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RESUMO

Um dos maiores desejos da atualidade, dentre os pesquisadores da area de quimica
medicinal, estd voltado para descoberta de um farmaco eficaz para o tratamento do
cancer, uma das maiores causas de morte no mundo. Farmaco esse seguro, capaz de ndo
provocar efeito colateral e que traga maior conforto ao paciente durante o periodo de
tratamento. Esse desejo vem incentivando pesquisas no mundo inteiro, numa
perspectiva de buscar cura ou um tratamento eficaz. Dessa forma, pensando na
problematica que esse trabalho procurou desenvolver uma série de novos compostos,
partindo de nucleos ja privilegiados pela literatura, como o indol, dirigido para atividade
antitumoral. Entdo, foram sintetizados 8 compostos a partir de reagdes de condensagao
de diferentes grupos metilenos com aldeidos-indo6licos em meio etanolico e basico. As
reagdes apresentaram bons rendimentos entre 52 a 80%, com bons parametros de pureza
baseado em seus intervalos de temperatura de até 4° C na fixa de fusdo, atendendo as
regras de Lipinsk em seu equilibrio hidrofilico-lipofilico. Apenas 4 dos 8 compostos
tiveram suas estruturas confirmadas através de técnicas espectroscopicas, sendo esses
MAO02, CAIC, ICIP e ICMD, apresentando bandas de absor¢do nos espectros de IV e
RMN e massa esperadas. Todos os compostos foram submetidos ao teste de
citotoxicidade utilizando eritrocitos humanos do tipo O+, baseando-se na capacidade
das molécula causarem lise celular, sendo os compostos com maior capacidade de
hemolise ICIP, M2 e M3, se aproximando mais do valor de referéncia esperado de 30%.
Visando os possiveis efeitos antitumorais, os compostos foram submetidos a estudos
computacionais de interagdo molecular no alvo Topoisomerase llo. utilizando a
metodologia do docking. O composto ICIP se destacou com melhores resultados de
interacdo com o alvo, privilegiando o grupamento isopropilico que foi o principal
responsavel pela formacdo do complexo entre alvo e molécula e que ndo faz parte da
estrutura molecular dos demais compostos. Os resultados de atividade citotoxica ndo
alcangaram o valor padrdo de 30%, porém apresentaram resultados proximos para os
compostos ICIP, M2 e M3, abrindo margem para realizagdo de outros testes para analise
de possiveis mecanismos diferentes de lise celular a partir desses compostos.

Palavras-Chave: Derivados acrilatos-indolicos. Composto promissor. Docking
Molecular.



ABSTRACT

One of the greatest desires of today, among researchers in the field of medicinal
chemistry, is aimed at finding an effective drug for the treatment of cancer, one of the
biggest causes of death in the world. This drug is safe, not to cause side effects and to
bring greater comfort to the patient during the treatment period. This desire has been
encouraging research worldwide, with a view to seeking healing or effective treatment.
Thus, thinking about the problem that this work sought to develop a series of new
compounds, starting from nuclei already privileged in the literature, such as indole,
directed to antitumor activity. Then, 8 compounds were synthesized from condensation
reactions of different methylene groups with aldehydes-indoles in ethanolic and basic
medium. The reactions presented good yields ranging from 52 to 80%, with good purity
parameters based on their temperature ranges of up to 4 ° C in the melt fixture,
following the Lipinsk rules in their hydrophilic-lipophilic equilibrium. Only 4 of the 8
compounds had their structures confirmed by spectroscopic techniques, such as MA02,
CAIC, ICIP and ICMD, with absorption bands at expected IR and NMR and mass
spectra. All compounds were submitted to a cytotoxicity test using human O +
erythrocytes, based on the ability of the molecules to cause cell lysis, with the
compounds with the highest capacity for hemolysis ICIP, M2 and M3 being closer to
the expected reference value of 30%. Aiming at the possible antitumor effects, the
compounds were submitted to molecular interaction computational studies on the
Topoisomerase Ila target using the docking methodology. The ICIP compound showed
the best interaction results with the target, favoring the isopropyl grouping that was the
main responsible for the formation of the complex between target and molecule and that
is not part of the molecular structure of the other compounds. The results of cytotoxic
activity did not reach the standard value of 30%, but presented close results for the
ICIP, M2 and M3 compounds, opening the possibility for other tests to analyze different
mechanisms of cell lysis from these compounds

Keywords: Acrylates-Indolic Derivatives. Promising compound. Molecular docking.
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1. INTRODUGAO

Devido aos avangos tecnologicos dos ultimos tempos, a ciéncia tem ganhado
meios de desenvolver novas pesquisas, dentre essas, pesquisas que foquem em doengas
onde a cura ¢ de extrema dificuldade e o tratamento ofereca desconforto ao paciente.
Cerca de 85% dos compostos bioativos da atualidade sdo de origem sintética, e assim se
torna claro o quao importante ¢ a pesquisa de novos compostos bioativos que ofereca
maior probabilidade de cura e melhores meios de tratamento, como no caso dos

diversos tipos de cancer (BARREIRO et al., 2009).

Uma vez que o cancer tem acometido mais pessoas nos Ultimos anos, e tem se
caracterizado como umas das principais causas de morte global, onde a estimativa de
acometidos para o ano de 2019 seja de aproximadamente 22 milhdes de casos, € que a
cada seis mortes uma serd causada pelo cancer, este se torna uma problematica cada vez

maior, tomando a atencdo das pesquisas medicinais atuais (WHO, 2019).

Dessa forma, pensando nos tratamentos que a medicina lanca mao, se t€m
algumas modalidades terapéuticas disponibilizadas, dentre elas as mais comuns sao a
quimioterapia, a cirurgia e radioterapia (BARRETO et al., 2010). A primeira ¢ a
modalidade a mais utilizada, ja que oferece uma maior probabilidade de cura, paliacdo e
controle do crescimento celular exagerado (SAWADA et al., 2009). Consistindo na
administragdo de um conjunto de drogas que atuam em nivel celular, onde algumas
delas ndo sdo seletivas, muitas das vezes apresentando alto grau de toxicidade ndo
apenas para as células malignas como também aos tecidos saudaveis (SANTOS et al.,
2001).

Sanchez (2016), afirma que a maioria dos agentes quimioterapicos sdo derivados
de nucleos biologicamente ativos capazes de interagdo com o DNA das células
cancerigenas, dentre esses destacam-se os nucleos piridinicos, quinilinicos, acridinicos e
indolicos, apresentando atividades como antimalarico, antiprotozoarios, antibactericidas
e antitumorais. De modo complementar, Pedrosa (2017), afirma que os compostos
indolicos sdo bons ligantes ao DNA, e dessa forma, sdo bem citados quanto a sua

atividade anticancerigeno.

Segundo Oliveira e colaboradores (2017), em seu trabalho intitulado “Sintese,

avaliagdo da atividade antiproliferativa, mecanismos de morte celular e ensaio de
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inibicdo da topoisomerase em derivados indodlicos Tiosemicarbazonas e 4-
tiazolidinonas”, a atividade antiproliferativa de derivados indolicos esta ligada acdes nas
células de replicagdo como inducdo da apoptose, interagdo com DNA e inibigao
enzimatica da topoisomerase llo, esta ¢ responsdvel por papéis essenciais no
desencadeamento, no controle da replicagdo e na reparagdo de uma série de problemas
passiveis de ocorrer com o DNA durante o processo de multiplicacdo, diferenciacao e
da sobrevivéncia da célula tumoral. Essa informacdes foram obtidas a partir da
avaliacdo de seus compostos em oito linhagens de células tumorais humanas, onde
resultados promissores em seus compostos foram descobertos (OLIVEIRA, et al.,
2017).

Assim, devido a sua diversidade estrutural, os derivados indolicos tém se
tornado um foco de grande importancia para a sintese ¢ desenvolvimento de candidatos
que sejam ativos biologicamente e que apresentem possivel seguranca nos tratamentos

destinado ao cancer (FERNANDES, 2016).

Pensando em tudo isso, a quimica medicinal atua aliando a pesquisa a pratica,
apresentando papel importante por trazer consigo diversas estratégias no processo de
planejamento desses novos farmacos. Fornecendo informacdes sobre os processos
evolutivos de reconhecimento molecular fortalecendo ainda mais as bases que sdo
fundamentais para o entendimento, esclarecendo as diversas propriedades dos

compostos bioativos, como poténcia, afinidade e a seletividade (SANGI et al., 2016).

Diante do que foi exposto, esse trabalho objetivou desenvolver uma série de
derivados acrilatos-indodlicos, formando novas entidades quimicas com possivel acdao
antitumoral. A partir desses compostos foram realizados estudos in silico utilizando o
docking molecular como ferramenta, para analise das possiveis interagdes dos
compostos com um dos principais alvos para o cancer: a Topoisomerase 1/ a.

Essa andlise nos permite prever as possiveis ligacdes da molécula com seu sitio
ativo, quais os pontos de ligacdo e a sua orientacdo dentro do alvo. Sendo também
realizado uma analise prévia da toxicidade, diante de um ensaio de citotoxicidade por
hemolise em eritrocitos humanos. Assim, para se ter conhecimento do quao toxica
seriam essas moléculas na corrente sanguinea, se baseando na relacao entre hemolise e
na danificacdo das proteinas celulares, levando em consideragdo que ¢ um teste

importante, pois a maioria dos farmacos para o tratamento do cancer possuem acdo
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sistémica e apresentam algum tipo de toxicidade a nivel celular que pode causar reagdes

secundarias maléficas para o paciente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Sintetizar e avaliar as propriedades fisico-quimicas, estruturais e atividades

biologicas de novos derivados acrilatos-indolicos.
2.2 Objetivos Especificos

Promover a sintese quimica de novos compostos derivados acrilatos-indélicos
Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos sintetizados;
Elucidar estruturalmente os compostos através de RMN e 'H e "°C, Infravermelho e
Massa;

Realizar testes de citotoxidade em eritrocitos humanos;

Realizar estudo in silico no alvo topoisomerase 1la: Docking molecular.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 O Cancer
3.1.1 Uma Visao Geral

Muitas defini¢des sobre o cancer sao relatadas na literatura, dentre cla a de
Schadeck e colaboradores (2012), onde afirmam que o cancer ¢ uma patologia celular
na qual uma tnica célula perde a capacidade de se auto reconhecer, perde também sua
diferenciacdo, a funcionalidade, passando por diversas replicagdes celulares (mitose),
formando entdo um aglomerado de células, que ird formar uma massa de tecidos, com
ou sem capacidade de vascularizagdo e nutricdo, denominando-se tumor ou lesdo
cancerigena (SCHADECK et al., 2012).

Atualmente, a definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia,
especificamente aos tumores malignos, como sendo uma doenga caracterizada pelo
crescimento descontrolado de células transformadas (ALMEIDA et al, 2005), como ¢

demonstrado na figura 1 e 2 a seguir.

Figura 1: Divisdo celular desordenada causada pelo processo cancerigeno.

Orgéo prieengen
Tecido Tecido et
nfiltradc

Fonte: ALMEIDA et al., 2005.

Figura 2: Transformagdo de uma célula normal para uma célula cancerigena.

-
Ceélula Mormal Célula Cancernsa

Fonte: ALMEIDA et al., 2005.
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Essa patologia é causada primariamente por modificagdes genéticas adquiridas
por fatores externos e nao como uma doenca genética passada de geracdo a geracao.
Essas modifica¢des sdo principalmente mutagdes no DNA das células somdticas que se
propagam por mitose (tipo de divisdo celular). Os genes que promovem a divisdo
celular estdo ativos na célula embrionaria, mas inativos nas células adultas. No entanto,
se sofrem alguma mudanga, que possa ativa-los em momentos inadequados, eles se
transformam em oncogénese e provocam o cancer, como ¢ observado na figura 2, uma
célula saudavel a partir de determinado estimulo sofre alteragdes sucessivas até chegar
ao estagio de uma célula “modificada” para o organismo (PRADO et al., 2014).

Com a uma constante multiplicagao celular, ha a necessidade de que novos vasos
sanguineos sejam formados para que haja a nutricdo destas células, em um processo
denominado angiogénese. A manuten¢do e o acimulo de massa dessas células formam
os tumores malignos e elas também podem adquirir a capacidade de se desprenderem do
tumor e de migrarem. Assim invadem inicialmente os tecidos vizinhos, podendo chegar
ao interior de um vaso sanguineo ou linfatico e, através destes, disseminarem-se,
chegando a 6rgaos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases
(ALMEIDA et al., 2005).

Tendo como principal objetivo o crescimento ¢ a divisdo celular de forma
perfeita, o processo passa a ser dividido em quatro fases na tentativa de diminuir os
erros: onde a primeira fase ¢ conhecida como G1 (gap ou intervalo) que ¢ a fase de pos-
mitotica, quando ocorre a sintese de proteinas, RNA (acido ribonucleico) e o
crescimento celular; S, que ¢ a fase durante a qual ocorre a sintese de DNA, dando
origem a dois conjuntos separados de cromossomos, um para cada célula-filha; G2 ¢ a
fase pré-mitotica, durante a qual a sintese de RNA e de proteinas continua; ¢ M, fase de
mitose ou divisdo celular. A fase GO ¢ um periodo de descanso ou fase de repouso na
qual a célula ndo se divide (PEDROSA, 2017).

Através da figura 3, € possivel a observagao ciclo celular e suas fases para que a

célula gere novas células cancerigenas.
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Figura 3: Representagdo do ciclo de replicagao celular e suas fases

Inicio do ciclo
A celula ndo entra
em divisao

G,
Ponto de checagem M ’ Ponto de checagem G,
. -
Divisso Nucleare 7
Citoplasmatica ’
M G,
G, S
'l
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Fonte: FERNANDES, 2016.

A principal fungdo do ciclo celular ¢ garantir que o DNA seja fielmente
duplicado durante a fase S e que copias idénticas dos cromossomos sejam igualmente
distribuidas entre as células-filhas durante a mitose. Quando ocorre algum erro ou um
dano na replicacdo, reparagdo do DNA ou alguma anormalidade cromossOmica, as
células interrompem a progressao do ciclo celular até que ocorra o reparo. No entanto,
se 0 dano ao DNA ou ao cromossomo for extenso e a reparacdo inviavel, a célula inicia
o mecanismo de apoptose, onde estd programa a sua propria morte na tentativa de
regular o seu ciclo sem que as proximas células filhas geradas apresente o material
genético danificado (PEDROSA, 2017).

Os fatores de risco de cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou
podem ser hereditarios. A maioria dos casos (cerca de 80%) estdo relacionados ao meio
ambiente, onde encontramos um grande numero de fatores de risco. Entende-se por
ambiente, o meio em geral (4gua, terra e ar), o ambiente ocupacional (quando
insalubre), o ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) e o ambiente de
consumo (alimentos, medicamentos). As mudancas provocadas no meio ambiente pelo
proprio homem, os habitos e estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar
os diferentes tipos de cancer (ALMEIDA et al., 2005). Héabitos como fumo, a vida
sedentaria, a dieta rica em alimentos gordurosos ou pobres em vegetais e frutas que,
associados a fatores genéticos, podem levar ao desenvolvimento do cancer. Além disso,
virus como o da hepatite B (contra o qual existe vacina) ¢ o virus do Papiloma Humano
(HPV) também estao ligados ao aparecimento do cancer (JURBERG et al., 2006). A
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tabela 1 correlaciona os diversos tipos de cancer e os fatores envolvidos em suas

ocorréncias.

Tabela 1: Exemplos de tipos de cancer e fatores possivelmente envolvidos.

