-t) (DA SILVA FILHO et al., 2019;
DE ALMEIDA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019). Os rendimentos dos compostos finais

obtidos variaram de 74 a 92%.

Ry — X
(52a b)
(48a- b) (49a-b) (50a-b) =~ g, (51a b)
e |

CL (Ry=H; Ry =H) | v
DL (R, = 4-OCHa; R, = 4-Cl)

i NH v i —»VI N
—_—
+ H,NT N2 ¢N~NXNH N
H H 2
(53a-j) (54) (55a-j) CL1-10; DL1-10

Rq (47a-t)

H (01); 4-CI (02); 4-OCHj (03); 2,4-Di-Cl (04); 4-NO, (05); 4-CH3 (06); 4-OH (07); 3-OH (08); 4-N(CHs), (09); 4-Br (10)
1) 48 (1eq), 49 (2eq), 0,1eq Cu’, 2eq K,CO3 DMF, 120°C, 8h, 55-75%. Il) 50 (1eq), PPA, 80°C, 3h, 70-80%.

I11) 51 (1eq), SOCI, (5eq), 80°C, 2h, 70-85%. IV) 50 (1eq), POCI; (5eq), 110°C, 3h, 60-65%. V) 53 (1eq), 54
(1eq), EtOH, AcOH, t, 3h, 70-90%. VI) 52 (1eq), 55 (1eq), EtOH, rt, 3h, 74-92%.

Esquema 2. Sintese dos novos derivados acridinicos.
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Para elucidar as estruturas quimicas dos compostos sintetizados foram realizadas
analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) uni e bidimensional 'H e '3C (MS, Figuras
S6-S45), assim como, espectrometria de massas. A espectroscopia de RMN confirmou todos
os hidrogénios e carbonos esperados para as estruturas dos compostos, bem como suas
correlacdes bidimensionais. A pureza ¢ a massa molecular dos novos derivados foram
confirmadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LCMS).

Os espectros de RMN 'H mostraram simpletos variando de § 9,53 — 8,93 ppm associados
a hidrogénios da tiossemicarbazona, que apresentaram variacdes em seus deslocamentos de
acordo com o tipo e forga eletronica dos substituintes em R do fragmento do benzilideno, bem
como, com as mudancas de densidade eletronica no nucleo de acridina devido as substituicdes
em R; e Ry. Sinais entre 6 8,72 — 6,62 ppm foram correlacionados com os hidrogénios
aromaticos do nucleo da acridina e benzilideno, seguindo as caracteristicas de acoplamento
esperadas para cada padrio de substituicdo. Adicionalmente, um simpleto caracteristico nos
espectros entre & 7,09 — 6,71 ppm foi associado ao hidrogénio metilideno da ligagdo iminica. A
possibilidade de isdmeros configuracionais, nesta regido, foi descartada pela observagdo de um
unico simpleto correspondente a cada hidrogénio da ligacao iminica nos espectros de RMNs
'H. A literatura indica inimeros relatos de preferéncia pelo isomerismo E, assim como célculos
semi-empiricos realizados para os derivados sintetizados, mostraram uma grande diferenca
energética entre os isdmeros, indicando o isomerismo £ como energeticamente mais estavel
(DE OLIVEIRA et al., 2015, 2017; LIU et al., 2014). Por fim, os sinais caracteristicos para os
substituintes aromaticos propostos foram encontrados e sinalizados nos respectivos espectros
contidos no material suplementar (MS, Figuras S6-S45).

Os espectros de RMNs '3C para os novos derivados mostraram sinais relacionados aos
carbonos do grupo tiocarbonila (C=S) na regido entre d 181,1-180,0 ppm e carbonos de imina
(HC=N) na regiao entre 6 144,9 -137,6 ppm, ambos os sinais confirmam a presenca do ligante
tiossemicarbazona nos derivados. Uma caracteristica peculiar das acridinas substituidas (DL),
a presenga de um grupo substituinte doador de elétrons (GDE) alterou os sinais caracteristicos
nos espectros desta série; o carbono alfa (C-1) a metoxila apresentou-deslocamentos entre 99,4
e 98,4 ppm, para o carbono C-2, o efeito de desblindagem do grupo substituinte no nucleo
proporcionou deslocamentos entre 159,0 e 157,9 ppm. Os sinais esperados para o grupo
benzilideno apds as substituicdes propostas foram encontrados e estdo apresentados nas
descri¢des quimicas deste trabalho. Os compostos apresentaram purezas acima de 98% por

CLAE-DAD, e m/z [+1] dentro do esperado pelo calculo tedrico para os novos derivados.
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2.2 Ensaio de citotoxicidade

A atividade citotoxica in vitro dos compostos (Tabela 1) foi avaliada frente as linhagens
de células cancerigenas HCT116 (carcinoma de colon humano), HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e ndo tumoral MRC-5 (células normais
de pulmao humano) utilizando o ensaio Alamar blue, apds 72 h de incubag¢do; a doxorrubicina
(DOX) foi usada como controle positivo. Os derivados ndo substituidos no nticleo de acridina

foram codificados pelas letras CL e os derivados dissubstituidos DL.

Tabela 1. Atividade citotoxica para os novos derivados acridinicos.

s N s \/@R
)‘kN,N X - )kN/N X -
H H
(47a-j) (47k-t)
Clso (uM)? Clso (nM)*
R Comp a Comp a
HCT116 HepG2 B16-F10 MRC-5 HCT116 HepG2 B16-F10 MRC-5
H CL-01 > 70 > 70 ND >70 DL-01 > 60 21,12 39,56 36,97

4-Cl CL-02 >70 >70 ND >70 DL-02 >60 >60 30,57 >60
4-OCH; CL-03 >70 >70 >70 >70 DL-03 >60 > 60 >60  >60
24-C1 CL04 >60 >60 ND >60 DL-04 >60 > 60 >60  >60
4-NO, CL05 >60 >60 22,71 26,78 DL-05 >60 > 60 >60  >60
4-CH; CL-06 64,76 58,06 23,54 28,02 DLO06 >60 3338 2626 >60
4-OH CL-07 39,67 50,66 19,83 43,40 DL-07 2846 2484 21,87 23,64
3-0H CL-08 39,16 4942 21,32 33,38 DL-08 21,33 21,28 14,79 14,36
4-N(CHs;, CL-09 >60 >60 ND >60 DL-09 >60 >60 46,04  >60
4Br CL10 >60 >60 ND >60 DL-10 >50 20,88 3462  >50
DOX® 0,5 0,3 02 222 5FU° 4,1 1,3 3,5 57,9

#Os dados apresentam como valores de Clso em puM, tendo intervalo de confianga de 95% obtido por regressdo ndo
linear de trés experimentos independentes realizados em duplicata, através do ensaio de azul de Alamar. ® A
doxorrubicina foi usada como controle positivo. ¢ A citotoxicidade para 5-fluorouracil (5-FU) foi publicado por Silva
et al. (2018)(SILVA et al., 2018). N.D.: Nao determinado devido a problemas técnicos.

Dentre os compostos avaliados, os resultados de citotoxicidade mais promissores foram
verificados para aqueles que apresentavam substituintes monovalentes nao halogenados em R,
destacando-se o substituinte hidroxila. A introdu¢do deste grupo nas posigdes meta e para da
subunidade do benzilideno proporcionou atividades, principalmente contra B16-F10, com
valores de Cls entre 14,79 (DL-08) e 21,32 (CL-08) uM. DL-08 foi o derivado mais citotoxico
contra as linhagens tumorais e ndo tumorais estudadas neste trabalho, indicando auséncia de
seletividade para sua atividade. Notavelmente, derivados com substituintes volumosos em R

(OCH3, NO2, e N(CHz)2) causaram uma dréstica redu¢do na atividade antiproliferativa,
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mostrando que o perfil estérico dos substituintes nesta posi¢do impacta diretamente o perfil
antiproliferativo desse arcabouco (DE ALMEIDA et al., 2015).

As relagdes estrutura-atividade (SAR) descritas para substituintes no nicleo de acridina
indicaram um aumento consideravel na atividade antiproliferativa com a presenga de grupos
fortes doadores de elétrons e fracos retiradores de elétrons nas posicdes 2 e 6, respectivamente
(PRASHER; SHARMA, 2018). Neste trabalho, os derivados DL-07 ¢ DL-08 aumentaram
significativamente sua poténcia nas cepas HCT116 e HepG2, apresentando atividades
antiproliferativas moderadas com Clso entre 21,28 (DL-08, HepG2) e 28,46 uM (DL-07,
HCT116), quando comparado ao seu nucleo nao substituido (CL) com Clso entre 39,16 (CL-
08, HCT116) e 50,66 uM (CL-07, HepG2). Além disso, compostos halogenados com bromo
(DL-10, CIso = 20,88 uM) e sem substituicado em R (DL-01, Clso = 21,87 uM) mostraram

alguma atividade contra HepG2.

2.3 Ensaio de inibicio a topoisomerase Ila humana

Virios estudos relatam a capacidade de derivados acridinicos em inibir topoisomerases,
sendo muitas vezes, associado como o principal mecanismo responsavel pelas atividades
antiproliferativas deste ntiicleo (ALMEIDA et al., 2016; GOUVEIA et al., 2018; KETRON et
al.,2012; WOLF et al., 2009). A possibilidade dos novos derivados de acridina inibirem a Topo
ITa em sua fungao bioldgica de relaxamento da dupla fita do DNA foi investigada neste trabalho.
Essa inibicao enzimatica pode ser acompanhada pela presenca de uma banda de DNA
superenovelada ou ndo enovelada, realizada com o plasmideo pUC19, conforme mostrado na
Figura 16. Neste estudo, a mAMSA foi utilizado como controle de inibi¢ao positiva.

Os derivados DL-01, DL-07 e DL-08 foram capazes de inibir a atividade enzimatica na
concentragdo de 100 uM. Os valores médios de intensidade obtidos por densitometria, em
correlagdo direta com mAMSA, foram usados para calcular a porcentagem de inibi¢cdo
enzimatica para melhor analisar o efeito e estdo apresentados na Tabela 2. Assim como seu
precursor ndo substituido (72), o derivado DL-01 apontou interessante perfil inibitorio, 77%. A
auséncia de substituicao no nucleo de acridina (CL-07), bem como substituintes estericamente
impedidos na posi¢do para do anel fenil da tiossemicarbazona (DL-06), foram caracteristicas
associadas ao perfil ndo inibitorio a Topo Ila para essa classe de compostos (DA SILVA FILHO
et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019). O composto DL-08 apresentou o maior perfil inibitorio

com 79%, tendo o DL-07 um percentual de 74% frente a atividade enzimaética.
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Figura 16. Efeitos da mAMSA e os derivados de acridina na atividade da topoisomerase Ila. O pUC19
superenovelado nativo foi incubado por 30 min a 37 © C com 2 unidades de topo Ilo. humano na auséncia
(pista 2) ou na presenca de ligantes a uma concentragdo de 100 uM. A inibi¢do da relaxacdo de DNA
induzida pela supressdo do papel enzimatico da Topo Ila pela mAMSA (pista 3) foi usada como controle
positivo. As amostras de DNA foram executadas em um gel de agarose seguida de coloracdo com
brometo de etidio.

Tabela 2. Atividade de inibi¢do a Topo Ila de derivados acridinicos.

Compostos MAMSA DLO01 DL06 DLO07 DLO08 CL07
% de inibicao 100 77 i 74 79 )
enzimatica

2.4 Ancoramento molecular

De modo a compreender os resultados observados in vitro para a inibigdo de Topo Ila,
estudos in silico foram propostos para simular um encaixe dos novos derivados a partir de um
modelo cristalografico de Topoisomerase I[lo. Humana em complexo com DNA disponivel no
PDB (ID:5gwk) (WANG et al., 2017). Este estudo pode agregar conhecimentos importantes
sobre 0 modo de ligagdo dos novos derivados na enzima, bem como delimitagdes estéreo-
eletronicas de seu sitio ativo, que podem auxiliar no entendimento da auséncia de atividade para
os compostos CL-07 e DL-06 (GILAD; SENDEROWITZ, 2014). Os ensaios de encaixe foram
baseados no local de complexagdo de Topo Ila com etoposideo. A validagdo do estudo foi
realizada tanto por estudos de redocking (RMSD = 0,48), quanto pela utilizacdo da amsacrina
como ligante, um controle positivo para o estudo in vitro com interagdes ja descritas com a
enzima, validando assim os parametros utilizados pelo programa Gold para os calculos teoricos
(DRWAL et al., 2014; SADER; WU, 2017; TORRES et al., 2019).

A amsacrina e o etoposideo apresentam o mesmo comportamento no acoplamento com
o sitio de ligagdo DNA-Topolla: interagem por meio de interagdes polares com residuos de
aminodcidos Ser*®*, Asp*® e Arg*®’. Além disso, interagdes de empilhamento de elétrons na
regido do DNA com o grupo aromatico substituido das estruturas potencializam a estabiliza¢ao
das poses de encaixe, favorecendo a afinidade pelo sitio de ligacao estudado (DRWAL et al.,
2014). Essas informagdes sobre o encaixe dos compostos de referéncia podem ser confirmadas

na Figura 17, na qual o ancoramento da amsacrina ¢ mostrado em comparac¢ao com o etoposideo
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e 0 DL-01. A pontuagdo de encaixe para cada composto, bem como os tipos de interagdes entre

os ligantes e o complexo DNA-Topolla estao descritos na Tabela 3.

Figura 17. Pose final do ancoramento molecular para alguns farmacos e o0 DL-01 com DNA-Topolla.
A esquerda, conformeros finais da amsacrina (amarelo) e etoposideo (lilas) complexados com DNA-
Topo o humana (PDB ID:5gwk); a direita, uma ilustragdo detalhada das interagdes intermoleculares
do DL-01 (verde) comparado com a amsacrina. Os tracos indicam as interagdes polares feitas por cada
estrutura com o receptor e seguem suas respectivas cores.

Tabela 3. Pontuacao de encaixe e residuos envolvidos no ancoramento molecular com a DNA-Topolla.

Interagdes hidrofobicas

Compostos Score Ligacao de hidrogénio
m-alquil n-alquil
CL-07 82,02 T% G'0a Arg®’ AZGB
DL-01 93,88 Arg®7 T Arg®’ Gh
DL-06 84,01 - T Arg®’ AZGB
DL-07 97,98 Arg®7 T°2 Sertt4 G102 T° Arg®’ A2GhB
DL-08 98,06 Arg*®7 Asp*63 Sert®* T° Arg*®’ T GB
MAMSA 95,21 Asp*®? Ser*®* Arg® Arg®’ cdT°GB
Etoposide 98,35 Asp*®3 T Arg®’ G'* Arg®’

#Fragmentos de fitas de DNA.

A analise do encaixe revelou que as interagdes hidrofobicas com a base nucleotidica G
no fragmento F do DNA sdo essenciais para o ancoramento € comuns a todos os compostos. A
capacidade inibitéria dos compostos Topo Ila depende da possibilidade de interacao tanto na
regido especifica da enzima quanto do DNA (BUZUN et al., 2020). Os derivados DL-01, DL-
07 e DL-08 apresentaram, além de interagdes com DNA, interacdes polares com o residuo
Arg*’, consistente com os compostos de referéncia estudados, com distincias que variaram de
2,4A (Amsacrine) a 3.0A (DL-07). O composto DL-08 ainda apresentou interacdes polares com

os aminoacidos da diade (Ser***-Asp*®?), e por esta razio, considerando também as interacdes
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hidrofobicas descritas na Tabela 3, apresentou a maior pontuagdo de encaixe do estudo, 98.06
(DRWAL et al., 2014; SADER; WU, 2017).

As poses finais encontradas no acoplamento dos derivados acridinicos com DNA-
Topolla sdo mostradas nas Figuras 17 e 18. Os resultados encontrados para os compostos CL-
07 e DL-06 levantaram duas observacdes a serem discutidas, que podem ajudar no
entendimento sobre suas baixas pontuagdes nos estudos tedricos ¢ auséncias de atividades
enzimaticas (in vitro). Primeiro ponto: a interferéncia dos substituintes inseridos em R; ¢ R2 na
forca ¢ modo de interagdo com o DNA; alteragdes nos angulos e distdncias envolvidas
principalmente no empilhamento de elétrons n-m com a base G'* do DNA foi perceptivel quando
comparado os compostos CL-07 e DL-07. A ndo substituicdo reduziu a intensidade da intera¢ao
com as bases, acometendo ao encaixe uma mudanca desfavoravel para interagdes com os
residuos Arg*’ e Ser*®, encontradas para o composto DL-07 (YANG et al., 2018).
Adicionalmente, a substitui¢do na posicao para do benzilideno pode ultrapassar o limite do
sitio ativo apresentado pela cristalografia; neste contexto, o composto DL-06 perdeu a

capacidade de interagdo com a diade (Ser**

e Asp*®), falhando em realizar as interacdes
polares encontradas, por exemplo, no DL-08 (RIBEIRO et al., 2019). Por fim, os compostos
para hidroxi ainda apresentaram interagdes polares adicionais com os fragmentos de fitas do

DNA, T% e G'%,

Figura 18. Pose final do ancoramento molecular para derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos com
DNA-Topolla. A esquerda, conformeros finais do DL-06 (amarelo bronze) e DL-08 (magenta)
complexados com DNA-Topo Ilo. humana (PDB ID:5gwk); a direita, uma ilustragdo detalhada das
interagdes intermoleculares do DL-07 (rosa claro) comparado com o CL-07 (ciano). Os tragos indicam
as interacdes polares feitas por cada estrutura com o receptor e seguem suas respectivas cores.
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2.5 Estudos de intera¢ao com DNA

A partir dos resultados de citotoxicidade apresentados, alguns dos compostos mais
ativos (CL-07, DL-01 e DL-08) foram selecionados para estudos espectroscopicos de interagao
com DNA. Este estudo teve como objetivo compreender a influéncia da intercalagdo de DNA
na atividade encontrada, bem como as correlacdes entre as modificagdes estruturais propostas
e sua afinidade com este mecanismo antiproliferativo, que ¢ amplamente estudado para esta
classe de compostos (DE OLIVEIRA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2019). O brometo de etidio
¢ um agente intercalante de DNA e, neste estudo, foi utilizado como controle positivo em todas

as analises espectroscopicas.

2.5.1 Ligacao ao ctDNA por espectroscopia de absor¢iao no UV-Vis

A espectroscopia de absor¢ao ¢ um método conveniente e simples para avaliar a ligagdo
de micromoléculas ao DNA. A interagdo dos derivados acridinicos selecionados com ctDNA
foi estudada na regido de 220-500 nm. As constantes de ligacdo (Kb) foram calculadas a partir
de [DNA]/ (€a - &f) versus [DNA], em que Kb ¢ dado pela razao da inclinagdo para o intercepto
(ALVES et al., 2021; KUMAR; NAIR, 2021). A Tabela 4 descreve as constantes de ligacao
intrinseca (Kb) exibidas pelos compostos, bem como as caracteristicas atreladas ao célculo e as
alteragdes espectrais identificadas. Para isso, as regides escolhidas foram as de maior
intensidade de absor¢do acima de 300 nm, devido a menor interferéncia na absor¢ao do DNA

nesta regido (MS, Figuras S48-S51).

Tabela 4. Propriedades absortivas dos derivados e EtdBr na presenga do ctDNA.

Propriedades Absortivas

Compostos
A Kb (nm) Ak R? Hipocromismo (%) Kb (10%) (M)
CL-07 325 3 0,9586 25,52 4,51+0,14
DL-01 320 20 0,9626 12,89 0,75 £ 0,07
DL-08 305 3P 0,9708 14,79 1,73 £ 0,23
EtdBr 489 6P 0,9652 35,15 5,56 +£0,19

2 Desvio hipsocromico; ® Desvio batocrdmico.

O modo de intercalagdo ¢ caracterizado por hipocromismo e batocromismo devido as
interacdes de empilhamento 7-m entre os fragmentos aromaticos e os pares de bases do DNA
(ALAGESAN et al., 2014; ALSAEDI et al., 2021; BARRA et al., 2016; KUMAR; NAIR,
2021). Na adi¢ao de concentracdes crescentes do ctDNA (0 a 60 uM) foram observados efeitos
hipocromicos na absor¢ao dos compostos (40 uM), indicando interagdes com a dupla hélice do

ctDNA; sendo os maiores efeitos hipocromicos observados para os compostos hidroxilados,
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CL-07 (25,52%) e DL-08 (14,79%), demonstrando que o grupo para-hidroxi pode potencializar
as interagdes entre moléculas e 0 DNA (ALAGESAN et al., 2014). Leves desvios batocromicos
(DL-01 e DL-08) e hipsocromicos (CL-07) ainda foram perceptiveis as analises
espectroscopicas realizadas. As constantes de ligagdo dos compostos com o ctDNA (Kb) foram
calculadas (Tabela 4), e variaram entre 0,75x10%*(DL-01) a 5,56x10* M™! (EtdBr), nas quais os
valores mais altos significam maior afinidade pelo DNA (KUMAR; NAIR, 2021). Os
resultados obtidos para o controle positivo, bem como dados da literatura, sugerem que os
compostos estudados se ligam a dupla hélice do DNA com afinidades moderadas e tém
preferéncia pelo modo de intercalagdo (ALEKSI; KAPETANOVI, 2014; ALVES et al., 2021;
JANGIR et al., 2012).

2.5.2 Dicroismo Circular (DC)

Com base na caracteristica quiral do DNA, avaliou-se a atividade Optica da estrutura
secundaria do DNA, por dicroismo circular (DC), na presenca dos novos derivados, como uma
continuagdo no entendimento da poténcia e forma das interagdes desses compostos com 0 DNA
(ALEKSI; KAPETANOVI, 2014; JANGIR et al., 2012; SATPATHI et al., 2015). Os derivados
estudados ndo apresentaram alteragdes espectrais consideraveis de DC em solugao tampao Tris-
HCI (pH 7,4), sendo considerados DC inativos. A conformacao helicoidal do ctDNA na forma
B mostrou um espectro DC caracteristico com uma banda positiva na regiao de 275-280 nm,
relacionado ao empilhamento - entre as bases, € uma banda negativa proxima a 245 nm
devido a hélice direita desta macromolécula (Figura 19) (CHATTERIJEE et al., 2015; RIBEIRO
et al., 2019).

Quando um composto aquiral e um cromoéforo interagem com o DNA, um dicroismo
circular induzido (DCI) pode aparecer dentro da banda de absorcio do cromoforo
assimetricamente perturbado (ALEKSI; KAPETANOVI, 2014). O DC do DNA na presenca de
EtdBr (60 puM, Figura 23) gerou um sinal no DC acima de 300nm, associado ao efeito
hipercromico nas bandas caracteristicas positivas e negativas. Esse resultado foi usado como
padrao de potencialidade e modo de interagdo para o estudo (SATPATHI et al., 2015). A Figura
abaixo apresenta também os espectros de DC do ctDNA (60 uM) na auséncia e presenca de até
60 uM dos derivados acridinicos. Em geral, nas concentragdes avaliadas (20, 40 and 60 puM;
MS, Figuras S52-S55), os espectros de DC mostraram efeitos hipercromicos, com predominio
do desvio batocrdmico para a série DL tanto nas bandas positivas quanto nas negativas, com
maior sensibilidade do DNA ao aumento de [DL-08]. Para o composto CL-07, além do efeito
hipercrémico comum observado neste estudo, surgiu um perfil hipsocrémico caracteristico a
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medida que a relagdo [CL-07] / [DNA] foi aumentada. Esses resultados confirmam a maior
afinidade dos compostos DL-08 e CL-07 pelo ctDNA quando comparados ao DL-01. Em
relagdo ao modo de interagdo, os maiores efeitos hipercromicos encontrados na regidao negativa
estdo associados a intercalacio (ALEKSI; KAPETANOVI, 2014; ALVES et al., 2021;
CHATTERIEE et al., 2015).
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Figura 19. Dicroismo circular do ctDNA na presenga dos derivados acridinicos e EtdBr (60 pmol L),
em tampao Tris-HCL
2.5.3 Estudos de competi¢ao com o EtdBr

EtdBr ¢ um fluor6foro fraco em solvente aquoso, entretanto, tem sua fluorescéncia
intensificada quando se liga a0 DNA pelo modo intercalativo. O estudo da supressdo de
fluorescéncia com EtdBr ¢ comumente usado para avaliar a capacidade dos compostos de
interagir com o DNA, interferindo na fluorescéncia da interagao EtdBr-DNA (ALSAEDI et al.,
2021; KUMAR; NAIR, 2021). O complexo EtdBr-DNA na presenca e auséncia do CL-07 ¢
mostrado na Figura 20, e a comparagdo da extensdo de extingdo entre os compostos estudados
em termos de F/Fo vs [composto] ¢ ilustrada na Figura 21 (MS, Fig. S51-S52). Os resultados
corroboraram com a ordem de grandeza apresentada em experimentos anteriores, indicando
CL-07 com a maior afinidade ao DNA com uma extin¢ao de 21,71% na razdo maxima estudada

de [CL-07] / [DNA] (DE ALMEIDA et al., 2021).
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Figura 20. Espectros de emissao (excitagdo em 320 nm com uma faixa de observacao de 330 a 600 nm)
e excitacdo do CL-07 (emissdo em 450 nm e faixa de medig@o de 440 a 220 nm); espectros de extingdo
de fluorescéncia do ctDNA-EtdBr apos a adigdo do composto CL-07: [EtdBr] =20 umol L, [DNA] =
100 pmol L' (razdo 1:5), [CL-07]=0 - 100 pmol L' (Aex = 520 nm).
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Figura 21. Intensidades de fluorescéncia do estado estacionario do ctDNA-EtdBr na auséncia e presenca
dos compostos.

As constantes de extingdo de Stern-Volmer calculadas (Ksv) (equagdo: Fo/F = 1 +
Ksv[Q]) para os compostos, obtidos a partir de estudos de emissdo competitiva com EtdBr,
estdo descritos na Tabela 5, na qual apresentaram valores de Ksv entre 1,8 € 2,6 x 10°> mol L.
Em resumo, os resultados apresentados nos estudos com ctDNA apontaram para uma maior
capacidade dos compostos CL-07 ¢ DL-08 de se intercalarem ao DNA (ALMEIDA et al., 2018,
2016), indicando que o perfil de substitui¢do no benzilideno interfere mais na capacidade de

interacao dos compostos ao DNA, do que o aumento isolado da densidade eletronica no nticleo
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de acridina para as substitui¢des avaliadas. Entretanto, os valores encontrados apontam para
poténcia moderada ao alvo estudado, quando comparados a outros intercaladores descritos na

literatura (ALSAEDI et al., 2021; WANG et al., 2013).

Tabela 5. Propriedades emissivas do ctDNA-EtdBr na presenc¢a dos derivados acridinicos.

Propriedades emissivas

Compostos
R? Quenching (%) Ksv (10%) (M)
CL-07 0,9903 21,71 2,6
DL-01 0,9954 15.61 1,8
DL-08 0,9886 20,83 2,5

[EtdBr] = 20 umol L', [DNA] = 100 pmol L™, [Compostos] = 0 - 100 pmol L.

2.6 Avaliacao da toxicidade néao clinica

Com base na baixa seletividade encontrada na citotoxicidade in vitro, decidiu-se realizar
uma analise toxicoldgica pré-clinica in vivo, em camundongos, para entendimento exploratério
sobre os perfis farmacoldgicos dos derivados relatados (experimento aprovado pela Comissao
de ética no uso de animais - CEUA da UEPB, sob protocolo n° 008/2021). Ap6s administragao
oral de derivados acridinicos em camundongos fémeas, foram acompanhados possiveis sinais
clinicos adversos e mortalidade nos grupos de animais submetidos ao estudo de toxicidade
aguda (Tabela 6), bem como: massa corporal absoluta, consumo de racdo e dgua, as massas
médias dos 6rgaos dos animais tratados com os compostos e do grupo controle (MS, Tabelas

S2 a S3) (KLASSMANN, 2013).

Tabela 6. Analise toxicologica pré-clinica in vivo realizadas para alguns derivados acridinicos.

Compostos DA/TA Mortalidade (%) Sinais de toxicidade
CL-07 0/3 0 Nenhum
DL-01 0/3 0 Consumo de ragao reduzido
DL -08 0/3 0 Esteatose hepatica
NC 0/3 0 Nenhum

Grupo controle (NC), animais mortos (DA), total de animais (TA).

De acordo com os experimentos, ndo houve morte apds administragao oral dos
compostos estudados na dose de 2000 mg/kg em camundongos fémeas, no periodo avaliado de
14 dias. Também ndo houve alteragdes macroscopicas significativas no peso dos pulmdes,
figado, rins, coracdo e bago entre os animais do grupo controle e os expostos aos derivados. No
entanto, alteragdes no consumo de 4gua dos animais tratados com DL-08 e no consumo
alimentar dos tratados com DL-01 foram apontados pelas estatisticas do estudo; essa condi¢ao
pode ser explicada pela possibilidade dos xenobidticos atuarem em vias que envolvem a
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inducdo da saciedade no organismo. Em geral, os compostos apresentaram DLso > 2.000 mg/kg,
sendo incluidos na categoria V (DLso, dose letal mediana, entre 2.000 e 5.000 mg/kg) pela
classificagdo GHS (Globally Harmonized System), conforme a diretriz da OCDE-423. Essa
classificagdo aponta para relativa seguranga farmacologica para os novos derivados a partir dos
estudos realizados (DA SILVA OLIVEIRA; DA SILVA, 2021; KIFAYATULLAH etal., 2015;
OLIVEIRA et al., 2018; TANG et al., 2020).

