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AcOEt - Acetato de etila
BuOH - Butanol
CDC/{; — Cloroformio deuterado

CLAE — Cromatografia liquida de alta eficiéncia

D - Debye

d - Dupleto

dd - Duplo dupleto

DEPT - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
1,2-DiCIEt - 1,2-dicloroetano

DLsg - Dose letal de 50%

DMAC - N,N-dimetilacetamida

DMSO-dg — Dimetilsulfoxido deuterado

Et - Energia de transi¢ao

EtO - etoxi

EtOH - Etanol

HIV — Human Immunodeficiency Virus (virus da imunodeficiéncia humana)
HOMOCOSY - Homonuclear Correlation Spectroscopy

Hz - Hertz

ICs - Inibicao do crescimento de 50%

ip — intra-peritonial

IV - Infravermelho

J - Constante de acoplamento

k’ — fator de capacidade

log ky, — valor obtido de log k’quando extrapolado a 100% da concentracao da fase movel
log P — logaritmo do coeficiente de parti¢do

m — Multipleto

mL - mililitro

MeO - metoxi

MeOH - Metanol

MHz - Megahertz
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nm - Nandmetro

n.0. — nao observado

pf — ponto de fusdo

Ph - fenil

PND - Proton Noise Decoupling

pip. — piperidina

py - piridina

2-PrOH - 2-propanol

QSAR — Quantitative Structure Activity Relationship
RMN "°C - Ressondncia Magnética Nuclear de carbono-13
RMN 'H - Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
s — sinpleto

SDS — Lauril sulfato de sddio

SNC — Sistema Nervoso Central

TMS - Tetrametilsilano

UV - Ultravioleta

Vis. — Visivel

t - tripleto

t. a. - Temperatura ambiente

0 - Deslocamento quimico

AH — variagdo de entalpia

A - Comprimento de onda

Vmax- - Freqiiéncia méxima

1 — Momento dipolar

uUg — micrograma

uM - micromolar
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RESUMO

Os compostos mesoidnicos sdo heterociclos com estrutura dipolar. Esses compostos
tém apresentado bastante interesse devido a sua diversificada atividade bioldgica, e também
por sua utilizagdo como novos materiais € corantes, entre outras.

Neste trabalho de tese foram sintetizados 17 sais de compostos mesoidnicos da classe
1,3,4-tiadiazdlio, sendo 7 novos. A metodologia utilizada envolveu a reagdo de acilagdo
anidra da 1,4-difenil-tiossemicarbazida na presenca de cloretos de cinamoila-substituidos.
Esses compostos foram caracterizados por técnicas espectroscopicas, como RMN de 'H e °C
e infravermelho.

Ensaios de quimiossensibilidade frente a células do carcinoma de Ehrlich foram
realizados, indicando significativa atividade citotoxica para os sais dos compostos
mesoionicos, sendo o mais ativo o 4’-OEt-substituido dentre aqueles sintetizados neste
trabalho.

Os mesoidnicos sintetizados foram submetidos a ensaios com as enzimas DNA-
topoisomerases I e II-o, onde varios mostraram-se inibidores das mesmas, principalmente em
relagcdo a Topo II-a.

Avaliou-se, também, a atividade antitumoral in vivo em camundongos com carcinoma
de Ehrlich, obtendo-se resultados bastante promissores e satisfatorios para os derivados
mesoionicos cloro e fluoro-substituidos.

Parametros fisico-quimicos foram determinados para estudo das relagdes entre a
atividade biolégica e a estrutura quimica (QSAR). O pardmetro hidrofébico log k foi
determinado experimentalmente para todos os compostos sintetizados, utilizando-se a técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Os parametros eletronicos teéricos foram calculados através da modelagem molecular
para todos os compostos da série. Suas estruturas foram otimizadas utilizando o método semi-
empirico através do programa MOPAC 6.0, onde o Hamiltoniano de escolha foi o PM3.

Sais de compostos mesoionicos, num total de 14, também foram ensaiados in vitro
contra L. amazonensis no Laboratorio de Bioquimica de Tripanossomatideos do Instituto
Oswaldo Cruz, tendo-se mostrado bastante promissores para a quimioterapia da leishmaniose.