Mama Susbtancial Uso de contraceptivos ¢ estilo de vida
Prostata Susbtancial Alimentacdo, obesidade e cigarro
Pulmao 90% Cigarro e poluigao

Melanoma 75% Exposi¢ao Solar
Tireoide 72% Dieta pobre em iodo, radiacao local
Renal 58% Cigarro, obesidade e radiagdo local
Intestinal 61% Alcool, alimentagao e cigarro

Fonte: FERNANDES et al., 2016; Fonte modificada da referéncia.

A Organizacao Mundial da Satde ao incluir o cancer entre as situagdes cronicas
de saude, afirma que estas sdo persistentes, deixam incapacidade residual, causadas por
alteragdo patoldgica ndo reversivel. Além do mais, requerem treinamento especial do
paciente para reabilitacdo. Embora, as neoplasias malignas ainda tenham o estigma de
letalidade e mutilacdo, o avango nos tratamentos, aliado a um diagndstico cada vez mais
precoce, tem elevado, consideravelmente, os indices de sobrevida as pessoas que
vivenciam esta situacdo cronica de saude (CARDOSO et al., 2012).

Estatisticamente, em pesquisa realizada pela Organizagdo Mundial da Saude, o
cancer ¢ a terceira causa de obitos no mundo com 12%, matando cerca de 6,0 milhdes
de pessoas por ano. Atualmente, ¢ a segunda causa de morte por doenca no Brasil.
Existem quase 200 tipos que correspondem aos varios sistemas de células do corpo, os
quais se diferenciam pela capacidade de invadir tecidos e 6rgdos, sejam estes vizinhos
ou distantes (ALMEIDA et al, 2005). Na tabela 2, sdo apresentado dados relativos a
estimativa de cancer para o ano de 2019 e os géneros mais afetados pela enfermidade

fornecidos pelo INCA.



Tabela 2: Estatisticos de cancer para 2019 ¢ os tipos mais comuns.

Fonte: INCA 2019 Fonte modificada da referéncia.
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Segundo o INCA, esses indices tendem a crescer nos proximos anos, levando a
mais pessoas acometidas pela doenca, consequentemente elevando o ntmero das
pesquisas relacionadas ao cancer e a sua cura, trazendo esperancas de novas
descobertas, o que facilitaria o tratamento para o paciente e como lidar com todo o
processo de uma forma melhor para a familia. Ainda de acordo com o mesmo, conhecer
informagdes sobre o perfil dos diferentes tipos de cancer e caracterizar possiveis
mudangas do cenario ao longo do tempo sdo elementos norteadores para agdes de
Vigilancia do Céancer, tornando-se um componente estratégico para o planejamento
eficiente e efetivo dos programas de prevengdo e controle de cancer no Brasil (INCA,
2019).

O diagnostico de cancer tem, geralmente, um efeito devastador na vida da
pessoa que o recebe, seja pelo temor as mutilagdes e desfiguracdes que os tratamentos
podem provocar, seja pelo medo da morte ou pelas muitas perdas, nas esferas
emocional, social e material, que quase sempre ocorrem (DA SILVA, 2008). Pensando
entdo numa forma de apresentar melhores chances de cura e em oferecer um processo

de tratamento mais tranquilo que as pesquisas se voltam para a 4rea e crescem a cada

dia.

3.2 Tratamentos disponiveis para o Cancer

O tratamento do cancer pode ser realizado mediante varias modalidades
terapéuticas, como quimioterapia, radioterapia, cirurgia, hormonioterapia e
imunoterapia, que podem ser utilizadas combinadas ou ndo (BARRETO et al., 2010).

A quimioterapia constitui uma das modalidades de maior escolha para produzir
cura, controle e paliagdo. Esse tratamento envolve o uso de substancias citotoxicas,
administradas principalmente por via sistémica (SAWADA et al, 2009). Este
tratamento consiste na administragdo de quimioterapicos, que constituem um grupo de
aproximadamente 300 drogas que atuam ao nivel celular para impedir o crescimento das
células mutantes. Todavia, estas drogas ndo sdo seletivas, sendo toxicas aos tecidos
sadios, principalmente aqueles de rapida proliferacdo celular, causando todos os
desafios da terapia, como as diversas reagdes adversas e desconfortos com os quais os
pacientes sdo desafiados durante o processo de tratamento (DOS SANTOS et al., 2001).

Outra técnica ¢ a cirrgica que leva a remogao de tumores com eficacia, porém

no caso de quadros de metastase apenas a remog¢do do tumor ndo ¢ suficiente, sendo
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utilizado formas de tratamento em conjunto, como a unido da quimioterapia ou
incluindo até um transplante de medula (ALMEIDA et al., 2005).

Por ultimo, outra terapia largamente utilizada ¢ a radioterapia, exercendo seus
efeitos no local da aplicagdo e atuando no DNA das células atingidas, impedindo a
multiplicagdo dessas e/ou induzindo sua morte por apoptose. Essa terapia ¢ menos
agressiva as células normais que a quimioterapia, visto que essas células possuem maior
capacidade de reparo do DNA que as malignas e, também, a radioterapia ndo ¢ um
tratamento sistémico, pois atinge apenas as c¢lulas que se localizam na regido para a
qual a radiacdo ¢ direcionada (BARRETO et al., 2010).

Atualmente, ¢ possivel encontrar diversos farmacos que sdao utilizados para
prevenir ou desacelerar o crescimento desenfreado dessas células tumorais. Segundo
Lang (2013), esses farmacos sdo antimetabolitos, ou seja, exercem seus efeitos sobre o
metabolismo intermediario das células em proliferacdo bloqueando bioquimicamente a
sintese do DNA, podendo também agir como inibidores enzimaticos influenciando
também no metabolismo, ou agir de forma direta no DNA ou no RNA. (LANG et al.,
2013). Na figura a seguir estdo esquematizados as principais classes de farmacos

utilizados para o tratamento do cancer.

Os compostos citotoxicos utilizados na clinica para o tratamento de diversos
tipos de cancer podem apresentar tanto um ciclo-celular especifico quanto um nao
especifico, sendo ambos relacionados ao DNA. Tendo como alguns exemplos: O
metotrexato que ¢ um agente antimetabolito utilizado clinicamente no tratamento do
cancer; o alcaloide taxol advindo de um produto natural; e as mostardas nitrogenadas
que sdo agentes alquilantes, essas se caracterizam como pioneiras no tratamento do
cancer, sendo amplamente estudado por diversos pesquisadores e utilizado em larga
escala ainda na atualidade, estruturas essas observadas nas figuras a seguir (ALMEIDA
et al., 2005).



23

Figura 4: Estruturas Moleculares do Taxol e do antimetabdlito Vimblastina.

Taxol Vimblastina
Fonte: FERNANDES, 2016.

Figura 5: Estruturas das mostardas nitrogenadas.
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Fonte: ALMEIDA et al., 2005.

Avangos foram realizados no tratamento do cancer, mas ainda persistem os
efeitos colaterais nas células normais de crescimento rapido. As consequéncias clinicas
sdo a indugdo de nauseas e vomitos, lesdo de esdfago, lesdo de estomago, fraturas, ma
nutricdo, desequilibrio hidro-eletrolitico e &4cido-basico, que muitas vezes levam a
recusa do paciente a continuar os ciclos do tratamento, comprometendo a eficacia do

mesmo. (SAWADA et al., 2009).

3.3 O DNA como alvo para o Tratamento do Cancer
Os agentes antineoplasicos mais antigos e mais usados sdo conhecidos como
agentes alquilantes que, comprovadamente, interagem quimicamente com o DNA e nao
sdo ativos somente no processo de divisao celular. De fato, na quimioterapia sdo
descritos muitos alvos que podem ser estudados com o intuito de se estabelecer novos
farmacos antitumorais, sendo que o DNA se apresenta como um dos alvos mais

estudados (ALMEIDA et al., 2005).
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O DNA ¢ um receptor celular essencial por ser a molécula alvo para a maioria
das terapias anticancer e antivirais. A ligacdo de moléculas ao DNA pode conduzir
alteragdes nas propriedades estruturais, afetar a sua transcri¢do, replicacdo, expressao de
informacdes genéticas nas células e, assim, influenciar a sua funcdo fisiologica. Muitos
compostos antineoplasicos se ligam ao DNA, alterando a sua replicacdo e inibindo o
crescimento das células cancerigenas. Dessa forma, o estudo de agentes como
potenciais ligantes ao DNA tem sido amplamente utilizado na concepcdo de fdrmacos,
em especial antitumorais, ja que um grande numero de moléculas atualmente utilizadas
exerce seus efeitos anticancerigenos por atuagao no DNA (PEDROSA et al., 2017).

Dentre esses agentes quimioterapicos os derivados com nucleo ind6l (Figura 6),
vem se destacando por apresentar boas atividades farmacologicas como antimalarico,
antiprotozoario, antibactericida e também como antitumorais. Sua estrutura ¢ formada
por anéis aromaticos, sendo um deles um heterociclico nitrogenado e, com um ou dois
grupos substituintes que proporcionam alta estabilidade de ressonancia (SANCHEZ et
al., 2000).

Figura 6: Exemplo do niicleo Indol.
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Fonte: Proprio Autor.

3.4 Nucleo indol e seus derivados
A quimica do indol teve inicio com a investigacdo da estrutura do indigo, um
corante azulado extraido de plantas do género /ndigofera. Em 1866, Baeyer ¢ Knop
sintetizaram pela primeira vez o indol a partir da reagdo de oxidacdo do indigo,
obtendo-se a isatina seguido por duas etapas de redugdo, formando o intermediario oxi-

indol e por fim o indol, representado na figura a seguir (PEDREOSA et al., 2017).
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Figura 7: Reagdo de obtengao do nucleo indol a partir da reagdo do indigo.
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Fonte: PEDROSA., 2017.

O sistema indolico consiste em um esqueleto aromatico heterociclico encontrado
em varios compostos organico, como ¢ observado na figura a seguir no aminoacido
triptofano (a), no anti-inflamatério indometacina (b) ¢ no bloqueador beta adrenérgico

pindolol (¢) (FERNANDES, 2016).

Figura 8: Estruturas de compostos biologicos contendo o anel indol.
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Fonte: Fernandes, 2016.

Os derivados do indol também sdo bem citados quanto a sua atividade
anticancer. Esses compostos apresentam importancia na fisiologia celular e tém sido
sintetizados também para serem usados com compostos intermediarios. Esses derivados
sdo também relatados com varias atividades biologicas, como anticancer, antioxidante,
anti-HIV, anti-inflamatério, analgésico, antipirético, anticonvulsivante, entre outras

(PEDROSA, 2017).

Neste contexto, os compostos heterociclicos indolicos sdo considerados bons
ligantes a0 DNA devido a presenca do atomo de nitrogénio possuir um par de elétrons

localizado. Interagcdes ndo covalentes com outras moléculas podem ocorrer através do
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grupo NH e do empilhamento n-n de elétrons, na por¢do do anel aromatico do indol
caracteristicas relevantes relatadas para compostos ligantes ao DNA (PEDROSA,
2017).

Devido a sua grande diversidade estrutural, os indo6is tornaram-se um foco
importante para a sintese e funcionalizacdo de compostos biologicamente ativos. O anel
indol ¢ considerado como a porcdo da estrutura responsavel pelas propriedades
anticancer de diversos compostos farmacologicamente ativos. Indois derivados de
produtos naturais, assim como produtos sintéticos e semi-sintéticos tém sido descritos
como agentes bloqueadores da mitose devido a sua atividade sobre a polimerizacao de
tubulina. Atribui-se esta inibi¢cdo a interacao destas moléculas com o sitio da colchina.
Desta forma, compostos contendo o sistema indol como estrutura central sdo de especial
para o tratamento do cancer (FERNANDES, 2016).

Oliveira (2017), realizou um estudo recente onde sintetizou uma série de
derivados denominados de 4-tiazolidinonas, derivados estes indolicos que tiveram sua
atividade anticancerigena analisada perante oito linhagem de células de diferentes tipos
de cancer, constatando o composto 52 presente na figura 8, ¢ um composto promissor,
apresentando o melhor resultado em interagio com o DNA e inibi¢do da enzima
topoisomerase Ila, como pode ser observado na figura 9 a seguir (OLIVEIRA et al.,
2017).

Figura 9: Estrutura do composto 52
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2017.
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O autor ainda relata uma atividade do composto no ciclo celular de células
tumorais, especificamente na fase G2/M, que sdo a fase pré-mitotica e mitdtica onde ha
a replicacdo do material genético da célula, o que faz com que o estudo possa predizer
que esse composto pode apresentar-se como um farmaco utilizado para tratamento do

cancer.
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3.5 Topoisomerase como alvo principal para o tratamento do cancer

DNA e as topoisomerases sdao alvos bem estabelecidos para muitos compostos
organicos existentes e as suas interagdes simultdneas nas interfaces entre as
biomoléculas sdo amplamente exploradas para a sintese de compostos promissores com
atividade antitumoral, uma vez que esses compostos podem induzir a parada do ciclo de
replicacdo e desencadear a apoptose celular (GOUVEIA et, al; 2018).

Ainda segundo Liang e colaboradores (2019), dentre todos os varios alvos
moleculares para o tratamento do cancer, o DNA e as topoisomerases apresentam-se
como alvos favoraveis e adequados ja que apresentam papéis essenciais no
desencadeamento, no controle da replicagdo e na reparagao de uma série de problemas
passiveis de ocorrer com o DNA durante o processo de multiplicagdo, diferenciagdo e
da sobrevivéncia da célula tumoral. (LIANG et, al; 2019).

De fato, o extraordindrio comprimento do DNA e sua estrutura helicoidal dupla
apresentam sérios problemas durante os processos de transcricdo, replicagdo,
recombinagdo ¢ segregacdao cromatidica. As fopoisomerases do DNA atuam abrindo
passagens transientes, com pontes de proteinas, simples ou duplas através das quais a
fita de DNA pode ser passada a fim de resolver os problemas topologicos ¢ aliviar o
estresse de tor¢ao acumulado em todas as transacoes celulares da molécula de DNA
(BASSI et, al., 2000).

Sendo as fopoisomerases essenciais a todos os dominios da vida, os varios tipos
de topoisomerases do DNA tém sido alvo de diversas classes de medicamentos ja
comercializados no mercado atual. As fopoisomerases sdo enzimas responsaveis pelas
questdes topologicas ligadas aos processos de transcricdo e replicagdo do DNA
(HEVERNER et, al; 2018). Essas enzimas aliviam a tensdo que ¢ gerada no DNA
durante sua multiplicagdo (BERGOLD et al., 2004).

Segundo Hervener e colaboradores (2018), as fopoisomerases podem ser
classificadas de forma geral em duas subfamilias: topoisomerases do tipo I e
topoisomerases do tipo II. As do tipo I sdo aquelas que afetam a topologia do DNA que
quebra apenas uma tUnica fita do mesmo, utilizando um residuo de tirosina ativo no
processo para clivar a sua fita. Diferentemente das topoisomerases tipo Il que realizam a
quebra da fita dupla e o DNA ¢ entdo transcrito, podendo ser classificadas em alfa (o)
ou em beta (). Os cortes gerados pelas enzimas I e II sdo estabilizados por proteinas de

ligagido ao DNA. Existem outros subtipos que sdo classificados a partir de sua
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polaridade da ligagdo DNA e proteina, a partir de seu mecanismo se € passagem de
cadeia ou rotacdo e, por fim pelo nimero de bases de DNA pendentes na clivagem da
cadeia dupla. (HEVERNER et, al; 2018).