2.7 Ensaio de citotoxicidade em células leucémicas normais e resistentes.

Assim como a amsacrina, derivados acridinicos e tiossemicarbazOonicos também
apresentaram poténcia frente a células leucémicas (DE ALMEIDA et al., 2015; DE OLIVEIRA
et al., 2015, 2017, LAROCHE-CLARY; LARRUE; ROBERT, 2000). Diante dos relatos, os
derivados CL-07, DL-01 e DL-08 foram avaliados neste trabalho quanto ao seu perfil citotoxico
contra células K-562 ¢ sua forma resistente, K562-Lucena 1. Os derivados avaliados da série
DL (6-cloro-2-metoxiacridina substituida) apresentaram o maior perfil de atividade contra
células leucémicas, inclusive para sua forma resistente. Destaque-se o DL-01, derivado mais
potente contra a K-562 (Clso = 11,45 uM) e a K562-Lucena 1 (Clso = 16,46 uM — 2 vezes mais
seletivo em comparagdo com a MRC-5); seguido pelo DL-08 (K-562, Clso = 17,32 uM; K562-
Lucena 1, Clso = 17,12 uM). O CL-07 demonstrou um perfil citotéxico mais baixo, com Clsg
de 45,45 e 43,39 uM na K-562 e K562-Lucena 1, respectivamente (DE SOUSA PORTILHO
et al., 2022; QUARTI et al., 2021). Curiosamente, os derivados DL-01 e DL-08 inibiram Topo
I[Ta, enquanto CL-07 ndo indicou esta capacidade nos estudos in vitro realizados, podendo este
perfil justificar as diferencas nas poténcias encontradas entre as séries DL e CL frente aos testes

citotoxicos realizados.
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3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em resumo, vinte novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos inéditos foram
sintetizados e suas estruturas quimicas confirmadas com sucesso. Os novos derivados
apresentaram atividade citotoxica moderada com baixa seletividade para células tumorais.
Adicionalmente, alguns derivados foram avaliados quanto a capacidade de inibi¢ao a Topo Ila
em uma concentra¢do de 100 uM; DL-01, DL-07 e DL-08 foram capazes de inibir a atividade
enzimatica com percentuais acima de 74% quando comparados a atividade de mAMSA. DL-06
e CL-07 ndo mostraram capacidade de inibi¢ao frente a Topolla. Estudos de ancoramento
molecular mostraram que restricdes estéreo-eletronicas da cavidade enzimatica direcionada a
regido substituida do benzilideno desses derivados, assim como, alteragdes no perfil eletronico
do ntcleo acridinico justificariam o perfil enzimatico apresentado. Trés dos compostos mais
citotoxicos, CL-07, DL-01 e DL-08 foram estudados por seu potencial de interagdo com DNA,
toxicidade ndo clinica e citotoxicidade em células leucémicas. O composto CL-07 apresentou
maior afinidade pelo DNA, atingindo o maior valor encontrado de hipocromismo e constante
de ligacao (Kb) por UV-Vis, alteragcdes mais acentuadas no DC do ctDNA e a maior constante
de extingdo de fluorescéncia (Ksv) frente ao sistema ctDNA-EtdBr, comparado a outros
compostos estudados. Em geral, os compostos estudados nao apresentaram toxicidade na
concentragao de 2000 mg/kg em camundongos e a analise de citotoxicidade contra as células
leucémicas estudadas indicou um perfil ativo aos derivados DL. Associados, esses resultados
sugerem que a topoisomerase ¢ um mecanismo mais eficaz para essa classe de compostos, tendo
o DNA como mecanismo secundario. Os padrdes de substituicdo explorados nos novos
derivados foram fatores intrinsecos para as atividades antiproliferativas encontradas, bem como
no perfil de inibi¢ao de Topolla e afinidade com o DNA. Testes em outras linhagens de células
tumorais podem ser justificados pela inibicdo encontrada para DNA-Topolla (RIBEIRO et al.,
2019).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes utilizados para a obtencdo dos compostos foram: 4dcido 2-clorobenzoico,
acido 2,4-diclorobenzoico, anilina, 4-metoxianilina benzaldeido, 4-clorobenzaldeido, 4-
metoxibenzaldeido, 2,4-diclorobenzaldeido, 4-nitrobenzaldeido, 4-metilbenzaldeido, 4-
hidroxibenzaldeido, 3-hidroxibenzaldeido, 4-(dimetilamino)benzaldeido e 4-
bromobenzaldeido. Solventes como: etanol absoluto (EtOH), 1,4-dioxano, acetonitrila, acido
acético glacial, metanol, diclorometano, acetato de etila, n-hexano. Todos os reagentes e
solventes mencionados foram fornecidos pela Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e Carbono (RMN !3C), realizadas em um espectrémetro da
marca Bruker de 500MHz (300 MHz para 'H e 75 MHz para '*C), modelo Ultrashield Plus da
Central Analitica Multiusuario- PPGQ — UFRRJ, usando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-
ds) como solvente e tendo como padrao interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos
quimicos (8) foram obtidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
foram medidas em Hertz (Hz).

A andlise de cromatografia em fase gasosa de alta resolu¢do acoplada a espectrometria
de massas (CGAR-EM) foi realizada em um aparelho da marca Shimadzu (GC-17A) acoplado
a um detector de espectrometria de massas QP2010 Plus (Shimadzu), no modo de ionizacao
por elétrons a 70eV e analisador do tipo quadrupolo, e a varredura foi feita na faixa de massa
de 40 a 400 u.m.a. As analises foram realizadas em coluna capilar de silica fundida HP-5 (5%
difenil- 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 pm de espessura
de filme, Agilent), no modo com divisao de fluxo (split) 30:1, com linha de transferéncia a 290
°C, gas de arraste hélio com vazio de 1 mL.min™"* A temperatura inicial do forno cromatografico
foi de 60 °C por 5 minutos, com taxa de aquecimento de 10 °C/min até 290 °C, permanecendo
nesta condi¢do por 15 minutos. Os fragmentos foram descritos como razao de massa atdmica
por carga (m/z).

Os experimentos de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria
de massas (LCMS), foram realizados em espectrometro de massas (modelo MS 2020,
Shimadzu) equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI); e constituido por duas
bombas série LC-20AT, com detector de fotodiodos SPD-M20A e autoijetor SIL-10A. O

controle e a aquisi¢dao dos dados foram realizados através do software LabSolution (Shimadzu).
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O MS foi operado em modo de ionizagdo positiva, ESI (+) - MS. As andlises foram realizadas
em coluna de fase reversa C18 (100 mm x 4.6 mm d.i. X 3 um, Luna, Phenomenex), mantida a
40 °C, no modo isocratico. A fase moével utilizada foi dgua acidificada com 0,1% de acido
formico (30%, solvente A) e metanol (70%, solvente B), com fluxo constante de 1,0 mL.min’!
e 0 volume de amostra injetado foi de 10 pL.

Os pontos de fusdo foram determinados com um fusiometro Fisatom modelo 431D
(Fisatom, Sao Paulo, Brasil).

Os espectros UV-Vis, emissdo de fluorescéncia e dicroismo circular foram obtidos no
espectrofotometro JASCO J-818.

As reagdes foram acompanhadas através da cromatografia em camada fina (CCD), com
placas de silica gel Merk 60 F254 de 0,25 mm de espessura (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany), e analisado na camara de luz UV (254 ou 366 nm) CN-15LC (Vilber Lourmat,
Collégien, France).

DNA de timo bovino (ctDNA), plasmideo de DNA (pUC19), topoisomerase Iloa humana
recombinante (p170), amsacrina e brometo de etidio (EtdBr) usados nas analises de interacao
foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Solugdes estoque dos compostos
para interagdo com DNA foram preparadas com metanol como solvente com diluigao

subsequente em tampao Tris-HCI (0,1 M; pH 7.,5).

4.2 Sintese dos novos derivados
4.2.1 Obtenc¢ao do nucleo de 9-cloroacridina

Como apresentado no esquema abaixo, a sintese do nticleo de acridina substituido ou
nao substituido passou por um acoplamento de Ullmann entre o acido 2-clorobenzoico e aminas
aromaticas, formando os 4cidos N-fenilantranilicos, que sofreram uma ciclizagdo
intramolecular com o acido polifosforico (PPA), originando as acridonas e, por fim, o processo
de cloragdo, formando 9-cloro acridinas. Uma solucao de 4cido o-clorobenzoéico (6,0 mmol),
derivado de anilina (12,0 mmol), cobre metélico (0,6 mmol) e carbonato de potassio (12,0
mmol) em DMF (20 ml) foi aquecida sob refluxo durante 8 h. Apds a conclusdo da reacao
(monitorada por CCD), a mistura reacional foi resfriada até a temperatura ambiente, vertida em
agua quente e fervida na presenca de carvao ativado por 15 min. Em seguida, foi filtrado através
de celite, e o filtrado foi acidificado com HCI para obter um produto precipitado que foi
purificado por recristalizagdo em etanol para obter produtos puros (55-75%). Depois, uma
mistura de &dcidos N-fenilantranilicos (2 mmol) e polifosforico (20 mmol) foi aquecida a 100°C
por 3 h. Apds o término da reacdo, a mistura foi vertida em agua quente (100 ml). Apos
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arrefecimento a temperatura ambiente, a mistura foi alcalinizada por solugdo de amoniaco; os
precipitados amarelos obtidos (acridonas) foram filtrados, lavados com agua quente e
purificados usando recristalizacdo com acido acético para obter os produtos puros (70-80%)
(MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al., 2016). Por tltimo, uma suspensdo de acridona (5
mmol) em SOCI, (6 ml) contendo DMF (duas gotas) foi aquecida ao refluxo durante 2 h. A
solucdo foi evaporada em rotaevaporador e tracos residuais de SOCl, foram removidos pela
adicao de CH>Cl; seco e evaporacao completa de todos os solventes para dar o produto bruto
como um so6lido amarelo, sem necessidade de purificacdo (70-85%) (KUMAR; KUMAR;
PRASAD, 2013).

o
OH NH, 0 ¢l
= X XN
A No N I OH y Rj,Z | | 1R, M RT D
RzT/ + |l /*R1 — T S NNF — PNNENF 1
48 CI (50a-b) H (52a-b)
(48a-b) (49a-b) = Dg, (51a-b)
X |

CL (Ry = H; Ry = H)
DL (R4 = 4-OCHj; R, = 4-Cl)

1) 48 (1eq), 49 (2eq), 0,1eq Cu®, 2eq K,CO3 DMF, 120°C, 8h, 55-75%. Il) 50 (1eq), PPA, 80°C, 3h, 70-80%. IIl)
51 (1eq), SOCI, (5eq), 80°C, 2h, 70-85%.

Esquema 3. Obten¢ao do nucleo acridinico pela rota A.

Na rota alternativa B (Esquema 4), as reacdes de acilagdo de Friedel-Crafts foram
conduzidas usando cloreto de fosforila (POCI3), para a sintese do nucleo de acridina
correspondente. Os derivados de 4cidos N-fenilantranilicos (5 mmol) foram ciclizados de forma
intramolecular a derivados de 9-cloroacridina por refluxo em 5 mL de POCI; por 4 h e a reagdo
foi monitorada por CCD. Apos o término, o excesso de POCI3 foi removido por rotaevaporador
sob pressdo reduzida, a massa de reagdo bruta foi adicionado gelo picado, o pH foi ajustado ~
7,0 pela adigdo de solucdo saturada de bicarbonato. O s6lido separado foi filtrado, seco e
purificado por cromatografia em coluna flash com silica gel usando CH>Cl,:MeOH (95:5) como
eluente para obter os derivados de 9-cloroacridina correspondentes (60-65%) (DAI et al., 2020;

RUPAR et al., 2020).

OH NH, o cl
OH A
R2+\ ° + | \*R1 . &H l’ Rzm&
= - = N~ N

(48a-b) (49a-b) (50a-b) 2 (52a-b)

| R1
A
CL (Ry = H; Ry = H)

DL (R, = 4-OCHj3; R; = 4-Cl)
1) 48 (1eq), 49 (2eq), 0,1eq Cu®, 2eq K,CO5 DMF, 120°C, 8h, 55-75%. 1) 50 (1eq), POCI; (5eq), 110°C, 3h, 0-65%.

Esquema 4. Obtencao do nucleo acridinico pela rota B.
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4.2.2 Obtencao de intermediarios de tiossemicarbazona

Os compostos intermediarios de tiossemicarbazona foram obtidos por uma reagao de
condensagdo (Esquema 5). Em um baldo de fundo redondo, quantidades equimolares de
tiossemicarbazida (5 mmol) e aldeidos (5 mmol) reagiram em etanol absoluto (20 mL),
utilizando uma quantidade catalitica de acido acético glacial (5 gotas). A reacdo foi mantida
sob agita¢do, inicialmente sob leve aquecimento (40 °C), por dez minutos, depois a temperatura
ambiente por 3 h. Apds a conclusdo da reagdo, o precipitado branco resultante de
tiossemicarbazona foi filtrado e o produto amorfo esbranquigado foi obtido e cristalizado em

sistema EtOH/H,O (HOSSEINPOOR et al., 2020).

o
H = S
Y~ H N__NH ' RrRE |
R . 2 -
T . mNTY N /N\N)LNHZ
S H
(53a-)) (54) (55a-j)

R - H (01); 4-CI (02); 4-OCHj (03); 2,4-Di-Cl (04); 4-NO, (05); 4-CH; (06); 4-OH (07); 3-OH (08); 4-N(CHy3), (09); 4-Br (10)

1) 53 (1eq), 54 (1eq), EtOH, AcOH, rt, 3h, 70-90%.

Esquema 5. Obtencao dos intermediarios tiossemicarbazdnicos.

4.2.3 Obtencio de derivados de tiossemicarbazonicos-acridinicos (CL 01-10 e DL 01-10)

A sintese dos novos derivados de acridina-tiossemicarbazonas foi realizada através de
uma reacdo do tipo SNar em propor¢des equimolares, Esquema 6, utilizando os nucleos de
tiossemicarbazonas e acridinas como reagentes obtidos anteriormente. Uma solu¢ao de nucleo
de acridinas (1,0 mmol) e intermediarios de tiossemicarbazonas (1,0 mmol) em etanol (20 mL)
foi aquecida sob refluxo durante 1-4 h. Alguns compostos apresentaram melhores rendimentos
em 1,4-dioxano, como nos compostos hidroxilados. Apds a conclusdo da reagdo (monitorada
por CCD), a mistura de reagdo foi resfriada até a temperatura ambiente, filtrada e obtido um
solido amorfo (CL01-10 ¢ DL01-10), que foi cristalizado em um sistema EtOH/H,O (DA
SILVA FILHO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019).
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Cl
N Z s L s Z
Reg A R+ RQ l_n A N AR
N Z N7 NH, NTONT
H H H
(52a-b) (55a) CL01-10; DL01-10

Ry (47a-1)
CL (R = H; Ry = H)

DL (R; = 4-OCH3; R, = 4-Cl)
R - H (01); 4-CI (02); 4-OCHj (03); 2,4-Di-Cl (04); 4-NO, (05); 4-CH; (06); 4-OH (07); 3-OH (08); 4-N(CH;), (09); 4-Br (10)
1) 52 (1eq), 55 (1eq), EtOH ou 1,4-dioxano, rt, 3h, 74-92%.

Esquema 6. Obtenc¢do dos novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos.

CL-01 (47a)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-benzilidenohidrazina-1-carbotioamida ~ (CL-01).  Solido laranja;
rendimento: 86%. PF: 162-163 °C. R¢ 0,50 (n-hexano/acetato de etila, 6:4). RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds): 6 ppm 9,39 (s, 1H, NH), 9,28 (s, 1H, NH), 8,58 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-4, H-
5), 8,20 — 8,14 (m, 2H, H-3, H-6), 7,84 (d, J =4,1 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7,78 (d, J = 7,7
Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,40 — 7,28 (m, 3H, H-3’, H-4’, H-5"), 6,98 (s, 1H, N=CH). RMN 3C
(125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm: 180,74 (Cq), 144,87 (Cq), 144,42 (CH), 135,22 (CH) 133,80
(Cq), 131,08 (CH), 129,33 (CH), 128,94 (CH), 128,56 (CH), 124,99 (Cq), 124,54 (CH). Pureza
CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para C2iHisN4S: 356,110; LCMS m/z [M]"
encontrada: 357 (100%); 358 (50%); 359 (15%).

? CL-02(47b)

(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-clorobenzilideno) hidrazina- 1-carbotioamida ~ (CL-02). Soélido
laranja; rendimento: 81%. PF: 176-177 °C. R¢ 0,57 (n-hexano/acetato de etila, 6:4). RMN H
(400 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 9,43 (s, 1H, NH), 9,37 (s, 1H, NH), 8,59 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-
4, H-5), 8,18 (dt, ] = 8,5, 4,0 Hz, 2H, H-1, H-8), 7,90 — 7,81 (m, 6H, H-2, H-3, H-6, H-7, H-3",
H-5"), 7,44 — 7,36 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,00 (s, 1H, N=CH). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds):
d ppm 180,75 (Cq), 143,18 (CH), 135,59 (Cq), 132,83 (Cq), 130,27 (CH), 129,38 (CH), 129,04
(CH), 124,94 (Cq), 124,52 (CH). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para
C21H15CIN4S: 390,071; LCMS m/z [M]" encontrada: 391 (100%); 392 (38%); 393 (60%).
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2 CL-03 (47c)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-metoxibenzilideno) hidrazina-1-carbotioamida ~ (CL-03).  Sélido
laranja; rendimento: 91%. PF: 169-170 °C. Rf 0,46 (n-hexano/acetato de etila, 6:4). RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 ppm: 9,33 (s, 1H, NH), 9,26 (s, 1H, NH), 8,61 (d, ] = 8,9 Hz, 2H, H-
4, H-5), 8,19 (ddd, J = 8,6, 4,7, 3,4 Hz, 2H, H-3, H-6), 7,86 (d, J = 3,6 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7,
H-8), 7,74 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6,95 (s, 1H, N=CH), 6,88 (d, J = 9,0 Hz, 2H, H-3’,
H-5), 3,75 (s, 3H, OCH3). RMN !3C (100 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,46 (Cq), 161,72 (Cq),
144,47 (CH), 135,45 (Cq), 130,38 (CH), 129,35 (CH), 126,39 (Cq), 125,15 (Cq), 124,70 (CH),
114,42 (CH), 55,79 (OCH;). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para
C22HisN4OS: 386,120; LCMS m/z [M]" encontrada: 387 (100%); 388 (40%); 389 (14%).

?  CL-04(47d)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(2,4-diclorobenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (CL-04). Solido
amarelo mostarda; rendimento: 77%. PF: 172-173 °C. R¢ 0,46 (n-hexano/acetato de etila, 7:3).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,49 (s, 1H, NH), 9,37 (s, 1H, NH), 8,72 (d, J = 8,72,
1H, H-2"), 8,46 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8,08 (ddd, J = 8,72, 5,5, 2,5 Hz, 2H, H-3, H-6),
7,82 — 7,79 (m, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7,51 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,89 (s, 1H,
N=CH). RMN ¥C (100 MHz, DMSO-ds): & ppm 181,08 (Cq), 147,02 (Cq), 138,19 (CH),
136,18 (Cq), 134,55 (Cq), 133,67 (CH), 130,15 (CH), 129,84 (Cq), 129,59 (CH), 129,14 (CH),
128,27 (CH), 124,13 (Cq), 124,01 (CH). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada
para C21H14CIoN4S: 424,032; LCMS m/z [M]": 425 (100%); 426 (34%); 427 (83%); 428 (20%).

2 CL-05 (47¢)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-nitrobenzilideno)hidrazina-1-carbotioamida (CL-05). Solido
amarelo mostarda; rendimento: 78%. PF: 189 °C. R 0,50 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,53 (s, 1H, NH), 9,46 (s, 1H, NH), 8,53 (d, ] = 8.9
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Hz, 2H, H-4, H-5), 8,17 — 8,11 (m, 4H, H-3, H-6, H-3’, H-5"), 8,09 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2’,
H-6%), 7,81 (d, ] = 4,0 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7,09 (s, IH,N=CH). RMN *C (125 MHz,
DMSO-de): 6 ppm 181,11 (Cq), 148,49 (Cq), 141,79 (CH), 140,20 (Cq), 129,52 (CH), 129,21
(CH), 124,63 (Cq), 124,23 (CH), 124,04 (CH). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata
calculada para CiHisClbNsO»S: 401,095; LCMS m/z [M]" encontrada: 402 (100%); 403
(46%).

Z CL-06 (47f)

(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-metilbenzilideno) hidrazina- 1-carbotioamida (CL-06). Solido
laranja; rendimento: 90%. PF: 170-171 °C. Rr 0,45 (n-hexano/acetato de etila, 6:4). RMN H
(400 MHz, DMSO-ds): d ppm 9,36 (s, 1H, NH), 9,26 (s, 1H, NH), 8,57 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-
4, H-5), 8,17 (dt, J = 8,5, 4,0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7,85 (d, J = 4,0 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8),
7,68 (d, J =8,2 Hz, 2H, H-2’, H-6), 7,14 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,94 (s, 1H, N=CH),
2,28 (s, 3H, CH3). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,63 (Cq), 144,51 (CH), 141,06
(Cq), 135,21 (CH), 131,12 (Cq), 129,56 (CH), 129,31 (CH), 128,58 (CH), 125,04 (Cq), 124,58
(CH), 21,51 (CH3). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para C>1H5CIbN50,S:
370,125; LCMS m/z [M]" encontrada: 371 (100%); 372 (60%); 373 (15%).

2 CL-07 (479)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-hidroxibenzilideno) hidrazina- I-carbotioamida ~ (CL-07).  Solido
laranja; rendimento: 91%. PF: 183-184 °C. Rr 0,43 (n-hexano/acetato de etila, 5:5). RMN 'H
(500 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 9,26 (s, 1H, NH), 9,16 (s, 1H, NH), 8,53 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-
4, H-5), 8,15 (dt, 8,5, 4,0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7,83 (d, J = 3,9 Hz, 4H, H-2, H-3, H-6, H-7), 7,60
(d,J=8,4Hz, 2H, H-2’, H-6"), 6,85 (s, 1H, N=CH), 6,69 (d, ] = 8,4 Hz, 2H, H-3’, H-5"). RMIN
3C (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,45 (Cq), 160,42 (Cq), 144,66 (CH), 134,93 (CH),
130,48 (CH), 129,16 (CH), 125,09 (Cq), 124,73 (Cq), 124,62 (CH), 115,81 (CH). Pureza
CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para C1H¢N4OS: 372,104; LCMS m/z [M]"
encontrada: 373 (100%); 374 (26%).
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? CL-08(47h)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(3-hidroxibenzilideno) hidrazina- I-carbotioamida (CL-08). Solido
laranja ferrugem; rendimento: 92%. PF: 145 °C. R¢ 0,54 (n-hexano/acetato de etila, 5:5). RMN
'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,30 (s, 1H, NH), 9,14 (s, 1H, NH), 8,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H,
H-4, H-5), 8,09 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-3, H-6), 7,83 — 7,77 (m, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7,16
(d, J=9,3 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,10 (t, J = 7,9 Hz, 1H, H-3"), 6,82 (s, 1H, N=CH), 6,79 (d,J =
8,2 Hz, 1H, H-4’). RMN BC (125 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 180,94 (Cq), 157,95 (Cq), 144,30
(CH), 135,07 (Cq), 133,89 (CH), 129,91 (CH), 128,90 (CH), 124,77 (Cq), 124,31 (CH), 119,68
(CH), 118,20 (CH), 114,95 (CH). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para
C21H16N4OS: 372,104; LRMS m/z [M]" encontrada: 373 (100%); 374 (30%).

? CL-09 (47i)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-(dimetilamino)benzilideno) hidrazina- I1-carbotioamida (CL-09).
Soélido laranja ferrugem; rendimento: 88%. PF: 158-159 °C. R¢0,43 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,18 (s, 1H, NH), 9,10 (s, 1H, NH), 8,50 (d, ] =
8,8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8,11 (d, J = 7,8 Hz, 2H, H-3, H-6), 7,85 — 7,77 (m, 4H, H-1, H-2, H-7,
H-8), 7,57 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6,80 (s, 1H, N=CH), 6,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-3’,
H-5%), 2,92 (s, 6H, N(CH3)2). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,25 (Cq), 144,95
(CH), 134,36 (CH), 130,03 (CH), 128,92 (CH), 125,07 (Cq), 124,61 (CH), 112,03(CH). Pureza
CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para C23H2CLaNsS: 399,152; LRMS m/z [M]*
found: 400 (100%); 401 (30%).

2 CL-10 (47j)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-bromobenzilideno) hidrazina- I-carbotioamida ~ (CL-10).  Sélido
laranja; rendimento: 78%. PF: 178-179 °C. Rr 0,43 (n-hexano/acetato de etila, 7:3). RMN H
(500 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 9,43 (s, 1H, NH), 9,36 (s, 1H, NH), 8,59 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-
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4, H-5), 8,18 (dt, J = 8,6, 4,0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7,85 (d, J = 4,0 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8),
7,78 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,53 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,98 (s, 1H, N=CH).
RMN BC (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,76 (Cq), 143,29 (CH), 135,19 (CH), 133,17 (Cq),
131,95 (CH), 130,47 (CH), 129,37 (CH), 124,93 (Cq), 124,52 (CH). Pureza CLAE-DAD:
99%. Massa exata calculada para C2iH;sCl.BrN4S: 434,020; LRMS m/z [M]" encontrada: 435
(100%); 437 (100%).

(E)-2-benzilideno-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il) hidrazina-1-carbotioamida (DL-01).
Solido laranja; rendimento: 74%. PF: 154-155 °C. Rr 0,54 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢): § ppm 9,16 (s, 1H, NH), 9,07 (s, 1H, NH), 8,24 (d, J = 1,7
Hz, 1H, H-5), 8,13 (d, ] = 9,4 Hz, 1H, H-4), 7,86 — 7,80 (m, 2H, H-7, H-8), 7,67 — 7,54 (m, 3H,
H-3, H-2’, H-6’), 7,33 (dd, J = 9,2, 6,9 Hz, 3H, H-3’, H-4’, H-5"), 6,91 (s, |H, N=CH), 6,78 (d,
J=2,7Hz, 1H, H-1), 3,82 (s, 3H, OCH3). RMN '*C (75 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 180,43 (Cq),
158,30 (Cq), 147,37 (Cq), 147,33 (Cq), 142,85 (CH), 138,76, 134,22, 133,44, 131,45, 130,35,
128,42 (CH), 128,11 (CH), 127,75, 126,27, 125,26, 124,98, 122,51, 122,51, 98,57 (CH), 55,67
(OCH3). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para C>;Hi7CIN4OS: 420,081;
LRMS m/z [M]" encontrada: 421 (100%); 422 (30%); 423 (40%).

(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-clorobenzilideno) hidrazina- I1-carbotioamida (DL-
02). Solido laranja; rendimento: 80%. PF: 144-145 °C. R¢ 0,58 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,21 (s, 1H, NH), 9,16 (s, 1H, NH), 8,32 (d, ] = 1,8
Hz, 1H, H-5), 8,21 (d, ] = 9,6 Hz, 1H, H-4), 7,87 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,72 — 7,56
(m, 3H, H-3, H-7, H-8), 7,37 (d, J = 8,2 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,93 (s, 1H, N=CH), 6,78 (d, ] =
2,8 Hz, 1H, H-1), 3,82 (s, 3H, OCH3). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,38 (Cq),
158,44 (Cq), 146,42 (Cq), 146,36 (Cq), 141,89 (CH), 139,78, 134,91, 132,44, 130,49, 129,82
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(CH), 128,71, 128,47 (CH), 126,96, 126,81, 125,42, 125,12, 122,63, 98,72 (CH), 55,77 (OCH3).
Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para C22H1sC12N4OS: 454,042; LRMS m/z
[M]" encontrada: 455 (100%); 456 (26%); 457 (54%).

(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-metoxibenzilideno)hidrazina- 1 -carbotioamida (DL-
03). Solido laranja; rendimento: 88%. PF: 148 °C. Rf 0,46 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,16 (s, 1H, NH), 9,08 (s, 1H, NH), 8,39 (d, ] = 1,9
Hz, 1H, H-5), 8,28 (d, J =9,5 Hz, 1H, H-4), 7,79 — 7,69 (m, 4H, H-3, H-7, H-2’, H-6"), 7,67 (d,
J=9,1 Hz, 1H, H-8) 6,92 (s, 1H, N=CH), 6,89 — 6,82 (m, 3H, H-1, H-3’, H-5’), 3,83 (s, 3H,
OCHs), 3,73 (s, 3H, OCH3). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,00 (Cq), 161,15 (Cq),
158,55 (Cq), 145,11, 144,94, 143,39 (CH), 141,68, 135,86, 129,90 (CH), 128,97, 127,89,
125,96, 125,82, 125,43, 122,98, 113,91 (CH), 99,08 (CH), 55,86 (OCHjs), 55,28 (OCHas).
Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para C23H19CIN4O,S: 450,092; LRMS m/z
[M]" encontrada: 451 (100%); 452 (35%); 453 (45%).

(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(2,4-diclorobenzilideno) hidrazina- I -carbotioamida

(DL-04). Solido laranja; rendimento: 80%. PF: 192-193 °C. R¢0,62 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 9,35 (s, 1H, NH), 9,24 (s, 1H, NH), 8,60 (d, ] =
8,6 Hz, 1H, H-2"), 8,34 (d, ] = 2,2 Hz, 1H, H-5), 8,22 (d, J = 9,5 Hz, 1H, H-4), 7,72 — 7,62 (m,
2H, H-3, H-7), 7,61 (d, J = 9,3 Hz, 1H, H-8), 7,54 — 7,46 (m, 2H, H-3’, H-5"), 6,84 (s, 1H,
N=CH), 6,76 (d, ] = 2,8 Hz, 1H, H-1), 3,84 (s, 3H, OCH3). RMN *C (75 MHz, DMSO-ds): &
ppm 181,07 (Cq), 159,06 (Cq), 147,89 (Cq), 138,42 (Cq), 137,64 (CH), 136,09 (Cq), 134,85
(Cq), 134,57 (Cq), 132,27, 130,02, 129,82 (Cq), 129,56, 129,29, 128,56, 128,25, 126,99,
125,27, 125,23 (Cq), 122,47 (CH), 98,87 (CH), 56,27 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 99%.
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Massa exata calculada para CoH;sCIsN4OS: 488,003; LRMS m/z [M]" encontrada: 489
(100%); 491 (100%); 492 (20%).

(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-nitrobenzilideno) hidrazina- 1-carbotioamida (DL-
05). Solido laranja; rendimento: 86%. PF: 164-165 °C. R¢ 0,61 (n-hexano/acetato de etila, 7:3).
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,32 (s, 1H, NH), 9,26 (s, 1H, NH), 8,29 (d, J = 1,9
Hz, 1H, H-5), 8,18 (d, J = 9,6 Hz, 1H, H-4), 8,13 (s, 4H, H-2’, H-3’, H-5’, H-6"), 7,69 — 7,54
(m, 3H, H-3, H-7, H-8), 7,04 (s, 1H, N=CH), 6,75 (d, ] =2,7 Hz, 1H, H-1), 3,82 (s, 3H, OCH3).
RMN BC (75 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,67 (Cq), 158,40 (Cq), 147,88 (Cq), 147,36 (Cq),
140,60, 139,87 (CH), 138,45, 138,11, 134,27, 131,52, 129,07 (CH), 128,58, 127,80, 126,36,
125,10, 124,85, 123,47 (CH), 122,35, 98,45 (CH), 55,72 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 98%.
Massa exata calculada para C2H;isCINsO3S: 465,066; LRMS m/z [M]" encontrada: 466
(100%); 467 (25%); 468 (42%).

(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-metilbenzilideno) hidrazina- 1-carbotioamida (DL-
06). Orange solid; Yield: 90%. MP: 157-158 °C. Rr 0,60 (n-hexane/ethyl acetate, 7:3). RMN
'H (300 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,22 (s, 1H, NH), 9,11 (s, 1H, NH), 8,40 (d, J=1,9 Hz, 1H,
H-5), 8,30 (d, J =9,5 Hz, 1H, H-4), 7,69 (m, 3H, H-3, H-7, H-8), 7,66 (d, J = 8,9 Hz, 2H, H-2’,
H-6%), 7,12 (d, ] = 8,0 Hz, 2H, H-3’, H-5), 6,92 (s, 1H, N=CH), 6,83 (d, J =2,7 Hz, 1H, H-1),
3,83 (s, 3H, OCH3), 2,26 (s, 3H, CH3). RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,14 (Cq),
158,59 (Cq), 145,14 (Cq), 144,99 (CH), 143,52 (Cq), 141,53 (Cq), 140,44 (Cq) 135,86 (Cq),
130,70 (CH), 129,05 (CH), 129,00, 128,14 (CH), 127,91, 125,77 (CH), 125,40, 122,94, 99,01
(CH), 55,88 (OCH3), 21,01 (CH3). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para
Ca3H 19CIN4OS: 434,097; LRMS m/z [M]" encontrada: 435 (100%); 436 (26%); 437 (34%).
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(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-hidroxibenzilideno) hidrazina- I-carbotioamida
(DL-07). Solido laranja; rendimento: 82%. PF: 163-164 °C. Rt 0,40 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d¢): & ppm 9,92 (s, 1H, OH), 9,04 (s, 1H, NH), 8,96 (s, 1H,
NH), 8,30 (d, J =2,3 Hz, 1H, H-5), 8,19 (d, ] = 9,5 Hz, 1H, H-4), 7,65 — 7,60 (m, 4H, H-3, H-
7,H-2’, H-6), 7,58 (d, ] =9,1 Hz, 1H, H-8), 6,76 (d, ] = 2,7 Hz, 1H, H-1), 6,71 (s, I1H, N=CH),
6,67 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 3,82 (s, 3H, OCH3). RMN C (125 MHz, DMSO-d¢): §
ppm 180,54 (Cq), 160,17 (Cq), 158,70 (Cq), 150,14, 148,05 (Cq), 148,00 (Cq), 143,55 (CH),
139,32 (Cq), 134,58 (Cq), 132,20 (CH), 130,52 (CH), 128,85 (CH), 128,48 (CH), 126,65 (CH),
125,85 (Cq), 125,59 (CH), 124,85 (Cq), 123,10 (Cq), 115,75 (CH), 99,14 (CH), 56,15 (OCH3).
Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para C22H17CIN4O,S: 436,076; LRMS m/z
[M]" encontrada: 437 (100%); 438 (30%); 439 (45%).