O estudo da correlagdo entre a atividade bioldgica e os pardmetros fisico-quimicos
mostrou que os efeitos hidrofobicos (log k’ e ) e eletronico de ressonancia (R) contribuiram

mais significativamente para a atividade citotoxica.
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ABSTRACT

Mesoionic compounds are heterocycles with dipolar structure. They have been
considered interesting because of their several biological activities and other applications,
such as new materials and dyes.

In this work were synthesized 17 salts of mesoionic compounds from the 1,3,4-
thiadiazolium-2-aminide class, in which 7 are new compounds. The synthetic methodology
involved the anhydroacylation reaction of 1,4-thiosemicarbazide with substituted cinnamoyl
chlorides. These compounds were characterized by spectroscopic techniques such NMR 'H,
1C and infrared.

Chemosensitivity assays against Ehrlich carcinoma cells showed significant cytotoxic
activity for mesoionic salts, and the 4’-OEt derivative was the most active synthesized
compound.

The mesoionic compounds had been assayed with DNA-topoisomerases I and Ilo
enzymes, several derivatives showed inhibitory activity especially on DNA-topoisomerase
ITa.

Very promising and satisfactory results were observed for chloro and fluor-derivatives
when the in vivo anti-tumour activity was evaluated on mice with Ehrlich carcinoma.

The physico-chemical parameters were determined to aim the quantitative-structure
relationship (QSAR) study. The hydrophobic parameter, log k’, was experimentally
determined for mesoionic compounds using the high performance liquid chromatography
(HPLC) method.

The electronic theoretical parameters were calculated using semi-empirical molecular
orbital methods for all series derivatives. Their structures were optimized using the MOPAC
6.0 package and PM3 Hamiltonian.

The mesoionic salts (14) were also assayed in vitro against Leishmania amazonensis in
Laboratdrio de Bioquimica de Tripanossomatideos — FIOCRUZ, and very promising results
for leishmaniasis chemotherapy have been observed.

The QSAR study indicated that the hydrophobic parameters (log k> and m) and

resonance electronic effect (R) were the most significant contribution to the cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Compostos Mesoionicos
1.1.1 Historico e estrutura

Em 1882, Emil Fisher e Emil Besthorn sintetizaram o composto (1) conhecido
atualmente como mesoionico. Subseqiientemente, Besthorn descobriu o corante vermelho de
Besthorn (2). Despertado pelo trabalho inicial de Fischer, Max Busch, no decorrer de 1895 a
1905, descreveu a preparagdo e propriedades quimicas de alguns compostos mesoidnicos (3-

6) NEWTON & RAMSDEN, 1982).
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Earl e Mackney, em 1935, prepararam a N-fenilsidnona (7), primeira sidnona
sintetizada (sendo a precursora dos sistemas atuais 1,2,3-oxadiazo6lio-5-olato), recebendo essa
designacao por ter sido sintetizada na Universidade de Sydney, Australia (NEWTON &
RAMSDEN, 1982).

No ano de 1938, Schonberg propds que os compostos 8 € 9, que tinham sido

formulados como compostos biciclicos por Busch, fossem hibridos de ressonancia dipolar, 3 e



6 NEWTON & RAMSDEN, 1982). Da mesma forma, Baker e Ollis em 1946, consideraram
a estrutura da sidnona, até entdo representada como uma B-lactama (10), como inaceitavel e

propuseram que as sidnonas também fossem hibridos de ressonadncia de formas dipolares (11)

(KIER & ROCHE, 1967).
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Ainda em 1946, o termo mesoidnico (mesomérico + idnico) foi sugerido pela primeira
vez por Simpson, para descrever um tipo de molécula que ‘“desafiasse” a representagao
covalente. Em 1957, Baker e Ollis (BAKER & OLLIS, 1957) propuseram a primeira
defini¢@o para composto mesoionico:

(a) O composto deveria possuir um anel aromatico heterociclico de cinco ou seis
membros que nado fosse capaz de ser representado por uma estrutura covalente;

(b) Todos os atomos do anel proveriam elétrons m, para formar um sexteto
deslocalizado;

(c) O anel deveria apresentar uma carga positiva parcial, balanceada por uma negativa
localizada em um grupo ou 4tomo exociclico;

(d) O anel deveria ser planar ou quase, possuindo consideravel energia de ressonancia.