De acordo com Jorge e colaboradores (2012), a principal funcdo e a mais
importante dessas enzimas € a propriedade que apresentam de relaxar o DNA que se
encontra super torcido, atuando entdo nas regides de transcricdo da cromatina, associado
aos processos de replicagdo e complexos transcricionais (JORGE et. al., 2012).

A quebra do DNA pelas fopoisomerases ¢ acompanhada pela formagdo de uma
ligacdo fosfodiéster transiente entre um residuo de tirosina especifico da proteina e uma
das extremidades da fita clivada. Varios tipos de reagdes sdo catalisadas pelas
topoisomerases, a mais importante ¢ o relaxamento de moléculas super-enoveladas. A
mudanca conformacional gerada pela acdo da enzima separa as extremidades do corte
no DNA, criando uma abertura ou intervalo pelo qual outro segmento de DNA de fita
dupla (da mesma molécula ou de moléculas de DNA distintas), atravessa o intervalo
criado, podendo gerar de acordo com o movimento da dupla fita o relaxamento
(LOURENCO, 2005).

O planejamento de inibidores destas isomerases representou grande sucesso no
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos citotoxicos (DIAS, 2009). Os
farmacos direcionados a fopoisomerase, também chamados de inibidores de
topoisomerase, podem ser classificados em dois grupos de acordo com o seu
mecanismo de agdo, sendo eles os “venenos de topoisomerase” e os inibidores
cataliticos (SILVA.,2018).

Os venenos de fopoisomerase constitui a classe de inibidores, atuando como
intermediario da reacdo pelas topoisomerases, inibindo uma nova selagem na quebra do
DNA, estabilizando o local de clivagem do mesmo. Isso resulta em inducao de
anormalidade no cromossomo (BASSI, et al., 2000). De forma mais resumida, Almeida
e colaboradores, (2005) afirmam que esses “venenos” agem aumentando a atividade da
enzima, pois forma uma ligagdo covalente com o DNA aumentando a quebra da
molécula e formando intermedidrios prejudiciais ao metabolismo da célula tumoral o
ocasiona uma cascata de eventos mutagénicos ¢ letais (ALMEIDA, et al., 2005). J4 os
inibidores cataliticos, também inibidores da topoisomerase, sdo responsaveis por
inibirem a atividade catalitica da enzima (BASSI et, al., 2000). Vale ressaltar que a
formagao desse complexo enzima-DNA-droga ndo ¢ suficiente para induzir apoptose

(LEHMANN et al., 2003).
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Drogas capazes de favorecer a manutengdo das quebras mediadas por estas
enzimas podem ser potencialmente consideradas como agentes quimioterapicos, ja que
os multiplos efeitos como os eventos genotoxicos que levam processos de morte celular,
podem ser citotoxicos levando a célula tumoral a morte (LEHMANN et al., 2003).

Silva (2018), descreve a existéncia de um grande numero de trabalhos relatando
sobre a topoisomerases Ilo. e que apresentam bons resultados na area farmacologica, o
que faz com que essa enzima seja selecionada para avaligdo de atividade antitumoral.
Além do mais, essa enzima ¢ a unica disponivel para descobrir os problemas
topologicos nos cromossomos durante o processo de replicagdo e para introduzir
quebras transitorias na cadeia dupla do DNA. Ainda afirma que as fopoisomerases sao
de extrema importancia para as células em multiplicagdo e que as mesmas aumentam
consideravelmente, pois sdo requeridas para a agregacdo dos cromossomos durante o
processo. Por todos esses motivos que conhecer compostos que possam ser mais
seletivos para essas enzimas ¢ importante para desvendar novos candidatos de interesse
para a clinica como possiveis quimioterapicos, sendo a maneira mais adequada para
avaliar a potencialidade desses possiveis farmacos a realizagdo de um estudo in silico

usando a ferramenta do Docking molecular (SILVA, 2018).

3.6 Toxicidade de farmacos

Introduzir um novo farmaco na terapéutica ¢ um processo longo, cerca de 12
anos em média ¢ bastante oneroso, com probabilidade de sucesso pequena. De cada
100.000 novos compostos descobertos, apenas 250 sdo submetidos aos ensaios pré-
clinicos e, apenas 5 entram em ensaios clinicos (testes em humanos). Ao final, estima-se
que apenas uma molécula chegue ao mercado, uma nova entidade quimica que seja
patentedvel e, para isto deve ser segura, eficaz e/ou melhore a qualidade de vida dos
pacientes. (FERREIRA et al., 2009).

Seguindo esse contexto, um dos principais desafios para o desenvolvimento de
farmacos ¢ a avaliacdo de sua toxicidade em seres humanos. Atualmente, métodos
toxicologicos in silico estdo demonstrando enorme utilidade na produgao de informagao
para a industria farmacéutica e grupos de pesquisa em Universidades no estigio de
planejamento de farmacos, ajudando a identificar em fase pré-clinica compostos com
baixo potencial toxicologico. A possibilidade de um farmaco causar mais prejuizo que

efeitos benéficos para o organismo depende de diversos fatores, como idade e
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predisposi¢do genética a efeitos adversos. A toxicidade pode ser desencadeada por
diversos mecanismos, que sdao divididos com base em paradigmas gerais em: efeitos
adversos sobre o alvo; efeitos colaterais indesejados; produgdo de metabolitos toxicos;

resposta idiossincrasicas; producdo de resposta imune prejudicial (GOLAN et al., 2009).

3.6.1 Teste de citotoxicidade por hemolise — Red Blood Cell (RBC) Assay

A corrente sanguinea ¢ a principal via de distribuicdo para a maioria dos
farmacos existentes no mercado atual, dessa forma, analisar a possivel toxicidade desses
para as células vermelhas é de extrema importancia para a liberagdao de um farmaco para

uso humano.

Dessa forma, segundo Abreu e colaboradores (2008), o ensaio de citotoxicidade
através de hemolise € necessario no processo de desenvolvimento de muitos dos
farmacos, pois nos permite quantificar a toxicidade dos mesmos através da lise das
membras celulares das células vermelhas. Ao serem lisadas, essas células liberam uma
proteina conhecida como hemoglobina, além do mais essa “quebra” das células provoca
uma desnaturagdo das proteinas que sdo detectadas pela mudanca de absor¢do das
oxihemoglobinas, o que ¢ indicador dos ambos os processos que sdo detectados através
de espectrofotometria (ABREU et al., 2008).

3.7 Estudos in silico: Realizagao de Docking Molecular

A aplicacdo de métodos computacionais no estudo e no planejamento de
compostos bioativos t€m se tornado uma pratica rotineira nos dias atuais. Do ponto de
vista do planejamento, ¢ importante destacar que, quando se fala do uso da modelagem
molecular, ndo se pretende chegar a uma molécula bioativa simplesmente através do uso
de programas de computador. O processo de desenvolvimento dessas moléculas, devido
a sua complexidade, envolve necessariamente o trabalho de uma equipe
multidisciplinar, que emprega um grande conjunto de métodos computacionais de modo
sistematico de forma a facilitar e otimizar o processo de desenvolvimento de compostos
bioativos, em uma constante troca de informac¢des com grupos de sintese quimica e

avaliagdo da atividade destes compostos (SANT, et al., 2009).

Como ¢ de conhecimento do quimico medicinal, o processo de desenvolvimento

de farmacos costuma ser um processo longo e de alto custo financeiro, para economizar
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tempo e dinheiro no processo, os estudos de docking tém sido amplamente utilizados
para prever a orientagdo preferida da molécula projetada a um receptor quando ligados
entre si para formar um complexo estdvel (ADENIYL et al., 2017). Dessa forma, o
docking molecular tem se tornado a melhor opgdo para antever as conformagdes de
ligagdo energeticamente favoraveis dos ligantes na cavidade do sitio ativo de um dado
receptor ¢ vem ganhando bastante popularidade na comunidade cientifica pelo fato de
melhorar os dois inconvenientes encontrados no processo, tempo e dinheiro (GRUPTA
et al, 2018).

O maior objetivo do docking molecular é fornecer uma previsdo da estrutura do
complexo formado, ligante-receptor, langando mao da tecnologia e utilizando métodos
de computacdo. O encaixe pode ser conseguido através de dois passos interrelacionados:
o primeiro por amostragem de conformagdes do ligante no sitio ativo da proteina, o
segundo classificando essas conformagodes por meio de uma fun¢do de pontuagdo. De
forma mais resumida, a abordagem de docking molecular pode ser usada para modelar a
interacdo entre uma pequena molécula e uma proteina no nivel atdmico, o que nos
permite caracterizar o comportamento de moléculas pequenas no sitio de ligacao de
proteinas alvo, bem como elucidar processos bioquimicos fundamentais (MENG, et al.,
2011).

Essa elucidagdo antecipada do mecanismo de ligagdo ligante-receptor ¢
conhecida como a teoria /lock-and-key proposta por Fischer, na qual o ligante se encaixa
no receptor como chave e fechadura. Os primeiros métodos de ancoragem relatados
foram baseados nessa teoria e tanto o ligante quanto o receptor eram tratados como
corpos rigidos. Entdo a teoria do “ajuste induzido™ criado por Koshland leva a teoria de
lock-and-key um passo adiante, afirmando que o sitio ativo da proteina ¢ continuamente
reformulado por interagdes com os ligantes, 8 medida que os ligantes interagem com a
proteina. Essa teoria sugere que o ligante e o receptor devem ser tratados como flexiveis
durante o acoplamento. Considerando a limitagdo dos recursos do computador, o
acoplamento foi realizado com um ligante flexivel e um receptor rigido por um longo
tempo, e continua sendo o método mais popular em uso (MENG, et al., 2011).

A agdo das moléculas bioativas ¢ um fendmeno bastante complexo, mas um dos
paradigmas da quimica medicinal ¢ que essas moléculas tém seus efeitos associados a
interacdes ou até reagdes quimicas com estruturas macromoleculares presentes no

sistema vivo, proteinas, em sua grande maioria. Para que as interagdes ou as reagdes que



32

ocorrem durante a agdo dos bioligantes acontecam, deve haver complementaridade
estrutural entre a molécula do bioligante e a biomacromolécula. Esta
complementaridade permite o estabelecimento de interagdes mais ou menos especificas,
como interagdes dipolo-dipolo e ion-ion, ligagdes hidrogénio e forgas de dispersdo, que
contribuem para a energia de interagdo entre o bioligante e a biomacromolécula. E
justamente neste ponto que a modelagem molecular pode dar sua contribuicdo para o
desenvolvimento de bioligantes, pois através dela pode se ter uma descri¢do detalhada
da estrutura, das interagdes intermoleculares e, se for o caso, das reagdes quimicas entre
o bioligante e a biomacromolécula (SANT, et al., 2009).

A agdo bem sucedida de um firmaco estd nas suas interagdes com o sitio alvo,
onde a forca desta ¢ influenciada pelo arranjo dos atomos e sua natureza eletronica,
tanto do farmaco quanto do alvo (ADENIYL et al., 2017). Segundo Silva (2018), os
calculos obtidos ao final do processo auxiliam a encontrar, por exemplo, novos
inibidores da topoisomerase, e ainda descrever como ocorreu a ligagdo ao alvo e em que
ponto do alvo a mesma acontece. Além do mais, fornece informagdes como os tipos de
interagdes formadas a partir da ligagdo do ligante ao receptor. Com essas informagoes
apresentadas, ¢ possivel obter a energia de ligagdo do complexo ligante-receptor que
prediz a afinidade pelo sitio ativo, e assim quanto menor a energia gerada pela ligagdo,

maior serd a afinidade com o alvo proposto (SILVA, 2018).

A figura 10 demonstra a molécula de DNA em sua interacdo com a enzima

topoisomerase Ile.

Figura 10: Representagdo de interagdo do DNA com a Topoisomerase /1 a.

Fonte: SILVA, 2018.
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A imagem acima ¢ a representacdo da fopoisomorase lla retirada do PDB,
apresentando a acdo de muitos dos farmacos utilizados no tratamento do cancer, onde
inibem a quebra das fitas de DNA ou agem aumentando sua quebra e impedindo sua

replicacdo celular, como foi discutido anteriormente (SILVA, 2018).

3.8 Quimica Medicinal

Para afirmar a importancia da descoberta de novos fairmacos, Barreiro em seu
trabalho intitulado A Quimica Medicinal e o paradigma do composto-prototipo,
descreve que o medicamento ¢ instrumento essencial a preservagdo, a manutengao € a
promocdo da satde. O acesso ao medicamento representa um importante fator de
inclusdo social que depende da disponibilidade do farmaco, do principio ativo contido
no medicamento e que em cerca de 85% dos casos € de origem sintética (BARREIRO et

al., 2009).

Assim, a Quimica medicinal, quimica biodimedicinal ou quimica bioldgica
como ¢ referida nos anuais da Sociedade Brasileira de Quimica, compreende a sintese
ou isolamento de compostos com atividade biologica, a elucidacdo ou confirmagao da
estrutura, a caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas, a determinagcdo da
atividade biologica, a exploracdo desta atividade ao nivel molecular e o estudo das
relacdes entre estrutura quimica e atividade biologica, SAR/QSAR (MONTANARI et
al, 1995).

De forma sucinta, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (/UPAC)
afirma ainda que a Quimica Medicinal inclui o entendimento dos fatores relacionados
aos aspectos da estrutura quimica e da atividade, assim como, 0s parametros
relacionados a absorcdo, a distribui¢dao, ao metabolismo, a eliminacao e a toxicidade de
compostos (LIMA et al, 2007).

A quimica medicinal tem se desenvolvido e alcancado sucesso nos tempos
modernos, mas suas origens remontam da antiguidade mais longinqua (MONTANARI
et al, 2000). Desde a sintese da uréia, realizada por Wohler em 1828, a area da sintese
organica vem passando por diversos avancos, como afirma Sangi, em seu trabalho
conhecido como Estratégias de Sintese na Descoberta de Farmacos: O emprego da
sintese orientada pela diversidade estrutural (SANGI et al., 2016). O pesquisador ainda

afirma que, atualmente existem muitos métodos sintéticos e possibilidades de reagdes,
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permitindo a sintese de compostos complexos de forma muito mais eficiente que ha
algumas décadas.

Nas ultimas décadas, houve uma revolugdo no processo de descoberta de
farmacos. Novos conhecimentos e tecnologias foram adicionados ao arsenal de métodos
e técnicas, resultando em um processo mais proativo ¢ dedutivo no desenvolvimento de
farmacos (DA SILVA et al., 2013) Dessa forma, a sintese de compostos organicos
constitui uma importante parte no processo de descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos (MONTANARI et al., 2000).

3.8.1 Etapas para descoberta de um farmaco

Sabe-se que a Quimica Medicinal estuda as razdes moleculares da acdo dos
farmacos de maneira a descrever a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
farmacologica, hierarquizando as diferentes contribuigdes funcionais (MONTANARI et
al, 1995). Dessa forma, ¢ facil compreender que um projeto de Quimica Medicinal
compreende as etapas de descoberta, otimizacdo e desenvolvimento do protétipo (LIMA

et al, 2007).

De uma forma mais simplificada, o desenvolvimento caracteriza-se, entre outros
aspectos, pelo planejamento e otimizacdo da molécula candidata a farmaco. Essa etapa
se inicia com a escolha de uma doenga, seguido da selecdo de um alvo biomolecular que
esteja relacionado com essa doenga, € o estudo de uma molécula promissora que seja

capaz de interagir com esse alvo, causando efeitos direcionados a erradicagdo da
patologia (SARKNNTJ, et al, 2013).