(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(3-hidroxibenzilideno) hidrazina- I-carbotioamida
(DL-08). Solido laranja ferrugem; rendimento: 81%. PF: 155 °C. R 0,44 (n-hexano/acetato de
etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 9,21 (s, 1H, NH), 9,04 (s, 1H, NH), 8,38
(d, J=2,0 Hz, 1H, H-5), 8,28 (d, J = 9,4 Hz, 1H, H-4), 7,72 (dd, ] = 9,0, 2,2 Hz, 2H, H-3, H-
7), 7,65 (d, J =9,2 Hz, 1H, H-8), 7,21 — 7,16 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,10 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-
3%), 6,85 (s, 1H, N=CH), 6,84 — 6,77 (m, 2H, H-1, H-4"), 3,84 (s, 3H, OCH3). RMN 3C (125
MHz, DMSO-ds): 6 ppm 180,82 (Cq), 159,03 (Cq), 157,96 (Cq), 146,16 (Cq), 144,09 (CH),
135,90 (Cq), 135,12 (Cq), 130,29 (CH), 129,89 (CH), 129,34 (CH), 127,94 (CH), 126,64 (CH),
126,11 (Cq), 125,79 (CH), 123,32 (Cq), 119,75 (CH), 118,16 (CH), 114,98 (CH), 99,43 (CH),
56,33 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para CHi7CIN4O,S:
436,076; LRMS m/z [M]" encontrada: 437 (100%); 438 (32%); 439 (42%).
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(E)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-(4-(dimetilamino)benzilideno)hidrazina- 1-
carbotioamida (DL-09). So6lido laranja ferrugem; rendimento: 89%. PF: 149-150 °C. R¢ 0,52
(n-hexano/acetato de etila, 7:3). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,00 (s, 1H, NH),
8,93 (s, 1H, NH), 8,30 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H-5), 8,20 (d, J = 9,5 Hz, 1H, H-4), 7,69 — 7,63 (m,
2H, H-3, H-7), 7,61 (d, J = 9,1 Hz, 1H, H-8), 7,59 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 6,79 (d, ] =
2,8 Hz, 1H, H-1), 6,73 (s, 1H, N=CH), 6,62 (d, ] = 8,5 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 3,82 (s, 3H, OCH3),
2,92 (s, 6H, N(CHs),). RMN 3C (125 MHz, DMS-*0-dg): § ppm 180,30 (Cq), 158,76 (Cq),
151,98 (Cq), 147,54 (Cq), 147,45 (Cq), 144,24 (CH), 140,25 (Cq), 134,98 (Cq), 131,62 (CH),
130,04 (CH), 128,91 (CH), 127,93 (CH), 126,99 (CH), 126,01 (Cq), 125,79 (CH), 123,32 (Cq),
112,10 (CH), 99,40 (CH), 56,20 (OCH3), 40,44 (N(CH3)2). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa
exata calculada para C24H2CINsOS: 463,123; LRMS m/z [M]" encontrada: 464 (100%); 465
(32%); 466 (44%).

(E)-2-(4-bromobenczilideno)-N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il) hidrazina- 1-carbotioamida (DL-
10). Solido laranja; rendimento: 75%. PF: 162-163 °C. R¢ 0,65 (n-hexano/ acetato de etila, 7:3).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,22 (s, 1H, NH), 9,16 (s, 1H, NH), 8,35 (d, ] = 2,0
Hz, 1H, H-5), 8,24 (d, ] = 9,5 Hz, 1H, H-4), 7,79 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,67 (td, ] =
8,0,4,4 Hz, 2H, H-3, H-7), 7,61 (d, J = 9,2 Hz, 1H, H-8), 7,51 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-3", H-5"),
6,88 (s, 1H, N=CH), 6,77 (d, ] = 2,8 Hz, 1H, H-1), 3,83 (s, 3H, OCH3). RMN !3C (125 MHz,
DMSO-ds): & ppm 180,94 (Cq), 158,92 (Cq), 147,25 (Cq), 142,44 (CH), 139,96 (Cq), 135,22
(Cq), 133,28 (Cq), 131,88 (CH), 131,35 (CH), 130,53 (CH), 129,15 (CH), 127,66 (CH), 127,28
(CH), 125,86 (Cq), 125,59 (CH), 124,28 (Cq), 123,11 (Cq), 99,21 (CH), 56,26 (OCH3), Pureza
CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para C»H6BrCIN4OS: 497,992; LCMS m/z [M]"
encontrada: 499 (100%); 501 (100%).
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4.3 Atividade citotéxica
4.3.1 Linhagens celulares

As linhagens de células cancerosas de diferentes tipos histologicos: HCT116 (carcinoma
de colon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e
MRC-5 (fibroblasto de pulmao humano) foram obtidos da American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, EUA) e foram cultivadas conforme recomendado pelo guia de cultura
de células animais ATCC. Todas as linhagens celulares testaram negativo para micoplasma
usando um kit de coloragao de micoplasma (Sigma-Aldrich), com objetivo de validar o uso de

células livres de contaminagao.

4.3.2 Ensaio de Citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade, a viabilidade celular foi quantificada pelo método
Alamar blue (COSTA et al., 2021; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2018). Para todos os
experimentos, as cé€lulas foram adicionadas em placas de 96 pocos. Os compostos foram
dissolvidos em DMSO e adicionados a cada po¢o em oito concentracdes seriadas variando de
0,19 a 25 pg / mL; a doxorrubicina foi usada como controle positivo. Apos 72 h de tratamento,
20 pL de resazurina (0,312 mg/mL) foram adicionados a cada poco. As absorbancias em 570
nm ¢ 595 nm foram medidas usando um leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA). A concentracdo semi-inibitoria (Clso) foi obtida por regressao
ndo linear com intervalos de confianca de 95% (IC 95%) usando o software GraphPad Prism

(Intuitive Software for Science; San Diego, CA, EUA).

4.4 Ensaio de inibi¢do da topoisomerase Ilo humana

Para testar a capacidade de inibi¢ao a Topo Ila, os compostos foram avaliados no ensaio
de relaxagdo de plasmideo de DNA. Este teste consiste em avaliar a atividade da enzima Topo
ITa na auséncia e presenga do composto seguido de andlise de eletroforese conforme descrito
anteriormente por Almeida et al. (2016) (ALMEIDA et al., 2016). Resumidamente, 100 ng de
plasmideo de DNA pUC19 e 4 unidades de topoisomerase Ilo. humana recombinante (p170) em
tampao de relaxamento sem ou com compostos testados foram incubados por 30 min a 37°C.
As concentracdes testadas foram de 100 uM e a amsacrina (mAMSA) foi usado como controle
positivo. As reagdes foram terminadas com SDS 1% e digeridas com proteinase K. Em seguida,
os produtos da reagao foram analisados por gel de eletroforese corado com brometo de etidio e
fotografados sob luz UV. A avaliacdo quantitativa (% de inibi¢do enzimatica por compostos

sobre o controle positivo mAMSA) das bandas de gel correspondentes ao DNA superenovelado
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foi realizada por densitometria usando software de processamento de imagem (Scion Image,

version Beta 4.0.2.) de acordo com Gouveia et al. (2018) (GOUVEIA et al., 2018).

4.5 Ancoramento molecular

As estruturas estudadas foram primeiramente tratadas com base na teoria semi-empirica
no nivel PM6 usando o software Spartan 14. Apds otimizados, foram submetidos ao estudo de
ancoramento molecular através do programa Gold 5.8.1. A estrutura da topoisomerase humana
[Io. em complexo com DNA (PDB ID: 5gwk) foi usada como um modelo de DNA-Topolla
(WANG et al., 2017). Para validar o estudo, o redocking para o alvo 5SGWK foi realizado para
etoposideo em complexo com um DNA-Topolla (RMSD = 0.48). O ancoramento molecular
foi realizado considerando o receptor, DNA-Topolla, como uma molécula rigida, enquanto os
ligantes foram tratados como flexiveis. Os resultados de encaixe foram analisados e as
interacdes intermoleculares utilizadas como parametros para medir a energia de afinidade com
o0 alvo (score). O conformero com maior pontuacao foi investigado pelo programa Pymol 2.3.2,
distancia e tipo de interagdo com a biomacromolécula foram preponderantes para analise do

ancoramento molecular (DE ALMEIDA et al., 2021; GILAD; SENDEROWITZ, 2014).

4.6. Interacao com o DNA
4.6.1 Espectroscopia no UV-Visivel

A concentracao do acido desoxirribonucléico de timo bovino, Tipo I (ctDNA) foi
determinada com base no coeficiente de extingao do sinal de absorbancia a 260 nm (6600 L
mol! c¢cm)(MANIVEL; SANGEETHA; MURALI, 2020). Todos os compostos foram
dissolvidos em metanol (grau HPLC) a uma concentra¢do de 1 mmol L™! (solugdo estoque). As
solugdes de trabalho foram preparadas diluindo-se a solucao estoque em tampao Tris-HCI (pH
7,4), com concentragdo de 40 umol L. Sob concentracdo otimizada, os compostos foram
expostos a concentragdes crescentes de ctDNA (5 a 60 umol L), Antes das medicdes, o sistema
foi agitado e incubado a temperatura ambiente por 10 min. As medicdes foram registradas
usando um espectropolarimetro JASCO J818 na faixa de 220 a 500 nm a 298 K. A constante
de ligagao intrinseca (Kb) foi obtida ajustando os dados a equagdo abaixo (WOLFE; SHIMER;
MEEHAN, 1987):

[DNA]/ (€a - €f) = [DNA]/ (€,- € + 1/ [Kb (Eb - €]

onde, &, &, e & sdo o coeficiente de extingdo aparente para os compostos, coeficiente de
extingdo encontrado em sua forma livre e o coeficiente de extingdo do composto quando
totalmente ligado ao DNA, respectivamente. O grafico de [DNA]/(€a - &f) versus [DNA] foi

utilizado para obter o Kb a partir da razao entre a inclinag@o e o intercepto, conforme descrito
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anteriormente na literatura (ALVES et al., 2021; BARRA et al., 2016; DE ALMEIDA et al.,
2021). Os dados de ligagao foram obtidos usando o software SigmaPlot 10.0. O estudo da
possivel desnaturagdo do DNA usando solugdes metanol-tampao foi avaliado até a

concentragdo final maxima de metanol nos ensaios (6%) (MS, 5541 e S42).

4.6.2 Dicroismo circular (DC)

Os espectros de DC do DNA na presenca dos compostos foram analisados usando uma
concentragio fixa de DNA em 60 umol L™ e crescentes concentragdes dos compostos (0 a 60
umol L. As leituras foram realizadas na faixa de 215 a 400 nm, com velocidade de 200
nm/min e banda de 5 nm. Todo o estudo foi acompanhado pelo sinal de alta tensdo (HT); este
parametro indica a confiabilidade dos espectros de DC gerados, limitando o sinal de HT em até
700 volts (CHATTERIJEE et al., 2015; DE ALMEIDA et al.,, 2021; MILES; JANES;
WALLACE, 2021). Os dados de ligagao foram obtidos usando o software SigmaPlot 10.0.

4.6.3 Competicao de fluorescéncia com EtdBr

Os espectros de fluorescéncia do EtdBr-ctDNA na presenga ou ndo dos derivados foram
obtidos por excitacdo a 526 nm e varredura da emissdo de 530 a 650 nm. Solugdes contendo
DNA EtdBr-CT (20 uM:100 pM) foram analisadas na presenga de varias concentracdes de
derivados (10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 uM) em tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4). Os resultados da
titulagdo de fluorescéncia foram analisados usando a equagdo de Stern-Volmer (KEIZER,
1983) e os valores de Ksv do ctDNA-EtdBr na presenca dos compostos calcularam a inclinagao
dos graficos, onde:

Fo/F =1+ Ksv[Q]

Fo e F representam as intensidades de fluorescéncia de estado estaciondrio de ctDNA-EtdBr na
auséncia e presenca dos compostos, respectivamente. [Q] refere-se a concentragao de derivados
como um supressor; ¢ Ksv indica a constante de quenching proposta por Stern-Volmer

(ALSAEDI et al., 2021; KUMAR; NAIR, 2021).

4.7 Avaliacao da toxicidade nao clinica
4.7.1 Estudo de toxicidade aguda (14 dias)

Um estudo de toxicidade aguda foi realizado de acordo com a Organiza¢do para
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) diretriz 423 (OECD 2001) com
modificacdes (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - BRASIL 2013) (ANVISA, 2013;
OECD, 2001). Em principio, o método ndo se destina a permitir um calculo preciso da dose

letal (LDso), entretanto, permite uma categorizagdo de acordo com diretrizes do Sistema
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Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS). Os
testes foram realizados com anuéncia do conselho de ética da Universidade Estadual da Paraiba,
sob processo n° 008/2021 aprovado em 09 de novembro de 2021. Camundongos Swiss, trés
fémeas por grupo, foram submetidos a doses unicas orais de 2000 mg/kg dos derivados
tiossemicarbazonicos acridinicos; e ao grupo controle foi administrado apenas com o veiculo
utilizado (solucao salina de Tween 80). Para rastrear possiveis alteracdes comportamentais,
sugestivas de atividade no Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Auténomo
(SNA), apos a administragdo da substancia, foi realizada observacdo cuidadosa para detectar
possiveis sinais clinicos de toxicidade (ataxia, tremor vocal, irritabilidade, tonus corporal,
tremor, salivagdo, lacrimejamento, ptose palpebral, convulsdes, alteragdes comportamentais e
movimentos anormais) e mortalidade dos animais nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 min e apos 4 h;
e diariamente por 14 dias (DA SILVA OLIVEIRA; DA SILVA, 2021; OLIVEIRA et al., 2018;
SALEEM et al., 2017).

4.7.2 Necropsia, analise macroscopica e peso dos orgaos

Ap6s o periodo proposto para acompanhamento, os animais foram anestesiados com
solu¢do de xilazina-cetamina de 0,2 ml/100 g [8,75 ml cetamina (100 mg/ml) e 1,25 ml xilazina
(10 mg/ml)] de acordo com o protocolo descrito por Flecknell (1996) (FLECKNELL, 2009).
Apds a eutanasia, foi realizada avaliagdo macroscopica da superficie corporal externa,
cavidades (toracica, abdominal e craniana) e 6rgaos (altera¢do de posi¢ao, forma, tamanho, cor
e consisténcia). O peso relativo de 6rgaos como o cérebro, pulmao, figado, coragdo, baco e rins
foram calculados usando a féormula: Peso relativo do 6rgdo (%) = (peso do o6rgdo / peso do

camundongo) x 100 (DA SILVA OLIVEIRA; DA SILVA, 2021; OLIVEIRA et al., 2018).

4.8 Ensaio de citotoxicidade em células leucémicas
4.8.1 Células

K562 (eritroleucémico humano) e sua contraparte multirresistente, K562-Lucena 1,
foram obtidos do Laboratério de Imunologia Tumoral (Universidade Federal do Rio de Janeiro)
(RUMJANEK et al., 2001) e foram cultivadas conforme recomendado por Daflon-Yunes et al.
(2013) (DAFLON-YUNES et al., 2013; QUARTI et al., 2021; RUMJANEK et al., 2001).

4.8.2 Ensaio de citotoxicidade
Os compostos CL-07, DL-01 e DL-08 foram avaliados quanto a viabilidade celular em
células K562 e K562-Lucena 1 usando o método colorimétrico de tetrazolio (Mosmann, 1983)

(MOSMANN, 1983). As células foram distribuidas em placas de 96 pogos. Os compostos foram
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dissolvidos em 1% (v/v) DMSO e RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich) em cinco
concentragdes seriadas de 1 a 50 pg/mL e foram posteriormente adicionados a cada pogo e
incubados por 72 h a 37°C, ambiente umidificado 5% COxz. A estaurosporina foi utilizada como
um controle positivo, 1 uM. Em seguida, as células foram tratadas com 20 pL de uma solugdo
de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazélio, 5 mg/mL (Solugdo MTT em
solucao tampao fosfato) por 3 h. Ao final do tratamento, as absorbancias a 562 nm foram
medidas usando um iMark™ Microplate Absorbance Reader (iMark™, USA). A concentracao
semi-inibitoria (Clso) foi obtida por regressdo ndo linear com intervalos de confianga de 95%
(IC 95%) usando o software GraphPad Prism (Intuitive Software for Science; San Diego, CA,
EUA).
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CAPITULO I

SINTESE E PROSPECCAO BIOLOGICA
ANTIPROLIFERATIVA DE NOVOS DERIVADOS
ACRIDINICOS
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RESUMO

O cancer ¢ um grave problema de satde publica mundial. Aspectos dinamicos que controlam o
reconhecimento molecular, considerando as interagdes quimicas existentes, proporcionaram a
Quimica Medicinal avangos para o seu tratamento. Hibridos da tiossemicarbazona-acridina sao
destacados inibidores de topoisomerases II. Neste estudo, relata-se o planejamento, sintese e
avalia¢do antiproliferativa de dezoito novos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos. A
inibi¢ao da Topo Ila foi prevista pelo método de ancoramento molecular, a partir dos resultados
antiproliferativos obtidos. Além disso, a toxicidade ndo clinica (in vivo) em camundongos foi
avaliada para o DT-30CH3-40H. Em geral, os compostos apresentaram citotoxicidade de
moderada a baixa na triagem realizada frente a trés linhagens celulares tumorais, com destaque
para a série DT-30CHs, que indicou atividade em cinco dos seis compostos da série.
Adicionalmente, estudos frente a células leucémicas normais e resistentes indicaram perfil
destacado para os derivados DT-30CH3-H (Clso = 8,83 uM) e DT-30CH3-30H (Clso = 10,69
uM) na célula resistente Lucena-1, com indice de resisténcia relativa (RR) de 0,11 e 0,10,
respectivamente. O ancoramento molecular indicou interagdes com os residuos enzimaticos
Arg® e Asp*® como essenciais para atividade inibitéria a Topo Ila. Grupos doadores de
densidade eletronica conectados ao nucleo acridinico, e a presenca do grupo hidroxila do
benzilideno, foram caracteristicas perceptiveis aos derivados com melhores pontuagdes no
encaixe com a Topolla-DNA. Por fim, o composto DT-30CH3-40OH, selecionado para
avaliacdo ndo clinica de toxicidade, ndo apresentou sinais graves de toxicidade na dose de 2000

mg/kg em camundongos.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonico-acridinico; Antiproliferativa; Topoisomerase Ilo.
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ABSTRACT

Cancer is a serious public health problem worldwide. Dynamic aspects that control molecular
recognition, considering the existing chemical interactions, have provided advances in
Medicinal Chemistry for its treatment. Thiosemicarbazone-acridine hybrids are prominent
inhibitors of topoisomerases II. In this study, Its reports the planning, synthesis and
antiproliferative evaluation of eighteen new acridine—thiosemicarbazone derivatives. Inhibition
of Topo Ila was predicted by the molecular docking method, from the antiproliferative results
obtained. In addition, non-clinical (in vivo) toxicity in mice was evaluated for DT-30CH3-40H.
In general, compounds showed moderate to low cytotoxicity in the first screening performed
on three cell lines, with emphasis on the DT-30CH3 series, which indicated activity in five of
the six compounds in the series. Additionally, studies against normal and resistant leukemic
cells indicated an interesting profile for the derivatives DT-30CH3-H (ICso = 8.83 uM) and
DT-30CH3-30H (ICs0 = 10.69 uM) in the resistant cell Lucena-1, with relative resistance (RR)
index of 0.11 and 0.10, respectively. Docking indicated interactions with the enzyme residues

87 and Asp*® as essential for Topo Ila inhibitory activity. Electron density donor groups

Arg
connected to the acridine nucleus, and the presence of the hydroxyl radical in the benzylidene,
were perceptible characteristics of derivatives with better scores in the docking with Topolla-
DNA. Finally, the compound DT-30CH3-40H, selected for non-clinical evaluation of toxicity,

did not show serious signs of toxicity at the dose of 2000 mg/kg in mice.

Keywords: Acridine-thiosemicarbazone; Antiproliferative; Topoisomerase Ila.
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1. INTRODUCAO

O controle topolégico do DNA ¢ considerado crucial em todos os eventos do
metabolismo genético (VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021). As topoisomerases (Topo)
constituem uma classe de enzimas nucleares responsaveis pelo enovelar e desenovelar do DNA
em processos biologicos, como: replicacdo, transcri¢ao e segregacao cromossomica (BUZUN
et al., 2020). Se ligam covalentemente ao grupo fosférico do DNA, removendo ou introduzindo
tensdes na sua estrutura helicoidal através de quebras em uma (Topo I) ou duas fitas (Topo II)
(MCKIE; NEUMAN; MAXWELL, 2021). Diversas neoplasias malignas sdo caracterizadas
pela superexpressao das DNAs topoisomerases do tipo Ila, quando comparadas com as células
de metabolismo normais (FENG et al., 2014; OGINO et al., 2020; TSAVARIS et al., 2009). Os
inibidores de topoisomerases sdo agentes projetados para interferir na sua acdo enzimatica, e
constituem como um importante alvo terapéutico frente ao cancer (MCKIE; NEUMAN;
MAXWELL, 2021; VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021).

Os conhecidos venenos de topoisomerases compreendem o principal grupo de
inibidores da enzima Topo II, sendo responsavel, atualmente, por toda terapia anticancer
envolvida nesse mecanismo de acdo, na clinica. Atuam como uma toxina celular ao estabilizar
o complexo covalente Topo II-DNA nas células, bloqueando a replicagdo e transcricdo do
DNA, e assim, eventualmente, promovendo a apoptose celular (BUZUN et al., 2020;
POMMIER et al., 2010; RICCIO; SCHELLENBERG; WILLIAMS, 2020). Os intercaladores
de DNA constituem o maior grupo conhecido de inibidores Topo I/Il. Derivados de
antraciclinas, acridinas e antraquinonas, sdo exemplos de classes quimicas que apresentam
interacdes nao covalentes ao DNA e inibidores de Topo II, utilizados na clinica, sendo a m-
amsacrina (mAMSA), considerada um padrao farmacoforico na agdo citotoxica de ligagdo ao
DNA (HMOUD ALOTAIBI; ABDALLA MOMEN, 2020; KETRON et al., 2012; RESCIFINA
et al., 2014; SKOK et al., 2020; VANN; OVIATT; OSHEROFF, 2021).

A Figura 22 apresenta parte de um complexo DNA-Topo Ila ¢ um modo de interagdao
proposto com a mAMSA, criado a partir de um modelo disponivel no PDB para o etoposideo,

outro farmaco inibidor desta enzima (ID:5gwk). Informagdes cristalograficas indicam a

463 487

influéncia de residuos como o Asp™” e Arg™’ no encaixe e perfil enzimatico entre os farmacos
relatados, que, associado as interagdes de empilhamento de elétrons n-w entre as bases do DNA,
coordenam os modelos propostos para formacdo de um complexo terndrio estavel DNA-

Topolla-ligante. Este ¢ responsavel por retardar ou impedir o processo de reclivagem natural,
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desencadeando a resposta biologica pela inibi¢do enzimadtica a Topo II (DA SILVA FILHO et
al., 2019; DRWAL et al., 2014; MOHAMADI FARSANI et al., 2016; TYLINSKA et al., 2021;
WENDOREFF et al., 2012).

Muitos trabalhos associando anéis heterociclicos como potenciais fragmentos bioativos
tém sido relatados nos ultimos anos (ALBINO et al., 2020; GABRIEL, 2020; KOZURKOVA;
SABOLOVA; KRISTIAN, 2021; LI et al., 2021b; SILVA et al., 2022). A Figura abaixo
apresenta um heterociclico, inibidor de Topo Ila, que demonstrou perfis antiproliferativos
destacados dentro da série estudada anteriormente, este foi resultado de um planejamento
envolvendo um fragmento planar capaz de empilhar elétrons entre as bases do DNA, nucleo da
acridina, e uma subunidade derivada da tiossemicarbazona, que apresenta destacavel liberdade
conformacional e capaz de realizar interagdes polares com a enzima (DA SILVA FILHO et al.,

2019; DE ALMEIDA et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2015, 2017; RIBEIRO et al., 2019).

A subunidade da
tiossemicarbazona realiza uma

interaciio polar com o residuo
de aminoacido Arg487.

posi¢do 4 do benzilideno nio

Substituintes  volumosos na
favoreceram o perfil enzimatico.

Arg 487

con @

Qe N . om

H-0O: / N
Ser 464" g / S% \
o [26A .
o Gly 462
Asp 463 (47r)

* DAI12

DG13 A nio substitui¢io no nicleo

DNA-Topolla acridinico  suprimiu a

(PDB:5GWK) atividade enzimatica frente a
Topolla.

Figura 22. Analise do encaixe molecular proposto a mAMSA ¢ o DL-08 na Topo Ila (PDB ID: 5gwk).
A esquerda, pose de encaixe proposto para a mAMSA com a DNA-Topo Ila. Os tracejados em verde
apontam para interagdes polares do tipo ligagdo de hidrogénio; a direita, modelo farmacoférico 2D para
o encaixe do composto DL-08 na topo Ila.

Informagdes sobre o SARs dos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos estudados,
fundamentaram o modelo farmacoférico apresentado acima, com propostas estéreo-eletronicas
acerca da cavidade enzimatica que justificariam a auséncia de atividade para alguns compostos
avaliados. A partir desses resultados, novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos mono
substituidos no nucleo acridinico foram propostos (R1) (Figura 23) com objetivo de avaliar a
interferéncia desses substituintes na atividade enzimatica frente a Topo Ila, assim como, no seu

perfil antiproliferativo (DAI et al., 2020; SINNOKROT; SHERRILL, 2004; YUAN et al., 2017;

ZHANG et al., 2019). A prioridade de grupos monovalentes em R, com baixo impedimento
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estérico foi mantida, assim como, a proposta dos derivados hidroxilados, visto os resultados ja
alcancados (SOUSA et al., 2022). Estes resultados podem confirmar o modelo de estrutura-
atividade criado para essa classe de derivados no capitulo 1, como inibidores da Topo Ila,

potencializando estudos a cerca de um possivel candidato Lead.

Nao apresentou inibicdo
enzimatica frente a Topo lla

(47q)

Inibicdo de 74%, quando
comparado a atividade da mAMSA

Figura 23. Planejamento estrutural dos novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Sintese dos novos derivados tiossemicarbazénicos-acridinicos

Os novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos (DTs) foram sintetizados em
quatro etapas (Esquema 7). Primeiro, os intermediarios N-fenilantranilicos substituidos (58a-c)
foram obtidos usando acido 2-clorobenzoico 48a reagido com derivados de fenilamina 57a-c¢
via reagdes de Ullmann. Em seguida, uma acilagdo de Friedel-Crafts foi conduzida por cloreto
de fosforila para produzir os intermedidrios de acridina correspondentes 59a-c¢ (DAI et al.,
2020; KUMAR; KUMAR; PRASAD, 2013; RUPAR et al., 2020). Adicionalmente, a
tiossemicarbazida foi reagida com diferentes aldeidos na presenga de uma quantidade catalitica
de AcOH, via rea¢ao de condensacao, formando derivados tiossemicarbazonicos 55a-c;f-h
(HOSSEINPOOR et al., 2020). A preferéncia pelo perfil mono substituido em R foi
considerada, dados os resultados anteriormente apresentados. Na ultima etapa, as
tiossemicarbazonas obtidas na etapa anterior foram adicionadas aos nucleos de acridinas
sintetizados através de uma substitui¢do nucleofilica do tipo SnAr gerando os produtos finais
(56a-r) (DA SILVA FILHO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019).
Os rendimentos dos novos derivados acridinicos variaram de 62 a 90%.

Cl

o NH, o
XX
OH A 1 OH I -R
| SR — H — A
cl * Z N N
(48a) (57a-c) (58a-c) -~ ‘ (59a-c)
-R
! 1

DT - 4CI (R, = 4-Cl)
DT - 4CHj (R = 4-CHy)
DT - 30CHj (Ry = 3-OCHj3)

s I} s $
+ HzN)LN’NHZ - ¢N~N)L )LN’NV
H H H
(53a-c;f-h) (54) (55a-c;f-h) DTs

H; 4-Cl; 4-OCHg; 4-CHj3; 4-OH; 3-OH.

1) 74 (1eq), 83 (2eq), 0,1eq Cu®, 2eq K,CO3 DMF, 120°C, 8h, 55-75%. Il) 84 (1eq), POCl; (5eq), 110°C, 3h, 60-
65%. Ill) 79 (1eq), 80 (1eq), EtOH, AcOH, rt, 3h, 70-90%. IV) 81 (1eq), 85 (1eq), ACN:THF, rt, 1-4h, 62-90%.

Esquema 7. Sintese dos novos derivados acridinicos (DTs).

Para elucidar as estruturas quimicas dos compostos sintetizados, foram realizadas
andlises de RMN uni e bidimensional 'H e '*C (MS, Figuras S58-S125). Os espectros de RMN
"H mostraram simpletos variando de & 9,42 — 9,04 ppm, associados aos hidrogénios da
tiossemicarbazona, que apresentaram variagoes em seus deslocamentos de acordo com o tipo e
forca eletronica dos substituintes em R no fragmento de benzilideno, bem como, com as
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mudangas de densidade eletronica no ntcleo de acridina devido as substituigdes em R;. Sinais
entre 0 8,59 — 6,67 ppm foram correlacionados com os hidrogénios aromaticos do nicleo da
acridina e benzilideno, seguindo as caracteristicas de acoplamento esperadas para cada padrao
de substitui¢do. Adicionalmente, um simpleto caracteristico nos espectros entre 6 7,06 — 6,74
ppm foi associado ao hidrogénio metilideno da liga¢do iminica. A possibilidade de isomeros
configuracionais nesta regido foi descartada pela observacao de um tnico sinal simpleto para
cada hidrogénio de compostos no espectro de RMNs 'H (DE OLIVEIRA et al., 2015, 2017;
LIU et al., 2014). A presenga de sinais como 2,56 ¢ 4,10 ppm, confirmaram a presenga dos
grupamentos propostos em Rj no nucleo para as moléculas da série DT-4CH3 e DT-30CH3,
respectivamente. Assim como, o padrdo de acoplamento em meta (2.1 - 2.65 Hz) para o
hidrogénio (H-1) alfa a ligagdo C-CI na acridina, para a série DT-4Cl. Por fim, os sinais
caracteristicos para os substituintes aromaticos propostos foram encontrados e sinalizados nos
respectivos espectros contidos no material suplementar.