Esta defini¢do formou a base para o conceito de composto mesoidnico nos atuais
relatos da literatura. Apos 1964, devido aos trabalhos de Huisgen (NEWTON & RAMSDEN,
1982) com munchonas (12), os compostos mesoionicos foram extensivamente estudados nas

duas décadas posteriores.



Na década de 90 estudos sobre as caracteristicas dos compostos mesoidnicos
continuaram a ser estudadas, sendo caracterizados também por possuir carater aromatico e
constituir um plano ou quase, juntamente com o atomo ca-exociclico (HAMAGUCHI et al.,
2003) e substancial separacdo de cargas, com momentos dipolares em torno de 5 D
(ECHEVARRIA et al., 1992).

Conforme a defini¢do, os mesoionicos apresentam-se representados pela férmula geral
13, onde a-f sdo atomos de carbono ou heterodtomos. Segundo a distribui¢ao de elétrons no
anel, podemos ter dois tipos de mesoionicos: Tipo A (14) e Tipo B (15), onde os numeros
sobrescritos correspondem ao nimero de elétrons com que cada atomo contribui para formar

os orbitais .

b—a bl_a2 b2_al
c/ @ \e Zc/ | \el 2(/ X:l
Ny O Nd N Nd N
Formula Geral Tipo A Tipo B
13 14 15

Usando combinagdes de dtomos de carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre, ¢ possivel
formar 144 classes de mesoidnicos do tipo A e 84 classes do tipo B. Até recentemente, 60
classes do tipo A e 13 do tipo B eram conhecidas (NEWTON & RAMSDEN, 1982).

Mesoidnicos do tipo A e B sdo exemplificados pelos 1,3-oxazolio-5-olato (16) e 1,2-
oxazodlio-4-olato (17), respectivamente. Os dois tipos gerais de compostos mesoidnicos

mostram propriedades quimicas totalmente distintas.
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Compostos mesoionicos do tipo A participam de reacdes de cicloadi¢ao 1,3-dipolar. O

Esquema 1 mostra dois exemplos de reagdes de cicloadi¢do do 2,4-difenil-3-metil-1,3-

oxazolio-5-olato (18) (NEWTON & RAMSDEN, 1982).
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(i) HC=CCO,Me
(it) COA
(iii) CS,
Esquema 1

Uma importante caracteristica dos compostos tipo B estd na facilidade em sofrerem
abertura do anel, fornecendo o tautomero aciclico correspondente. Por exemplo, diversas
reacdes da deidroditizona (19), ocorrem envolvendo seu tautdmero aciclico, Esquema 2

(NEWTON & RAMSDEN, 1982).
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Esquema 2

Apesar dos compostos mesoidnicos apresentarem-se, em sua maioria, sob a forma
dipolar, podemos encontrar exemplos na literatura de compostos mesoionicos do tipo tripolar,
pouco estudados (ARAKI et al., 1995), tal como o triflato de 1,2-bis-(1,3-difeniltetrazol-5-
ilio)-ciclopentadienida (20).

TfO

Em busca de mais informacdes sobre a estrutura dos compostos mesoidnicos,
Echevarria e cols. (ECHEVARRIA ef al., 1992), através de difracdo de raio-X e calculos
tedricos, estudaram o 4-fenil-5-(4-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilaminida (21) e seu
cloridrato (22). Através das evidéncias obtidas, sugeriram que em 21 e 22, a carga positiva
estd substancialmente associada com o atomo de N-4 (e seu grupo fenila), enquanto a negativa