Guido e colaboradores (2010) descreve que o processo de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos sdo divididos em duas grandes fases: a primeira
seria a fase da descoberta conhecida também como fase pré-clinica ou de pesquisa
basica onde ha o inicio do processo, onde a pesquisa se concentra na identificacdo e na
otimiza¢do de moléculas que sdo capazes de representar novas entidades quimicas. A
segunda fase seria o desenvolvimento ou fase clinica, aquela onde se realiza os testes
farmacologicos levando em consideragdo os padrdes farmacocinéticos. Em seu trabalho
também descreve o qudo importante ¢ para o processo a existéncia de um alvo
farmacologico, pois € através deste que se é possivel obter informagdes essenciais,

dentre elas como essa entidade quimica se portaria no processo fisiopatologico bem
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como na seletividade diante um processo de cura de doengas humanas incluindo o

cancer (GUIDO et al., 2010).

Escolher um alvo com agao farmacolodgica ¢ uma etapa essencial, sendo definido
por Barreiro (2009), como uma das etapas mais importante para esse processo,
caracterizando o desenvolvimento do fairmaco baseado a partir de um alvo terapéutico, a
escolha mais adequada e a abordagem mais moderna, como ¢ possivel observar na

imagem a seguir um esquema relatando passo a passo da descoberta de um novo

farmacos (BARREIRO et al.,2009).

Figura 11: Descoberta de novos farmacos considerando uma abordagem fisiologica.
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Fonte: BARREIRO et al., 2009.

Sendo assim, entende-se por descoberta a etapa destinada a eleicdo do alvo
terapéutico, util para o tratamento de uma determinada fisiopatologia, a aplicagdo de
estratégias de planejamento molecular para desenho de ligantes do alvo selecionado
utilizando as estratégias de modificacdo molecular classicas da Quimica Medicinal, tais
como bioisosterismo, simplificagdo e hibridacdo molecular, ou pelo emprego de
técnicas computacionais como a modelagem molecular e 0 QSAR. Compreende, ainda,
realizar a determinagdo das atividades farmacologicas do ligante, que uma vez ativo in
vivo, preferencialmente por via oral, passa a ser denominado prototipo (LIMA et al.,
2007)

Na aplicagdo de estratégias de planejamento de farmacos, os estudos dos
processos evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas biologicos assumem
grande importancia, pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de

propriedades como a poténcia, a afinidade e a seletividade. Diante desse complexo
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paradigma, as ferramentas biotecnologicas associadas aos métodos de quimica
medicinal ganham papel destacado no desenvolvimento de novas moléculas com
atividade biologica (SANGI et al., 2016).

A etapa de desenvolvimento do prototipo objetiva a otimizacdo de suas
propriedades ADMET, um acronimo referente as propriedades farmacocinéticas e
farmacologicas de absorcao, distribuigdo, metabolismo e excregdo. Além do mais, visa
melhorar propriedades farmacéuticas como a solubilidade, o odor e o sabor, de modo a
viabilizar seu uso clinico através da preparacdo eventual de pro-farmacos, complexos de
inclusdo, microemulsoes, formulagdes de liberagdo lenta, entérica etc (MONTANARI et
al., 2000). Para que um prototipo seja considerado um candidato a fArmaco, evoluindo
do processo de descoberta para a etapa de desenvolvimento, alguns fatores devem ser
considerados, tais como: simplicidade estrutural com possibilidade de modificagdes,
visando a otimizacdo de seu perfil farmacoterapéutico, ser membro de uma série
congénere com SAR bem estabelecida; possuir situacdo patentdria favoravel e
apresentar boa propriedade farmacocinética (MONTANARI et al., 1995).

Como Guido (2010) descreveu, um alvo biologico selecionado, seja ele
qualquer, facilita a visualizacdo estrutural em trés dimensdes (3D) do mesmo, fazendo
com que seja possivel priorizar a estratégia de planejamento mais adequada, capaz de
aumentar a potencialidade da molécula e otimizar sua afinidade em relacdo as
propriedades farmacologicas contidas na mesma, podendo também melhorar suas
propriedades farmacocinéticas levando em considerag@o o espago fisiologico (GUIDO
et al., 2010).

Para as estratégias de planejamento, se retrata as mais utilizadas atualmente,
dentre elas as que utilizada a estrutura de uma droga ja conhecida do inglés structure-
based drug design(SBDD), e aquelas baseada na estrutura do ligante originada do
inglés /igand-based drug design (LBDD) (MATOS et al, 2016).

3.8.2 Planejamento Molecular
As estratégias de SBDD dependem do conhecimento da estrutura tridimensional
do alvo molecular. Neste tipo de abordagem, a determinagdo estrutural de complexos
moleculares do tipo receptor-ligante permite a identificagdo de conformagdes bioativas
e interagdes intermoleculares; conhecimento que ¢ utilizado para modular propriedades
do ligante como poténcia, atividade e seletividade. Quando ndo se conhece a estrutura

tridimensional do alvo molecular, os métodos de planejamento LBDD podem ser
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utilizados (MATOS et al, 2016). Denominada /igant-based drug design (LBDD),
consiste no desenvolvimento do fidrmaco tendo uma molécula endégena como
referéncia para determinagdo da estrutura, ficando mais fécil a visualizagdo desse alvo
(BIAGGIONI; ROBERTSON, 2014).

Outra estratégia que pode ser citada, ja utilizada em diversas moléculas no
mercado, descrita por BOJANSARKANIJ e colaboradores (2013), é conhecida como
FBDD. Essa sigla deriva do conceito inglés farmacophore-based drug design e ¢ uma
estratégia simples onde se tem uma molécula ou um grupo farmacoforico ja conhecido
como ponto de partida para a descoberta de uma nova entidade quimica, ou seja, uma
molécula ja conhecida sera utilizada como modelo molecular para o desenvolvimento
de uma nova molécula. O autor descreve ainda que alguns desses farmacos
desenvolvidos a partir dessa estratégia podem conter propriedades farmacologicas
semelhantes ao composto utilizado como referéncia, porém apresentado melhores
caracteristicas como poténcia, eficacia e até melhor seletividade em comparagdo ao
composto modelo, e a partir de entdo esses compostos passam a ser conhecidos como
compostos melhores (SARKANJ, et al., 2013).

3.8.3 Estratégia de Modificacao Molecular.

A quimica medicinal possui métodos eficientes para otimizar a poténcia e o perfil
farmacolégico de substancias, levando ao planejamento e sintese de substincias cada
vez mais ativas, com biodisponibilidade satisfatoria, desprovido de toxicidade e
metabolismo adequado ao seu emprego terapéutico sendo denominado como composto
hit que é o composto ativo identificado numa triagem biologica. Estes métodos podem
consistir de aproximagao intuitiva, tais como a sintese de analogos, isdmeros e isosteros
ou outros processos de modificagdo molecular, como a simplificagdo molecular, a
latenciagdo, a modificacdo de sistemas anelares, entre outros (CERA et al., 2012).

Apbés o composto hit ter tido sua estrutura quimica elucidada, bem como
validado sua atividade farmacologica, o proximo passo sdo as etapas de modificacdo
molecular ¢ a determinagdo da relagdo estrutura-atividade (SAR) do farmaco com o
alvo. Silva (2012) relata que essas etapas tem como objetivo principal o desenho
racional da entidade quimica que determinara a estratégia mais adequada, diante dos

novos padrdes moleculares, necessdrias ao reconhecimento do farmaco pelo alvo
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escolhido. Dentre essas estratégias, podem ser citados como exemplo o bioisosterismo,

a hibrida¢ao e a restricao conformacional (SILVA et al., 2012).

3.8.4 Bioisosterismo

Uma estratégia de modificacdo molecular utilizada pelos quimicos medicinais,
para otimizagdo de um composto prototipo ¢ o bioisosterimo. Neste contexto o
bioisostero € um composto resultante da troca de &tomos ou subunidades estruturais, por
outros atomos ou subunidades estruturais similares em distribui¢oes eletronicas,
volumes moleculares ou propriedades fisico-quimicas, capazes de apresentarem
propriedades biologicas similares ao composto original (ALMEIDA et al., 2010).

A autora Marilia Almeida e colaboradores (2010) classifica o bioisosterimo em
dois: Bioisosterimos classico e ndo-classico. No primeiro empregam-se grupos de
similaridade eletronica e estéricas monovalentes (CHj;, NH», F), divalentes (O, S, Se) e
trivalentes (CH, Sb, N) e anéis equivalentes. O segundo ndo segue as regras eletronicas
e estéricas dos bioisosteros cldssicos, porém apresentam atividades biologicas
semelhantes (ALMEIDA et al, 2010).

Tanto os biososterismos classicos quanto os ndo classicos sdo igualmente
importantes em modificagdo molecular, sendo que qualquer substituigdo bioisostérica
deve ser realizada cuidadosamente tendo diversos pardmetros em mente, como: o
tamanho, o volume e a distribuig¢@o eletronica dos dtomos; a solubilidade do composto
lead que ¢ aquele composto que ja possui propriedades otimizadas como poténcia e
seletividade; a reatividade dos grupos funcionais que estdo sendo adicionados, de modo
a prever novos caminhos metabolicos; e os fatores conformacionais do grupamento
bioisostero adicionado (LIMA; BARREIRO, 2005).

Dessa forma, muitos farmacos de diferentes classes terapéuticas sao bioisosteros
como ¢ o caso do antibacteriano Sulfadizina e o Sulfametaxozola e os farmacos
utilizados para disfungdo erétil como a vardenafila e o sildenafila conhecido

popularmente como viagra, estruturas encontradas na imagem 2.
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Figura 12: Exemplo de Bioisosterismo de farmacos utilizados na industria.
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Fonte: ALMEIDA ET AL, 2010.

De forma resumida, os bioisoteros escolhidos para os farmacos acima foi a
substituicao classica de anéis, onde no fairmaco sildenafil houve uma substitui¢ao do
anel pirazol para um anel imidazol, sendo a diferenca estrutural referente apenas ao
deslocamento do nitrogénio. Para o fairmaco sulfadiazina houve a substituicdo do anel
imidazol para um anel oxazol, o que fez com que as propriedades farmacocinéticas

melhorassem dando origem ao composto sulfametaxazol (BARREIRO et al., 2014).

3.8.5 Hibridacao Molecular

A hibridagdo molecular consiste em juntar dois ou mais grupamentos
farmacoforicos de compostos ativos. Ao longo dos anos, essa estratégia tém sido
empregada no desenvolvimento de farmacos multialvo, que sdo aqueles que interagem
com mais de um alvo bioldgico. Geralmente ¢ desejavel que um farmaco seja seletivo
para um receptor, no entanto, a interacdio mutua com mais de um alvo tem suas
vantagens em casos especificos (SILVA et al., 2012).

Assim, a hibridagdo molecular entre subunidades estruturais de diferentes
moléculas bioativas, utilizada como uma das principais ferramentas de planejamento
estrutural tem levado a descoberta de intimeros ligantes, com propriedades multiplas,

que apresentam atividade antioxidante, neuroprotetora, quelante de metais, inibitoria de
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colinesterases, antiamiloide, inibitoria de secretases, intercaladora de DNA, indutora de
apoptose, inibitoria de tirosina quinases e antiinflamatoria, dentre outras. Portanto, um
conjunto de alvos terapéuticos ja estd sendo explorado como possiveis modos de
intervencdo terapéutica simultanea, buscando aliviar os sintomas e frear o avanco de
doengas, como o cancer, até que uma cura quimioterapica definitiva possa ser realidade
(DIAS, 2015).

E possivel observar na figura 3 a hibridagdo entre dois firmacos amplamente
utilizado na clinica, com fungdes antimicrobiana ¢ anti-inflamatério havendo a

otimizando farmacologica de ambas.

Figura 13: Processo de hibridagdo da sulfanilamida com o 4cido salicilico.
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Fonte: ARAUJO et al., 2015.

3.8.6 Restricao Conformacional

A restricdo conformacional pode ser empregada buscando fixar uma
determinada conformagdo, capaz de responder pelo reconhecimento molecular de dado
sitio-receptor com seletividade. A restricdo molecular de moléculas bioativas flexiveis
pode ser conseguida de diversas maneiras. A mera introdu¢do de um grupamento metila
¢ capaz de restringir a rotacdo livre de uma determinada ligagdo. O uso de grupamentos
funcionais que possam provocar a formacao de ligacdes H-intramoleculares ou, ainda, a
introdu¢do de uma instauragdo, preferencialmente uma ligacdo dupla, de forma a ser
capaz de fixar a posicdo relativa de substituintes terminais ou germinais devido a sua
rigidez (BARREIRO et al., 2014).

Segundo Solomons (2008), moléculas que possuem ligacdes simples entre seus
atomos apresentam uma facilidade maior de rotacdes entre as suas ligagdes e,
consequentemente o farmaco se torna mais flexivel a diversas conformacdes
moleculares onde, geralmente apenas uma destas conformagdes apresenta a capacidade
de se ligar ao receptor e exercer o efeito biologico esperado. As outras conformagdes
que o farmaco pode assumir sdo capazes de serem inativas ou causar um efeito

indesejado, como efeitos colaterais e até toxicidade, ja que as mesmas sdo capazes de
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interagir com outros receptores que desencadeia essa cascata de efeitos (SOLOMONS
et al, 2008).
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4 METODOLOGIA

4.1 Metodologia dos Compostos Sintetizados
Para obtencdo dos compostos sintetizados foi adotada uma rota sintética simples,
conhecida como via plena, utilizando reagdo de condensagdo onde ha a conjugagdo de
dois ou mais grupos funcionais desejados. O reagente aldeido-inddlico ndo foi
sintetizado no laboratorio e sim adquiridos na SIGMA ALDRICH.

Um outro reagente utilizado foi o 2-ciano N-fenilacetamida (JM-01), ja faz parte
do arsenal de moléculas do nosso grupo de pesquisa e esta publicado na dissertacdo de
mestrado que se intitula: Planejamento e Desenvolvimento de novos derivados
acridinicos, quinolinicos, inddlicos e piridinicos com potencial atividade antitumoral.
Através de uma metologia convencional, a sintese se deu a partir de 0,5 ml de 2-
cianoacetato de etila com 0,43 ml de anilina, usando como meio reacional 5 ml de

dimetilformamida (DMF), sob agitagdo magnética e refluxo na temperatura de 170°C
(SILVA, 2018).

= Esquema Reacional 1: Representacao do JIM-01.
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Fonte: SILVA, 2018.

4.2 Descricao de Sintese

= Esquema Reacional 2: Sintese do 2-ciano-3 (IH-indol-3-il) —N-fenilacrilamida

(ICMD).
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Em um baldo de 50 ml foi solubilizado 0,2206 g de JM-01 em 10 ml de etanol
(EtOH), usando como catalisador 6 gotas de trietilamina (NEt;). A mistura foi deixada
sob agitacdo magnética durante 5 minutos em temperatura ambiente, e apds esse tempo
foi adicionado 0,2000 g de aldeido inddlico elevando a temperatura da reagcdo para
aproximadamente 78°C. O andamento da reacdo foi realizado através de cromatografia

em camada delgada.

Apo0s 4 horas de reagdo foi observado que o produto de partida (JM-01) estava
presente na reagao, sendo entdo acrescentado 3 gotas do catalisador NEt;. Apos 96h foi
verificado a auséncia do produto de partida no meio reacional, indicando assim a
formagao do produto e o consumo total dos reagentes utilizados. A reagdo foi filtrada
e lavada abundantemente com 4gua destilada gelada para obtencdo dos cristais, quando
secos foi observado, através de CCD, manchas a cima do seu RF indicando a presenca

de possiveis impurezas.

Para purificacdo, os cristais foram dissolvidos numa mistura etanol/agua, na
propor¢do 1:1, essa mistura foi previamente aquecida até a reducdo do seu volume e
entdo resfriada, obtendo-se ao final do processo os cristais puros. Os cristais finais

foram denominados ICMD para melhor identificagao.