Os espectros de RMNs 1°C, para os novos derivados, mostraram sinais relacionados aos
carbonos do grupo tiocarbonila (C=S) na regido entre & 180,95 - 180,17 ppm e carbonos de
imina (HC=N) na regido entre 6 145,11 — 142,76 ppm, ambos os sinais confirmam a presenca
do ligante tiossemicarbazona nos derivados. As substituicdes propostas em R; no nucleo
acridinico foram confirmadas por sinais caracteristicos nos espectros de carbonos dos novos
derivados; os efeitos eletronicos dessas substituicdes acometeram alteragdes no perfil espectral
como o sinal em 22,14, caracteristico de metilas aromaticas, propostas aos derivados DT-4CH3,
ou ainda, sinais entre 57,38 ¢ 57,21 ppm, caracteristico aos derivados da série metoxilada (DT-
30CH3;). Os sinais esperados para o grupo benzilideno, apos as substitui¢cdes propostas, foram
encontrados e estdo apresentados nas descri¢des experimentais deste trabalho (MS, Figuras

S58-S125).

2.2 Ensaio de citotoxicidade

A atividade citotoxica in vitro dos compostos (Tabela 7) foi avaliada frente as linhagens
de células tumorais HCT116 (carcinoma de c6lon humano), HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano), B16-F10 (melanoma murino) e ndo tumoral MRC-5 (células normais de pulmao
humano), utilizando o ensaio Alamar blue e como controle positivo a doxorrubicina (DOX).
Derivados sem substituicdo, metoxilados, mono halogenados e metilados em R foram inativos
nas séries DT-4Cl e DT-4CH3s. Notavelmente, os derivados monosubstituidos metoxilados,

posicao 3 do nucleo acridinico (DT-30CHj3), apresentaram os melhores perfis de
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citotoxicidade. Além disso, os compostos hidroxilados na subunidade benzilidénica

indicaram destacavel perfil antiproliferativo nos ensaios.

Tabela 7. Atividade citotoxica para os novos derivados acridinicos.

Nicleo R Clso (sMy
HCT116 HepG2 B16-F10 MRC-5
H > 60 > 60 > 60 > 60
4-Cl > 60 > 60 > 60 > 60
i < 4-OCHj; > 60 > 60 > 60 > 60
L”/N\ b 4-CH; > 60 > 60 > 60 > 60
DT4CH 4-OH 48,51 47,94 30,66 53,27
3-OH > 60 53,30 27,94 > 60
H > 70 > 70 > 70 > 70
4-Cl > 70 > 70 > 70 > 70
< 4-OCH; 59,98 58,03 37,59 55,91
4-CH; > 70 > 70 49,77 61,31
4-0H 33,84 40,09 49,41 50,02
3-OH 41,08 > 70 39,44 16,65
H 26,57 23,67 38,56 33,33
4-Cl 30,45 32,02 43,90 28,09
<$: 4-OCH; > 60 > 60 > 60 > 60
4-CH; 32,79 50,81 45,83 37,06
DT-30CH, 4-OH 13,70 18,75 46,18 18,78
3-0H 29,84 15,12 31,26 22,63
5-FUP 4,1 1,3 3,5 57,9
DOX® 0,5 0,3 0,2 2,22

2 Os dados apresentam os valores de Clso em pM, tendo intervalo de confianca de 95%, obtido por
regressao nao linear de trés experimentos independentes realizados em duplicata, através do ensaio de
azul de Alamar. ® Citotoxicidade para 5-fluorouracil (5-FU) foi publicado por Silva et al. (2018)(SILVA
et al., 2018). ° Doxorrubicina foi usada como controle positivo. N.D.: Nao determinado.

Grupos doadores de densidade eletronica sdo frequentemente adicionados ao nucleo
acridinico e apresentam interessantes perfis antiproliferativos (DAI et al., 2020; YUAN et al.,
2017, ZHANG et al.,, 2019). As relagdes estrutura-atividade (SAR) descritas para os
substituintes avaliados no nucleo de acridina indicaram um aumento consideravel na atividade
antiproliferativa com a presenca de grupos doadores de elétrons, principalmente na posi¢ao 3.
O DT-30CHj3-40H foi o derivado mais citotoxico contra as cepas tumorais HCT116 e HepG2,
com Clso de 13,70 e 18,75 uM, respectivamente. Entretanto, indicou uma baixa ou nenhuma

seletividade para atividade antiproliferativa (MRC-5, Clso = 18,78 uM). O derivado DT-4Cl-

30H apresentou destacado perfil com valor de Clso = 27,94 uM frente a B16-F10, e nao
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demonstrou citotoxicidade na célula ndo tumoral avaliada (MRC-5, Clso> 60 uM), assim como
grande parte das moléculas da série, indicando que substituintes retiradores de elétrons, na
acridina, diminuem o perfil citotoxico em células normais para essa classe de compostos.

A interferéncia eletronica envolvida no empilhamento de elétrons n-m ainda gera amplo
debate na literatura, e os perfis distintos de bioatividades encontrados nos compostos
acridinicos mono substituidos podem estar relacionados a distintas for¢as e/ou interagcdes com
os receptores bioldgicos. Modelos como o de Hunter-Sanders sugerem que o perfil retirador de
elétrons de substituintes halogenados seriam favoraveis a empilhamentos envolvendo elétrons,
por diminuir o impedimento estérico envolvido na aproximagao dos orbitais. Entretanto, outros
estudos propdem que o aumento da densidade eletronica também poderia ser favoravel a esse
tipo de “sanduiche” de elétrons, propiciando uma maior interacao. O fato deste trabalho utilizar
ambos os perfis eletronicos, e estes apresentarem diferentes perfis bioativos, pode servir de
fundamento para esses estudos de empilhamento 7-w por tras das atividades antitumorais em
novos derivados acridinicos-tiossemicarbazénicos (HUNTER; SANDERS, 1990;
SINNOKROT; SHERRILL, 2004; VILKOVA et al., 2022; WHEELER, 2013).

2.3 Ensaio de citotoxicidade em linhagens celulares de leucemia mieloide cronica.

A severidade da leucemia, principalmente em adultos, ¢ frequentemente associada a
elevada taxa de reincidéncia da doenga em formas resistentes apos exposicao a quimioterapicos,
baixos percentuais de sobrevida (25 —40%) sdo comuns a esse tipo de cancer (LOMONACO;
KOIFMAN; FREIRE, 2021; QUEIROZ et al., 2010). Buscar opgdes terapéuticas contra essas
formas celulares resistentes continuam sendo um desafio, justificado pela grande redugdo de
atividade das terapias existentes. Como exemplo, a linhagem Lucena-1 linha parental da K562,
¢ cerca de 35 vezes mais resistente a DOX (K562 Clso = 1,16 uM; Lucena-1 Clso = 40,78 uM)
(GONZALEZ et al., 2017).

Como forma de varredura do perfil citotéxico para os novos derivados, ensaios
biologicos foram realizados frente a linhagens celulares de leucemia mieloide cronica normal
(K562) e resistentes (Lucena-1 e FEPS). Estes foram justificados pelo destacado perfil
biologico de derivados tiossemicarbazdénicos na K562 (DE ALMEIDA et al.,, 2015; DE
OLIVEIRA et al., 2015, 2017; SOUSA et al., 2022), assim como, pelo perfil de aplicagdo do
farmaco precursor do arcabougo (amsacrina) na clinica (KETRON et al., 2012). A Tabela 8
apresenta os resultados citotoxicos para os derivados testados frente a linhagens leucémicas.

Vislumbrando uma melhor compreensao do perfil da série mais ativa (DT-30CH3), todos os
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compostos da série seguiram para o teste, como também, os derivados hidroxilados na posi¢ao

meta (avaliacao direta do perfil e posi¢do da substitui¢ao no ntcleo acridinico).

Tabela 8. Ensaio de citotoxicidade em linhagens celulares de leucemia mieloide cronica

Compostos Clso (uM)*

K562 Lucena-1 RR® FEPS RR®
DT-4C1-30H 66,46 (£1,27) > 200 - 36,96 (+1,33) 0,60
DT-4CH;3-30H 104,00 (£1,43) 81,45 (£1,64) 0,78 95,09 (+1,30) 0,91
DT-30CH:-H 76,55 (£1,47) 8,83 (+1,23) 0,11 55,75 (+1,47) 0,73
DT-30CH;-4Cl 19,67 (£1,56) 54,75 (£1,25) 2,78 29,42 (+1,33) 1,50
DT-30CH3-4OCH; 46,83 (+1,44) 51,69 (£1,26) 1,10 59,16 (£1,33) 1,26
DT-30CH;3-4CHj 45,78 (+1,37) >200 - 50,75 (+1,40) 1,11
DT-30CH3-40H 81,66 (+1,28) 69,15 (+1,32) 0,85 26,61 (£1,36) 0,33
DT-30CH3-30H 110,93 (1,17) 10,69 (+1,52) 0,10 42,55 (£1,31) 0,38
Imatinibe 0,13¢ - - 9,66° 74,31

Doxorrubicina 1,164 40,784 35,15 - -
Vincristina 0,054¢ 0,85¢ 15,74 1,05¢ 19,44
Cisplatina 2,83f 6,07t 2,15 7,41t 2,62

?0s dados apresentam os valores de Clsp em puM, tendo intervalo de confianga de 95%, obtido por
regressdo ndo linear de trés experimentos independentes realizados em duplicata, pelo método de
redugdo de MTT; bResi’s‘[éncia relativa (RR): razdo (Clso célula RMD) / (Clso célula parental) ((DANIEL
et al., 2022); (GONZALEZ et al., 2017); S(PITASSE-SANTOS et al., 2022); {(SALUSTIANO et al.,
2020).

Os resultados citotoxicos indicaram baixa poténcia citotoxica dos derivados frente a
linhagem K562. Entretanto, a compara¢do com os padrdes de atividades de alguns farmacos
(Tabela 8) fornece um interessante panorama acerca dos perfis bioldgicos apresentados pelos
derivados acridinicos frente a células resistentes a multiplas drogas (RMD). Quando
consideramos a linhagem celular resistente Lucena-1, os derivados DT-30CH3-H e DT-
30CH;3-30H se destacaram entre os estudados com Clsode 8,83 e 10,69 uM, respectivamente.
Estes resultados, quando comparados ao encontrado para o farmaco DOX (Clso = 40,78 uM),
indicam ganho de poténcia em cerca de quatro vezes para os novos derivados citados. Ademais,
frente a linhagem resistente FEPS destacou-se o composto DT-30CH3-40H com Clso = 26,61
uM com maior perfil ativo.

O indice de resisténcia relativa (RR) foi calculado como a razdo entre os perfis
biologicos na célula resistente, comparados ao parental (K562). Valores de RR > 2,00 indicam
um perfil de resisténcia a drogas, enquanto RR < 0,50 indica um perfil de sensibilidade colateral
(SC). O aumento no perfil de SC pode ser um interessante mecanismo associativo durante

regimes quimioterapicos tidos como padrdes, sua atuagdo pode estar relacionada ao controle
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(prevengdo) e/ou ainda morte seletiva de células RMD em uma populagdo tumoral heterogénea
(PITASSE-SANTOS et al., 2022; PLUCHINO et al., 2012). Dado o baixo perfil bioldgico
encontrado frente a linhagem parental (K562), os compostos DT-30CH3-H (RR = 0,11,
Lucena-1) e DT-30CH3-30H (RR = 0,10, Lucena-1) apresentaram significativos RR para a
linhagem celular Lucena-1. Para a FEPS, os resultados foram mais singelos dado o menor perfil
de atividade, entretanto, o composto DT-30OCH3-4OH indicou RR de 0,33. Embora os
mecanismos associados a SC nao sejam totalmente compreendidos, a comparagdo com os RR
dos padrdes farmacoldgicos apresentados indica baixa probabilidade a resisténcia celular e
apontam destacada seletividade as RMD, principalmente para os compostos ativos frente a

Lucena-1 (HOUSMAN et al., 2014; SALUSTIANO et al., 2020).

2.4 Ensaio de inibicio a topoisomerase Ilo humana.

A fim de compreender o impacto das modificacdes no nucleo acridinico ao perfil
enzimatico ja identificado para outros derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos (SOUSA et
al., 2022), avaliagdes enzimaticas frente a topo Ila foram realizadas para cinco dos dezoito
derivados apresentados neste capitulo, sendo a selecdo inicial idealizada com a fixagdo da
subunidade 3-hidroxibenzilideno. Adicionalmente, os derivados DT-30CH3-H e DT-30CH3-
40H foram incluidos dados os perfis citotdoxicos encontrados.

Todos os derivados avaliados (DTs) apontaram capacidade em inibir a atividade
enzimatica da topo Ila, a 100 uM, Figura 24. As subunidades benzilidénica e 3-
hidroxibenzilideno sdo farmaco6foros aceitos na cavidade enzimatica, justificado pela
reprodutibilidade na inibicdo enzimatica nos derivados avaliados. O perfil estéreo-eletronico
ideal para substitui¢do na subunidade acridinica ndo ficou tdo claro, entretanto, ¢ nitido o
incremento de atividade nos derivados mono (DTs) ou dissubstituido (DL) quando comparados
aos nao substituidos (CL). Os compostos DT-4CH3-30H e DT-30CH3-40H indicaram uma
reducdo no perfil enzimatico, quando comparado a amsacrina. Nesse momento, os resultados
inibitorios so6 foram avaliados de forma qualitativa, exceto o DT-30CH3-40H, que teve o valor
médio de intensidade obtido por densitometria (60%), em correlagdo direta o controle.
Resultado este, abaixo aos obtidos para os derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos,
inibidores de Topo Ila, apresentados no capitulo 1 (DA SILVA FILHO et al., 2019; RIBEIRO
et al., 2019; SOUSA et al., 2022).
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Topo 11
pUC19 N':,p:m: mAMSA  DL-01 DL-06 DL-07 DL-08 CL-07 DT-30CH3-40H
Relaxed
Supercoiled
pUC19 ;zp:r:]lg mAMSA DT-4CIl30H DT-4CH;-30H DT-30CH;-H DT-30CH;-30H
Relaxed
Supercoiled

Figura 24. Efeitos da mAMSA e os derivados de acridina na atividade da topoisomerase [la. O pUC19
superenovelado nativo foi incubado por 30 min a 37 © C com 2 unidades de topo Ila humano na auséncia
(pista 2) ou na presenca de ligantes a uma concentragdo de 100 uM. A inibi¢do da relaxacdo de DNA
induzida pela supressdo do papel enzimatico da Topo Ila pela mAMSA (pista 3) foi usada como controle
positivo. As amostras de DNA foram executadas em um gel de agarose seguida de coloragdo com
brometo de etidio.

2.5 Ancoramento molecular

De modo a compreender os resultados antiproliferativos e enzimaticos encontrados in
vitro, estudos in silico foram propostos. A partir de um modelo cristalografico de
Topoisomerase [lo. Humana em complexo com DNA disponivel no PDB (ID:5gwk), uma
simulacao de encaixe para os derivados avaliados no teste enziméatico foi realizada (WANG et
al., 2017).

A formagdo de um complexo ternario estdvel DNA-Topolla-ligante comumente esta
associado a resposta biologica antiproliferativa pela inibigdo enzimatica a Topo Ila. A
amsacrina ¢ o etoposideo apresentam comportamentos similares nas propostas de encaixe ao
sitio de ligagao da DNA-Topolla, interagindo por meio de interagdes polares que envolvem os
residuos de aminoacidos Ser**, Asp*® e Arg®” (DRWAL et al., 2014; SADER; WU, 2017).
Essas informacgdes acerca do encaixe dos compostos de referéncia, assim como, propostas
tedricas nas interacoes de hibridos da acridina-tiossemicarbazona com a DNA-Topolla foram
apresentados no capitulo 1, e servem como parametro para a discussao estrutura-atividade para
os novos derivados (SOUSA et al., 2022). A pontuagdo de encaixe para cada composto, bem
como os tipos de interagdes entre os ligantes e o complexo DNA-Topolla estdo descritos na
Tabela 9.

Todos os derivados hidroxilados em meta do benzilideno, avaliados pelo calculo tedrico
de ancoramento molecular, demonstraram capacidade em realizar interagdes polares com a
fragdo enzimatica da Topo Ila, corroborando com a ideia de fragmento direcional criado no

capitulo anterior; este foi validado experimentalmente neste capitulo. Essas interagdes se deram
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principalmente aos residuos Arg*®’” e Asp*®, tendo os compostos DT-4C1-30H e DT-30CHs-

464

30H apresentado ainda interagdes ao Ser™™”, reproduzindo assim, as interagdes encontradas para

mAMSA no receptor estudado (KETRON et al., 2012; SADER; WU, 2017). Substitui¢des na

posicao para do arcabouco molecular estudado indicaram uma repulsdo estérica dessa regido

487

importante da enzima (Arg*®’, Asp*® e Ser*®), o que poderia justificar a inatividade

antiproliferativa dos compostos monovalentes metilados e halogenados das séries DT-4Cl e
DT-4CH3 propostos, a considerar esse mecanismo de acdo. No caso do para hidroxi (DT-

30CH3-40H), interagdes polares com os fragmentos laterais do DNA foram identificadas,
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assim como, uma intera¢do com a enzima através da Arg™’, associado principalmente, ao perfil

estéreo-eletronico do substituinte, Figura 25. Entretanto, o perfil ndo favoravel a regido

463 464

enzimatica que compreende os residuos de Asp™ e Ser™” poderia justificar a reducao no perfil

enzimatico encontrado experimentalmente.

Tabela 9. Pontuagdo de encaixe e residuos envolvidos no ancoramento molecular com o DNA -
Topolla.

Interacées hidrofobicas

Compostos Score Ligacio de hidrogénio
m-alquil Empilhamento ©t-nt
DT-4CI1-30H 80,91 Arg®7 Asp*63 Sert T Arg®’ T°GB
DT-4CH3-30H 80,63 Arg®7 Asp®3 T Arg®7 A2 Gh
DT-30CHs-H 92,47 Arg®’ T Arg®’ G
DT-30CH3-40OH 96,67 Arg®7 Gl0a % T° Arg®’ GB
DT-30CH3-30H 95,33 Arg®7 Asp*®3 Ser?¢4 T° Arg®’ T°GB
DL-08 98,06 Arg®7 Asp*®3 Sertt T Arg® T G"B
CL-08 78,80 Arg®7 Asp*e’ T Arg's? Gh
MAMSA 95,21 Asp?® Ser?®* Arg®’ Arg®7 3T Gh
Etoposideo 98,35 Asp*® T Arg®’ G' Arg®’

* Os célculos teodricos foram conduzidos pelo programa Gold, sendo baseado no local de complexacdo da Topolla
com etoposideo (RMSD = 0,48). ? Fragmentos de fitas de DNA.

A Figura 25 apresenta o resultado do ancoramento baseado no modelo cristalografico
da DNA-Topolla. Os residuos que compdem a estrutura da Topolla complexada sdo destacados
em verde e, em laranja, a estrutura helicoidal do DNA. Associado as interacdes polares
encontradas, destacam-se as interagdes envolvendo elétrons © tanto com as bases nitrogenadas,
quanto com os fragmentos laterais da macromolécula do DNA (Tabela 9). Aliés, este parametro
foi determinante nas pontuagdes (score) apresentadas pelo programa como resultado para o
ancoramento tedrico dos novos derivados acridinicos. Os resultados indicaram que o aumento
da densidade eletronica ao nucleo acridinico, favoreceria a intensidade do perfil de

empilhamento m-m, principalmente a base nitrogenada G'!°, comum a todos os compostos
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estudados. Ademais, destaca-se a assertividade do modelo farmacoférico proposto neste

trabalho, e sua correlagdo com os dados relatados anteriormente (SOUSA et al., 2022).

Figura 25. Pose final do ancoramento molecular para alguns derivados tiossemicarbazonicos-
acridinicos com DNA-Topolla. A esquerda, conformeros finais do DT-4Cl-30H (amarelo) e DT-4CH;-
30H (ciano) complexados com DNA-Topo Ilo humana (PDB ID:5gwk); a direita, uma ilustracdo
detalhada das intera¢des intermoleculares do DT-30CH3-40H (magenta) comparado com a DT-30CH3-
30H (rosa claro). Os tragos indicam as intera¢des polares feitas por cada estrutura com o receptor ¢
seguem suas respectivas cores.

2.6 Avaliacao da toxicidade nao clinica

Com base na baixa seletividade encontrada na avaliacdo citotdxica in vitro, decidiu-se
realizar uma analise toxicoldgica pré-clinica, in vivo, em camundongos, através da escolha de
um exemplar dos derivados estudados, o DT-30CH3-40OH. A analise foi realizada através de
uma administragdo oral do derivado acridinico (2000 mg/kg) em camundongos fémeas, sendo
acompanhados possiveis sinais clinicos adversos e mortalidade nos grupos de animais
submetidos ao estudo de toxicidade aguda (MS, Tabela S4), bem como, massa corporal
absoluta, consumo de ragdo, agua, as massas médias dos 6rgaos dos animais tratados com o
composto e o grupo controle (MS, Tabelas S5 a S6).

De acordo com os experimentos, ndo houve morte ap6s administragdo oral do DT-
30CH3-40H estudado na dose de 2000 mg/kg em camundongos fémeas, no periodo avaliado
de 14 dias. Também ndo houve alteragdes macroscopicas significativas no peso dos pulmoes,
figado, rins, coragdo e bago entre os animais do grupo controle e os expostos ao derivado. No
entanto, alteragdes no consumo alimentar dos animais tratados com o derivado DT-30CH3-
40H foram sinalizadas pela estatistica aplicada ao estudo; essa condi¢do pode ser explicada
pela possibilidade dos xenobidticos atuarem em vias que envolvem a indugdo da saciedade no

organismo. Em geral, o composto apresentou DLso > 2.000 mg/kg, sendo incluido na categoria
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V (DLso, dose letal mediana, entre 2.000 e 5.000 mg/kg) pela classificacio GHS (Globally
Harmonized System), de acordo com a diretriz da OCDE-423. Essa classificagdo aponta para
relativa seguranca farmacologica para o DT-30CH3-40H a partir dos estudos realizados (DA
SILVA OLIVEIRA; DA SILVA, 2021; KIFAYATULLAH et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2018; TANG et al., 2020).
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3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Dezoito novos derivados tiossemicarbazonicos-acridinicos foram sintetizados e suas
estruturas quimicas confirmadas com sucesso. Alguns dos novos derivados apresentaram
atividade citotoxica moderada com baixa seletividade para células tumorais, com destaque para
a série DT-30CHs, que apontou cinco, dos seis compostos da série, com perfis
antiproliferativos. Os derivados DT-30CH3-H e DT-30CH3-30H indicaram perfis seletivos de
atividade frente a Lucena-1, uma linhagem celular leucémica resistente, quando comparados a
sua forma parental (k562). O conhecimento prévio da capacidade de hibridos de acridina na
inibicao a Topo Ila fundamentou a realiza¢ao de estudos in vitro para avaliar a capacidade dos
novos derivados em inibir a enzima. Todos os derivados avaliados inibiram a Topo Ila, em 100
uM. Qualitativamente, os derivados DT-4C1-30H, DT-30CH3-H e DT-30CH3-30H indicaram
perfis e intensidades semelhantes na inibicdo enzimatica, quando comparado a amsacrina.
Estudos tedricos mimetizaram a formacdo de um complexo DNA-Topolla-ligante para os
derivados avaliados enzimaticamente. Assim como esperado pelo modelo farmacoforico
proposto no capitulo 1, os derivados com a subunidade 3-hidroxibenzilideno apresentaram
interessantes encaixes ao modelo cristalografico, quando comparados aos fiarmacos de
referéncia. Os estudos tedricos ainda indicaram que o aumento de densidade eletronica por
grupos doadores de elétrons, no ntcleo acridinico, favorece as interagcdes envolvendo elétrons
7t com a subunidade do DNA. Associados, os resultados in vitro € os estudos in silico realizados
sugerem que a Topo Ila € um possivel mecanismo para essa classe de compostos, tendo em
vista os achados para os hibridos da série DT-30CH3s. Os padrdes de substitui¢do estudados
foram fatores intrinsecos para as atividades antiproliferativas encontradas. Ademais, o
composto DT-30CH3-40H, selecionado para avaliagdo ndo clinica de toxicidade, nao

apresentou sinais graves de toxicidade na dose de 2000 mg/kg em camundongos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Sintese dos novos derivados
4.1.1 Obtencao do nucleo de 9-cloroacridina mono substituido

O esquema 8 apresenta a sintese dos nucleos de acridinas mono substituidas. Esta
sintese, composta por duas etapas, iniciou-se com um acoplamento de Ullmann entre o acido
2-clorobenzodico e aminas aromaticas, formando os acidos N-fenilantranilicos. Uma solugdo de
acido o-clorobenzéico (6,0 mmol), derivado de anilina (12,0 mmol), cobre metalico (0,6 mmol)
e carbonato de potéssio (12,0 mmol) em DMF (20 ml) foi aquecida sob refluxo durante 8§ h.
Apo6s a conclusao da reacao (monitorada por CCD), a mistura reacional foi resfriada até a
temperatura ambiente, vertida em agua quente e fervida na presenca de carvao ativado por 15
min. Em seguida, foi filtrado através de celite e o filtrado foi acidificado com HCI para obter
um produto precipitado que foi purificado por recristalizagdo em etanol para obter produtos
puros (55-75%). Posteriormente, reagdes envolvendo uma acilagdo de Friedel-Crafts foram
conduzidas usando cloreto de fosforila (POCI3) para a sintese do nucleo de acridina
correspondente. Os derivados de acidos N-fenilantranilicos (5 mmol) foram ciclizados de forma
intramolecular a derivados de 9-cloroacridina por refluxo em 5 mL de POCIl; por 4 h e a reagdo
foi monitorada por CCD. Apds a conclusdo, o excesso de POCIl3 foi removido por
rotaevaporador sob pressao reduzida, a massa de reagdo bruta foi adicionado gelo picado, o pH
foi ajustado ~ 7 pela adi¢do de solucao saturada de bicarbonato. O so6lido separado foi filtrado,
seco e purificado por cromatografia em coluna flash com silica gel usando CH>Cl,:MeOH
(95:5) como eluente para obter os derivados de 9-cloroacridina mono substituidos

correspondentes (60-65%) (DAI et al., 2020; RUPAR et al., 2020).

OH NH, o ¢l

o X I OH 1 N Mg
| Ry —— H P

cl + = N N

(48a) (57a-c) (58a-c) (59a-c)

TRy
N

DT - 4CI (R, = 4-Cl)
DT - 4CH; (R; = 4-CH3)
DT - 30CHj; (R, = 3-OCHs)

1) 74 (1eq), 83 (2eq), 0,1eq Cu®, 2eq K,CO3, DMF, 120°C, 8h, 55-75%. Il) 84 (1eq), POCI; (5eq), 110°C, 3h, 60-65%.
Esquema 8. Obten¢ao do nucleo de 9-cloroacridina mono substituido.

4.1.2 Obtencao de derivados de tiossemicarbazonicos-acridinicos (DTs)
A sintese dos novos derivados mono substituidos na acridina foi realizada através de

uma reacdo do tipo SNar em propor¢des equimolares, utilizando os intermediarios obtidos
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anteriormente. Uma solucdo do nucleo de acridina (1,0 mmol) ¢ o intermediario de
tiossemicarbazona (1,0 mmol) em Acetonitrila: THF (3:1) foi reagido a temperatura ambiente 1
- 5 h. Apos a conclusdao da reagao (monitorada por CCD), a mistura de reagdo foi filtrada e
obtido um s6lido amorfo (DTs), que foi cristalizado em um sistema hexano/diclorometano (DA
SILVA FILHO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019; SOUSA et al.,
2022). Dado as caracteristicas mais hidrofilicas para os derivados da série DT-30CH3, os
mesmos foram isolados por cromatografia em coluna flash com silica gel usando

CH,Cl>:MeOH.

Cl
X = s N S = hi
R + — | \ R
©\)j\/; ' RQVN\ L — Ay Ay NN
N H NH, H H
(59a-c) (55a-c;f-h) R, DTs

DT - 4CI (R, = 4-Cl)

DT - 4CHj (R; = 4-CH3)

DT - 30CH; (R = 3-OCHj)

R - H; 4-Cl; 4-OCHj; 4-CHj; 4-OH; 3-OH.

1) 81 (1eq), 85 (1eq), ACN:THF, rt, 1-4h, 62-90%.

Esquema 9. Obtencgdo dos derivados de tiossemicarbazonicos-acridinicos (DTs).

(E)-2-benzilideno-N-(2-cloroacridin-9-il) hidrazina-I-carbotioamida  (DT-4CI-H).  Solido
amorfo laranja; rendimento: 70%. PF: 161-162 °C. Rf 0,55 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,30 (s, 1H, NH), 9,19 (s, 1H, NH), 8,44 (d, ] =9,3
Hz, 1H, H-5), 8,39 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 8,02 (d, J = 9,5 Hz, 1H, H-3), 7,99 (dd, ] = 6,4, 2,7
Hz, 1H, H-6), 7,80 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,75 (t, ] = 7,6 Hz, 1H, H-7), 7,73 — 7,67
(m, 2H, H-1, H-8), 7,37 (t, J = 7,3 Hz, 1H, H-5"), 7,32 (t, J = 7,4 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,91 (s,
1H, N=CH). RMN BC (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,95 (Cq), 148,60 (Cq), 146,69 (Cq),
144,00 (CH), 133,83 (Cq), 133,23 (Cq), 133,18 (CH), 132,95 (CH), 131,02 (CH), 129,30 (CH),
128,94 (CH), 128,64 (CH), 125,14 (Cq), 124,79 (Cq), 123,94 (CH), 122,10 (CH).
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(E)-N-(2-cloroacridin-9-il)-2-(4-clorobenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (DT-4Cl-4Cl).
Solido amorfo vermelho; rendimento: 81%. PF: 150-151 °C. Rf 0,60 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 9,34 (s, 1H, NH), 9,26 (s, 1H, NH), 8,44 (d, ] =
9,3 Hz, 1H, H-5), 8,40 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 8,02 — 7,99 (m, 1H, H-3), 7,98 (dd, ] = 6,6, 2,6
Hz, 1H, H-6), 7,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 7,76 (dd, J = 8,8, 6,4 Hz, 1H, H-7), 7,72 —
7,66 (m, 2H, H-1, H-8), 7,38 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-3’, H-5), 6,93 (s, 1H, N=CH). RMN BC
(125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 180,91 (Cq), 148,38 (Cq), 146,46 (Cq), 142,84 (CH), 135,51
(Cq), 133,34 (CH), 133,29 (Cq), 133,12(CH), 132,84 (Cq), 130,82 (CH), 130,34 (CH), 129,38
(CH), 129,00 (CH), 128,45 (CH), 125,12 (Cq), 124,75 (Cq), 123,92 (CH), 122,10 (CH).

(E)-N-(2-cloroacridin-9-il)-2-(4-metoxibenzilideno) hidrazina- 1 -carbotioamida (DT-4Cl-
40CH3). Solido amorfo vermelho; rendimento: 79%.%. PF: 165 °C. Rf 0,5 (n-hexano/acetato
de etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 9,18 (s, 1H, NH), 9,11 (s, 1H, NH),
8,40 (d, J =9,3 Hz, 1H, H-5), 8,36 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 8,00 — 7,97 (m, 1H, H-3), 7,97 —
7,95 (m, 1H, H-6), 7,76 — 7,71 (m, 3H, H-13, H-2’, H-6"), 7,68 (dd, J = 8,8, 1,5 Hz, 1H, H-8),
7,66 (d, J = 2,3 Hz, 1H, H-1), 6,87 — 6,85 (m, 2H, H-23, H-5"), 6,83 (s, 1H, N=CH), 3,74 (s,
3H, OCH3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,90 (Cq), 161,65 (Cq), 150,28 (Cq),
148,28 (Cq), 143,54 (CH), 140,70 (Cq), 132,85 (CH), 132,75 (Cq), 131,94 (CH), 131,62 (CH),
130,47 (CH), 130,40 (CH), 128,83 (CH), 126,44 (Cq), 124,95 (Cq), 124,62 (Cq), 123,77 (CH),
121,95 (CH), 114,42 (CH), 55,78 (OCH3). Pureza CLAE: 98%. Massa exata calculada para
C22Hi17CIN4OS: 420,081; LRMS m/z [M]" encontrada: 421 (100%); 422 (28%); 423 (57%).

83



(E)-N-(2-cloroacridin-9-il)-2-(4-metilbenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (DT-4Cl-
4CH3). Solido amorfo vermelho-laranja; rendimento: 80%. PF: 160 °C. Rf 0,60 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,26 (s, 1H, NH), 9,15
(s, 1H, NH), 8,42 (d, J = 9,3 Hz, 1H, H-5), 8,38 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 8,02 — 7,99 (m, 1H,
H-3), 7,98 (dd, J = 6,8, 2,5 Hz, 1H, H-6), 7,74 (dd, J = 8,8, 6,4 Hz, 1H, H-7), 7,71 — 7,65 (m,
4H, H-1, H-8, H-2’, H-6), 7,13 (d, J = 7,9 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,86 (s, l|H, N=CH), 2,27 (s,
3H, CH3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,85 (Cq), 148,72 (Cq), 146,78 (Cq),
144,05 (CH), 140,96 (Cq), 133,16 (Cq), 133,07 (CH), 132,84 (CH), 131,21 (CH), 131,12 (Cq),
129,54 (CH), 129,23 (CH), 128,82 (CH), 128,64 (CH), 125,14 (Cq), 124,81 (Cq), 123,95 (CH),
122,11 (CH), 21,49 (CHs). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para
C2oH 17CINAS: 404,086; LCMS m/z [M]" encontrada: 405 (100%); 406 (31%); 407 (46%); 408
(17%).

(E)-N-(2-cloroacridin-9-il)-2-(4-hidroxibenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (DT-4Cl-
40H). So6lido amorfo vermelho-bordd; rendimento: 83%. PF: 148-149 °C. Rf 0,55 (n-
hexano/acetato de etila, 5:5). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9,13 (s, 1H, NH), 9,04
(s, 1H, NH), 8,36 (d, J = 9,3 Hz, 1H, H-5), 8,32 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 7,97 — 7,94 (m, 1H,
H-3), 7,93 (dd, J =9,2, 2,4 Hz, 1H, H-6), 7,71 (dd, J = 8,8, 6,3 Hz, 1H, H-7), 7,66 (d, J = 8,6
Hz, 1H, H-8), 7,63 — 7,60 (m, 3H, H-1, H-2’, H-6’), 6,74 (s, 1H, N=CH), 6,68 (d, J = 8,4 Hz,
2H, H-3’, H-5"). RMN !3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,69 (Cq), 160,31 (Cq), 149,69
(Cq), 147,71 (Cq), 144,00 (CH), 141,48 (Cq), 132,86 (Cq), 132,35 (CH), 132,25 (CH), 132,08
(CH), 130,54 (CH), 129,85 (CH), 128,96 (CH), 125,05 (Cq), 124,76 (Cq), 124,74 (Cq), 123,88
(CH), 122,04 (CH), 115,80 (CH). Pureza CLAE-DAD: 96%.
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(E)-N-(2-cloroacridin-9-il)-2-(3-hidroxibenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (DT-4Cl-
30H). Solido amorfo laranja; rendimento: 84%. PF: 154-155 °C. Rf 0,60 (n-hexano/acetato de
etila, 5:5). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): 8 9,27 (s, 1H, NH), 9,08 (s, 1H, NH), 8,42 (d, J =
9,3 Hz, 1H, H-5), 8,38 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-4), 8,03 — 8,00 (m, 1H, H-3), 7,98 (dd, ] =6,7,2,4
Hz, 1H, H-6), 7,77 — 7,73 (m, 1H, H-7), 7,71 — 7,67 (m, 2H, H-1, H-8), 7,17 (d, J = 6,1 Hz, 2H,
H-2’, H-6"), 7,10 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-3"), 6,82 (s, 1H, N=CH), 6,80 (dd, J = 8,1, 2,4 Hz, 1H,
H-4’). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,93 (Cq), 157,95 (Cq), 148,61 (Cq), 146,69
(Cq), 144,29 (CH), 135,05 (Cq), 133,18 (Cq), 133,13 (CH), 132,90 (CH), 131,10 (CH), 129,90
(CH), 129,25 (CH), 128,71 (CH), 125,13 (Cq), 124,78 (Cq), 123,95 (CH), 122,10 (CH), 119,76
(CH), 118,20 (CH), 114,99 (CH). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada para
C21H5CIN4OS: 406,066; LCMS m/z [M]" encontrada: 407 (100%); 408 (25%); 409 (60%);
410 (10%).

DT-4CH,-H (56g)

(E)-2-benzilideno-N-(2-metilacridin-9-il)hidrazina-1-carbotioamida (DT-4CH3-H). Solido
amorfo laranja; rendimento: 88%. PF: 170-171 °C. Rf 0,60 (n-hexano/acetato de etila, 6:4).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,38 (s, 1H, NH), 9,26 (s, 1H, NH), 8,58 (d, ] = 8,8
Hz, 1H, H-5), 8,52 (d, ] = 8,9 Hz, 1H, H-4), 8,15 (t,J = 7,7 Hz, 1H, H-6), 8,05 (d, J = 9,0 Hz,
1H, H-3), 7,83 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-7), 7,81 — 7,78 (m, 3H, H-8, H-2’, H-6’), 7,61 (s, 1H, H-
1),7,37 (t,J=7,2Hz, 1H, H-4"), 7,32 (t,J = 7,4 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 6,98 (s, |H, N=CH), 2,56
(s, 3H, CH3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 180,73 (Cq), 144,29 (CH), 139,59 (Cq),
138,14 (CH), 134,84 (CH), 133,86 (Cq), 131,06 (CH), 129,27 (CH), 128,95 (CH), 128,60 (CH),
125,29 (Cq), 124,97 (Cq), 124,43 (CH), 22,14 (CH3).

85



DT-4CH-4Cl (56h)

(E)-2-(4-clorobenzilideno)-N-(2-metilacridin-9-il) hidrazina- 1-carbotioamida (DT-4CH3-
4Cl). Solido amorfo laranja; rendimento: 78%. PF: 152 °C. Rf 0,52 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 9,37 (s, 1H, NH), 9,30 (s, 1H, NH), 8,54 (d, ] =
8,8 Hz, 1H, H-5), 8,48 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-4), 8,12 (ddd, J = 8,5, 6,4, 1,5 Hz, 1H, H-6), 8,02
(dd, J=8,9, 1,9 Hz, 1H, H-3), 7,85 — 7,83 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,82 — 7,79 (m, 1H, H-7), 7,79
—7,76 (m, 1H, H-8), 7,58 (s, 1H, H-1), 7,42 — 7,36 (m, 2H, H-3", H-5"), 6,96 (s, 1H, N=CH),
2,56 (s, 3H, CHs). RMN '*C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,71 (Cq), 142,96 (CH), 139,55
(Cq), 137,88 (CH), 135,56 (Cq), 134,52 (CH), 132,84 (Cq), 130,28 (CH), 129,26 (CH), 129,03
(CH), 125,17 (Cq), 124,84 (Cq), 124,35 (CH), 122,00 (CH), 22,14 (CH3). Pureza CLAE-
DAD: 99%. Massa exata calculada para C2,H;7CIN4S: 404,086; LCMS m/z [M]" encontrada:
405 (100%); 406 (35%); 407 (60%); 408 (10%).

DT-4CH;-40CH; (56i)
(E)-2-(4-metoxibenzilideno)-N-(2-metilacridin-9-il) hidrazina- 1-carbotioamida ~ (DT-4CH3-
40CH3). Solido amorfo vermelho-laranja; rendimento: 90%. PF: 178 °C. Rf 0,40 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,26 (s, 1H, NH), 9,19
(s, IH, NH), 8,55 (d, ] =8,8 Hz, 1H, H-5), 8,49 (d, J = 8,9 Hz, 1H, H-4), 8,14 (ddd, J = 8,4, 6,3,
1,7 Hz, 1H, H-6), 8,03 (dd, ] = 9,0, 1,8 Hz, 1H, H-3), 7,83 (dd, J = 8,8, 6,2 Hz, 1H, H-7), 7,79
(dd, J=8,7, 1,6 Hz, 1H, H-8), 7,75 - 7,71 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,59 (s, 1H, H-1), 6,91 (s, 1H,
N=CH), 6,88 — 6,85 (m, 2H, H-3’, H-5"), 3,74 (s, 3H, OCH3), 2,56 (s, 3H, CH3). RMN *C
(125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 180,50 (Cq), 161,74 (Cq), 144,20 (CH), 139,45 (Cq), 137,99
(CH), 134,63 (CH), 130,38 (CH), 129,16 (CH), 126,42 (Cq), 125,35 (Cq), 125,04 (Cq), 124,51
(CH), 122,15 (CH), 114,44 (CH), 55,80 (OCHa), 22,14 (CH3). Pureza CLAE-DAD: 99%.
Massa exata calculada para C23H20N4OS: 400,136; LCMS m/z [M]" encontrada: 401 (100%);
402 (35%); 403 (15%).
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DT-4CH ;-4CHj (56)

(E)-N-(2-metilacridin-9-il)-2-(4-metilbenzilideno) hidrazina- I-carbotioamida (DT-4CH3-
4CH3). Solido amorfo laranja; rendimento: 90%. PF: 161-162 °C. Rf 0,60 (n-hexano/acetato
de etila, 6:4). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,32 (s, 1H, NH), 9,21 (s, 1H, NH), 8,56
(d, J=8,8 Hz, 1H, H-5), 8,50 (d, J = 8,9 Hz, 1H, H-4), 8,14 (ddd, J = 8,6, 6,3, 1,7 Hz, 1H, H-
6), 8,03 (dd, J =9,0, 1,9 Hz, 1H, H-3), 7,82 (dd, J = 8,8, 6,2 Hz, 1H, H-7), 7,79 (dd, ] = 8,8, 1,6
Hz, 1H, H-8), 7,67 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7,59 (s, 1H, H-1), 7,13 (d, J = 8,0 Hz, 2H,
H-3’, H-5"), 6,93 (s, 1H, N=CH), 2,56 (s, 3H, CH3 Acridina), 2,27 (s, 3H, CH3). RMN *C (125
MHz, DMSO-ds): & ppm 180,57 (Cq), 144,39 (CH), 141,04 (Cq), 139,57 (Cq), 138,01 (CH),
134,85 (CH), 131,14 (Cq), 129,55 (CH), 129,27 (CH), 128,60 (CH), 125,31 (Cq), 125,00 (Cq),
124,47 (CH), 122,11 (CH), 22,14 (CH3 Acridina), 21,50 (CHs3). Pureza CLAE-DAD: 99%.
Massa exata calculada para C23H2oN4S: 384,141; LCMS m/z [M]" encontrada: 385 (100%);
386 (35%); 387 (5%).

DT-4CH;-40H (56k)

(E)-2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(2-metilacridin-9-il) hidrazina- 1-carbotioamida  (DT-4CH3-
40H). Solido amorfo vermelho-laranja; rendimento: 88%. PF: 171-172 °C. Rf 0,56 (n-
hexano/acetato de etila, 5:5). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,19 (s, 1H, NH), 9,09
(s, 1H, NH), 8,47 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-5), 8,41 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-4), 8,07 (t, ] = 7,5 Hz,
1H, H-6), 7,97 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-3), 7,78 (t, ] = 7,5 Hz, 1H, H-7), 7,75 (d, J = 8,6 Hz, 1H,
H-8), 7,60 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 7,55 (s, 1H, H-1), 6,80 (s, 1H, N=CH), 6,69 (d, ] =
8,4 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 2,55 (s, 3H, CH3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,45
(Cq), 160,38 (Cq), 144,26 (CH), 139,09 (Cq), 137,17 (CH), 133,68 (CH) 130,49, 128,90,
125,20 (Cq), 124,91 (Cq), 124,77 (Cq), 124,37 (CH), 122,03 (CH), 115,82 (CH), 22,16 (CHa).
Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para C»HisN4OS: 386,120; LCMS m/z
[M]" encontrada: 387 (100%); 388 (34%); 389 (5%).
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DT-4CH ;-30H (561)

(E)-2-(3-hidroxibenzilideno)-N-(2-metilacridin-9-il) hidrazina-1-carbotioamida  (DT-4CH3-
30H). Solido amorfo laranja; rendimento: 86%. PF: 162-163 °C. Rf 0,60 (n-hexano/acetato de
etila, 5:5). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9,34 (s, 1H, NH), 9,16 (s, 1H, NH), 8,57
(d, J=8,8 Hz, 1H, H-5), 8,51 (d, ] = 9,0 Hz, 1H, H-4), 8,15 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H-6), 8,05 (d, J
=9,0 Hz, 1H, H-3), 7,84 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-7), 7,80 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-8), 7,60 (s, 1H, H-
1), 7,20 - 7,15 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7,11 (t, ] = 7,9 Hz, 1H, H-3"), 6,90 (s, 1H, H-20), 6,81 (dd,
J=18.,0,2,4 Hz, 1H, H-4"), 2,57 (s, 3H, CH3). RMN C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180,70
(Cq), 157,98 (Cq), 144,64 (CH), 139,59 (Cq), 138,11 (CH), 135,08 (Cq), 134,82 (CH), 129,89
(CH), 129,26 (CH), 125,31 (Cq), 125,00 (Cq), 124,47 (CH), 122,11 (CH), 119,65 (CH), 118,26
(CH), 22,14 (CH3). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada para CHisN4OS:
386,120; LCMS m/z [M]" encontrada: 387 (100%); 388 (40%); 389 (10%).

2 DT-30CH;-H (56m)

(E)-2-benzilideno-N-(3-metoxiacridin-9-il) hidrazina- I-carbotioamida (DT-30CH3-H).
So6lido amorfo amarelo; rendimento: 77%. PF: 173-174 °C. Rf 0.56 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9.41(s, 1H, NH), 9.27 (s, 1H, NH), 8.51 (d, ] =
8.7 Hz, 1H, H-5), 8.17 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-6), 7.85 (d, ] = 2.3 Hz, 1H, H-4), 7.80 (q, J = 5.1
Hz, 5H, H-1, H-7, H-8, H-2’, H-6’), 7.54 (dd, ] =9.5, 2.4 Hz, 1H, H-2), 7.38 (t, J = 7.2 Hz, 1H,
H-4%),7.33 (t, J=7.5 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.07 (s, 1H, N=CH), 4.10 (s, 3H, OCH3). RMN 3C
(125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 180.60 (Cq), 144.74 (CH), 133.80 (Cq), 131.15 (CH), 128.95
(CH), 128.60 (CH), 128.51 (CH), 126.87 (CH), 124.90 (CH), 124.45 (CH), 123.31 (Cq), 122.01
(Cq), 57.21 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 97%.
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2 DT-30CH;-4Cl (56n)

(E)-2-(4-clorobenzilideno)-N-(3-metoxiacridin-9-il) hidrazina- 1-carbotioamida (DT-30CH3-
4Cl). Sélido amorfo amarelo; rendimento: 66%. PF: 180-181 °C Rf 0.60 (n-hexano/acetato de
etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9.45 (s, 1H, NH), 9.36 (s, 1H, NH), 8.52
(d, J=8.7 Hz, 1H, H-5), 8.16 (dt, ] = 8.5, 4.0 Hz, 1H, H-6), 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 3H, H-§, H-2’,
H-6), 7.79 (d, ] = 4.2 Hz, 2H, H-4, H-7), 7.78 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-1), 7.54 (dd, ] =9.5,2.3
Hz, 1H, H-2), 7.40 (d, J = 8.5 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.08 (s, 1H, N=CH), 4.10 (s, 3H, OCH3).
RMN BC (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 180.55 (Cq), 143.54 (CH), 135.67 (Cq), 135.58 (CH),
132.78 (Cq), 130.28 (CH), 129.06 (CH), 128.60 (CH), 126.88 (CH), 124.90 (CH), 124.56 (CH),
123.24 (Cq), 121.98 (Cq), 57.25 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa exata calculada
para C2H;7CIN4OS: 420.081; LCMS m/z [M]" encontrada: 421 (100%); 422 (38%); 423
(57%).

2 DT-30CH;-40CHj, (560)
(E)-N-(3-metoxiacridin-9-il)-2-(4-metoxibenzilideno) hidrazina- I -carbotioamida (DT-
30CH3-40CH3). Solido amorfo laranja; rendimento: 62%. PF: 181-182 °C Rf 0.52 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9.32 (s, 1H, NH), 9.22
(s, 1H, NH), 8.49 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-5), 8.18 (ddd, J = 8.5, 5.0, 3.1 Hz, 1H-6), 7.83 — 7.81
(m, 2H, H-7, H-8), 7.81 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-4), 7.79 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-1), 7.74 (d, ] = 8.7
Hz, 2H, H-2’, H-6"), 7.54 (dd, ] = 9.5, 2.4 Hz, 1H, H-2), 7.01 (s, 1H, N=CH), 6.88 (d, J = 8.7
Hz, 2H, H-3’,H-5"), 4.11 (s, 3H, OCH; Acridina), 3.74 (s, 3H, OCH3). RMN '*C (125 MHz,
DMSO-ds): 5 ppm 180.31 (Cq), 161.78 (Cq), 144.74 (CH), 135.92 (CH), 130.40 (CH), 128.50
(CH), 127.00 (CH), 126.33 (Cq), 125.01 (CH), 124.43 (CH), 123.40 (Cq), 122.13 (Cq), 114.43
(CH), 99.73 (CH), 57.24 (OCH3 Acridina), 55.80 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 98%. Massa
exata calculada para C23H20N40,S: 416.131; LCMS m/z [M]" encontrada: 417 (100%); 418
(50%); 419 (10%).
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2 DT-30CH;-4CH, (56p)

(E)-N-(3-metoxiacridin-9-il)-2-(4-metilbenzilideno) hidrazina- 1-carbotioamida (DT-30CH3-
4CH3). Sélido amorfo amarelo; rendimento: 80%. PF: 187 °C. Rf 0.60 (n-hexano/acetato de
etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds):  ppm 9.38 (s, 1H, NH), 9.25 (s, 1H, NH), 8.53
(d, J=8.7 Hz, 1H, H-5), 8.18 (ddd, J = 8.5, 5.0, 3.0 Hz, 1H, H-6), 7.87 (d, J = 2.4 Hz, 1H, H-
4),7.83 —7.80 (m, 2H, H-7, H-8), 7.79 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-1), 7.68 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-2’,
H-6’), 7.54 (dd, ] = 9.5, 2.4 Hz, 1H, H-2), 7.14 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.04 (s, 1H,
N=CH), 4.10 (s, 3H, OCH3), 2.28 (s, 3H, CH3). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm
180.46 (Cq), 165.83 (Cq), 144.91 (CH), 141.14 (Cq), 135.98 (CH), 131.11 (Cq), 129.55 (CH),
128.61 (CH), 128.53 (CH), 126.96 (CH), 124.97 (CH), 124.47 (CH), 123.36 (Cq), 122.10 (Cq),
99.59 (CH), 57.24 (OCH3), 21.51 (CHz3). Pureza CLAE-DAD: 99%. Massa exata calculada
para C23H20N4OS: 400.136; LCMS m/z [M]" encontrada: 401 (100%); 402 (44%); 403 (12%).

2 DT-30CH ;-40H (56q)
(E)-2-(4-hidroxibenzilideno)-N-(3-metoxiacridin-9-il) hidrazina- 1 -carbotioamida (DT-
30CH3-40H). Solido amorfo amarelo; rendimento: 76%. PF: 183-184 °C. Rf 0.50 (n-
hexano/acetato de etila, 5:5). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9.30 (s, 1H, NH), 9.17
(s, 1H, NH), 8.49 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-5), 8.18 (dt, ] = 8.5, 4.1 Hz, 1H, H-6), 7.81 (d,J=3.8
Hz, 3H, H-4, H-7, H-8), 7.78 (d, ] =9.4 Hz, 1H, H-1), 7.62 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-2’, H-6’), 7.54
(dd, J=9.6, 2.4 Hz, 1H, H-2), 6.96 (s, 1H, N=CH), 6.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 4.10
(s, 3H, OCH3). RMN "3C (125 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 180.17, 160.48, 145.11 (CH), 135.94
(CH), 130.54 (CH), 129.51 (CH), 128.49 (CH), 127.04 (CH), 125.05 (CH), 124.70, 124.41
(CH), 123.44, 122.16, 115.81 (CH), 99.66 (CH), 57.24 (OCH3). Pureza CLAE-DAD: 99%.
Massa exata calculada para C2oHsN4O5S: 402.115; LCMS m/z [M]" encontrada: 403 (100%);
404 (38%); 405 (12%).
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2 DT-30CH;-30H (56r)

(E)-2-(3-hidroxibenzilideno)-N-(3-metoxiacridin-9-il) hidrazina- 1-carbotioamida (DT-
30CH:3-30H). Solido amorfo amarelo; rendimento: 65%. PF: 193-194 °C. Rf 0.55 (n-
hexano/acetato de etila, 5:5). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9.42 (s, 1H, NH), 9.22
(s, 1H, NH), 8.57 (d, J = 8.7 Hz, 1H, H-5), 8.23 (dt, ] = 8.5, 4.1 Hz, 1H, H-6), 791 (d,] =2.4
Hz, 1H, H-4), 7.85 (d, J = 4.1 Hz, 2H, H-7, H-8), 7.82 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-1), 7.58 (dd, J =
9.4,2.4 Hz, 1H, H-2),7.21 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-6"), 7.16 (s, 1H, H-2"), 7.12 (t,J = 7.8 Hz, 1H,
H-3%), 7.05 (s, 1H, N=CH), 6.82 (dd, ] = 8.0, 2.6 Hz, 1H, H-4"), 4.12 (s, 3H, OCH3). RMN 3C
(125 MHz, DMSO-ds): 6 ppm 180.47 (Cq), 166.40 (Cq), 157.96 (Cq), 145.44 (CH), 136.64
(CH), 135.03 (Cq), 129.88 (CH), 128.76 (CH), 127.19 (CH), 125.12 (CH), 124.64 (CH), 123.41
(Cq), 122.31 (Cq), 121.05 (CH), 119.60 (CH), 118.35 (CH), 115.17 (CH), 98.65 (CH), 57.38
(OCH3). Pureza CLAE-DAD: 98%.

4.3 Atividade citotoxica
4.3.1 Linhagens celulares

As linhagens de células HCT116 (carcinoma de célon humano), HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano), B16-F10 (melanoma murino) e MRC-5 (fibroblasto de pulmao
humano) foram obtidos da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) e
foram cultivadas conforme recomendado pelo guia de cultura de células animais ATCC. Todas
as linhagens celulares foram testadas para micoplasma usando um kit de coloracdo de

micoplasma (Sigma-Aldrich) para validar o uso de células livres de contaminacao.

4.3.2 Ensaio de Citotoxicidade

Para o ensaio de citotoxicidade, a viabilidade celular foi quantificada pelo método
Alamar blue (COSTA et al., 2021; SANTOS et al., 2017; SILVA et al., 2018). Para todos os
experimentos, as cé¢lulas foram plaqueadas em placas de 96 pogos. Os constituintes quimicos
foram dissolvidos em DMSO e adicionados a cada pogo e incubados por 72 h. A doxorrubicina
foi usada como controle positivo. Ao final do tratamento, 20 uL. de uma solugdo estoque (0,312
mg/mL) de resazurina foram adicionados a cada poco. As absorbancias em 570 nm e 595 nm
foram medidas usando um leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, EUA). A concentragdo semi-inibitéria (Clso) foi obtida por regressao ndo linear
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com intervalos de confianca de 95% (IC 95%) usando o software GraphPad Prism (/ntuitive

Software for Science; San Diego, CA, EUA).

4.3.3 Ensaio de citotoxicidade em linhagens celulares de leucemia mieloide cronica.

Foram utilizadas trés linhagens celulares de leucemia mieloide cronica: K562, Lucena
e FEPS, sendo as duas ultimas desenvolvidas no laboratério de Imunologia Tumoral da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e selecionadas a partir da linhagem K562 utilizando
concentragdes crescentes dos quimioterapicos vincristinas e daunorrubicina, respectivamente
(RUMJANEK et al., 2001; DAFLON-YUNES et al., 2013).

As linhagens K562 e Lucena-1 foram cultivadas utilizando meio de cultura RPMI-1640,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de estreptomicina/penicilina, 5 uM
de B-mercaptoetanol (Daflon-Yunes e colaboradores, 2013). As células da linhagem FEPS
foram cultivadas como descrito para K562 e Lucena-1, entretanto, em volume final duas vezes
maior quanto ao meio de cultivo. As células foram mantidas em estufa a 37°C contendo 5% de
CO; e 95% de ar atmosférico.

O ensaio de citotoxicidade avaliou a viabilidade celular pelo ensaio de redugdo de
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT). Nesse método, a
viabilidade celular ¢ determinada pela capacidade da enzima succinato desidrogenase
mitocondrial reduzir o MTT, formando cristais insoliveis de formazan em mitocondrias de
células viaveis (Mosmann ef al., 1983).

Em placas de 96 pogos as células foram distribuidas na densidade de 3.0 x 10*
células/pogco em um volume de 100 pL. As placas foram mantidas em estufa a 37°C contendo
5% de CO:z e 95% de ar atmosférico por 24 h. Na etapa seguinte, com um volume de 100 pL
adicionados em cada poco, as células foram tratadas com diferentes concentragcdes das amostras
em teste (item 3).

Apo6s o tratamento por 24 e 48 h de incubagdo, foram adicionados 20 pL de MTT em
PBS pH= 7,4 a uma concentra¢do final de 0,5 mg/mL por pogo. As placas foram cobertas com
papel aluminio e mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico por
3 h. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm durante 12 minutos, o sobrenadante
foi descartado e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 100 pL de DMSO,
gerando uma coloragdo violeta medida em um leitor de microplacas (Microplate Absorbance
Reader IMARK em 562 nm), ap0s agitagao vigorosa durante 60 segundos.

Para o cdlculo da viabilidade celular foi utilizada a equagao:
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i . absorbancia das células tratadas
% células vivas = —— — - x 100
média absorbancia das células sem tratamento

Todas as concentragdes testadas foram avaliadas em oitoplicatas (n = 8). A variacao dos
resultados foi observada através de analise estatistica aplicando ANOVA seguido do Teste de
Tukey para comparagdes multiplas através GraphPad Prism 5™

p <0,05.

com nivel de significancia de

Os valores de ICso (do inglés, Half Maximal Inhibitory Concentration) foram calculados
a partir das curvas dose resposta, sendo definido como a concentragdo de cada amostra testada
necessaria para reduzir o nimero de células viaveis a 50% em relagdo ao controle. O programa

GraphPad Prism 5™ foi utilizado para os célculos de ICsj.

4.4 Ancoramento molecular

As estruturas estudadas foram primeiramente tratadas com base na teoria semi-empirica
no nivel PM6 usando o software Spartan 14. Apds otimizados, foram submetidos ao estudo de
ancoramento molecular através do programa Gold 5.8.1. A estrutura da topoisomerase humana
[Io em complexo com DNA (PDB ID: 5gwk) foi usada como um modelo de DNA-Topolla
(WANG et al., 2017). Para validar o estudo, o redocking para o alvo SGWK foi realizado para
etoposideo em complexo com um DNA-Topolla (RMSD = 0.48). O ancoramento molecular
foi realizado considerando o receptor, DNA-Topolla, como uma molécula rigida, enquanto os
ligantes foram tratados como flexiveis. Os resultados de encaixe foram analisados e as
interacdes intermoleculares utilizadas como pardmetros para medir a energia de afinidade com
o0 alvo (score). O conformero com maior pontuacao foi investigado pelo programa Pymol 2.3.2,
distancia e tipo de interagdo com a biomacromolécula foram preponderantes para analise do

ancoramento molecular (DE ALMEIDA et al., 2021; GILAD; SENDEROWITZ, 2014).

4.5 Avaliacao da toxicidade nao clinica
4.5.1 Estudo de toxicidade aguda (14 dias)

Um estudo de toxicidade aguda foi realizado de acordo com a Organiza¢do para
Cooperagao e Desenvolvimento Economico (OECD) diretriz 423 (OECD 2001) com
modificagdes (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - BRASIL 2013) (ANVISA, 2013;
OECD, 2001). Em principio, o método ndo se destina a permitir um calculo preciso da dose
letal (LDso), entretanto, permite uma categorizagdo de acordo com diretrizes do Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacao e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).

Com a aprovacao do conselho de ética para o uso de animais da Universidade Estadual

da Paraiba, sob n° 008/2021, os testes foram realizados. Camundongos Swiss, trés f€émeas por
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grupo, foram submetidos a doses unicas orais de 2000 mg/kg dos derivados
tiossemicarbazdnicos-acridinicos; grupo controle foi administrado apenas com o veiculo
utilizado (solucdo salina de Tween 80). Para rastrear possiveis alteragdes comportamentais,
sugestivas de atividade no Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Auténomo
(SNA), apos a administragdo da substancia, foi realizada observacdo cuidadosa para detectar
possiveis sinais clinicos de toxicidade (ataxia, tremor vocal, irritabilidade, tonus corporal,
tremor, salivagdo, lacrimejamento, ptose palpebral, convulsdes, alteragdes comportamentais e
movimentos anormais) ¢ mortalidade dos animais nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos e ap6s
4 horas; e diariamente por 14 dias (DA SILVA OLIVEIRA; DA SILVA, 2021; OLIVEIRA et
al., 2018; SALEEM et al., 2017).