= Esquema Reacional 3: Sintese do Isopropril-3-(Indol-3-il)-2-cianoacrilato (ICIP).

H;C
o) >—CH
\\ 3
H Cc—O0
O CH
i *3 Aldeido indélico — CN
NC\/C\O CH EtOH. NEt;, t-a. o, HN
3 2h Rend. 81%

2-ciano acetato de isopropila
ICIP
Fonte: SILVA, 2018.

Para sintese desse composto foi utilizado 0,2600 ml de 2-cianoacetato de
isopropila em 5 ml de etanol (EtOH) em um baldo de 50 ml, sendo solubilizado e
adicionado 5 gotas do catalisador trietilamina (NEt;), deixando a mistura sob agitagado
magnética durante 2 minutos. Apos tempo transcorrido, foi adicionado 0,3000g de
aldeido indolico e entdo a reagdo foi deixada em temperatura ambiente, durante duas

horas.
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Por meio de CCD, foi verificado que ndo havia mais a presenga dos produtos
de partida na mistura e entdo a reacdo foi lavada com agua destilada para obtengao dos
cristais por meio de precipitacdo do meio reacional. Apos obtencao dos precipitados,
os mesmos foram filtrados para seu isolamento e deixados secar, apds secos através de
CCD se verificou a pureza desses cristais. O produto final obtido foi denominado ICIP

para melhor identificacdo.

= Esquema Reacional 4: Sintese do 2-ciano-3(I-indol-3-il) acrilamida (CAIC).

i
H
C—NH
ﬁ 2
Aldeido indélico
NC C
~_" \NHz EtOH, NEt;, t.a N
HN
2-ciano acetamida 3h Rend. 56%
enda. ()
CAIC

Fonte: SILVA, 2018.

Para obteng@o desse composto utilizou um baldo de 50 ml onde foi dissolvido
0,1752 de 2-ciano acetamida em 8 ml de etanol (EtOH) com 5 gotas de trietilamina
(NEt;3), a mistura foi deixada sob agitacdo magnética em temperatura ambiente. Apos 2
minutos foi adicionado ao meio reacional 0,3000 g de aldeido inddlico, deixando

reagir em temperatura ambiente.

A reagdo foi acompanhada por CCD e apds 3h a reagdo apresentou consumo
completo dos produtos de partida e a formacdo do produto final, sendo entdo obtido o
precipitado através da adicdo de agua destilada. O precipitado foi filtrado e os cristais
ndo apresentaram nenhum ponto de impureza. O produto final foi denominado de

CAIC.

+ Esquema Reacional 5: Sintese do 2-ciano-3(indol-3-il)-3-cianoacetato de etila (M1).
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\C/OCHZCHs
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\\CH
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\ C——O0CH,CH, NET3
—»
+ . 0,
<CN ETOH 10mL \ Rend: 57,12%
N
N
H H
Aldeido-indodlico cianoacetato de etila M1

Fonte: Proprio Autor.
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Para sintese desse composto foi adicionado, a um baldo de 50 ml, 0,3180 ml de
2-ciano acetato de etila dissolvido em 10 ml de etanol (EtOH) com 5 gotas do
catalisador trietilamina (NEt;) e deixado sob agitacdo. Apds 2 minutos, foi adicionado
a mistura 0,3000 g de indol-3-carboxialdeido (aldeido inddlico), sendo necessario
aquecimento inicial de 10 minutos para que ocorresse a dissolugdo total dos produtos
de partida. Apos tempo transcorrido, a temperatura foi desligada, deixando a mistura

sob agitacdo magnética em temperatura ambiente.

A reagdo foi acompanhada através de CCD onde apos 24h ndo demonstrava
andamento, sendo necessario a adi¢ao de 0,3180 ml (1Eq) de 2-ciano acetato de etila e
elevando a temperatura para aproximadamente 100°C, deixando sob agitagdo
magnética. Apos 144h de reagdo, foi verificado que ndo havia mais presenga de
produto de partida e formag@o do produto final. O produto final foi denominado de

MI.

« Esquema Reacional 6: Sintese do 2-(5-bromoaldeido-3-carbonil) -malononitrila

M2).
o
N\,

N N CH N\\\

C
Il Br Br
C \ __

NET3
- _wm
C N ETOH 10mL /
§N H " N/// Rend: 78,12%
Malonitrila Aldeido-ind6lico N

M2 Fonte:

Fonte: Proprio Autor.

Em um baldo de 50 ml foi adicionado 0,2000 g de bromo-indol dissolvido em
10 ml de etanol (EtOH) com 5 gotas de trietilamina (NEts), deixando sob agitacdo 2
minutos. Apds tempo transcorrido, foi adicionado 0,12406 g de malononitrila e a
mistura foi deixada sob agitacdo magnética no banho de gelo com aproximadamente
0°C. A reacao foi acompanhada por CCD e ap6s 2h e 30 minutos foi verificada a
formacgao do produto final, sendo entdo a mistura lavada com etanol gelado ¢ apos

precipitado foi filtrado. Os cristais obtidos foram pesados e denominados de M2.
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+= Esquema Reacional 7: Sintese do 3-(5-bromo-indol-3-il) -2-ciano-3-acetato de etila

N\.__OCH,CH;,

(M3).
o]
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o
o \\‘CH
| o = N\
C\OCH CH \ Br
2CH3 + NET3 \
ETOH 10mL
CN N
H N
H
2-cianoacetato de etila Aldeido-inddlico M3

Fonte: Proprio Autor.

Para sintese desse composto, em um baldo de 50 ml foi adicionado 0,2000 g de
bromo-indol dissolvidos em 10 ml de etanol (EtOH) com 5 gotas de trietilamina
(NEt;3), deixando a mistura sob agitacdo por 3 minutos. Apds tempo transcorrido, foi
adicionado a mistura 0,4240 ml de 2-ciano acetato de etila e colocada sob agitagao
magnética e em temperatura ambiente. A reagdo foi acompanhada por CCD onde apos
72h se verificou a formagdo total do produto, sendo entdo adicionada ao meio
reacional dgua destilada para a precipitacdo dos cristais. O precipitado foi entdo

filtrado, pesado e os cristais foram denominados de M3.

= Esquema Reacional 8: Sintese do 3-(5-bromo-1H-indol-3-il)-2-cianoacetato de etila

(M4).
o
\\C/NH2
(o]
Nen __
ﬁ Br Br CN
NET3
. \ e, \
NH, ETOH 10mL
N N Rend:73,08
CN H H
Aldeido-inddlico M4

2-cianoacatato de amida
Fonte: Proprio Autor.

Para sintese desse composto, foi adicionado a um baldao de 50 ml, 0,3000 g de
bromo-indol dissolvido em 10 ml de etanol (EtOH) com 5 gotas de trietilamina (NEt;3),
¢ deixado sob agitacdo durante 2 minutos. Apds o tempo transcorrido, foi adicionado
0,1135 g de 2-ciano acetato de amida e a mistura foi deixada sob agitagdo magnética

em temperatura ambiente. A reagdo foi acompanhada por CCD e apds 24h foi
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verificado o consumo total dos produtos de partida ¢ a formagdo do produto final.
A reacdo foi lavada com agua destilada para precipitagdo dos cristais, que

foram filtrados, pesado e os cristais denominados de M4.

= Esquema Reacional 9: Sintese do 2-(1H-indol-3-il)-malononitrila (MA02).
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Fonte: Proprio Autor.

Para sintese desse composto foi adicionado, a um baldo de 50 ml, 0,1716 g de
malononitrola dissolvido em 10 ml de etanol (EtOH) com 5 gotas de trietilamina
(NEts), deixando sob agitagdo durante 2 minutos para dissolugao total do produto de
partida. Apos tempo transcorrido, foi adicionado a mistura 0,2 g de indol e deixou a
mistura sob agitacdo magnética em banho de gelo com temperatura aproximada de
0°C. A reacdo foi acompanhada por CCD e apresentou dificuldade para ocorrer, onde

apos 190 horas foi retirada da agitagdo e colocada sobre refrigeragdo por 72h.

Ap06s 72h foi adicionado a mistura mais 0,1800 g de malononitrila com 5 ml de
etanol ao meio reacional, deixando reagir em temperatura ambiente. Apos 24h, a
reagdo foi desligada e por meio de CCD se verificou a formacdo do produto final com
consumo dos produtos de partida e entdo foi lavada com etanol gelado e os
precipitados foram filtrados. Os cristais ndo apresentaram pontos de impureza na CCD,

sendo entdo cristais aparentemente puros.

4.3 Descricao do Teste Realizado
4.3.1 Teste de citotoxicidade por hemolise

Para avalia¢do da atividade citotoxica dos compostos sintetizados, utilizou-se o
método de hemolise de hemacias. Para realizagdo do teste foram coletados cerca de 6
mL através de um calculo prévio realizado a partir da quantidade de moléculas que

iriam ser utilizadas. O tipo sanguineo testado foi apenas O+ de um doador voluntario.
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O tipo sanguineo utilizado nesse teste ndo leva necessariamente o descarte da
utilizacdo de qualquer outro tipo sanguineo. De fato, seria de muito interesse a
realizagdo do teste frente a mais grupos sanguineos, onde os resultados poderiam se
apresentar de forma diferente perante a outros tipos de sangue, podendo até haver

capacidade de lise maiores das moléculas testada.

Assim, primeiramente foi preparado uma suspensdo dos eritrocitos, para isso o
sangue coletado foi lavado e centrifugado 3 vezes, durante 5 minutos cada vez, onde
em cada processo de centrifugagdo o sobrenadante era descartado. Apos obter a
suspensao eritrocitaria, foi retirado 2 mL do sedimentado que foi homogeneizado com
solugdo salina em um baldo volumétrico, aferido até 25 ml. Essa quantidade de 2 mL
de eritrocitos foi o necessdrio para que ndao houvesse mais hemacias do que
concentragdo de moléculas fazendo com o teste apresentasse falsos resultados. Como
segundo passo, foi preparado uma suspensao das moléculas em analise, pensando cerca
de 5 mg de cada uma. As moléculas foram depositadas em tubos de ensaio
identificados corretamente, ¢ a cada um desses tubos foram adicionados 10 mL de

solucdo salina e 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) completando a mistura.

Vale salientar que todas essas concentracdes foram definidas em testes prévios,
antes do teste definitivo, através de adequagdes tanto das concentragdes moleculares
como da suspensdo eritrocitaria. Sendo importante para da equilibrio ao processo e
para obtencao de dados seguros. Em outras concentragdes moleculares e em outras

quantidades de hemacias os resultados podem ser diferentes.

Tendo em maos as suspensdes preparadas, a cada tubo de ensaio contendo as
suspensdes das moléculas foram adicionados 1 mL da suspensdo eritrocitaria e entdo
as misturas foram deixadas em repouso por aproximadamente 1 hora. Esse repouso ¢
necessario para que haja as hemolises das hemécias de forma adequada entretanto, nao
quer dizer para hemolise de qualquer composto o mesmo tempo possa ser utilizado, ja
que cada substancia ou molécula possuem tempo de permear a membrana diferentes,
podendo até chegar a varios dias. Apoés transcorrido o tempo, os tubos foram
centrifugados durante 10 minutos e em seguida foi retirado de cada um cerca e 2 ml do
sobrenadante. Os sobrenadantes obtidos foram lidos no espectrofotometro, sendo as

leituras das absorbancias realizadas no comprimento de onda de 540 nm ¢ todos os
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resultados foram comparados ao liquido de Turk que hemolisa hemécias de forma

total.

O teste foi realizado em duplicata e o estudo aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Humana do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPB, com numero
0511/15, CAAE; 49005615.7.0000.5188.

4.4 Descricoes dos materiais utilizados para comprovacao estrutural e
acompanhamento das sinteses.

4.4.1 Realizacao da Sintese

As sinteses foram realizadas no laboratorio de Desenvolvimento e Sintese de
Farmacos, na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Utilizando agitadores

magnéticos e condensadores.
4.4.2 Espectroscopia de absor¢ao no Infravermelho (1V)

Os espectros de IV foram obtidos através da leitura dos discos de KBr' dos
compostos em Espectrofotometro de FTIR, IRPrestige-21, da Shimadzu®. Os dados
foram tratados com auxilio do software Origin 8.0. Uma parte dos espectros de IV

foram obtidos no laboratorio de sintese da UFPE e outros com parceria com a UFPB.
4.4.3 Espectroscopia de absor¢ao no Infravermelho (1V)

Os espectros de RMN de 'H e °C foram obtidos em espectrometro: Bruker
Avance, 400 a 500 MHz, Ultrashield® e o tratamento dos espectros realizados no
software MestReC 4.8.6.0. Uma parte dos espectros de 'H e ">C foram obtidos no

laboratorio de sintese da UFPE e outros com parceria com a UFPB.
4.4.4 Espectrometria de Massas

As medidas das massas exatas (EM) foram obtidas em espectrometro de Massa
MALDI-TOF Autoflex 11l (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Laser Nd:YAG,
smartbeam 1, 355 nm Freq. laser: 100 Hz, Programa: FlexControl Versdo 3.0 (Bruker
Daltonics). Placa MALDI: MTP 384 ground steel (Bruker), Adaptador p/ placa: MTP
target frame [Ill (Bruker). Exportacdo dos dados foram realizada no Programa

FlexAnalysis Versdo 3.0 (Bruker Daltonics) e a Calibracdo externa utilizando matriz
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alfa-ciano e mistura padrdo de peptideos (Bruker). Os espectros foram obtidos com

parceria com a CETENE/PE.
4.4.5 Ponto de fusao

As faixas de fusdo dos compostos foram determinadas através de uma pequena
amostra do produto, colocada em um capilar e analisadas através do apare/ho Quimis®
Modelo Q-340M.

4.4.6 Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas
FLUKA Analytical silica gel de 0,25 mm de espessura. As revelagdes das mesmas foram

feitas por luz ultravioleta (254 ou 365 nm).
4.4.7 Calculo tedrico do Log de P e da Energia de Gibbs

O célculo do Log de P e da Energia de Gibbs foram realizado através do programa
ChemDraw Ultra 12.08, sendo o Log de P teorico, calculado para cada moléculas
sintetizadas, e para o calculo tedrico para Energia de Gibbs, a energia minima foi

calculada para os compostos sintetizados.

4.4.8 Aparéncia
A aparéncia dos compostos (cor ¢ textura) foi avaliada apenas por observagao

visual do produto.

4.4.9 Docking Molecular

O docking molecular foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa do Laboratorio
de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos (LDSF). As estruturas bidimensionais das
moléculas foram desenhadas e a estrutura tridimensional determinada. Em seguida
foram aplicados o método de mecanica molecular MM+ e o método semi-empirico
AMI para otimizar a geometria das estruturas. Esses procedimentos foram realizados no

software HyperChem versdo 8.0.7 para Windows.