4.5.2 Necropsia, analise macroscopica e peso dos orgaos

Apos o periodo proposto para acompanhamento, os animais foram anestesiados com
solucdo de xilazina-cetamina de 0,2 ml/100 g [8,75 ml cetamina (100 mg/ml) e 1,25 ml xilazina
(10 mg/ml)] de acordo com o protocolo descrito por Flecknell (1996) (FLECKNELL, 2009).
Apds a eutanasia, foi realizada avaliagdo macroscopica da superficie corporal externa,
cavidades (toracica, abdominal e craniana) e 6rgaos (altera¢do de posi¢ao, forma, tamanho, cor
e consisténcia). O peso relativo de 6rgaos como o cérebro, pulmao, figado, coragdo, bago e rins
foram calculados usando a formula: Peso relativo do 6rgdo (%) = (peso do orgdo / peso do

camundongo) x 100 (DA SILVA OLIVEIRA; DA SILVA, 2021; OLIVEIRA et al., 2018).
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CAPITULO 111

PLANEJAMENTO E PROSPECCAO BIOLOGICA
ANTICOLINESTERASICA DE NOVOS DERIVADOS
ACRIDINICOS
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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia neurodegenerativa, sendo
considerada multifatorial e apresentando fisiopatologia muito complexa. O desenvolvimento
terapéutico frente a doenca ¢ discreto, dada a gravidade, e aponta predominancia paliativa.
Neste trabalho foi apresentada a avaliagdo bioldgica in vitro de novos inibidores
colinesterasicos, derivados da acridina, como proposta de ligantes direcionados a multiplos
alvos (MTDL). Os compostos inicialmente avaliados (presentes no capitulo 1) indicaram que o
perfil anticolinesterasicos dos derivados estava ligado as acridinas ndo substituidas (CL). Todos
os derivados desta série (CL-01 a CL-10) foram capazes de inibir a butirilcolinesterase (BChE)
com concentragodes inibitorias médias (Clso) variando entre 0,71 e 3,18 uM. Quando avaliada
frente a acetilcolinesterase (AChE), a série demonstrou menor atividade, com destaque para
CL-01 (ClIs0= 2,47 uM) e CL-05 (CIso= 2,78 uM). Estudos de cinética enzimatica indicaram
uma inibi¢ao do tipo mista na BChE, e ndo-competitiva para AChE. Dados os resultados, doze
novos derivados foram propostos com modula¢des em duas regides do arcabougo CL: primeiro
uma modificacdo do nucleo acridina em CL-01, pelo nucleo tetraidroacridina da tacrina; e
segundo, modificagdes no benzilideno baseados em resultados de modelagem molecular. Os
novos derivados indicaram novamente um perfil mais ativo frente a BChE, com destaque para
o CL-DiTerc (Clso= 1,15 uM) e o CL-F (Clso= 1,35 uM). Curiosamente, TA-H, derivado com
o nucleo da tacrina, apresentou reduzida inibi¢ao colinesterasica (AChE Clso = 13,60 puM;
BChE Clso= 5,38 uM), e modo de inibicao distinto na AChE (misto) quando comparado ao
CL-01 (nd3o-competitiva), claramente indicando que a acridina em CL-01 ndo interage com a
AChE da mesma forma que a tetraidroacridina. Estudos adicionais indicaram CL-DiTerc como
promissora candidata a MTDL por esta também apresentar atividades antioxidante (DPPH ECsy
= 47,01 uM), ter capacidade de complexar com ions metalicos (Zn**, Cu?*’, Fe*" e AI**) e ndo

apresentar qualquer neurotoxicidade a 50 uM em células SH-SYS5Y.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonico-acridinico; Inibidores colinérgicos; Multiplos alvos.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common form of neurodegenerative dementia; considered
multifactorial, it presents a very complex pathophysiology. The therapeutic development in the
face of the disease is discreet, given its severity, and indicates palliative predominance. In this
work, we describe the in vitro biological evaluation of new cholinergic inhibitors, derived from
acridine, as a proposal for multi-targeted ligands (MTDL). In general, the compounds initially
evaluated (chapter 1) indicated anticholinergic profiles to unsubstituted acridine derivatives
(CL), with reproduction of the butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory capacity for all
derivatives of the series (CL-01 to CL-10), these, had their mean inhibitory concentrations
(ICs0) calculated, with results ranging from 0.71 to 3.18 pM. When evaluated in
acetylcholinesterase (AChE) they showed lower activities, especially CL-01, ICso = 2.47 uM,
and CL-05 (ICso = 2.78 uM). Enzyme kinetics studies were performed and indicated a mixed-
type inhibition in BChE, and non-competitive for AChE. Given the results, twelve new
derivatives were proposed with modulations in two regions of the CL framework; one of the
proposals presented a molecular hybridization of the tacrine nucleus to the thiosemicarbazone
fragment of CL-01, as an interpretative way of evaluating the results presented initially. The
new derivatives again indicated a BChE profile, with emphasis on CL-DiTerc (ICso =1.15 puM)
and CL-F (ICso = 1.35 uM); TA-H, a tacrine hybrid, indicated low anticholinergic profiles
(AChE ICso = 13.60 uM; BChE ICso = 5.38 uM). Enzymatic kinetics showed different modes
of action in AChE for CL-01 and TA-H, indicating a mixed-type activity for TA-H. Docking
studies showed poses associating the inhibition capacity of the new derivatives with the
hydrophobic interactions performed with the biological receptors studied. As a proposal of
double therapeutic benefit, studies indicated an antioxidant profile to CL-DiTerc (DPPH ECsq
= 47.01 uM), as well as some evaluated compounds indicated the ability to complex with

metallic ions (Zn**, Cu®" and Fe*").

Keywords: Thiosemicarbazone-acridine; Cholinergic inhibitors; Multiple targets.
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1. INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma desordem neurodegenerativa progressiva
irreversivel, responsavel pela perda de memoria, deméncia e comprometimento das fungdes
cognitivas do cérebro humano (ABUBAKAR et al., 2022). Segundo estimativas da Alzheimer’s
Disease International, 50 milhdes de pessoas em todo o mundo vivem com alguma forma de
deméncia; proje¢des indicam que estes numeros podem triplicar até 2050, sendo a DA a
principal causa dessa sindrome (CHUFAROVA et al., 2018; TSENG et al., 2020).

Associada ao envelhecimento populacional, com etiologia ndo totalmente esclarecida,
mas considerada multifatorial, a DA demonstra indicios sinapticos envolvendo varios sistemas
de neurotransmissdo, agregados filamentosos da proteina B-amiloide (AP) e massas
neurofibrilares intracelulares formadas principalmente pela proteina tau (FALCO et al., 2015).
Embora esses eventos possam ser perceptiveis no cérebro de um idoso sauddvel, ndo sdo
frequentemente observados conjuntamente e com a mesma intensidade das pessoas acometidas
pela doenga (DE STROOPER; KARRAN, 2016; XIA et al., 2018).

O sistema colinérgico marca o inicio da pesquisa voltada ao tratamento da DA,
justificado principalmente pelo severo comprometimento neste sistema neurotransmissor
(HAMPEL et al., 2018). Estratégias terap€uticas envolvendo inibidores de colinesterases
(ChEIs) representam a primeira classe de abordagens farmacologicas eficazes para o tratamento
da DA (S. SCHNEIDER, 2022). Acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) sao
enzimas serina hidrolases, responsaveis pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina (ACh).
Em um cérebro normal, a AChE ¢ responsavel por aproximadamente 95% da atividade das
colinesterases sendo capaz de hidrolisar 6x10° moléculas de ACh por minuto, mostrando assim,
alta especificidade pela acetilcolina (DO N. GOULART et al., 2021; S. SCHNEIDER, 2022;
STANCIU et al., 2019). A butirilcolinesterase (BChE) apresenta taxas de hidrolise mais lentas,
participando na hidrolise de outros ésteres como a butirilcolina (BCh), sendo menos especifica
a ACh (POPE; BRIMIJOIN, 2018). Entretanto, em pacientes com a doenca de Alzheimer
avancada, o aumento em mais de 120% nos percentuais de BChE, correlacionados com a
dréstica redugdo dos niveis de AChE (55-67%), tornam-na um interessante alvo, tanto na
proposta de biomarcador para doenga, quanto ao planejamento de potenciais inibidores (LI et
al., 2021c).

A AChE e BChE apresentam relativa homologia estrutural, com cerca de 65% de

similaridade entre suas sequéncias de aminodcidos. Ambas dispdem de uma regido anidnica
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periférica, denominada PAS, e outra composta por uma triade catalitica, conhecida por CAS,
separados por um canal com aproximadamente 20 A. O sitio periférico nas colinesterases (PAS)
sdo revestidos por residuos aromaticos que desempenham um papel fundamental na ligacao e
orienta¢do de substratos aromaticos ¢/ou cationicos em seu caminho, através do canal, até as
regides do CAS. Esta tltima, ainda ¢ composta por dois subsitios, um com propriedades idnicas
e outro esterasicas, onde se ligam a ACh. Portanto, um potencial composto ChEI pode atuar em
qualquer uma dessas regides mimetizando um ligante colinérgico. Evidéncias apontam que a
ligacdo simultanea ao CAS e PAS pode ter acdo antiagregante indireta (CHALUPOVA et al.,
2019; FRANJESEVIC et al., 2019; ROSENBERRY et al., 2017).

A patogénese da DA envolve um conjunto de eventos bioquimicos e varios
biorreceptores operando simultaneamente. Esta caracteristica multifatorial dificulta a eficacia
das terapias direcionadas a um tUnico alvo. Nesse contexto, surge a proposta de ligantes
direcionados a multiplos alvos (MTDLs), apresentando-se como uma ferramenta potencial
frente a doengas, como as neurodegenerativas (ROSSI et al., 2021). A AChE ¢ o alvo biologico
mais procurado nas estratégias MTDLs para a DA, seguido pela agregacdo do peptideo B-
amiloide, estresse oxidativo, BChE e homeostase metalica. Estes constituem os cinco principais
alvos terapéuticos encontrados em projetos anti-DA, tanto de forma individualizada, como no
principio de MTLD (OSET-GASQUE; MARCO-CONTELLES, 2018; ROSSI et al., 2021;
SAMPIETRO et al., 2022).

A acridina ¢ um arcabougo quimico-bioldgico versatil, sendo comumente utilizado
como base no planejamento de derivados anti-DA, principalmente em hibridos da 9-
aminotetrahidroacridina (tacrina) (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2021; CHALUPOVA et al.,
2019; HAMULAKOVA et al., 2017; TSENG et al., 2020).

Neste trabalho, diferentemente de grande parte dos trabalhos encontrados na literatura,
propusemos a avaliacao e desenvolvimento de derivados tiossemicarbazonas ligadas ao nucleo
acridina, em substituigdo ao nucleo tetraidroacridina da tacrina, como inibidores de
colinesterases. Esta troca objetivou verificar se estes nicleos poderiam ser considerados
semelhantes do ponto de vista de interagdo com as enzimas alvo. Adicionalmente investigou-
se os melhores compostos como potenciais MTLD através de avaliagdes quanto as propriedades
antioxidantes e complexantes frente a metais (Zn*>*, Cu®’, Fe** e Zn*") (ALFADLY et al., 2019;
CHALUPOVA et al., 2019; ROSSI et al., 2021).
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Inibicao enzimatica da AChE e BChE.

Perfis anticolinesterasicos de anéis triciclicos derivados da acridina, ja discutidos
anteriormente, justificaram a realizacdo de um screening de inibi¢do enzimatica, in vitro, para
os derivados acridinicos apresentados no capitulo 1 (Figura 25). O experimento foi realizado
em enzimas AChE de enguia elétrica (eeAChE) e BChE de soro equino (egBChE), utilizando
o método de Ellman, em que a atividade na enzima ¢ medida de maneira indireta por meio da
reacao do produto de clivagem enzimadtica (tiocolina) com um reagente pro-cromoforo, o acido
5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). Um composto referéncia, o CATF-5C (AChE Clso =
4,79 uM; BChE Clso= 3,54 uM) foi usado como controle positivo no screening, por apresentar
atividade moderada diante das colinesterases estudadas. Os respectivos resultados nos ensaios
de inibicdo frente as colinesterases, em uma concentracao fixada de 10 pM, encontram-se nas

Figuras 27 e 28.

Série CL (47a-)

R - H (01); 4-CI (02); 4-OCH; (03); 2,4-Di-Cl (04); 4-NO, (05); 4-CHj (06); 4-OH (07); 3-OH (08); 4-N(CH3), (09); 4-Br (10)

Figura 26. Derivados acridinicos avaliados frente ao perfil anticolinesterasico.
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Figura 27. Inibicdo dos novos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos frente &8 AChE.
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Figura 28. Inibicao dos novos derivados tiossemicarbazdnicos-acridinicos frente 8 BChE.

Notavelmente, os derivados dissubstituidos (série DL), em sua maioria, apontaram
inibi¢do abaixo de 50% na concentragdo avaliada, sendo por isso, considerados ineficientes
frente a inibicao colinesterasica. Em contrapartida, todos os derivados sem substitui¢ao (CL)
foram ativos, principalmente diante da BChE, demonstrando um perfil inibitdrio de 83 a 94%
(10 uM). Com poténcia reduzida, os compostos da série CL também inibiram a AChE, com
destaque para CL-01 que apresentou inibicdo de 87%. Com objetivo de entender um pouco
mais sobre a capacidade anticolinesterasicas dos derivados acridinicos (CL) calculos de Clso

foram realizados e sdo apresentados na Tabela abaixo.
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Tabela 10. Avaliacao das poténcias de inibigao da série CL frente as colinesterases.

Clsoin pM*
R Composto
AChE® (DP) BChE°(DP) IS AChE IS BChE
H CL-01 2,47 (0,11) 0,71 (0,04) 0,29 3,48
4-Cl1 CL-02 10,13 (0,52) 2,19 (0,15) 0,22 4,62
4-OCH3 CL-03 6,20 (0,20) 1,04 (0,02) 0,17 5,96
2,4-C1 CL-04 6,11 (0,23) 1,06 (0,04) 0,17 5,76
4-NO: CL-05 8,64 (0,33) 0,89 (0,02) 0,10 9,71
4-CH3 CL-06 2,78 (0,22) 1,54 (0,05) 0,55 1,80
4-OH CL-07 11,48 (0,14) 1,73 (0,11) 0,15 6,63
Série CL (47a-j)

3-OH CL-08 22,01 (0,96) 2,28 (0,12) 0,10 9,65
4-N(CHa)2 CL-09 7,60 (0,49) 1,77 (0,08) 0,23 4,29
4-Br CL-10 9,79 (0,35) 3,18 (0,24) 0,32 3,07
Donepezila 0,007 (0,01) 2,39 (0,10) 341,43 0,003

* Concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos + desvio padrdo (DP) em
triplicatas de ensaios independentes; ®* AChE de enguia elétrica;  BChE de soro equino; Indice de seletividade (IS)
¢ dado como BChE Clso/AChE Clsy.

Os derivados acridinicos avaliados apresentaram poténcia de inibicdo moderada na
AChE, com Clspentre 2,47 e 22,01 uM. Com excecdo do derivado CL-06 (R= 4-CH3) que se
mostrou equipotente (Clso = 2,78 uM) ao derivado ndo substituido CL-01 (Clso = 2,47 uM), os
outros substituintes avaliados levaram a redu¢do da atividade inibitéria. Por outro lado, de
maneira geral, todos os compostos avaliados na BChE mostraram destacados perfis inibitorios,
com pouca influéncia estérica e/ou eletronica dos substituintes na posi¢ao R, sendo o composto
CL-01 o mais ativo (Clso = 0,71 uM) e o CL-10 menos ativo (ClIso = 3,18 uM) (REHUMAN et
al., 2021; WU et al., 2020b).

Como descrito, o perfil de substitui¢do em R mostrou uma maior influéncia na AChE
quando comparada a BChE. Estes resultados se correlacionam com as propriedades estruturais
das colinesterases discutidas anteriormente, que apontam uma maior restri¢do estéreo-
eletronica no acesso aos sitios da interagdo com a AChE, principalmente na regidao do CAS.
Enquanto os compostos nao substituido (CL-01) e com o grupo metila (CL-06) apresentaram
baixos indices de seletividade, um consideravel aumento de seletividade pela BChE foi
perceptivel aos derivados com substituintes mais volumosos (4-OCHs, 2,4-Cl e 4-NO»), assim
como, os hidroxilados que podem atuar como doadores e aceptores de ligacao de hidrogénio,

diferentemente do derivado CL-06.
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2.2 Avaliacao da cinética enzimatica

Os inibidores enzimaticos sao compostos capazes de diminuir ou interromper a catalise
enzimatica e diferem quanto ao modo de ligagdo com a enzima. O modo de ligacdo irreversivel
¢ caracterizado pela inativacdo total da enzima, comumente associado a existéncia de ligagdes
covalentes com o complexo enzima-substrato. O outro modo de ligacdo possivel, a reversivel,
leva a formagao de um complexo dinamico com a enzima, sendo classificada de acordo com
seu mecanismo de inibi¢do: competitivo, incompetitivo, ndo-competitivo e misto (PATADIYA;
PANCHAL; VAGHELA, 2021; RAMSAY; TIPTON, 2017). A avaliacdo do mecanismo de
inibi¢do pode ser feita quantitativamente pela cinética do estado estaciondrio, a partir do efeito
que o inibidor produz nas constantes cinéticas Km € Vimax, facilmente reveladas no grafico de
duplo reciproco, também denominado grafico de Lineweaver-Burk (LAMBA; PESARESI,
2022; NAJAFI et al., 2016; ZAWADA et al., 2021).

Dados os distintos perfis inibitdrios acima apresentados, tanto no que se diz respeito a
diferenca de atividades entre as séries substituidas e ndo substituidas na acridina, como ao perfil
mais ativo da série CL diante a BChE, estudos de cinética enzimatica foram propostos para
ajudar na compreensao e prospeccao de novos derivados anticolinesterasicos, tendo como base

as interagdes dos compostos CL-01 e CL-05 com as enzimas estudadas (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados da cinética enzimatica para os compostos CL-01 e CL-05 nas colinesterases.

C"“ifl'f\t;)aga" Xﬁw /fnli)nl; K?pial))P Ki(uM)£DP* K (uM) + DP"
CL-01 em BChE
0 13,84 £ 0,587 123,10 + 8,344
0,5 6,97 £0,021 214,65 + 3,889 0,72 + 0,007 1,68 + 0,020
0,9 5,02+0,013 319,80 + 7,495
CL-01 em AChE
0 20,47 £ 0,445 71,59 £ 1,762
1,5 9,33 +£0,804 67,57 £ 2,560 - 1,35 + 0,056
4 5,38 £ 0,503 68,24 + 2,746
CL-05 em BChE
0 14,83 £ 1,155 96,21 + 5,034
0,7 9,95 £ 0,805 206,8 + 13,789 0,20 + 0,008 0,53 +0,019
1,1 9,078 + 0,389 341,3 + 23,193
CL-05 em AChE
21,11 +0,736 77,50 £ 0,671
6,75 £ 0,364 78,39 + 0,685 - 2,97 + 0,091
10 4,41 +£ 0,029 78,31 £ 0,566
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3Constante de afinidade para inibigio competitiva; "Constante de afinidade para inibi¢do nio-competitiva; dados
obtidos + desvio padrdo (DP) em triplicatas de ensaios independentes.

A partir dos valores de Km, Vmax (Tabela 11) e dos graficos de Lineweaver-Burk
(Figuras 29 e 30), perfis distintos de inibicdo as colinesterases promovidas pelos compostos
testados foram observadas. A inibi¢do ndo-competitiva (Vmax diminuindo, Ky, invaridvel e
interse¢do das retas no eixo X), com proposta de interagao alostérica com a regiao do PAS nas
colinesterases, foi caracteristica aos inibidores na AChE (YANG et al., 2013). Especificamente
para a enzima BChE, os parametros acompanhados indicaram uma inibi¢ao do tipo mista (Vmax
diminuindo, K, aumentando, intersecdo das retas no 2° quadrante do sistema cartesiano). Desse
modo, a possibilidade de interagdo intermolecular simultanea aos sitios CAS, alterando a
atividade catalitica da BChE, e/ou PAS da enzima, inibindo uma possivel agregacao do
peptideo B-amiloide nessa regido, sugerem um perfil multialvo aos sitios de ligacdo da BChE
para os novos derivados acridinicos-tiossemicarbazonicos (SANTOS et al., 2019).

As constantes de inibi¢des para os perfis competitivos (Ki) e ndo-competitivos (Ki’) na
BChE indicaram uma melhor interagdo dos derivados a regido CAS da enzima. Adicionalmente,
0 menor carater inibitério para os derivados acridinicos estudados na AChE pode estar
associado a incapacidade de interacdo destes com a regido catalitica da enzima, muito
provavelmente devido aos residuos aromaticos presentes no seu sitio periférico (PAS) que
acarretam um impedimento estérico na passagem dos derivados pelo canal. Como resultado
dessa interagdo somente no PAS, a constante Ki’ calculada para os derivados estudados frente
a AChE retratou a atividade inibitéria encontrada com valores de 1,35 uM para o CL-01 e 2,97

puM, para o CL-05.

Figura 29. Grafico de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em egBChE (a esquerda) e em e¢cAChE
(a direita) para o composto CL-01.
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Figura 30. Grafico de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em egBChE (a esquerda) e em eecAChE
(a direita) para o composto CL-05.
2.3 Planejamento e avaliacido anticolinesterasica de novos derivados acridinicos

A partir dos resultados de inibicdo enzimatica apresentados acima, informacgdes
intrinsecas a proposta de atividade anticolinesterasica para os derivados acridinicos foram
obtidas, indicando que modifica¢des estéreo-eletronicas poderiam modular seus perfis. Com
objetivo de otimizar as poténcias e seletividades dentro dessa classe de compostos, além de
adicionar novas atividades como complexante de metais e/ou antioxidante, novos compostos
foram propostos conforme Figura 31: 1- diferentes isOsteros da fenila, variando o volume e
propriedades eletronicas, visaram avaliar se grupos menos volumosos poderiam aumentar a
atividade frente a AChE enquanto os de maior volume poderiam potencializar a seletividade
pela BChE; 2- substituintes orto-hidroxila visando a criacdo de um ponto de complexagao com
a imina; 3- dois fragmentos com descri¢des antioxidantes foram incorporados ao arcabougo da

série CL vislumbrando uma atividade biologica adicional (Figura 31).

Diferentes isosteros da fenila i i Ponto de complexagdo 3 i Antioxidantes

CL (60a-j)

Figura 31. Novos derivados acridinicos planejados para atividade anticolinérgica.

Os novos compostos planejados foram sintetizados seguindo as rotas descritas nos
capitulos 1 e 2 e a Tabela 12 apresenta os resultados de atividade anticolinesterasica (Clso). Os

derivados acridinicos avaliados ndo apresentaram melhora nos perfis inibitorios na AChE, com
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ClIso entre 8,57 e 43,35 uM, embora tenham sido novamente interessantes frente a BChE com
Clsp entre 1,15 ¢ 8,16 uM.

Substituintes isosteros classicos do CL-01 como o CL-Tio e o CL-Fur apontaram
consideravel redu¢do no perfil inibitério da AChE. Apesar de ambos apresentarem menor
volume comparado a fenila, provavelmente a densidade eletronica do S e O de certa forma ndo
¢ bem tolerada. Vale o destaque que o composto CL-Tio apresentou razodvel atividade
inibitoria da BChE (Clso = 2,45 uM) e a melhor seletividade dentre todos os compostos (IS =
14,13). Ja os isosteros inddlicos (CL-Indol e CL-InM) foram ligeiramente melhores, apontando
os melhores perfis inibitdrios em AChE dentro da nova série, mantendo também boas poténcias
de inibi¢cao da BChE (Clso = 1,68 uM e Clso = 2,01 uM, respectivamente).

Quanto ao CL-F, a presenga do atomo de fltior na posi¢ao para, como proposta isostérica
ao CL-01, apontou perda de 5 vezes na poténcia de inibigao sobre a AChE com destacado perfil
BChE (Clso = 1,35 uM), proximo ao CL-01, e interessante seletividade com IS de 9,44. Quando
comparado aos outros compostos halogenados da série, mostrou-se equipotente na inibi¢cdo da
AChE, mais potente frente a BChE e com melhor IS: CL-02 (cloro, AChE Clso = 10,13 puM;
BChE Clso = 2,19 uM; IS = 4,62) e CL-10 (bromo, AChE Clso = 9,79 uM; BChE Clso = 3,18
uM; IS = 3,07). A caracteristica mais potente e seletiva do CL-F em BChE pode estar
relacionada ao seu perfil peculiar eletrostatico, como resultado de sua alta eletronegatividade e
baixa polarizabilidade em relagdo aos outros haletos de arila, essa caracteristica pode ser
intrinsecamente importante considerando o universo das interacdes intermoleculares
disponiveis no sitio de ligacdo da enzima em discussao (BOUZID MENAA, 2013; SHARBER;
MULLIN; THOMAS, 2021; VARADWAJ et al., 2018).

Derivado monovalente hidroxilado em orto, o CL-20H reproduziu baixo perfil
inibitorio (AChE Clso = 10,84 uM e BChE Clso = 3,13 uM); destaca-se ainda que a presenga
da hidroxila também influenciou negativamente em ambas as atividades anticolinesterasicas
quando presente em um composto dissubstituido (CL-20H,4-CH3; AChE Clso = 11,25 puM,
BChE ClIso = 3,19 uM), visto que o derivado CL-06 (4-metilbenzilideno, AChE Clso = 2,78
uM, BChE CIso = 1,54 uM) tinha apontado um dos melhores perfis inibidores da primeira classe
avaliada.

Ja proposta de um fragmento antioxidante que associou dois grupos nas posicoes meta
e para (CL-30H,40CH3) indicou o pior perfil inibitorio avaliado frente a AChE, Clso = 43,35
pM, também muito distinto de um de seus correlatos, o CL-03 (4-metoxibenzilideno, AChE

Clso = 6,20 uM). Por outro lado, o derivado CL-DiTerc indicou o melhor perfil de atividade
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dos novos derivados frente a BChE com Clso = 1,15 puM, muito semelhante ao CL-01, mas
levando a uma perda de poténcia em torno de 4 vezes frente a AChE (Clso = 10,53 uM), o que

levou a este composto a se destacar por apresentar um IS de 9,16.

Tabela 12. Atividade inibitoria frente as colinesterases para os novos derivados acridinicos.

Clso (uM?)
R Composto AChE® (DP) BChE®(DP) A(I:ShE Bg)E
H (47a) CL-01 2,47(0,11) 0,71(0,04) 029 3,48
4-F CL-F 12,75 (0,31) 1,35(0,12) 0,11 9,44

3-0H,4-OCH;  CL-30HA4OCH: 43,35 (3,78) 3,30(0,30) 0,08 13,14
3,5-DiTerc,4-OH  CL-DiTerc 10,53 (0,70) 1,15(0,11) 0,11 9,16

2-OH CL-20H 10,84 (0,37) 3,13 (0,15) 0,29 3,46
2-OH, 4-CH3 CL-20H,4CH3 11,25 (0,41) 3,19(0,13) 0,28 3,53
3-Piridina CL-3PIRI ND ND - -
2-Furfural CL-Fur 28,03 (0,96) 4,40 (0,20) 0,16 6,37
2-Tiofeno CL-Tio 34,63 (3,21) 2,45(0,17) 0,07 14,13
) 3-Indol CL-Indol 9,39 (0,29) 1,68 (0,06) 0,18 5,59
o 2-Metil-3-Indol CL-InM 8,57 (0,34) 2,01(0,14) 0,23 4,26
Donepezila 0,007 (0,01) 2,39 (0,10) 341,43 0,003

2 Concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade anticolinérgica, dados obtidos + desvio padrdo (DP) em
triplicatas de ensaios independentes; ®* AChE de enguia elétrica; *BChE de soro equino; Indice de seletividade (IS)
¢ dado como BChE Cls¢/AChE Clso. ND (ndo determinado) - derivado apresentou baixo ou nenhum perfil de
atividade em concentracdo fixada a 10 uM (baixa solubilidade em MeOH).
2.4 Avaliagdo da troca da acridina pela tetraidroacridina na atividade anticolinesterasica
As caracteristicas anticolinesterasicas encontradas para a tacrina e derivados
comumente sdo justificadas pela estabilizacdo do fragmento da tetraidroacridina ao sitio
catalitico das colinesterases através de interagoes hidrofobicas (NAJAFI et al., 2016; ROSSI et
al., 2021). A fim de compreender um pouco mais sobre o modo de ligagdo dos novos derivados
acridinicos com as colinesterases, principalmente no que diz respeito a capacidade do ntcleo

acridinico em acessar o sitio catalitico das colinesterases, uma troca da acridina pelo nucleo

tetraidroacridina da tacrina foi avaliada (Figura 32).

s Q — N i i
.y Ny ‘
)LN'N Hibridagao 7NN > R=H
H H H
molecular 30H

CL-01 (47a) Hibridos da Tacrina (61a-b)

Figura 32. Novos derivados da tetraidroacridina planejados em comparagdo aos derivados acridinicos
como agentes anticolinesterasicos.
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Os derivados tetraidroacridinas (TAs), quando comparados aos seus correspondentes
acridinas, apresentaram atividades anticolinesterasicas reduzidas (Tabela 13). A principal
diferenca entre os compostos da série CL e TA consiste no perfil eletronico do nticleo triciclico,
que pode influenciar em modos de ligacdes distintos com as enzimas, coordenados
principalmente pelas delimitagdes estéreo-eletronicas de cada bolsao enzimatico e as possiveis

interagdes hidrofobicas com cles realizados.

Tabela 13. Atividade inibitoria frente as colinesterases para os novos derivados tetraidroacridinas.

Clso (uM?)

R Composto
AChE® (DP) BChE°(DP) IS AChE IS BChE

(S? Je H TA-H 13,60 (0,70)  538(0,18) 040 2,53
N
3-OH TA-30H ND 3,03 (0,01) - -

(61a b)
H CL-01 47a)  247(0,11) 0,71 (0,04) 029 348
3-0H CL-08 (47h) 22,01 (0,96) 228(0,12) 0,10 9,65

(47a; 479)
Donepezila 0,007 (0,01) 2539 (0,10) 341,43 0,003
Tacrina 0,069¢ 0,0114 0,16 6,27

# Concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade anticolinérgica, dados obtidos + desvio padrdao (DP) em
triplicatas de ensaios independentes; ® AChE de enguia elétrica; ° BChE de soro equino; Indice de seletividade (IS)
¢ dado como BChE ClIso/AChE Cls. ¢ (XU et al., 2020). ND (ndo determinado) - derivado apresentou baixo perfil
de atividade em concentragdo fixada a 10 uM.

Relatos cientificos apontam alguns exemplos de hibridacdes da tiossemicarbazona a
nucleos tetraidroacridinas da tacrina que mimetizariam sistemas proximos aos propostos neste
trabalho (Figura 33) (ALFADLY et al., 2019; ZAIB et al., 2021). Esses achados apontam para
algumas discussdes como: 1) a proposta retroisostérica da tiossemicarbazona (TA-H) poderia
gerar mais restrigoes estéricas, proximidade da ligacdo C=S ao nucleo da tetraidroacridina
(comparacao com o composto 63), o que poderia dificultar o melhor ajuste na cavidade
hidrofébica do sitio catalitico da enzima, considerando os resultados apresentados por Alfadly
et al. (2019) que discutem uma inibicdo mista envolvendo o nticleo da tetraidroacridina; ii)
incrementos na labilidade da tiossemicarbazona (adigdo de espagadores alquilicos) com adigdo
de fragmentos direcionais ao sitio catalitico (morfolina) favoreceram a atividade anticolinérgica
frente a AChE, enfatizando a restri¢cdo estérica caracteristica ao canal presente no sitio de
ligacdo da enzima; iii) a adi¢cdo do nucleo acridinico aos compostos 62 e 63 provavelmente
acometeria maior perfil biologico principalmente frente a BChE. Todos esses achados, em

associacao com as diferengas na atividade encontradas para o CL-01 e TA-H, assim como o
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resultado da cinética para o CL-01, que indicou um perfil ndo-competitivo em AChE, sugerem
a possibilidade de diferencas nos modos de ligacdo desses compostos na AChE
(HAMULAKOVA et al., 2021; XU et al., 2020). Considerando a BChE e as peculiaridades do
seu bolsdo, a diferencga no perfil anticolinérgico possivelmente é explicado pelo aumento das
interagdes envolvendo empilhamento de elétrons com o sitio catalitico da enzima (JIANG et

al., 2019).

TA-H (61a)
eeAChE Clsp = 13,60 uM
eqBChE Clgy = 5,38 uM

CL-01 (47a)
eeAChE Clsg = 2,47 M
eqBChE Clsy = 0,71 uM

Composto 6a (62)
eeAChE Clsy = 1,85 pM
hBChE Clgg = 0,748 uM

(Alfadly et al. 2019)

Composto 6e (63)
eeAChE Clsq = 0,622 pM
hBChE Clgy = 0,0326 uM

(Alfadly et al. 2019)

Composto 5b (64)
AChE Cls = 0,12 uM
(Zaib et al. 2021)

Composto 5g (65)
AChE Clgo = 34,2 uM
BChE Clsg = 11,3 pM

Zaib et al. 2021
Figura 33. Hibridos tiossemicarbazdnicos descritos com ativi(dade antic)olinérgica.