Utilizou o Protein Data Bank para obter a estrutura do alvo: a topoisomerase 11
alfa, onde a macromolécula foi cristalizada juntamente ao efoposido utilizado como

inibidor da fopoisomerase I, este utilizado como parametro de referéncia. Esse
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Etoposido ¢ o farmaco quimioterapico que ajudou a determinar as coordenadas do alvo,
servindo como controle do estudo in silico. O docking molecular foi realizado no

software Molegro Docker para Windows

O ligante e a macromolécula foram importados para o woorkspace, ¢ para isso
foram retirados os cofatores, as moléculas de agua e outra molécula qualquer que
pudesse interferir nos resultados. No caso do ligante cristalizado, o Etoposido,
determinado como ligante principal para guiar a 4rea de busca, descobrindo as melhores

interagdes com o alvo e as melhores formagdes de complexos enzima-ligante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sintese

Tendo como objetivo desenvolver a sintese de possiveis compostos mais
potentes, que possam ser utilizados na terapia do cancer, foram sintetizados oito
derivados inddlico-acrilamidas. A partir desses compostos, foram realizados os estudos
preliminares /n silico utilizando a metodologia do docking molecular, tendo como alvo a
topoisomerase Ilo. para avaliagdo da interagdo dos compostos sintetizados com o
complexo DNA-Topo lla, sendo mais fécil, a partir de entdo, escolher a molécula mais

promissora para os futuros testes.

Para maior compreensdo das reacdes realizadas, a tabela demonstra o produto

final e as denominagdes escolhidas para cada composto.

Tabela 3: Demonstracao dos produtos finais e suas denominagdes.

Nomenclatura (nome Cadigo Produto Final
quimico)
0 /@
2-ciano N- IMO1 H‘\H
fenilacetamida o IVL01
Rend. 77%
R
Isopropril-3-(Indol- ICIP a Rend. $1%
3-il)-2-cianoacrilato ce
ER
2-ciano-3(l-indol-3- - e
il) acrilamida CAIC Rend. 56%
2-ciano-3 (IH-indol- T EQ
3-il) —N- ICMD .

Rend. 60%

fenilacrilamida
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Fonte: Proprio Autor.

A primeira molécula sintetizada foi a JM-01, que foi utilizada como agente
intermedidrio para a sintese do composto final denominado como ICMD, conforme foi
descrito na metodologia acima. Para a obtengdo desse composto, foi utilizada uma
reacdo de amidacdo, onde ocorre uma ressonancia na carbonila que favorece um ataque
nucleofilico dos pares de elétrons livres do nitrogénio da anilina ao carbono da
carbonila da fungdo éster. Ao ocorrer esse ataque, um hidrogénio ¢é transferido do
nitrogénio para o oxigénio do éster, produzindo ao final um ion etandlico num processo
conhecido quimicamente como prototropismo, ¢ em seguida esse ion ¢ eliminado em

forma de uma molécula de etanol, formando no final uma amida (SILVA, 2018).

Para esclarecer melhor o mecanismo reacional para obten¢do do composto JM-
01, Silva (2018), em seu trabalho intitulado: Planejamento e Desenvolvimento de Novos
Derivados Acridinicos, Quinolinicos, Indolicos e Piridinicos com Potencial Atividade

Antitumoral, propds o possivel esquema de mecanismo para esta reagdo (SILVA, 2018).
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+ Esquema Reacional 10: Provavel mecanismo para a obtengao do JM-01.
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Fonte: SILVA, 2018.

Os compostos foram sintetizados a partir de uma rota sintética simples, langando
mao de reagdes de condensacdo para obtencdo dos compostos finais. Essa reagdo foi
escolhida devido ao fato de ser uma Otima estratégia sintética, j4 que se caracteriza
como uma reacdo multicomponente onde ocorre a conjugagdo de varias moléculas ou
grupamentos funcionais diferentes. Além do mais, a mesma apresenta uma Otima
variabilidade quimica devido a possibilidade de substituicao diferente em cada uma das
moléculas envolvidas. Sdo reacdes que dependem da condig¢do na qual esteja realizando
a sintese, podendo durar tempo consideravel, dependendo da metodologia de
aquecimento utilizada (GRAEBIN et al., 2005).

As condensagdes de compostos carbonilados sdo muito importantes em sintese

organica para formagdo de uma nova ligagdo carbono-carbono. Em sua versdo mais
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simples, esta ¢ realizada a partir dos substratos carbonilados sobre catalise basica ou
acida. (DA SILVA et al.,2001). A base escolhida foi a trietilamina utilizada para retirar
um proéton do carbono entre o grupamento ciano e a carbonila, em seguida o carbono da
carbonila dos aldeidos sofre um ataque nucleofilico do carbono com o par de elétrons
livres, ocorrendo por fim a condensac@o. Para facilitar o entendimento, a trietilamina ¢
utilizada na reagdo como catalisador, ja que possui a capacidade de transferir seu proton
para o oxigénio do aldeido, o que faz com que haja uma restauragcdo da base a partir da
formacao de uma hidroxila (OH) e sua liberacdo da forma de agua.

Como estratégia de planejamento, se langou mao de FBDD que ¢ conhecida do
inglés farmacophore-based drug desig, partindo de um grupamento farmacoforico ja
reconhecido por suas caracteristicas farmacologicas, como o caso do anel indol utilizado
em todos os compostos. Para modificagdes moleculares, foram adotadas variagdes na
cadeia carbonilica ligada ao anel indol, utilizando reacdes de substituicdes de
bioisoteros nao-classicos, e para restringir a rotacdo da molécula para menores
conformagdes, se optou pela introdu¢ao de um grupo vinilico, ou seja, uma ligacao

dupla, como ¢ demonstrado na figura 10.

Figura 14: Estratégias de modificagdes adotadas.
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Fonte: Proprio Autor

E possivel observar que ha uma substitui¢do de grupamentos na ramificagao do anel
indol em todas as estruturas, essas substitui¢des recebem o nome de bioisosterismo nao
classico. Essa metodologia foi adotada para que houvesse a derivagdo dessa cadeia
carbonica ligada ao anel farmacologicamente ativo, onde as substitui¢cdes realizadas ndo
seguem o padrdo de similaridade eletronica e estéricas, porém os grupamentos
substituintes circulados em vermelho na imagem acima, demonstram a sua diferenca em
testes realizados mais adiante, como no caso da atividade hemolitica discutida mais a

frente, fazendo com que fosse possivel direcionar-se ao grupo mais toxico para
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eritrocitos humanos. Além do mais, a partir dessas substituigdes foi possivel prever as
alteragdes no coeficiente de particao e podendo modular a ligagao dessas moléculas com
o alvo Topo lla a partir dessas substituigdes, partindo da premissa de alguns
grupamentos ja privilegiados.

E possivel também observar que em todas as moléculas ha a introdugio de uma
dupla ligacdo entre carbonos, utilizado para causar uma restricio conformacional,
buscando fixar uma determinada conformagao, ja que ligagdes simples apresentam uma
maior facilidade de rotag@o entre os 4tomos e torna o farmaco mais flexivel, podendo o
mesmo assumir outras conformagdes que podem ser inativas ou atuarem de outra forma.
Além do mais, essas restricdes facilitam o reconhecimento molecular de dado sitio-
receptor, o que seria benéfico ja que facilitaria essa interagdo farmaco-alvo.

Dessa forma, restri¢des conformacionais levam a uma reconfiguracdo da molécula,
onde estd pode assumir configuracdes diferentes com a mesma forma molecular como
isomeros. Essas reagdes de condensagdao levam geralmente a compostos com
configuracdo E por estar mais impedido dentro da estrutura a assumir a outra

conformacao.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica dos derivados acrilatos-inddlicos.

Na tabela 4 estdo resumidos os dados das caracteristicas fisico-quimicas dos
compostos sintetizados, como: aparéncia, peso molecular tedrico, rendimento teorico,
fator de retencdo, ponto de fusdo, e a o Log de P teorico calculado através do programa

ChemDraw.

Tabela 4: Caracterizagio Fisico-Quimica dos compostos sintetizados.

Molécula | Aparéncia PM Rend % | RF FF FM LogP
ICMD | P6 Amarelo | 287,106 | 60,37 0,55 | 276-277 CisHi3N;0 2,62
ICIP P6 Amarelo | 254,105 81,27 0,62 | 200-202 CisH1aN>O, 2,29
CAIC | P6 Amarelo | 211,074 56,22 0,50 | 244-245 C12HoN30 0,72
MAO2 | P6 Amarelo | 196,230 | 52,05 0,30 | 227-228 C12HioN;0 1,93
M1 P6 Amarelo | 258,271 57,12 0,76 | 144-145 Ci4H14N,04 1,10
M2 P6 Amarelo | 291,120 | 78,12 0,68 | 275-276 C12HoN;0 1,80
M3 P6 Amarelo | 340,197 | 66,88 0,80 | 235-236 | Ci4H;sN,O3;BR | 1,93
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palido

M4 P6 Amarelo | 311,159 73,08 0,75 | 185-187 | C;o2HisN3;O,BR | 1,06
palido

F.F. — Faixa de fusdo; Rf— Fator de retengdo; PM — Peso molar; FM — Formula molecular; Rend%

Rendimento (%). 2n-hexano/Acet.* M4 acetato de etila.

Através desses resultados expostos, € possivel observar que todos os compostos
sintetizados obtiveram rendimentos satisfatorios, com valores variando entre 52,05 a
81,27%, o que comprova a viabilidade da rota sintética adotada. Algumas moléculas
necessitaram de um processo de purificagdo, ja que as mesmas apresentaram manchas
na CCD abaixo do fator de retengdo, indicando possivel impureza. Para isso, foi
adotado um processo simples, utilizando apenas filtragdo ¢ uma lavagem abundante
com uma mistura de etanol e dgua destilada aquecido na propor¢ao de 1:1, fazendo
com que a molécula precipitasse novamente e a impureza saisse no sobrenadante. Vale
ressaltar que a facilidade de retirada dessa impureza se da ao fato de estarem em RF
abaixo da mancha do produto se caracterizando como manchas mais polares, capazes
de serem arrastadas pela mistura de dgua e etanol. Apds esse processo de purificagdo,
se observou que os cristais se apresentaram mais puros na placa de silica, com o valor
do RF entre 0,5 ¢ 0,8 cm, considerando que o valor de referéncia é de 0 at¢ 1 cm.

A coloragdo dos compostos foi realizada a partir de uma observacdo visual,
durante alguns dias, para identificagdo de possiveis mudancas de cor, o que poderia
indicar algum tipo de degradagdo das moléculas sintetizadas. Dessa forma, todos os
produtos obtidos apresentaram varia¢des de cores dentro do amarelo, variando apenas
na sua intensidade, onde os compostos M3 e M4 apresentaram um amarelo-palido e o
composto M1 apresentou um amarelo-escuro. Esse resultado demostra a
homogeneidade das reacdes realizadas.

As reagdes que necessitaram do uso de uma temperatura elevada, como os
compostos ICMD, M1 e M3, foi necessario para favorecer a ressonancia das ligagdes ©
da carbonila ao aldeido, ja que este ¢ caracterizado como um grupamento fortemente
reativo que nao contém grupo que possa ser substituido e assim age por mecanismo de
ataque nucleofilico. Esses aldeidos sao geralmente carbonilados, contendo pares de
elétrons nao compartilhados no oxigénio que sdo capazes de protonar ou atacar um

acido ou base, e o carbono da carbonila ¢ eletrofilico e entdo pode ser atacado por um
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nucle6filo. Além do mais, aldeidos possuem, quimicamente, menor interagao estérica e

menor impedimento ao ataque de um nucleofilo.

Mesmo na presenca do catalisador utilizado, a partir de certo tempo de reagao, a
mesma ndo apresentava andamento, sendo necessaria a utilizagdo de uma temperatura
elevada para que a energia do sistema aumentasse e favorecesse a formacao da ligacdo
dupla entre o carbono do aldeido e carbanio formado do grupo metileno reativo,
levando em consideragdo que o aldeido ¢ extremamente reativo e talvez a base
utilizada ndo tenha sido suficiente para fornecer ao sistema energia capaz de formar
ligagdo dupla C= C e de finalizar a mesma. Principalmente para as moléculas ICMD,
M1 e M3 que as cadeias carbOnicas utilizadas para condensacdo com aldeido eram

mais extensas que as demais usadas para as outras reagoes.

O fator de retencao das moléculas foi realizado em placa de silica, onde o sistema
utilizado para a maioria foi o hexano/acetato em vdarias concentragdes, com excecao da
M4 que apresentou dificuldade nesse sistema, sendo entdo utilizado acetato de etila.
Através desses resultados é possivel observar a polaridade das moléculas a partir da
centralizagdo dos valores obtidos, esperando sempre que esses esteja numa faixa entre

Oel.

O ponto de fusdo ¢ importante para avaliar as oscilagdes possiveis entre o
momento inicial ¢ o final onde a amostra fica em estado liquido, essas faixas de
temperatura oferecem informagdes do quanto os compostos estdo puros ou ndo. Dessa
forma, as oscilagdes obtidas nao foram maiores que 4°C, que ¢ a faixa de oscilagdo
sugerida para indicar que o composto se encontra puro, € que ndo hd nenhuma
“sujeira” capaz de alterar seu ponto de fusdo dificultando sua passagem do estado
s6lido para o liquido, e assim todos os produtos obtidos apresentaram grau de pureza

adequado, pois ndo possui uma variacao de intervalo de temperatura mais longo.

Os valores de log de P, conhecido como coeficiente de particdo, ¢ um pardmetro
utilizado na quimica farmacéutica como uma ferramenta para estudos de QSAR dando
valores quantitativos de lipofilia dos compostos biologicamente ativos, trazendo uma
melhor compreensdo do comportamento farmacocinético desses compostos
sintetizados. Os valores apresentados nesses resultados foram calculados pelo
ChemDraw 3D e analisados de acordo com as regras de Linpsky, onde estabelece que

uma molécula para ser considerada um bom fdrmaco deve apresentar valores multiplos
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de 5: o log de P dever ser menor ou igual a 5, a massa molecular calculada deve ser
menor ou igual a 500g/mol, os aceptores de ligacao de hidrogénio menor ou igual a 10
e os aceptores de hidrogénio menor ou igual a 5. Todas as moléculas sintetizadas se
enquadraram nos parametros pedidos, como pode ser observada na tabela abaixo,

mostrando o composto indolico-acrilamida M3 como referéncia para os demais.

Tabela 5 : Demonstragdo de grupos aceptores e doadores de ligagdo de H.
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Legenda: Circulado em verde referentes a grupos aceptores; circulados em vermelho referentes a
grupos doadores.

Através da tabela € possivel perceber os grupos circulados em vermelho doadores
de ligagdo de hidrogénio e circulados em verde os grupos aceptores de ligacdo de
hidrogénio. Seguindo a teoria de que elementos com 5, 6 e 7 elétrons na camada de
valéncia sdo suscetiveis de receberem um hidrogénio, na tentativa de se estabilizar
eletronicamente, como ¢é o caso dos elementos O da fung¢do carbonila e da fungdo éster
e o Br ligado ao anel indo, como também do N das nitrilas. Ja elementos contendo 1, 2

e 3 elétrons em sua ultima camada eletronica, sdo mais suscetiveis de doarem
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hidrogénios como a amina do anel indol ¢ o CH da dupla ligagdo sdo grupamentos
doadores de ligacdo de hidrogénio. O CH3 que acompanha estruturalmente a fungao
éster das moléculas M1 e ICIP ndo exerce nenhum efeito como doador ou aceptor, pois
ndo apresenta nenhuma diferenca eletronica que seja significativa ao ponto de realizar

uma ligagdo de hidrogénio por qualquer uma das formas.

O Log de P, nesse caso, mostra certo equilibrio, j4 que o valor adequado na
literatura ¢ de 0 a 3 para apresentar equilibrio hidrofilico-lipofilico. Dessa forma, a
molécula demonstra boa solubilidade em seus parametros farmacocinéticos e boa
permeacdao numa membrana biologica. Lembrando que esses valores sdo teoricos,
calculados por um programa computacional e podem divergir dos valores futuramente

obtidos em testes in vivo.