A partir dos valores de Km, Vmax (Tabela 14) e dos graficos de Lineweaver-Burk
(Figuras 34) o perfil anticolinérgico da TA-H foi elucidado, sugerindo inibi¢des do tipo mista
em ambas as colinesterases (Vmax diminuindo, K, aumentando, intersecdo das retas no 2°
quadrante do sistema cartesiano). Desse modo, a forma de interagdo desse derivado se da aos
sitios CAS e/ou PAS da enzima com competicdo ao sitio do substrato, ou ainda, estabilizacao
de um complexo terndrio entre o substrato, a AChE e o derivado tetraidroacridinico. As
constantes de inibicdes competitiva (Ki) e ndo-competitiva (Ki’) na AChE indicaram uma maior
interagdo do TA-H a regido CAS da enzima. Foi apontada uma diferenga de quase cinco vezes
entre as constantes inibitorias, indicando uma atuagdo enfatica do derivado a esta regido, perfil
este distinto do encontrado para o CL-01 (derivado acridinico direto).

De Aquino et al. (DE AQUINO et al., 2013) apresentou resultados correlacionando a
distancia ideal entre os anéis tetraidroacridina em dimeros da tacrina (14,5 a 16 A), conectados
por espagadores flexiveis, na qual a atividade inibidora de colinesterases seria otimizada pela
maior complementaridade dos anéis aromaticos com residuos hidrofobicos dos sitios CAS e
PAS da AChE nesta distancia. Esses achados, em associagdo com as discussoes e comparagoes

apresentadas no topico anterior, poderiam justificar a baixa inibi¢do dos hibridos da tacrina
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deste trabalho, tendo em vista que a distancia encontrada entre os sitios hidrofobicos do TA-H

foi de 12,4 A (atomo de nitrogénio da quinolina ao C-4 do benzilideno)(XU et al., 2020).

Tabela 14. Resultados da cinética enzimatica para o derivado TA-H nas colinesterases.

C"“t;'l‘\flr)a‘?a" Xl“l‘w /Tnli)nl; K'(“HTWI;P Ki(uM)=DP*  Ki (uM) = DP

TA-H em BChE

0 5,51+0,516 102,98 + 6,050

3 3,58 + 0,081 154,30 + 1,121 1,41 + 0,025 3,63 + 0,062

6,5 2,60 + 0,021 169,93 2,122
TA-H em AChE

0 2,77+0,167 34,88 + 2,503

11 1,47 + 0,085 43,37 +3,279 1,66 + 0,048 9,82 + 0,288

16 1,07 + 0,056 46,47 + 1,351

%Constante de afinidade para inibigdo competitiva; "Constante de afinidade para inibigio ndo-competitiva; dados
obtidos + desvio padrdo (DP) em triplicatas de ensaios independentes.

Figura 34. Grafico de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em egBChE (a esquerda) ¢ em eeAChE
(a direita) para o composto TA-H.
2.5 Ancoramento molecular

Como forma de complementacao aos resultados apresentados pelos ensaios de inibigao
in vitro e as cinéticas enzimaticas, o estudo de ancoramento molecular foi proposto visando
compreender um pouco mais sobre o perfil estrutura-atividade dos derivados estudados. Um
modelo cristalografico disponivel no PDB para a AChE de enguia elétrica (Electrophorus
electricus) com codigo 1¢2b foi utilizado para o encaixe (SANTOS et al., 2019).

Todos os estudos tedricos foram conduzidos pelo programa GOLD, através da funcao
de pontuagdo gold score. Dada a caracteristica do modelo em nao ter ligante co-cristalizado,
todos os encaixes tiveram como definicdo do sitio de ligagdo uma lista de residuos de
aminoacidos que comumente sdo encontrados nos modelos cristalograficos de AChE co-
cristalizados com a donepezila, destacado inibidor da AChE (CHEUNG et al., 2012; GERLITS
et al.,, 2019; GUO et al., 2020). A Tabela 15 apresenta os pardmetros obtidos apds o
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ancoramento de alguns dos novos derivados que foram escolhidos pelas variagdes estruturais e
perfis bioldgicos identificados experimentalmente (CL-01, CL-06, CL-F, CL-DiTerc, CL-InM,
TA-H).

Em um perfil de interagdo muito conhecido, a donepezila, reproduziu as interagdes
intermoleculares com o modelo cristalografico utilizado com interagdes na regido CAS através
da benzilpiperidina, assim como a fracao indanona apresentou intera¢cdes com o PAS da AChE
via empilhamento n- 1 (WANG et al., 2016). O canal que liga as duas principais cavidades das
colinesterases (CAS e PAS) concentra a maior diferenga estrutural entre os sitios ativos das
AChE e BChE, e este pode ser determinante no perfil de inibi¢do enzimatica identificado neste
trabalho.

Os resultados de encaixe obtidos para os derivados acridinicos na AChE (Figura 34) em
consonancia com os apresentados da cinética, sugerem que nessa enzima as interagdes desses
derivados estdo concentradas na regido do PAS e no canal, ndo sendo identificadas interagdes
diretas com os residuos do CAS. Em um perfil de ancoramento peculiar quando comparado aos
demais derivados acridinicos, o derivado CL-01 indicou multiplas interagdes hidrofébicas,

286 ¢ Asp’*, o que aparentemente foi determinante

polares e eletrostaticas com os residuos de Trp
no modo de encaixe, principalmente pelo perfil ndo substituido no benzilideno.
Adicionalmente, hd alguma restricdo estérica nesta regido de interacdo a qualquer padrio de
substituicdo. Destaca-se ainda, que as interacdes polares com o residuo Asp’* comumente estio
associadas a modulagdes indiretas do sitio de ligagdo da colina na AChE, podendo ser
correlacionadas ao maior perfil inibidor encontrado para CL-01 (JANG et al., 2018;

ROSENBERRY et al., 2017).

Tabela 15. Pontuagdo de encaixe e residuos envolvidos no ancoramento molecular dos novos derivados
em um modelo cristalografico de acetilcolinesterase enguia elétrica (PDB ID:1c2b).

Compostos Clso AChE (nM) Score L.i gagﬁ? (!e Interages hidrofGbicas
hidrogénio m-alquil Empilhamento n-nt
CL-01 2,47 67,11 Asp’* Trp?¢ Tyr” Trp?¢
CL-06 2,78 64,16 Tyr!2 Leu®® Tyr’? Tyr'?* Trp¢
CL-F 12,75 62,46 - Leu®® Tyr’? Trp?¢ Phe®®®
CL-DiTerc 10,53 62,05 Tyr!2 His*7 Leu® Phe*® Tyr’? Trp?¢ Tyr*¥’
CL-InM 8,57 66,61 ] Leu® Tyr!2* Trp26 Ty
TA-H 13,60 73,42 TyrY Trp®® Tyr®” His*? Trp® Tyr!
Donepezila 0,007 86,74 Phe?% Phe338 Tyr®%7 Trp® Trp?8¢
Tacrina 0,069 50,46 His* Trp® Tyr*7 Trp%

* Os calculos tedricos foram conduzidos pelo programa Gold, sendo o encaixe baseado nos residuos descritos
como essenciais para o ancoramento molecular da donepezila; modelo cristalografico PDB ID: 1¢2b.
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O estudo teorico aplicado ndo conseguiu pontuar diferencas significativas no modo de
encaixe que justificassem a reducdo da poténcia frente a AChE em quase cinco vezes do
composto CL-F (Clso = 12,75 uM) quando comparado ao derivado CL-06 (Clso = 2,78 uM).
Entretanto, interagdes intermoleculares distintas com os residuos de Tyr!**e Phe®**justificariam
a diferenga na pontuacdo de encaixe apontada no estudo para os dois compostos. Ademais, o
composto CL-DiTerc teve um deslocamento consideravel no modo de encaixe na AChE quando
comparado ao CL-06, justificado principalmente pelo grande volume estérico do substituinte
em R, tendo essa caracteristica impactado as interacdes de empilhamento com o Trp?¢, e

consequentemente sua pontuagdo de afinidade ao receptor e sua atividade inibitodria.

Figura 35. Ancoramento molecular do CL-01 (verde-petrdleo), CL-06 (bege), CL-F (verde-claro) e CL-
DiTerc (azul) na eeAChE (PDB ID: 1¢2b) em comparagdo ao encaixe encontrado para donepezila
(laranja). Os residuos de aminoacidos destacados nas cores cinza e amarela constituem, respectivamente,
os principais sitios hidrofébicos presentes no CAS e PAS da colinesterase estudada. Adicionalmente,
alguns residuos que constituem o canal foram representados em um grafico de superficie indicando
parcialmente as restrigdes estéricas do canal; na cor ciano destaca-se o residuo de His**’ como
representante da triade catalitica do sitio.
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A Figura 36 apresenta os resultados de ancoramento molecular para os derivados CL-
InM e TA-H. Destaca-se a capacidade do CL-InM, a partir da proposta da inser¢ao de nucleos
condensados em R, em interagir com os residuos de Tyr**’ e Trp®, residuos estes envolvidos
na ligagdo a colina (CAS). Este perfil de interacdo ¢ um ponto interessante de discussdo e que
ja foi previamente inserido neste trabalho, a distdncia promovida pela tiossemicarbazona acaba
sendo insuficiente a nivel de acomodagdo do arcabougo base da série CL proposto com as
principais regides hidrofobicas da AChE (DE AQUINO et al., 2013). Toda essa discussao ¢
confrontada com o modelo 2D de encaixe do CL-InM com a AChE, onde principalmente para
o residuo de Trp®®, o derivado se encontra distante para o tipo de interagdo intermolecular
proposta, essa caracteristica afetaria a formacdo do complexo composto-AChE e gerando
menor estabilidade nessa regido de interagdo com o receptor (VERNON et al., 2018).

Paralelamente, os estudos tedricos indicaram dois modos possiveis de interagdo para o
TA-H com a enzima. O modo apresentado abaixo, com a tetraidroacridina inserida no CAS,
ilustra a forma mais reprodutivel e com maior pontuagdo encontrada pelo programa, enquanto
a menos reprodutivel apresentou o perfil descrito para os derivados acridinicos anteriormente.
Em concordancia com os dados experimentais de cinética que indicaram um modo de inibi¢ao
misto (com Ki > Ki’), o estudo de modelagem conseguiu mimetizar a capacidade do nucleo
tetraidroacridina em acessar o canal com principal ponto de interacdo a regido do CAS. Esses
dados estdo em conformidade com os descritos literarios para os derivados da tacrina
(ALFADLY etal.,2019; MAKHAEVA etal., 2023). Novamente, a imagem em 2D da interagao
TA-H com a enzima descreve um perfil interessante de encaixe aos principais residuos do CAS
(Tyr**” e Trp®), com interagdes adicionais a His*” (amino4cido da triade catalitica). Entretanto,
o estudo também revelou um baixo perfil de interagdes com a regido do PAS e possivel perda
da interacdo ao Trp?*®, o que poderia estar associado a redu¢dio do perfil de inibi¢io da AChE

desse arcabougo, assim como justificaria a observacao de um Ki > Ki’.
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Figura 36. Ancoramento molecular do CL-InM (lilas) e TA-H (verde) na eeAChE (PDB ID: 1¢2b) em
comparacdo ao encaixe encontrado para donepezila (laranja). Os residuos de aminoacidos destacados
nas cores cinza e amarela constituem, respectivamente, os principais sitios hidrofobicos presentes no
CAS ¢ PAS da colinesterase estudada. Adicionalmente, alguns residuos que constituem o canal foram
representados em um grafico de superficie indicando parcialmente as restricdes estéricas do canal; na
cor ciano destaca-se o residuo de His**” como representante da triade catalitica do sitio.

Como importante artificio para a otimizagao estrutural racional dos novos derivados
frente ao perfil bioldgico de inibi¢do das colinesterases, os modos de ligagdes com os sitios da
BChE de soro equino (modelo disponivel no UniProt / Swiss-model) foram explorados usando
o método do ancoramento molecular. Conforme ilustrado nas Figuras 37 e 38, e na Tabela 16,
os compostos estudados, assim como os padrdes positivos utilizados, acomodaram-se
facilmente ao CAS da BChE, regido na qual o fragmento acridinico foi direcionado.
Adicionalmente, a cadeia lateral do arcabougo foi orientada ao sitio anidnico periférico (PAS)

360 - A subunidade acridinica

da BChE através de interagdes hidrofobicas com o residuo Tyr
indicou ainda a formagao de interagdes hidrofébicas adicionais, incluindo empilhamentos n-n
com o Trp*® e His*®, que em associagdo com o residuo chave Trp'!® do CAS, contribuiram

para a estabilizacao do complexo com a enzima nos derivados estudados (CHENG et al., 2019;
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JIANG et al., 2019). Estes resultados vao ao encontro das avaliagdes de cinética para esses
compostos que indicaram uma inibi¢do mista para a série. No geral, o perfil do ancoramento
nos derivados estudados se manteve constante, com leves alteracdes no fragmento do

benzilideno para os derivados com substituintes estericamente volumosos em R (CL-DiTerc e
CL-InM).

Tabela 16. Pontuacdo de encaixe e residuos envolvidos no ancoramento molecular com BChE de soro
equino obtida no banco de dados do UniProtKB/Swiss-Prot pela modelagem por homologia.

Clso AChE Interagdes Interagdes hidrofobicas
Compostos Score 8
(»M) eletrostaticas n-alquil Empilhamento n-nt
CL-01 0,71 72,56 Asp®® Trp't0 Leu’" Ala3%® Trp'!? Tyr360 Trp*8 Hig*6
CL-06 1,54 73,00 Asp®® Trp!10 Leu®!® Ala’%® Trp''® Tyr3¢° Trp*® His*¢
CL-F 1,35 73,09 Asp®® Trp'!? Leu’'3 Ala*® Trp''? Tyr3%0 Trp*8® His*6
CL-DiTerc 1,15 82,12 Asp®® Trp'!° Leu’"3 Ala3*® Trp''? Trp*8 His*¢
CL-InM 2,01 76,07 Asp®® Trp!'!0 Ala’*® Trp''® Tyr360 Trp*8 Hig*6
TA-H 5,38 72,42 ASp98 Trpl 10 Trpl 10 Leu313 A1a356 Tl‘pl 10 Tyr360 Trp458 His466
Donepezila 2,39 81,76 Trp!!? Ala*® Phe®’ Trp'!1? Tyr36
Tacrina 0,011 53,62 - Trp'10 Ala®*® Trp*s Trp!!0 His*6

* Os calculos teodricos foram conduzidos pelo programa Gold, sendo o encaixe baseado no sitio de ligagdo da
tacrina a regido do CAS.

Figura 37. Ancoramento molecular do CL-01 na egBChE em comparag@o ao encaixe encontrado para
donepezila (laranja) e a tacrina (magenta). Os residuos de aminoacidos destacados nas cores cinza e
amarela constituem, respectivamente, os principais sitios hidrofobicos presentes no CAS e PAS da
colinesterase estudada; na cor ciano destaca-se o residuo de His**® como representante da triade catalitica
do sitio.

115



Figura 38. Ancoramento molecular do CL-01 na egBChE em comparagéo ao encaixe encontrado para
CL-DiTerc (azul) e a CL-InM (lilas). Os residuos de aminoacidos destacados nas cores cinza e amarela
constituem, respectivamente, os principais sitios hidrofobicos presentes no CAS e PAS da colinesterase
estudada; na cor ciano destaca-se o residuo de His**¢ como representante da triade catalitica do sitio.
Como ja discutido, os sitios de ligacdo das colinesterases estudadas indicam destacadas
diferengas estéricas e eletronicas, sendo a maior parte delas na regido periférica e do canal.
Essas diferencas propiciaram ao arcabougo da série CL mais afinidade e ajuste
farmacodinamico a cavidade da BChE, perceptivel pela reprodutibilidade nos resultados de
atividade in vitro, assim como nos ensaios teoricos. Com base no modelo proposto para o

ancoramento dos derivados acridinicos nesta enzima, R representa regido favoravel a

prospeccao sintética, onde substituigdes sdo preferenciais na posi¢do para, explicado pela

360 313)

proximidade a alguns residuos do PAS (Tyr*®’, Asp®® e Leu

2.6 Avaliacio da atividade antioxidante

Inimeros eventos provenientes de disfungdes oxidativas foram identificados em
pacientes com DA. Caracterizado por um desequilibrio na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e o sistema de defesa antioxidante enddgeno, o estresse oxidativo, apresenta
importante papel no processo de senescéncia, neurodegeneracao e declinio cognitivo (FENG;
WANG, 2012; SINYOR; MINEO; OCHNER, 2020). Levando em consideracao a patogénese
e 0s mecanismos relacionados ao dano oxidativo subjacentes a DA, assim como, a relevancia
de compostos exdgenos antioxidantes em pesquisas frente a doenca (PRITAM et al., 2022;
SINYOR; MINEO; OCHNER, 2020), a avaliacdo do perfil antioxidante para os derivados
estudados neste capitulo foi realizada através do método de DPPH apresentados nas Tabelas 17
e 18 (CASTRO; SALGUEIRO, 2016). Este, baseia-se em uma reagao de oxirreducao através

da captura do radical DPPH por compostos antioxidantes, e subsequente formagao da difenil -
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picril-hidrazina. As altera¢des colorimétricas e espectroscopicas possibilitam a avali¢do quanto
ao perfil antioxidante.

Derivados tiossemicarbazonicos sdo frequentemente descritos na literatura como
potenciais antioxidantes. A possibilidade de conjugagdo na tioamida, associado a rica densidade
eletronica e multiplos sitios, tornam-no um potencial fragmento para neutralizagao de radicais
livres (SAZELI et al., 2021). A Tabela 17 descreve os percentuais antioxidantes dos derivados
estudados em uma concentragao fixada de 100 uM. A quercetina, um derivado flavonoide
polifenolico, foi utilizado como controle positivo (concentragdo fixada de 10 uM) dado seus
destacados relatos bioativos (BRIGHENTE et al., 2007).

Os resultados indicaram uma maior atividade antioxidante aos derivados CL-DiTerc
(69,05%) e CL-InM (60,99%). O pertfil eletronico e posi¢do dos substituintes no anel aroméatico
apontaram destacada influéncia nos resultados bioativos dos derivados. No geral, substituintes
na posicdo para apresentaram resultados mais promissores quando comparados a compostos
substituidos nas posi¢des orto e meta, e ainda, grupos doadores de elétrons (OH, CH3, OCH3 e
N(CHz3)2) presentes na por¢do subunidade R também se destacaram no perfil biologico avaliado
(HAWASH et al., 2022; LEE et al., 2023; MERMER; ALYAR, 2022). O CL-F indicou o
resultado mais promissor, considerando o grupo de moléculas com substituintes de
caracteristicas eletronegativas (EWG), justificado principalmente possivelmente pelo efeito
mesomérico desse atomo em um sistema aromatico, que proporciona um aumento de densidade
eletronica no benzeno, sendo esse perfil mais efetivo que em outros halogenados (TOK et al.,

2022).
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Tabela 17. Atividade antioxidante para os novos derivados pela metodologia DPPH.

R Composto® Atividade antioxidante (%) = Dp
H CL-01 37,92 £0,0198
4-F CL-F 44,28 +0,0040
4-Cl1 CL-02 33,37 +£0,0109
4-Br CL-10 25,41 +0,0176
4-OCHs CL-03 39,22 +£0,0112
4-CH3 CL-06 33,89 +0,0084
4-N(CHs)2 CL-09 41,95 £ 0,0290
4-NO2 CL-05 29,11 +0,0029
(4724;602-¢) 4-OH CL-07 44,71 +0,0133
3-OH CL-08 11,60 £ 0,0095
2-OH CL-20H 15,81 +0,0185
2,4-Cl1 CL-04 1,03 £ 0,0310
3-OH, 4-OCH3s CL-30H,40CHj3 41,25+0,0116
3,5-DiTerc, 4-OH CL-DiTerc 69,05 £ 0,0021
2-OH, 4-CH3 CL-20H,4CH3 28,73 +£0,0121
3-Piridina CL-3PIRI 15,53 £0,0184
2-Furfural CL-Fur 43,90 + 0,0072
2-Tiofeno CL-Tio 41,53 £0,0159
(80r) 3-Indol CL-Indol 23,77 + 0,0089
2-Metil-3-indol CL-InM 60,99 + 0,0081

32,21 +£0,0042

H TA-H
N s N
‘ = )LN,N§);}

N
H H
3-OH TA-30H

(61a-b) 12,06 £ 0,0146

51,67 + 0,080

20s novos derivados foram avaliados em uma concentragio fixada de 100 uM. ® A quercetina foi utilizada como
controle positivo na concentra¢do de 10 uM.

Quercetina °

A presenga de heteroarématicos em R apontou perfis distintos na atividade antioxidante,
com 0 CL-Tio, CL-Fur e o CL-InM demonstrando perfis moderados dentro da série, e a CL-
3PIRI e CL-Indol com baixos perfis antioxidantes. Estudos teoéricos ja discorreram sobre
semelhancas eletronicas e de orientagdo entre grupos tiofeno (CL-Tio) e furano (CL-Fur),
quando comparados ao benzeno (CL-01). O deslocamento de densidade eletronica gerado nos
compostos nitrogenados em R (CL-In e CL-3PIRI) desfavoreceu a atividade estudada (HUBER
et al., 2014). Com um perfil estéreo-eletronico distinto de seu percussor, o derivado inddlico

CL-InM indicou propriedades antioxidantes destacadas dentro da série estudada,
118



possivelmente, o grupamento metila favorece a estabilizacdo do radical formado na subunidade
indodlica durante o processo antioxidante. Adicionalmente, quando comparados os derivados
com nucleos da acridina (CL-01) e tetraidroacridina (TA-H) ndo foram identificadas diferengas
significativas no perfil antioxidante, indicando que esta regido dos derivados ndo deve possuir
influéncia sobre as acoes antioxidantes da série.

Os polifenodis estdo entre as principais classes antioxidantes conhecidas (LEE et al.,
2023; PARCHETA et al., 2021). Esse perfil, frequentemente ¢ associado a capacidade de
inativagdo de espécies reativas pela hidroxila, seguida da estabilizagdo por ressonancia do
radical livre formado. Como dito anteriormente, fragmentos antioxidantes conhecidos foram
incorporados ao arcabougo acridinico (série CL) vislumbrando um perfil bioativo adicional,
com expectativa de manutengao principalmente do perfil inibitorio frente a BChE. O derivado
CL-DiTerc apresenta em R um fragmento antioxidante conhecido como hidroxitolueno
butilado (BHT, do inglés butylated hydroxytoluene) (ALNEYADI et al., 2020; SAZELI et al.,
2021). Este composto apresentou o melhor perfil antioxidante entre os derivados estudados,
provavelmente pela presenca do BHT no arcabouco tiossemicarbazonico-acridinico. A
importancia da hidroxila em para nesta série foi corroborada pelo resultado do derivado CL-07
(hidroxilado na posi¢do para) que apresentou incremento na atividade antioxidante quando
comparado aos hidroxilados nas posi¢des orfo e meta. Possivelmente esse efeito ¢ explicado
por uma maior estabilizagdo de cargas parciais desde a regido aromadtica até a extensdo por
conjugacao com a tiossemicarbazona.

Ademais, a partir do interessante perfil antioxidante identificado para o CL-DiTerc e o
CL-InM no screening em concentra¢io Unica, a concentragdo de eficiéncia (CEso) foi calculada
sendo apresentada na Tabela abaixo. Como ¢ perceptivel, o derivado CL-DiTerc se mostrou o
melhor derivado antioxidante, assim como ja tinha apresentado o melhor perfil de inibi¢ao das

colinesterases.

Tabela 18. Concentracdo de eficiéncia (CEso) antioxidante para o CL-DiTerc e o CL-InM.

Composto CEso (uM)
CL-DiTerc 47,01 £ 0,66

CL-InM 64,89 £ 0,97
Quercetina 7,98 +£0,14

2.7 Estudo da complexacio dos derivados frente a Cu®**, Zn>*, AI** e Fe**
A homeostase metalica possui grande influéncia na DA. Danos neuropatoldgicos

causados pelo actimulo do peptideo B-amildide carregado com ions metalicos de Cu®*, Fe*" ou
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Zn>" sio relatados como um tipo de dishomeostase. Uma das estratégias frente a DA, a
capacidade de quelagao objetiva atenuar interagdes anormais das proteinas f-amildide a metais,
sem causar uma perturbagao em niveis sistémicos (CUKIERMAN; REY, 2022; EJAZ; WANG;
LANG, 2020). A espectrofotometria UV-VIS ¢ um dos métodos usados para avaliar
qualitativamente os perfis quelantes de compostos organicos. Alteragcdes espectrais indicam
modificagdes no estado fundamental da estrutura apds estimulo e consequente transi¢ao para
um estado excitado; as propriedades absortivas sdo quantificadas através de um grafico de
radia¢do absorvida. Vislumbrando a avaliagdo dos novos derivados quanto a capacidade

" e Fe*"), estudos

quelante frente a metais envolvidos com a DA (Cu?*', Zn*, A
espectroscopicos foram realizados e sdo apresentados abaixo. A selecdo dos derivados partiu
dos perfis anticolinesterasicos encontrados, com €nfase nos mais ativos em BChE.

Os espectros de absor¢ao UV-vis dos derivados estudados em meio aquoso (MeOH:H>O
=5:5v/v, tampao Tris-HCI, pH = 7.5) apresentaram curvas de absor¢ao caracteristicas a nicleos
como o da acridina (Figuras 39 e S152). Uma banda primaria de intensidade maxima em 252
nm, comum a todos os derivados estudados, e uma banda secundaria com intensidade reduzida
e deslocamentos entre 350 ¢ 400 nm atribuida a conjugacdo estendida no nitrogénio da
tiossemicarbazona com nucleo acridinico, de acordo com a proposta de formagao do croméforo
9-aminoacridina (MANIVANNAN et al., 2017; MITRA et al., 2018). Adicionalmente, uma
terceira banda foi identificada e apresentou correlacdo direta a subunidade tiossemicarbazonica,
com deslocamentos no espectro correlacionados ao perfil eletronico em R das estruturas (306
—349 nm). Os perfis encontrados para os derivados representam as transi¢oes eletronicas t—m*
e n—7* possiveis no arcabouco (KUMAR; NATH, 2019; LAPASAM et al., 2020).

Posteriormente, os compostos foram avaliados na presenca dos ions metélicos na razao
molar 1:1, Figura 38 (FU et al., 2016; KUMAR; KUMAR; CHAE, 2022). Os derivados CL-F
e CL-DiTerc apontaram alteragdes mais perceptiveis nos espectros de UV-Vis na presenga dos
ions metalicos; quando observadas, essas alteracdes foram reprodutiveis frente a todos os ions
avaliados. A possibilidade de transferéncia de carga interna (intramolecular) (ICT) nos
derivados propostos neste trabalho, com grupos doadores e aceitadores de elétrons dentro de
um sistema 7 conjugado, poderia explicar os perfis encontrados. A caracteristica de supressao
na absor¢do do CL-DiTerc e o desvio hipsocromico no CL-F frente aos ions metélicos sugerem
reducdo na conjugagdo do analito, assim como, um perfil desestabilizante de seus estados
excitados quando comparados aos estados fundamentais. Os mecanismos que envolvem as

transferéncias de cargas sdo extremamente sensiveis a polaridade do solvente, tendo em vista
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uma possivel estabiliza¢do nos dipolos formados, essa caracteristica poderia estar associada aos
distintos perfis encontrados nessa avaliagdo (CHOWDHURY et al., 2018; MAHAPATRA et
al., 2015; MITRA et al., 2018). Destaca-se ainda, que nem sempre a formag¢ao de um complexo
leva a alteracdes rispidas na geometria ou distribui¢@o eletronica que sejam perceptiveis pela
técnica aplicada (UV-Vis), caracteristica esta que impossibilita afirmar a ndo capacidade dos

outros derivados na complexacao frente aos ions metélicos estudados (DESWAL et al., 2022).
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Figura 39. Espectro de absorbancia dos derivados avaliados (20 uM) em MeOH/H,0 (50/50, v/v, Tris-
HCI pH=17,5) antes e ap0s adi¢do de Cu**, Zn*", A" e Fe’".

Como visto acima, as principais bandas do CL-DiTerc foram suprimidas intensamente
Jé na razdo 1:1 na presenca dos ions metalicos. O aumento da concentragao além dessa razao
indicou poucas alteragdes no espectro do composto frente ao Cu®*, sugerindo total satura¢io do
receptor, Figura 40A. Em outro ensaio, Figura 40B, agora com adi¢des reduzidas de [Cu®*] (0,1
eq por adicdo), foi perceptivel a crescente supressdo do perfil absortivo do composto frente ao
aumento da [Cu®*]. A existéncia de pontos isosbésticos em trés regides confirmam a formacao

de duas espécies em equilibrio (KAMEL et al., 2019). Relatos indicam a capacidade da
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tiossemicarbazona atuar como quelantes bidentados frente a diferentes ions metalicos, sendo
que as interacdes com os metais geralmente acontecem através do atomo de enxofre e do
nitrogénio iminico (KUMAR; NATH, 2019; LAPASAM et al., 2020; PETRASHEUSKAYA
et al., 2021; SAGHATFOROUSH et al., 2021).
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Figura 40. Espectro de absorbancia do CL-DiTerc (20 uM) em MeOH/H>O (50/50, v/v, Tris-
HCI pH=7,5) antes e apds adi¢do de concentragdes crescentes de CuCly.
2.7 Citotoxicidade em células de neuroblastoma SH-SYSY

Parametros como eficiéncia e seguranca farmacoldgica sdo indispensaveis no
desenvolvimento de novos compostos bioativo. Grande parte do insucesso no processo de
descoberta de novos farmacos (ensaios clinicos) estaria correlacionado a ineficiéncia nesses
aspectos (DE CONTO et al., 2021). Um perfil preliminar de neurotoxicidade para os compostos
mais ativos em BChE (CL-01, CL-03, CL-04, CL-05, CL-F e CL-DiTerc) foi estudado frente
a linhagem imortalizada SH-SYS5Y, Figura 41. De acordo com o protocolo descrito pela ISO
10993-5 (ISO, 2009), compostos considerados citotoxicos indicam redugdo na viabilidade
celular em percentuais acima de 30%. Dados os resultados apresentados abaixo, os derivados
avaliados indicaram baixo (CL-F) ou nenhum perfil neurotéxico frente a linhagem SH-SYS5SY.
O derivado CL-F, na maior concentra¢do avaliada (50 uM), indicou um perfil de reducio da
viabilidade celular proximo dos 30%. Ademais, os demais derivados apresentaram viabilidade
celular acima de 90% a 50 uM, perfil este comparavel a padrdes farmacoldgicos como a
donepezila (80%) e a tacrina (97%) (DAS; TIZABI, 2009; PRZYBYLOWSKA et al., 2022;
QUEDA et al., 2021).
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Figura 41. Viabilidade celular (%) de células SH-SY5Y: Controle negativo (Veiculo), Controle
positivo (DMSO puro), e Amostras CL-01, CL-03, CL-04, CL-05, CL-F e CL-DiTerc nas concentragdes
de 12,5, 25 e 50 uM. Resultados representam a média de triplicatas (n=3). p < 0,05 (CL-DiTerc - 25
uM), p < 0,001 (CLF - 25 uM) e p < 0,0001 (CLF - 50 pM) na comparacdo entre as condigdes
estabelecidas.
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3. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Em conclusdo, este estudo realizou uma prospec¢do bioldgica colinesterasica dos
derivados apresentados no capitulo 1, com proposta de dupla interagao aos sitios CAS e PAS,
na qual os derivados da série CL apresentaram destacados Clso para atividade. Os compostos
CL-01 e CL-05 indicaram os melhores perfis inibitorios e foram estudados cineticamente para
confirmar a dupla interagdo aos sitios de ligagdo das enzimas, proposta inicialmente. Para
ACHhE, os derivados apontaram inibi¢des do tipo ndo-competitiva, em contrapartida, na BChE,
identificaram-se inibi¢des do tipo mista, com atuagdes no CAS e PAS da enzima. Esses achados
experimentais fundamentaram o planejamento de novos derivados acridinicos, com intuito de
explorar fragmentos quimicos que pudessem apresentar uma melhor complementariedade no
encaixe as cavidades enzimaticas, acometendo ao arcaboug¢o uma maior poténcia na inibigao
colinesterasica.