5.3 Elucidacao estrutural dos derivados acrilatos-indélicos.

Para identificacdo e caracterizagdo dos compostos, foram realizadas as técnicas
de RMN para 'H e "°C, infravermelho-IV e Massas para os compostos ICMD, ICIP e
CAIC. Para o composto MA02 s6 foi possivel realizar o RMN de 'H. A elucidagio
estrutural desses compostos foi realizada pelo LSVM em parceria com colaboradores
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

A figura 14 ¢ referente ao espectro de IV do composto, tomado como composto

de referéncia para os demais.

Figura 15: Espectro de IV do composto ICIP.
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Sendo o IV uma espectroscopia de absorcdo que utiliza a regido do
infravermelho, ¢ comumente usada para a identificagdo de um composto ou determinar
a sua composi¢io. E uma das técnicas mais Uteis para a sintese e transformagdes
organicas. Dessa forma, nos espectros de IV dos compostos acima citados, € possivel
observar valores de absor¢do entre intervalos de 3175 cm™ a 3558 cm™ valor de
absorcdo referente ao estiramento N-H de aminas primdrias e secundéarias como
também amidas. O pico proximo a 3350 cm™ ,observado no espectro, é indicativo de
uma amida primadria, caracterizado por pico baixo de absorbancia. Nos picos de
absorbancia a seguir, € possivel observar regides de absor¢cdo como um estiramento em
3040 cm™ sendo este caracteristico de carbono sp” (=CH) referente aos carbonos dos
anéis aromaticos, na regido proxima a 1640 a 1723 cm’ observa-se uma absor¢io
referentes a fungdo carbonila (C=0), em 1600 cm™ observa-se uma regido de absor¢do
referente ao dobramento N-H da amida, na regido entre 1570 cm™ e 1442 cm™ é
possivel observar o estiramento de ligagao carbomo-carbono (C=C) referente aos anéis
aromaticos, dentro do intervalo de 2208 a 2260 cm™ é possivel observar valores e
bandas de absorc¢ao de ligagdo C-N do grupamento nitrila (CN), e por fim nas regides
de absor¢do proximas a 734 e 690 cm” ¢ possivel observar um estiramento C-H
referente as ligagdes fora do anel aromatico.

Para maior facilidade de compreensdo, os valores foram das absor¢des de IV
foram esquematizadas na tabela 6. As imagens dos espectros serdo encontradas nos

apéndices.
Tabela 6: Dados obtidos pela Espectroscopia de IV.

COMPOSTO IV (valores em cm™)

3433 (estiramento N-H da amina secundéria);
3322 (estiramento N-H da amida secundaria);
3040 (estiramento =C-H); 2212 (estiramento CN);

ICMD 1640 (estiramento C=0); 1600 (dobramento N-H
da amida), 1570 e 1442 (estiramento C=C e
aromatico); 1497 (dobramento N-H da amina);
734 e 690 (estiramento C-H fora do plano de
aromatico monossubstituido)
3259 (estiramento amina secundaria); 3060
(estiramento =C-H); 2982 (estiramento C-H sp’);

ICIP 2224 (estiramento CN); 1712 (estiramento C=0);
1661, (dobramento N-H); 1275 e 1050
(estiramento C-O éster); 785 (estiramento C-H
fora do plano de aromatico ortossubstituido).
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3558 (estiramento amina); 3453 e 3285
(estiramento ~ N-H-amida  primaria); 3085
(estiramento = C-H); 2208 (estiramento CN);
CAIC 1696 (estiramento C=0); 1661 (C=C alceno
alinfatico); 1559 (estiramento C=C de aromético);

Fonte: Proprio Autor.

Dando continuidade as caracterizagdes realizadas, foram analisados os espectros

de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C dos compostos sintetizados.

Inicialmente, foram analisados os espectros de RMN de 'H, sendo observados
sinais como singletos referentes ao grupamento NH da amina para a molécula ICIP,
apresentando deslocamento quimico um pouco fora da faixa que ¢é caracteristica entre
10,17 a 10,54 ppm. Esse deslocamento quimico ligeiramente diferente ¢ devido ao
efeito de anisotropia que permite que o H fique desblindado, sendo a faixa esperada de
5,0 a 9,0 ppm, E possivel observar um sinal caracteristico de condensagdo entre o
aldeido e o grupo metileno que conduz a formagdo de um grupo vinilico (C=CH) na
faixa entre 9,30 e 8,27 ppm. Também se observa um pico em 12,29 ppm, sinal esse
sugestivo de grupamento NH possivelmente do anel inddlico, observado
principalmente na molécula CAIC e ICIP por serem derivados indodlicos, se
caracterizando como um pico de alta absor¢do por sofrer também com o H

desprotegido devido ao efeito de anisotropia.

Figura 16: Espectro de RMN 'H do composto ICIP.
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De forma geral, os espectros analisados das moléculas apresentaram singletos

caracteristicos também de reagdes de condensagdo, e sinais de hidrogénio de anéis

aromaticos apresentaram deslocamento quimico esperado, entre de 7,05 a 8,87, todos

os deslocamentos quimicos sairam de acordo com o esperado.

Tabela 7: Dados dos espectros de RMN "H dos compostos sintetizados.

ICMD

6 12,43 (1H, s, NH indol); 10,17 (1H, s,
NH amida); 8,62 (1H, s, C=CH,); 8,55
(1H, s, C=CH indol); 8,04-7,98 (1H, m, Ar
indol); 7,70 (2H, d, J=7,9, Ar anilina);
7,59 (1H, m, Ar indol); 7,37 (2H, t, J=7,8,
Ar anilina); 7,29 (2H, pd, Ar indol); 7,13
(1H, t, j=7,4, Ar anilina).

ICIP

6= 9,30 (1H, s, C=CH); 8,23 (2H, dt, J =
8,7, j= 0,9 Ar — acridina); 8,07 (2H, dt, J
= 8.6, j = 0,9 Ar — acridina); 7,92 (2H,
ddd, J = 8.8; 6,6, 1.3 Ar — acridina); 7,70
(2H, ddd, J = 8,7; 6,6, 1.3 Ar — acridina);
5,20 (1H, hept, J = 6,3, CH metina); 1,39
(6H, d, ] = 6,3, CH;).

CAIC

6 12,29 (1H, s, NH indol); 8,45 (2H, d,
J=6,4 C=CH e C=CH indol); 7,92 (1H, dd,
J=7,2 Ar); 7,76 (1H, m, NH,); 7,53 (1H,
m, Ar); 7,43 (1H, s, NH,); 7,24 (2H, m,
Ar).

MAO02

d 12,72 (1H, s, NH indol); 8,67 (1H, s,
C=CH); 8,52 (1H, s, CH indol); 8,03 (1H,
m, CH Ar); 7,58 (1H, m, Ar); 7,29(2H, m,
CH Ar).

Fonte: Proprio Autor.

Figura 17: Espectro Expandido do composto ICIP.
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Dando continuidade a ressonancia magnética nuclear, para os espectros de
RMN de "C dos produtos ICIP, ICMD e CAIC foram observados picos que
comprovam a condensa¢do dos nucleos privilegiados. De forma geral, os picos mais
observados foram o do carbono ligado a carbonila com deslocamento quimico entre
160,0 e 164,5 ppm, o carbono ligado a nitrila entre o intervalo de 142,7 a 153,1 ppm,
sendo estes os picos de maior evidéncia. Deslocamento quimico verificado entre de
137,0 a 122,2 referentes aos carbonos do anel indodlico, todos de acordo com os

deslocamentos quimicos esperados pela literatura.

Figura 18: Espectro de RMN "°C do composto ICIP.

M A L 1.
ag ne ] a ne

>

|
- 28

L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
M 220 N0 200 90 180 170 80 150 40 130 120 n 10 ) 100 20 L ™ 60 S0 0 k] 0 10 o -10

A tabela a seguir esquematiza todos os valores de deslocamentos de acordo

com cada composto analisado.

Tabela 8: Dados dos espectros de RMN de *C dos compostos sintetizados.

d161,7 (C, C=0); 143,2(C, C=C), 140.,4(C,
Ar); 137,0(C, Anel inddlico); 131,1(C, Ar);
ICMD 129,1(C, Anel indoélico); 128,1(C, Ar);
124,4(C, Anel ind6lico); 123,8(C, Anel
indodlico); 122,1(C, Ar); 121,1(C, Anel
indolico); 119,1(C, CN); 113,2(C, Anel
indolico); 110,3(C, adjacente a CN).
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8 163,7(C, C=0); 146,9(C, C=C); 136,7;
ICIP 133,0; 127,4; 124,1; 122,6(C, Anel indolico);
119,0(C, CN);118,9(C, Anel indolico);
113,4(C, adjacente CN); 93,2(C, Anel
indélico); 69,6(C, sp°); 22,1(C, CH;).

8 164,5(C, C=0); 142,7(C, C=C); 136,4;
CAIC 130,6; 127,7; 123,7; 122,0(C, Anel indélico);
119,2(C, CN); 118,8(C, Anel indélico);
113,1(C, Anel indolico); 110,0(C, adjacente
CN); 98,2(C, Anel inddlico).

Legenda: a- 100 MHz, b — 125MHz

Na imagem do espectro, é possivel percebe os sinais dos carbonos vinilicos
observados entre os deslocamentos 142,7 e 153,1 ppm, estando dentro da faixa
esperada para o sinal. Percebe-se também para nitrila os sinais dentre as faixas 115,61
e 119,34 ppm que também estdo dentro da faixa de variacdo esperada para o sinal
caracteristico desse carbono. Também ¢ possivel observar a presenga dos sinais
caracteristicos de anéis aromaticos entre as faixas entre 115,1 a 119,3 ppm, e por fim,
para os sinais de carbonila, as faixas ficaram entre 160,0 e 164,5 ppm. Os espectros de

'H e de °C dos compostos ICIP ¢ CAIC se encontram no apéndice B.

Por fim, para finalizar as caracterizagdes realizadas para os compostos ICIP, ICMD e
CAIC, foram obtidos os valores exatos das massas a partir dos picos dos ions
moleculares. Para tornar mais claro, os valores reais como também aqueles calculados

estdo presente na tabela a seguir:

Tabela 9: Dados das massas exatas dos ions moleculares dos compostos.

Composto  MASSA [M+H]" MASSA
CALCULADA[M/Z] ENCONTRADA

ICMD 287,1059 310,0912 10,32 310,0880

ICIP 254,1055 255,1089 | 3856,78 | 254,1250

CAIC 211,0746 235,0677 39,56 235,0770

Fonte: Proprio Autor.

Os compostos tiveram uma diferenca entre os valores menor que 1, sendo esta
diferenca aceitavel na literatura, o que demonstra que o ion molecular ¢ estavel. Os

espectros de massas dos compostos ICIP e CAIC se encontram no apéndice C.
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Figura 19: Espectro de Massa do composto ICIP.
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5.4 Avaliacao da atividade hemolitica dos derivados acrilatos-indélicos.

O ensaio de citotoxicidade por hemolise permite quantificar, por meio de
espectrofotometria, a toxicidade de farmacos e de outras substidncias mediante a
membrana celular das células vermelhas, baseando-se na lise e liberagdo de
hemoglobinas e na desnaturacdo proteica das proteinas dos eritrocitos. A relagao entre
hemolise e a danificacdo das proteinas celulares sdo detectadas com base na mudanga

de absorcdo das oxiemoglobinas, indicador de ambos os processos (ABREU, 2008).

A atividade hemolitica ¢ um método de avaliagdo preliminar e foi realizada para
todos os compostos sintetizados, onde para maior seguranga dos resultados obtidos, o
teste foi realizado em triplicada, onde para obtencdo dos valores finais foi realizada
uma média. Os valores dos resultados das hemolises se encontram na tabela abaixo, de

forma esquematizada para maior compreensao.

Tabela 10: Dados da atividade hemolitica dos compostos acrilatos-indolicos.

ICMD 10,26
ICIP 19,70
CAIC 10,81
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MAO02 10,45
M1 13,01
M2 18,97
M3 26,03
M4 2,75

Fonte: Proprio Autor.

Esse teste tem por finalidade indicar uma provavel relacdo dose-reposta e
estabelecer as condigdes seguras para exposicdo dessas substincias em futura
utilizacdo na clinica (MARQUES, 2017). Através dos valores obtidos ¢ possivel
observar que os resultados da atividade hemolitica dos compostos testados ndo
apresentam valores discrepantes, acima de 30%, o que indica que os compostos nao
foram capazes de apresentar um potencial toxico esperado para moléculas na

concentragao de 500 pg/mL com apenas lhr de repouso.

Na avalicao da atividade hemolitica nenhum dos derivados acrilatos-indolicos
exibiu capacidade de causar lise em eritrocitos humanos nas concentragdes testadas de
500 pg/mL, sendo apenas os compostos ICIP, M2 e M3 que apresentaram valores mais
proximos de 30%, concentracdo necessaria para o composto se enquadrar como capaz

de causar hemolise em células tumorais.

Vale salientar que apenas uma hora de repouso para causar hemolise ndo tenha
sido o suficiente e tenha interferido nos valores finais. Além do mais, esses resultados
podem sugerir que os efeitos citotoxicos, possivelmente ligados a esses compostos,
estejam relacionados a outros mecanismos de morte mais especificos e nao ligados de
forma direta a um dano celular na membrana plasmatica da célula. Ou possa estar
também ligado a outros grupos sanguineos, ja que a amostra possa ser de um paciente
com desordens hematoldgicas e ndo totalmente saudavel. Para isto, seria necessaria a
realizagdo de outros testes como testes que comparem a hemolise de uma linhagem
tumoral a uma linhagem saudavel, ou uma comparacdo com a utilizagdo de um
farmaco controle como o farmaco doxorrubicina que ¢ comumente utilizado

(MARQUES, 2017).

Numa tentativa de justificar os maiores valores de hemolise (%) dos compostos

M2, M3 e ICIP, pode-se observar as mudangas estruturais que poderiam ser
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responsaveis por uma diferenca na atividade hemolitica. Inicialmente, vamos observar
os compostos que apresentaram atividade hemolitica mais expressiva, comparando as

estruturas de cada um como mostra a figura 19.

Figura 20: Comparacao estrutural dos compostos sintetizados.
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Fonte: Proprio Autor.

Os compostos demonstrados nas imagens acima sdo referentes as moléculas
que apresentaram hemolise acima de 10% e que de certa forma se aproximaram mais
do valor de hemolise de 30%. E perceptivel, através da observagio que existem
alteragdes de grupos funcionais, como o fato do composto M2 apresentar maior
quantidade de nitrilas (CN) em sua constituigdo que os demais produtos. Porém, é
possivel observar elementos que sdo semelhantes, como a presenga do bromo (Br) e do
éster, € que os compostos que os continha apresentaram um maior poder de hemolise
em eritrocitos humanos saudaveis. Dessa forma, ¢ possivel dizer que esses elementos
inferiram na atividade hemolitica das moléculas, ja que o éster por si so6 oferece certa
toxicidade, e algumas publicagdes ja relatam o fato do bromo apresentar toxicidade, ¢

Silveira (2013), afirma que o elemento bromo pode sim inferir toxicidade molecular, o
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que justifica os valores de hemolise mais aproximados de 30% dos compostos
discutidos (SILVEIRA, et al; 2013).

O grupamento nitrila também apresenta toxicidade, porém nao foi o responsavel

pela toxicidade causada por essas moléculas, como € possivel observar na figura 19.

Outra observagdo pertinente, e que confirma a toxicidade inferida por esses dois
grupamentos discutidos, seria o fato de que os compostos M3 e ICIP foram os que
apresentaram valores de hemolise mais proximos do valor referéncia, onde o primeiro
continha os dois grupamentos e o segundo continha apenas um. O ICIP com o
grupamento éster apresentou uma hemolise de 19.70%, e o composto M3 contendo o
bromo e o éster apresentou hemolise de 26.03, fazendo com que seja possivel sugerir
que o elemento quimico que apresentou maior toxicidade para eritrocitos foi o éster, e
0 bromo pode ter atuado nessa molécula aumentando a capacidade hemolitica ligado

ao éster.

E possivel também correlacionar a hemolise do ICIP ao seu Log de P quando se
observa, de forma comparativa, os valores do Log dos compostos CAIC e ICMD,

localizados na tabela a seguir.

Tabela 11: Valores do Log P calculados no programa ChemDraw 3D.

ICMD 2,62
ICIP 2,29
CAIC 0,72

Fonte: Proprio Autor.

Observando os valores acima, ¢ possivel sugerir que o valor de Log P do composto
CAIC encontrado foi de aproximadamente de 0,72, o que faz com que a molécula seja
muito hidrossoluvel, entretanto este fator ndo inferiu na sua toxicidade, mostrando
valores razoaveis de hemolise. J4 o composto ICIP apresentou um Log P um pouco
maior, se comparado ao composto ja discutido, porém o valor 2,29 ¢ visto como dentro
da faixa de equilibrio hidrofilico-lipofilico com valor de 0 a 3, entretanto esse valor
talvez tenha sido capaz de fazer com que a molécula tenha solubilizado mais que o

necessario no momento da suspensdao da mesma e da sua solubilizagdo em DMSO,
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fazendo com que mais composto estivesse presente ¢ disponivel para hemolisar as
células vermelhas, inferindo assim na sua toxicidade e nos valores alterados da
atividade hemolitica. O composto ICMD, apresentou um Log P semelhante ao
composto ICIP, porém no momento da preparagdo da suspensao em DMSO, a mesma
ndo apresentou uma boa solubilidade, e talvez por esse motivo ndo tenha apresentado
valores para hemolise tdo significantes como o composto anteriormente discutido. Os
valores de Log P dos compostos M1, M2 e M3 sdo valores bem proximos, variando de
1,93 a 1,10, pois os mesmos apresentaram homogeneidade em suas dissolugdes no

DMSO, nao apresentando aglomerados em presenca do sangue em analise.

5.5 Estudos tedricos de Docking molecular

Foram realizados os estudos in silico utilizando a metodologia do docking

molecular, para todos os compostos sintetizados.

Inicialmente foram analisados os valores de scores, que sao valores referentes as
quantidades de interacdes que o composto ¢ capaz de realizar com os residuos e os
tipos de interagdo que ele faz no alvo ao qual esta sendo submetido. Esses valores de
score sao teoricos, fazendo com que seja possivel inferir que quando submetidos a
testes in vitro possam demonstrar diferengas, sejam elas significantes ou nao,
apresentando efeitos de inibicdo da fopoisomerase de forma diferente. Para usar como
valores de referéncia do composto com melhor valor de interagdo, foi escolhido o
composto ICIP que apresentou uma interacao significante com o alvo, em um trabalho
prévio desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa intitulado: Planejamento e
Desenvolvimento de novos derivados acridinicos, quinolinicos, indodlicos e piridinicos

com potencial atividade antitumoral (SILVA, 2018).

Para melhor compreensdo, ird ser exposto todos os valores de score dos
compostos ICIP, CAIC e ICMD, utilizados na dissertacdo de mestrado citada a cima,

relatando as melhores interagdes e os residuos aos quais interagiram.

Os compostos ICIP e CAIC foram aqueles que apresentaram valores de score
mais relevantes, entre -58,8549 a -50,2768, sendo estes valores negativos para indicar

melhores interagdes entre o alvo e os residuos, neste caso o Etoposideo. As interagdes
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mais significantes foram com os residuos Asp 463 (acido aspartico), Gly 462 (glicina)

e Arg 487 (Arginina).

Os valores de Score de cada composto analisado na dissertagdo, esta

esquematizado na tabela a seguir.

Tabela 12: Valores de score dos derivados acrilatos-indolicos.

Etoposido -64,1596
ICIP -58,8549
CAIC -50,2768
ICMD -33,5723

Fonte: Proprio Autor.

Fazendo uma rapida comparacdo entre os valores dos scores obtidos, ¢ possivel
observar que o valor que mais se aproximou do valor real do Estoposido foi o
composto ICIP, o composto CAIC também apresenta um valor préximo ¢ o composto
ICMD foi aquele que mais se distanciou do esperado para uma boa interagdo. Sabendo
previamente, que o Etoposido utilizado como farmaco de referéncia para atividade da
inibicao da topoisomerase II apresenta interagdes com os residuos Asp 463, Gly 462 e
Met 762, € possivel observar que o composto ICIP realiza interagdes com os residuos
de arginina e glicina e ndo realiza interagdo com o residuo de metionina, o que justifica
o valor do score maior € uma potencial inibicdo da topoisomerase menor do composto

ICIP.

O composto ICIP apresenta interagdes por ligacdes de hidrogénios que se da no
residuo Asp 463 através do oxigénio do grupamento éster, realiza 4 ligagdes estéricas
onde uma ocorre no mesmo oxigénio da ligacdo de hidrogénio com o residuo Gly 462
que também faz ligacdo com o oxigénio ligado a carbonila. As outras duas ligagdes

estéricas ocorrem no oxigénio da carbonila com os residuos Asp 463 ¢ Arg 487.
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Figura 21: Relagdo estrutural das interagdes realizadas com a topoisomerase.
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Fonte: SILVA, 2018; Modificada da referéncia.

O composto CAIC demostrou no docking apenas uma interagdo que ocorre por
ligacdo de hidrogénio no residuo Arg 487 no oxigénio da carbonila, as outras
interagdes apresentadas foram incompativeis com aquelas apresentadas pelo Etoposido

e ja discutidas anteriormente.

De forma sucinta, o melhor score obtido dos derivados testados in silico nesse
trabalho de mestrado, € 0 que se apresenta como uma proposta promissora para a
pesquisa ¢ o composto ICIP, sendo um derivado isopropilico, o que indica que esse
grupamento possa ser um grupamento privilegiado para uma interagdo com a
topoisomerase Ilo. Isso pode ser explicado a partir de uma simples observagdo
estrutural da molécula, onde ha um grupamento éster contendo dois oxigénios que
apresentam maiores possibilidades de interagdes, seja por meio de ligacdo de
hidrogénio ou por ligagdes estéricas. Se comparar com o composto CAIC, ¢é possivel
esclarecer o motivo pelo qual este so realiza uma interacdo, pelo fato de conter apenas

um oxigénio em sua estrutura que diminui as possibilidades de ligacdes.
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Figura 22: Docking Molecular do composto CAIC.

Fonte: SILVA, 2018.

Dando continuidade as analises in silico, os compostos MA02, M1, M2, M3 e M4
também foram submetidas as andlises de Docking molecular, utilizando o mesmo
etoposido como farmaco de referéncia, e realizando o estudo de acordo com a
metodologia dos compostos ICIP, CAIC e ICMD. Sendo o primeiro o composto que

apresentou melhores interagdes ao alvo Topoisomerase Ila.

Na tabela 13 estdo representados os valores de interagdes para os compostos a

seguir.

Tabela 13: Valores de score dos compostos MA02, M1, M2, M3 e M4.

Moléculas Scores (kcal/mol)
Etoposido -64,1596
MAO02 -45,0496
M1 -45,0996
M2 -44,8296
M3 -44,3096

M4 _44.,2296
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A partir dos valores de score da tabela acima, ¢ possivel observar que as moléculas
obtiveram valores proximos, onde nenhum valor se caracteriza como discrepancia, o
que indica a homogeneidade do estudo in silico realizado. Levando em consideragdo
que o etoposido apresentou interacdes entre os residuos de Apartato, Glicina e Arginina
e metionina, este sera utilizado como composto referéncia para as proximas analises.
Dessa forma, se baseando nos valores de interagdo obtidos através do docking
molecular, os composto MA02 e M1 obtiveram valores semelhantes entre -45, 0496 e -
45,0996 kcal/mol. Na figura a seguir se encontram as figuras referentes aos residuos de

interagdo da molécula com o alvo escolhido: Topo /1.

Figura 23: Representagdo 3D das interagdes das moléculas MA0O2 e M1 com o alvo

Topoisomerase Ilo.
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Fonte: PDB ID: 5gwk.

E possivel observar a partir das imagens, que as moléculas fazem interacdes com
os mesmos residuos, ambos nos residuos de Arg 487, entretanto os locais onde ocorrem
as interagdes sdo diferentes. No composto M1, as interagdes com os residuos de Arg
ocorrem a partir de ligagdes de hidrogénios no oxigénio da carbonila da cadeia lateral
do anel indol no grupamento éster etilico, assim como o composto ICIP, dando énfase a
esse grupamento na possivel interagdo com o complexo DNA-Topo /. A molécula
MAO2 realiza ligacdo de hidrogénio também na cadeia lateral do anel indol, ocorrendo
no nitrogénio do grupamento nitrila. O oxigénio e o nitrogénio trazem em comum a
capacidade de serem bioisosteros classicos aceptores de ligacao de hidrogénio, porém

pelo fato do oxigénio estar ligado a um grupamento éster etilico, o composto M1
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apresentou uma melhor interagdo com o alvo, mesmo que tenha sido infimamente
significante comparada a molécula MAO2, ainda assim confirmou a importincia desse

grupo para a interagdo da molécula ao alvo Topoisomerase II.

Os compostos M2, M3 e M4 também apresentam valores de complexos com
energias bem proximas, variando de forma infima, o que pode inferir que as interagdes
realizadas com o alvo possam ser as mesmas. Na molécula M2 hé interagdes por ligagdo
de hidrogénio no nitrogénio constituinte do anel indol e nos nitrogénios das nitrilas,
interagindo apenas com o residuo de Arg 487, para o composto M3 ¢ M4 ha interagdo
por ligagdo de Hidrogénio no residuo também de Arg 487, ambas nos oxigénios
constituintes da carbonila, novamente confirmando a importancia do grupo éster etilico

para intera¢do com o alvo, no caso do composto M3.

Figura 24: Interagdes em 2D das moléculas no alvo Topoisomerase.

M4

Fonte: PDB ID: 5gwk

Através dessas imagens 2D, € possivel observar as ligacdes feitas, a partir dos
pontos verdes identificados nas imagens. Onde ocorrem interagdes por forcas de Van

der Waals em pontilhados verde claro, em verde escuro estdo identificados ligagdes
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convencionais de hidrogénio, pontilhados rosa sdo ligagdes Pi ¢ em lilas estdo as

ligagdes do tipo Pi-alquil.

De forma sucinta, o composto que melhor apresentou complexos de energia com o
alvo foi o ICIP, sugerindo para esse composto que a estrutura principal responsavel por
essa interacdo foi o grupamento isopropilico, em relacdo aos demais compostos
analisados. E possivel sugerir também que moléculas como ICMD contendo um anel
aromatico como ramificacdo ndo favorece a atividade da molécula perante o ligante,
pois ¢ um grupo volumoso ¢ rigido demais para que haja uma interagao adequada com o
alvo que ¢ flexivel, por este motivo que foi o que apresentou o menor complexo de

energia.

As demais moléculas ndo possuem um grupamento isoproprilico e sim
grupamentos éster e nitrila ligados ao anel aromatico, € por este motivo ndo apresentou
interagdes significantes com o alvo, ligando-se em sua maioria a apenas um residuo de

arginina, ndo mostrando nenhuma formagao de complexo energético promissor.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Foram sintetizados 8 compostos, sendo trés deles sintetizados para a dissertacao
de mestrado intitulada ‘“Planejamento e desenvolvimento de novos derivados
acridinicos, quinolinicos, ind6licos e piridinicos com potencial atividade antitumoral”,
sendo as moléculas ICIP, CAIC e ICMD. Para todos os compostos sintetizados foram
determinadas suas caracteristicas fisico-quimicas, suas caracteristicas estruturais, seus
mecanismos reacionais € suas respectivas atividades hemoliticas. Todas as moléculas
demonstraram bons rendimentos, comprovando a escolha da rota sintética, onde todos
os compostos obtiveram grau de pureza adequado. Seus Log de P apresentaram valores
esperados, estando de acordo com Lipinsk e a regra dos multiplos de 5, se adequando ao

equilibrio hidrofilico-lipofilico.

A atividade hemolitica apresentou resultados proximos de 30%, abrindo
margem para analises futuras de novos mecanismos de hemolise celular, onde a lise da
membrana pode estar ligada a outros grupos sanguineos ou maior tempo de repouso das
suspensdes. Entretanto, mesmo ndo alcangando valores maiores, foi possivel observar
que alguns grupamentos quimicos inferiram os valores de hemolise, como o elemento
bromo e o grupamento éster. Para os compostos ICMD, ICIP e CAIC foram realizadas
as caracterizacOes estruturais, através de IV e RMN de 'H e °C, observando bandas de
absor¢do de acordo com a estrutura das moléculas. Os espectros de massa obtidos
através de ressonancia magnética se demonstraram como o esperado, apresentando uma
variagao dentre os valores de diferencas de até 1, sendo estes valores obtidos conferidos

¢ analisados.

Para os estudos in silico, foi utilizado a metodologia do docking molecular, para
todos os compostos. Dentre eles, o composto ICIP foi o que melhor apresentou
complexo energético de ligagdo com o alvo fopoisomerase /I, sugerindo que o
grupamento responsavel por essa interagdo seja o grupamento isopropilico que nao ¢
encontrado nas demais moléculas sintetizadas. Sendo entdo por este motivo que os
outros compostos talvez ndo apresentaram resultados tdo promissores como a molécula
ICIP. Dessa forma, ¢ possivel concluir que o produto ICIP foi o composto promissor,
que serd utilizado para analises futuras, avaliando sua interacdo com o DNA, seu
possivel mecanismo de hemodlise celular e até avaliando sua provavel atividade

anticancerigena em células tumorais.
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PERSPECTIVAS

# Dar continuidade ao trabalho avaliando através de outros testes a atividade
hemolitica dos compostos.

= Realizar andlises de interagio com o DNA dos compostos com melhores
resultados de interagao com o alvo.

= Avaliar a atividade de inibicdo de crescimento celular tumoral através de
linhagens de células tumorais.

# Verificar em testes futuros a atividade de inibi¢do das moléculas frente a enzima

topoisomerase Ilo. humana,
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Apéndice A-Espectros de Infravermelho

Apéndice A.1- Espectro de Infravermelho do composto ICMD
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Apéndice B- ESPECTROS DE RMN 'H E "*C

Apéndice B.1- RMN Espectro de RMN "H do composto CAIC
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APENDICE B.1.1- Espectro expandido de RMN 'H do composto CAIC
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APENDICE B.2 - Espectro APT de RMN *C do CAIC
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APENDICE B.3 - Espectro de RMN 'H do composto ICMD
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APENDICE B.3.1 - Espectro expandido de RMN 'H do composto ICMD
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APENDICE B.4 - Espectro APT de RMN "*C do composto ICMD
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APENDICE C - ESPECTRO DE MASSAS

APENDICE C.1 - Espectro de Massas do composto CAIC
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APENDICE D - DOCKING DOS DERIVADOS INDOLICO-ACRILAMIDAS

Apéndice D.1-Docking do composto ICMD

Apéndice D.2-Docking do composto CAIC




Apéndice D.3-Docking do etoposido utilizado como referéncia
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Apéndice D.5- Docking da Molécula M2

Apéndice D.6-Docking da Molécula M3
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Apéndice D.7-Docking da Molécula M4
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