Doze novos derivados foram sintetizados com maiores alteracoes no benzilideno, além
de uma troca da acridina pela tetraidroacridina. Os resultados inibitérios indicaram maior
sensibilidade as alteragdes propostas, com manutengdo do perfil mais ativo em BChE.
Caracteristicas como a manutencdo do benzilideno, substitui¢gdes em R preferencialmente na
posicao para e o perfil aroméatico no anel triciclico foram intrinsecos ao perfil de seletividade
pela BChE. A troca da acridina pela tetraidroacridina (TA-H) indicou redugdo do perfil
biologico, além de distintos modos de atuagdo do TA-H (inibi¢ao mista em AChE e BChE) ao
seu correlato acridinico CL-01 (inibi¢gdo ndo-competitiva em AChE e mista em BChE). Os
estudos tedricos realizados reproduziram o perfil identificado na cinética, sugerindo que na
AChE as interacoes dos derivados CLs estdo concentradas na regido do PAS e no canal, nao
sendo identificadas interagdes diretas com os residuos do CAS, modo distinto ao encontrado
para o derivado TA-H. Ademais, seis derivados avaliados, estes com perfis destacados frente a
BChE, ndo apresentaram perfil citotoxico frente as células de neuroblastoma SH-SYSY, na
concentragdo maxima avaliada (50 pM). Estudos adicionais indicaram o CL-DiTerc como um
promissor anti-DA, dado o perfil antioxidante, ndo citotoxico e a capacidade de complexar ions

metélicos (Zn?*, Cu?’, Fe** e AI*Y).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Screening de inibiciao enzimatica as AChE e BChE

A atividade anticolinesterasica foi determinada de acordo com o método adaptado de
Ellman (ELLMAN, 1961). Todas as solugdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em
tampao tris-HCI 0,02 M (pH = 7,5) e as solugdes estoque dos compostos foram preparadas em
DMSO (5 mM). Em uma placa de 96 pocos de fundo plano foram adicionadas solu¢des de
tratamento com o composto inibidor em concentragdo final de 10uM. O controle veiculo
(DMSO - concentragdo final 0,2% v/v para AChE), foi utilizado como referéncia (controle
negativo). Foram adicionados acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzodico (DTNB) a acetilcolinesterase
de enguia elétrica (EeAChE) ou a butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) na
presencga de albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi registada utilizando um leitor de
placas iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida usada como
uma referéncia em branco. Apds incubagdo de 10 minutos a temperatura ambiente, iodeto de
acetiltiocolina (ACTTI) ou iodeto de butiriltiocolina (BCTI) foi adicionado e a absorbancia foi
registrada a temperatura ambiente a A =415 nm por 10 vezes com intervalos de 30 segundos a
cada leitura. A atividade enzimatica foi calculada como percentagem da média dos valores de
absorbancia medidos para o controle tratado com DMSO, descontada da média dos valores de
referéncia em branco. Os ensaios foram realizados em triplicatas (para o céalculo do desvio-

padrdo). Os valores de inibi¢do foram calculados com auxilio do programa Excel.

.....

A atividade anticolinesterasica foi determinada de acordo com o método adaptado de
Ellman (ELLMAN, 1961). Todas as solugdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em
tampao tris-HC1 0,02 M (pH = 7,5) e as solugdes estoque dos compostos foram preparadas em
MeOH (5 mM). Em uma placa de 96 pocos de fundo plano foram adicionadas solucdes de
tratamento com o composto inibidor nas concentragdes finais variando entre 200 uM e 0,19531
uM. O controle veiculo (MeOH) foi utilizado como referéncia (controle negativo). Foram
adicionados 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) a acetilcolinesterase de enguia elétrica
(EeAChE) ou a butirilcolinesterase isolada de soro equino (EqBChE) na presenga de albumina
sérica bovina (BSA). A absorbancia foi registada utilizando um leitor de placas iMark (Bio-
Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida usada como uma referéncia em
branco. Apos incubacao de 10 minutos a temperatura ambiente, iodeto de acetiltiocolina (ACTI)
ou iodeto de butiriltiocolina (BCTI) foi adicionado e a absorbancia foi registrada a temperatura
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ambiente a A =415 nm por 10 vezes com intervalos de 30 segundos a cada leitura. A atividade
enzimatica foi calculada como percentagem da média dos valores de absorbancia medidos para
o controle tratado com MeOH, descontada da média dos valores de referéncia em branco. Os
ensaios foram realizados em triplicatas (para o céalculo do desvio-padrdo). Os valores de IC50
foram calculados no programa Graphpad Prism 7.0 usando o modelo de regressdo ndo-linear

para inibi¢ao dose-resposta.

4.3 Avaliacao da cinética enzimatica

Para se realizar o estudo cinético foi utilizado o método adaptado de Ellman (ELLMAN,
1961). O tampao tris-HCI 0,02 M (pH = 7,5) foi usado para realizar o preparo de todas as
solugdes utilizadas nos ensaios e as solugdes estoque dos compostos foram preparadas em
MeOH (5 mM). Em uma placa de 96 pocos de fundo plano foi adicionada a solugdo com o
composto inibidor em duas concentragdes diferentes, em oito conjuntos de triplicatas cada.
Como controle negativo foram utilizados oito conjuntos de triplicatas tratados com MeOH. Em
seguida, foram adicionados o acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB, reagente de Ellman)
e acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase
isolada de soro equino (EqBChE) na preseng¢a de albumina sérica bovina (BSA). Um leitor de
placas iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm foi utilizado para registrar
a absorbancia e esta medida foi entdo usada como uma referéncia em branco. Ap6s 10 minutos
de incubagdo a 25°C, uma solugdo do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de
S-butiriltiocolina (BCTI) em oito concentragdes diluidas em série (fator = 1,3) de 2,75 - 0,44
mM (concentragao final: 0,25 - 0,04 mM) foram adicionados aos respectivos pogos ¢ a
absorbancia registrada apds incubacao durante 10 minutos a 25°C a A =415 n. Os respectivos
graficos de Lineweaver-Burk foram obtidos por plotagem de um grafico de 1 / velocidade
versus 1 / [substrato] para o controle negativo e duas concentragdes diferentes de inibidor. A
regressao linear de cada conjunto de dados mostra um comportamento convergente, de forma
que a regido na qual as curvas convergem determina o tipo de inibicdo observada. Os valores
de Ki, Ki' (constantes de inibicdo competitiva e ndo-competitiva respectivamente), Km
(constante de Michaelis-Menten) ¢ Vmax (velocidade maxima) foram calculados com auxilio
do programa Graphpad Prism 7.0 usando modelos de regressdo ndo linear para cinética

enzimatica - inibicao e cinética enzimatica - substrato versus velocidade.

4.4 Obtencao de derivados de tiossemicarbazonicos-acridinicos (CLs)
A sintese dos novos derivados foi realizada através de uma reacao do tipo SNar em

propor¢des equimolares, utilizando os nucleos de tiossemicarbazonas e acridinas obtidos
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anteriormente. Uma solu¢do de nucleo de acridinas (1,0 mmol) e intermediarios
tiossemicarbazonicos (1,0 mmol) em acetonitrila foi reagida a temperatura ambiente 1 - 5 h.
Ap0s a conclusdo da reagdo (monitorada por CCD), a mistura de reagao foi filtrada e obtido um
s6lido amorfo (CLs), que foi cristalizado em um sistema hexano/diclorometano (DA SILVA
FILHO et al., 2019; DE ALMEIDA et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019; SOUSA et al., 2022)
Para elucidar as estruturas quimicas dos compostos sintetizados, foram realizadas analises de

RMN unidimensional 1% e 1*C (MS, Figuras S126-S151).

2 CL-F (60a)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(4-fluorobenzilideno) hidrazina-I-carbotioamida ~ (CL-F). Solido
amorfo laranja; rendimento: 54%. PF: 170 °C. Rf 0.44 (n-hexano/acetato de etila, 6:4). RMN
'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9.38 (s, 1H, NH), 9.32 (s, 1H, NH), 8.59 (d, J = 8.8 Hz, 2H,
H-4, H-5), 8.18 (dt, J = 8.5, 4.0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.89 — 7.86 (m, 2H, H-2’, H-6"), 7.85 (d, J
= 3.8 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7.16 (t, J = 8.8 Hz, 2H, H-3’, H-5"), 7.00 (s, 1H, N=CH).
RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180.73 (Cq), 164.88 (Cq), 162.90 (Cq), 144.62 (Cq),
143.43 (CH), 135.44 (CH), 130.97 (CH), 130.90 (CH), 130.46 (Cq), 130.44 (CH), 129.41 (CH),
125.03 (Cq), 124.58 (CH), 124.45 (CH), 116.12 (CH), 115.95 (CH).

2 CL-30H,40CHj (60b)

(E)-N-(acridin-9-il)-2-(3-hidroxi-4-metoxibenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (CL-
30H,40CH3). Solido amorfo laranja; rendimento: 51%. PF: 167-169 °C. Rf 0.40 (n-
hexano/acetato de etila, 5:5). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): 8 ppm 9.25 (s, 1H, NH), 9.10
(s, 1H, NH), 8.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8.13 (dt, J = 8.5, 4.0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.82
(d, J=3.9 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7.36 (d, ] = 2.0 Hz, 1H, H-2’), 6.98 (dd, J = 8.4, 2.1
Hz, 1H, H-6"), 6.83 — 6.78 (m, 2H, N=CH, H-3"), 3.75 (s, 3H, OCH3). RMN 3C (125 MHz,
DMSO-ds): 5 ppm 180.54 (Cq), 150.62 (Cq), 146.95 (Cq), 144.71 (CH), 134.75 (CH), 129.11,
126.61 (Cq), 125.41 (CH), 125.01 (Cq), 124.56 (CH), 121.85 (CH), 114.29 (CH), 111.79 (CH),
56.10 (OCHa).
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2 CL-DiTerc (60c)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(3,5-di-terc-butilbenzilideno)hidrazina- 1-carbotioamida (CL-DiTerc).
So6lido amorfo laranja-avermelhado; rendimento: 61%. PF: 162-163 °C. Rf 0.55 (n-
hexano/acetato de etila, 6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9.22 (s, 1H, NH), 8.93
(s, 1H, NH), 8.48 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8.11 (ddd, J =8.5, 5.5, 2.5 Hz, 2H, H-3, H-6),
7.84 —7.78 (m, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7.42 (d, J = 13.2 Hz, 1H, H-4"), 7.38 (s, 2H, H-2’, H-
6°), 6.91 (s, 1H, N=CH), 1.31 (s, 18H, Di-terc-butil). RMN '*C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm
180.54 (Cq), 157.14 (Cq), 145.86 (CH), 139.46 (Cq), 134.36 (CH), 128.97 (CH), 125.96 (CH),
125.37 (CH), 125.06 (Cq), 125.02 (Cq), 124.54 (CH), 34.96 (Cq), 30.61 (CH).

2 CL-20H (60d)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(2-hidroxibenzilideno) hidrazina- 1-carbotioamida (CL-20H). Solido
amorfo amarelo; rendimento: 65%. PF: 170-171 °C. Rf 0.45 (rn-hexano/acetato de etila, 5:5).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-0s): & ppm 9.55 (s, 1H, OH), 9.15 (s, 1H, NH), 9.07 (s, 1H, NH),
8.30(t,J=7.1 Hz, 3H, H-4, H-5, H-2"), 7.96 — 7.87 (m, 2H, H-3, H-6), 7.68 (d, J = 3.8 Hz, 4H,
H-1, H-2, H-7, H-8), 7.21 — 7.14 (m, 1H, H-4’), 6.89 (s, I1H, N=CH), 6.83 (t,J = 7.6 Hz, 1H,
H-3’), 6.66 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, H-5"). RMN '*C (125 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 180.95 (Cq),
156.91 (Cq), 149.80 (Cq), 141.38 (Cq), 138.86 (CH), 132.38 (CH), 131.50 (CH), 130.18 (CH),
128.30 (CH), 127.21 (CH), 124.11 (Cq), 123.79 (CH), 119.86 (Cq), 119.79 (CH), 116.39 (CH).

2 CL-20H,4CHj; (60e)

(E)-N-(acridin-9-il)-2-(2-hidroxi-4-metilbenzilideno) hidrazina- 1 -carbotioamida (CL-
20H,4CH3). Solido amorfo vermelho; rendimento: 59%. PF: 155-156 °C. Rf 0.45 (n-
hexano/acetato de etila, 5:5). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9.49 — 9.45 (m, 1H,
OH), 9.16 (s, 1H, NH), 9.07 (s, 1H, NH), 8.35 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8.15 (d, J = 8.0
Hz, 1H, H-2’), 7.98 (dt, ] = 8.5, 4.0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.72 (d, J = 3.9 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7,
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H-8), 6.89 (s, IH, N=CH), 6.66 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-3"), 6.49 (s, 1H, H-5"). RMN *C (125
MHz, DMSO-ds): 5 ppm 180.75 (Cq), 156.96 (Cq), 148.54 (Cq), 142.64 (Cq), 139.45 (CH),
132.46 (CH), 128.87 (CH), 128.56 (CH), 127.18 (CH), 124.34 (Cq), 124.04 (CH), 120.88 (CH),
117.21 (Cq), 116.73 (CH), 21.63 (CH).

2 CL-3PIRI (60f)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(piridin-3-ilmetileno) hidrazina-1-carbotioamida (CL-3PIRI). Solido
amorfo esverdeado; rendimento: 45%. PF: 185-186 °C. Rf 0.50 (acetato de etila). RMN 'H
(500 MHz, DMSO-de): 5 ppm 6 9.24 (s, 2H, NH), 8.84 (d, J =2.2 Hz, 1H, H-6"), 8.51 (dd, J
=438, 1.6 Hz, 1H, H-4"), 8.35 (dt, ] = 8.3, 2.1 Hz, 1H, H-2"), 8.30 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4, H-
5), 7.90 (dt, J = 8.4, 4.0 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.66 (d, J = 4.0 Hz, 4H, H-1, H-2, H-7, H-8), 7.35
(dd, J=8.1, 4.8 Hz, 1H, H-3"), 6.86 (s, 1H, N=CH). RMN *C (125 MHz, DMSO-ds): 5 ppm
181.29 (Cq), 151.20 (CH), 150.03 (Cq), 149.96 (CH), 140.72 (Cq), 140.45 (CH), 135.09 (CH),
131.20 (CH), 130.37 (CH), 130.00 (Cq), 128.18 (CH), 124.16 (Cq), 124.03 (CH), 123.65 (CH).

2 CL-Fur (60g)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-(furan-2-ilmetileno)hidrazina-I-carbotioamida ~ (CL-Fur).  Sélido
amorfo laranja; rendimento: 45%. PF: 184-185 °C. Rf 0.54 (n-hexano/acetato de etila, 5:5).
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9.41 (s, 1H, NH), 8.91 (s, 1H, NH), 8.58 (d, J = 8.8
Hz, 2H, H-4, H-5), 8.17 (ddd, J = 8.4, 5.0, 2.9 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.86 — 7.84 (m, 4H, H-1, H-
2, H-7,H-8), 7.81 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-2"), 6.91 (s, 1H, N=CH), 6.90 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H-
4),6.56 (dd, J=3.5, 1.8 Hz, 1H, H-3"). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): 5 ppm 180.54 (Cq),
149.14 (Cq), 146.16 (CH), 135.19 (CH), 134.54 (CH), 129.40 (CH), 124.93 (Cq), 124.46 (CH),
115.58 (CH), 112.91 (CH).
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2 CL-Tio (60h)

(E)-N-(acridin-9-il)-2-(tiofen-2-ilmetileno) hidrazina- 1-carbotioamida ~ (CL-Tio).  Solido

amorfo laranja-avermelhado; rendimento: 53%. PF: 188 °C. Rf 0.44 (n-hexano/acetato de etila,
6:4). RMN 'H (500 MHz, DMSO-de): § ppm 9.28 (s, 1H, NH), 8.74 (s, 1H, NH), 8.40 (d, J
= 8.8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8.06 (ddd, ] = 8.6, 4.6, 3.2 Hz, 2H, H-3, H-6), 7.78 (d, J = 3.9 Hz, 4H,
H-1, H-2, H-7, H-8), 7.67 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H-2"), 7.21 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-4"), 7.13 (s, 1H,
N=CH), 6.99 (dd, ] = 5.0, 3.7 Hz, 1H, H-3"). RMN !3C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 180.49
(Cq), 146.99 (Cq), 139.43 (CH), 138.11 (Cq), 133.70 (CH), 132.84 (CH), 130.50 (CH), 128.96
(CH), 128.43 (CH), 127.08 (CH), 124.60 (Cq), 124.15 (CH).

2 CL-Indol (60i)
(E)-2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-(acridin-9-il) hidrazina- 1 -carbotioamida (CL-Indol).
So6lido amorfo vermelho; rendimento: 65%. PF: 164-165 °C. Rf 0.58 (n-hexano/acetato de etila,
3:7). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d¢): & ppm 11.64 (d, J=2.9 Hz, 1H, NH), 9.24 (s, 1H, NH),
8.53 (s, 1H, NH), 8.50 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-4, H-5), 8.32 - 8.27 (m, 1H, H-6’), 8.11 (t, J=7.7
Hz, 2H, H-3, H-6), 7.89 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, H-1, H-8), 7.81 (dd, ] = 8.7, 6.6 Hz, 2H, H-2, H-7),
7.50 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H-2"), 7.40 (dd, J = 6.3, 2.9 Hz, 1H, H-3"), 7.22 (dt, J = 7.5, 3.8 Hz,
2H, H-4’, H-5), 7.18 (s, 1H, H-20). RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds): § ppm 179.97 (Cq),
142.82 (CH), 137.37 (Cq), 134.34 (CH), 133.50 (CH), 128.95 (CH), 125.24 (Cq), 124.73 (CH),
124.04 (Cq), 123.34 (CH), 122.52 (CH), 121.48 (CH), 112.42 (CH), 110.91 (Cq).

?  CL-ndol (60j)
(E)-N-(acridin-9-il)-2-((2-metil- 1 H-indol-3-il)metileno) hidrazina- 1 -carbotioamida (CL-
InM). S6lido amorfo laranja; rendimento: 62%. PF: 185-186 °C. Rf 0.58 (n-hexano/acetato de
etila, 3:7). RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 11.52 (s, 1H, NH), 9.07 (s, 1H, NH), 8.31
(d, J=9.6 Hz, 3H, NH, H-4, H-5), 8.11 (d, J= 7.2 Hz, 1H, H-6"), 7.91 (t, ] = 7.7 Hz, 2H, H-3,
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H-6), 7.77 (d, T = 8.7 Hz, 2H, H-1, H-8), 7.68 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H-2, H-7), 7.30 (d, J = 7.2 Hz,
1H, H-3"), 7.16 (q, J = 6.4 Hz, 2H, H-4’, H-5"), 6.94 (s, 1H, N=CH), 1.83 (s, 3H, CH3). RMN
13C (125 MHz, DMSO-de): & ppm 180.16 (Cq), 149.81 (Cq), 142.29 (Cq), 141.64 (Cq), 140.52
(CH), 136.01 (Cq), 131.37 (CH), 130.16 (CH), 128.12 (CH), 125.16 (Cq), 124.56 (Cq), 124.07
(CH), 122.62 (CH), 121.37 (CH), 121.26 (CH), 111.49 (CH), 106.60 (Cq), 11.67 (CHs).

2 TA-H (61a)
(E)-2-benzilideno-N-(1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il) hidrazina- I-carbotioamida (TA-H).
Solido amorfo amarelo; rendimento: 52%. PF: 217-218 °C. Rf 0.53 (n-hexano/acetato de etila,
5:5). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): § ppm 9.21 (s, 1H, NH), 8.99 (s, 1H, NH), 8.43 (d, J =
9.9 Hz, 1H, H-5), 8.02 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-6), 7.88 — 7.82 (m, 2H, H-2""", H-6’), 7.79 (t, ] =
7.7 Hz, 1H, H-7), 7.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-8), 7.42 — 7.38 (m, 1H, H-4*""), 7.36 (dd, J = 8.2,
6.2 Hz, 2H, H-3*"’, H-5"), 7.12 (s, 1H, N=CH), 3.45 — 3.38 (m, 2H, H-4’, H-4""), 2.81 (dt, ] =
17.5,6.3 Hz, 1H, H-17),2.45 (dt,J = 17.5, 6.5 Hz, IH, H-1""), 1.95 (qq, ] = 8.1, 4.5 Hz, 2H, H-
3>, H-3""), 1.84 (dt, ] = 13.7, 6.8 Hz, 2H, H-2’, H-2’"). RMN *C (125 MHz, DMSO-ds): &
ppm 179.24 (Cq), 160.15 (Cq), 143.52 (CH), 133.96 (Cq), 133.01 (Cq), 131.06 (CH), 129.84
(CH), 128.97 (CH), 128.62 (CH), 125.09 (Cq), 123.84 (CH), 30.02 (CH>»), 24.69 (CH>), 21.06
(CH»), 20.87 (CHy).

2 TA-30H (61b)
(E)-2-(3-hidroxibenzilideno)-N-(1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il) hidrazina- I -carbotioamida
(TA-30H). Soélido amorfo amarelo; rendimento: 48%. PF: 204-205 °C. Rf 0.60 (n-
hexano/acetato de etila, 4:6). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): & ppm 9.47 (s, 1H, OH), 8.93
(s, IH, NH), 8.71 (s, 1H, NH), 8.00 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-5), 7.69 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-6), 7.50
(t,J=7.6 Hz, 1H, H-7), 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-8), 7.23 — 7.17 (m, 2H, H-2""*, H-6"), 7.12
(t,J=7.9 Hz, 1H, H-3"""), 6.78 (d, ] = 10.1 Hz, 2H, N=CH, H-4"""), 3.10 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H-
4, H-4""),2.76 (dt,J = 17.1, 6.6 Hz, 1H, H-1"), 2.36 (dt, J = 17.5, 6.3 Hz, 1H, H-1""), 1.93 (d,
J=6.6 Hz, 1H, H-2"), 1.86 (dd, ] = 12.6, 6.1 Hz, 1H, H-2""), 1.80 (d, ] = 6.4 Hz, 2H, H-3’, H-

3>*). RMN C (125 MHz, DMSO-ds): & ppm 179.90 (Cq), 160.72 (Cq), 157.94 (Cq), 147.70
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(Cq), 142.17 (CH), 140.25 (Cq), 135.28 (Cq), 130.69 (Cq), 129.95 (CH), 129.48 (CH), 129.12
(CH), 127.17 (CH), 123.99 (Cq), 122.77 (CH), 119.69 (CH), 117.91 (CH), 114.88 (CH), 33.81
(CH,), 25.08 (CHo), 22.74 (CHa), 21.94 (CHy).

4.5 Ancoramento molecular

As estruturas estudadas foram primeiramente tratadas com base na teoria semiempirica
no nivel PM6 usando o software Spartan 14. Depois de otimizados, foram submetidos ao estudo
de ancoramento molecular através do programa Gold 5.8.1. A ancoragem molecular foi
realizada com a acetilcolinesterase de enguia elétrica (PDB ID: 1¢2b); para BChE, um modelo
cristalografico de butirilcolinesterase de soro equino foi obtido no banco de dados do UniProt
/ Swiss-model pela modelagem por homologia. Os calculos teoricos foram conduzidos pelo
programa Gold, sendo o encaixe baseado nos residuos de Trp® e Trp®¢, descritos como
essenciais para os empilhamentos de elétrons no CAS e PAS. O ancoramento molecular foi
realizado considerando os receptores, como moléculas rigidas, enquanto os ligantes foram
tratados como flexiveis. Os resultados de encaixe foram analisados e as interagoes
intermoleculares utilizadas como parametros para medir a energia de afinidade com o alvo
(score). O conformero com maior pontuagdo e mais reprodutivel foi investigado pelo programa
Pymol 2.3.2, distancia e tipo de interagdo com a macromolécula foram tratados para analise do

ancoramento molecular (JIANG et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

4.6 Atividade antioxidante

Os derivados CLs estudados neste capitulo foram avaliados quanto ao seu potencial
antioxidante usando o ensaio com DPPH (SALGUEIRO & CASTRO, 2016). Todas as solucdes
estoques dos compostos utilizadas nos ensaios foram preparadas em metanol (§ mM). Em
seguida, uma solu¢do estoque de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH, 10 mM em metanol) foi
preparada. Inicialmente para o screening em concentracao fixada (100 pM), em uma placa de
96 pocos de fundo plano, foram adicionadas uma aliquota equivalente a 100 uM de DPPH e o
volume final de cada pogo (200 upL) foi ajustado com metanol (controle negativo).
Posteriormente, foram adicionadas as solu¢des dos derivados a serem avaliados (100 pM), 100
uM de DPPH e o volume final de cada pogo foi ajustado com metanol (200 pL), sendo esse
procedimento realizado em triplicatas. As placas foram incubadas sob abrigo de luz durante 30
minutos, ¢ as leituras foram realizadas em espectrofotometro ELISA (iMark, Bio-Rad), com

UV fixo em 520 nm. A atividade antioxidante foi calculada como porcentagem referente a
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média dos valores de absorbancia medidos para o controle tratado com metanol, descontada

dos valores de referéncia em branco, de acordo com a seguinte equacao:

AAY%= 100 — 225A-A4DsB 100
AbsB

*Onde: AbsA representa a absorbancia da amostra com a solu¢do do radical DPPH, AbsB

representa o branco do ensaio, sendo este a absorbancia do DPPH em solucao metanolica.

4.7 Estudo da complexacio dos derivados frente a Cu?*, Zn**, AP* e Fe**

Os compostos derivados acridinicos (CL-01, CL-03, CL-04, CL-05, CL-06, CL-F, CL-
DiTerc e CL-InM) foram avaliados quanto a sua capacidade de complexagio com Cu**, Zn**,
Fe’*e A" (FU et al., 2016; KAMEL et al., 2019). Solugdes estoque dos metais (Cu**, Zn**, Fe**
e AIP) (1 mM) foram preparadas em agua (tampdo Tris/HCl, pH = 7,5) enquanto as solugdes
estoque dos compostos estudados (1mM) foram preparadas em metanol UV-HPLC. Aliquotas da
solugdo estoque dos compostos estudados foram diluidas a 20 uM em 3ml de mistura metanol/H20
(50/50, v/v, Tris/HCI pH = 7,5). Os espectros de UV-vis foram obtidos em espectrofotdmetro
JASCO J-818 utilizando cubetas de quartzo com as quatro faces polidas e caminho 6tico de 1,0

cm. Todos os espectros foram plotados utilizando o programa Origin 6.0.

4.8 Citotoxicidade em células de neuroblastoma SH-SYSY
4.8.1. Preparo das amostras para o ensaio de citotoxicidade em MTT

Para cada amostra em estudo, uma solugdo mie em dimetilsulfoxido (DMSO) foi preparada e
diluida utilizando meio de cultivo para concentragdes nos valores de 12,5, 25 ¢ 50 pM. A amostra
representando o branco/veiculo foi preparada utilizando 20 pL. de DMSO puro e 1980 uL de meio de
cultivo, representando 1% de DMSO.

4.8.2 Cultivo das células derivados de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)

Foram utilizadas células da linhagem imortalizada de neuroblastoma humano (SH-SYSY —
ATCC: CRL-2226; BCRJ: 0223) para avaliacdo de citotoxicidade. As linhagens foram cultivadas
utilizando meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) e F12 na proporcao 1:1,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de estreptomicina/penicilina. A cultura foi
mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO> e 95% de ar atmosférico.

O cultivo foi realizado variando entre garrafas de 25 e 75 cm? em meio DMEM:F12 10%,
substituido a cada 48 horas, até que as células atingissem a semi-confluéncia (> 70%). A passagem
celular foi realizada com auxilio da solucdo de tripsina-EDTA/0,25% (NOVA BIOTECNOLOGIA) ¢

dividida entre volumes de 5 ou 8 mL de cultivo conforme as respectivas garrafas utilizadas.
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4.8.3. Ensaio de citotoxicidade pelo método em MTT
O ensaio de citotoxicidade avaliou a viabilidade celular pelo ensaio de redugdo de brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT). Os protocolos e calculos que fundamentaram o

ensaio sdo 0s mesmos descritos no capitulo anterior.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS GERAIS

Este trabalho se propds a explorar biologicamente novos derivados
tiossemicarbazonicos-acridinicos. Planejados a partir de duas propostas farmacodinamicas, se
objetivou a potencializar interacdes com as enzimas-alvo topo Ila, quando o objetivo estava
direcionado a compostos antiproliferativos, e as colinesterasicas, quando a proposta era a DA,
pela hibridacdo do nticleo acridinico a subunidades aromaticas derivadas da tiossemicarbazona.
Ambas as propostas tomaram como base modelos farmacoféricos de inibidores conhecidos.

Os capitulos 1 e 2 apresentaram trinta e oito derivados tiossemicarbazonico-acridinicos
avaliados quanto ao perfil citotoxico frente a seis linhagens celulares tumorais. De modo geral,
os derivados indicaram baixo perfil citotoxico, com destaque para a linhagem celular resistente
Lucena-1. Oito dos dez compostos avaliados frente a enzima topo Ila apresentaram perfis
qualitativos interessantes a inibicdo, quando comparado a amsacrina. Estudos tedricos
apontaram que restri¢des estéreo-eletronicas da cavidade enzimadtica direcionada a subunidade
do benzilideno, assim como, alteragdes no perfil eletronico do nucleo acridinico poderiam
justificar o perfil ndo inibitdrio apresentado para os dois derivados. Avaliagdes de toxicidade
aguda ndo clinica realizadas para cinco derivados ndo indicaram sinais graves de toxicidade
e/ou morte dos camundongos, na dose avaliada. Quando comparados a outros derivados
tiossemicarbazdnicos, os novos derivados apresentaram perfil citotoxico modesto. Estudos
farmacocinéticos, como o de permeabilidade celular, estdo sendo realizados para propiciar um
melhor entendimento sobre possiveis limitacdes do arcabougo proposto, dado os destacados
perfis enzimaticos encontrados.

O terceiro capitulo parte de um screening anticolinesterasico dos derivados do primeiro
capitulo. Os compostos da série ndo substituida na acridina (CL) apresentaram melhor perfil de
atividade, subsidiando o planejamento de doze novos derivados propostos e sintetizados
visando alteragdes na subunidade benzilidénica, assim como incorporagdo da tetraidroacridina
e de perfis bioldgicos adicionais como, por exemplo, antioxidante. Os resultados inibitorios
indicaram reprodutibilidade no perfil frente a BChE para os novos derivados, com destaque na
atividade para o CL-DiTerc. Seis derivados foram avaliados quanto ao perfil citotoxico frente
as células de neuroblastoma SH-SYSY, ndo indicando citotoxicidade destacada em 50 uM.
Estudos adicionais indicaram o CL-DiTerc como um promissor anti-DA, dado o perfil
antioxidante, ndo citotoxico e a capacidade de complexar ions metalicos (Zn**, Cu**, Fe** e

APP"). As perspectivas para este capitulo incluem a realizagdo de ensaios in vitro de
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neuroprote¢do induzida por agregacdo de placas B-amildide para o CL-DiTerc, assim como,
ensaios farmacocinéticos (em andamento) buscam informagdes sobre a capacidade do derivado

em permear células da barreira epitelial intestinal (Caco-2) e endotelial cerebral (hCMEC/D3).
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