formalmente localizada no atomo de N-exociclico.
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Como podemos observar, compostos agora classificados como mesoidnicos ja sdo
conhecidos a mais de um século. Desde entdo, o conceito de compostos mesoidnicos € os
métodos de sintese t€ém sofrido inimeras mudancas. Uma dessas seria que os compostos
mesoidnicos ndo sdo aromaticos, embora sejam fortemente estabilizados por deslocalizacao
dos elétrons m e pela deslocalizagdo de carga. Seguindo esta mudanga a definicdo de
mesoionico seria: “Compostos mesoidnicos sdo betainas heterociclicas planares de cinco
membros com pelo menos uma cadeia lateral cujo &tomo o é também plano ao anel e com um
momento de dipolo na ordem de 5 D. Os elétrons w deslocalizados sobre duas regides
separadas por aquelas que sdo essencialmente ligagdes simples. Uma regido a qual inclui o
atomo o da cadeia lateral ¢ associado com 0 HOMO e a negativa carga m, enquanto a outra ¢
associada com o LUMO e positiva carga n” (LIRA et al., 2002). A estrutura 23 corresponde a

esta definicdo, onde a, b, c, d, e ¢ f sdo comumente C, N, O, S ou Se.

Devido as suas caracteristicas estruturais especiais, 0s mesoidnicos, nos ultimos anos,
tém sido alvo de inumeros estudos nas mais diversas areas, podendo-se destacar, pesquisas na
area de cristais liquidos (SATO & UJIIE, 1996; CHAN et al., 2004), na confec¢ao de
materiais com propriedades oticas ndo-lineares (MOURA ef al., 1994), na sintese de corantes
(EDWARD & SHEFFLER, 1979) e, sobretudo, nas pesquisas em fun¢do de suas atividades

biologicas bastante diversificadas.



1.1.2 Atividade bioldgica

Os compostos mesoidnicos possuem caracteristicas estruturais, que tém sido de
consideravel interesse a quimica medicinal. Este potencial como substancias bioativas tem
sido atribuido, at¢é o momento, aos seguintes fatos: carater aromadtico planar, anéis
heterociclicos de pequenos tamanhos, carater final neutro apesar da presenca de cargas
formais, variagdo de densidade eletronica no anel e as varias possibilidades da presenca de
heteroatomos diferentes levando a diversos sistemas mesoidnicos.

Os mesoionicos da série 4-fenil-1,3,4-tiadiazélio-2-tiolato-5-substituidos (24), foram
testados por Kier & Stewart em Sthaphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae e
Escherichia coli, sendo que os compostos com os substituintes metil, etil, isopropil e propila,
mostraram-se ativos (STEWART & KIER, 1965). Echevarria & Grynberg (SCHINZATO et
al., 1989) estudaram as atividades antitumorais do cloreto de 1,4-difenil-5-[4’-cloro-3’-
nitrofenil]-1,2,4-triaz6lio-3-tiol (25), mostrando-se ativo contra os tumores de Ehrlich,
Sarcoma 180 e BIOMCII.

Os efeitos antitumorais das aril-sidnonas 3-[4’-X-3’-nitrofenil]-1,2,3-oxadiaz6lio-5-
olato (26), onde X = Cl, pirrolidino, piperidino e morfolino, foram relatados por Grynberg
(GRYNBERG et al., 1992). Esses compostos mostraram-se ativos frente aos tumores:

Sarcoma 180, carcinoma de Ehrlich, BIOMCII (histiocitoma fibroso) e leucemia L 1210
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Testado contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aspergillus niger e Candida
albicans, o mesoidbnico 3-[4-(2,5-dimetilpirrol-1-ilaminocarbonil)]-fenilsidnona (27),
mostrou-se eficaz na inibigdo do crescimento destes microrganismos (HIREMATH et al.,

1994).



Grynberg estudou a atividade antitumoral in vivo dos cloridratos dos compostos
mesoidnicos da série 1,3,4-tiadiazolio-2-amina (28), p-X-cinamoil-substituidos, onde X =
NO;, e OH. Os compostos testados mostraram-se ativos contra Sarcoma 180 e o carcinoma de

Ehrlich (GRYNBERG et al., 1997).
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Posteriormente a Grynberg, novos analogos do composto 26 foram testados in vitro
contra trés linhagens de células tumorais: MCF7 (mama), NCI-H460 (pulmao) e SF-268
(SNC). Dentre estes o substituido com flior mostrou-se o mais ativo (DUNKLEY &
THOMAN, 2003).

Devido ao nosso grande interesse no estudo dos compostos mesoionicos com potencial
atividade antitumoral, a seguir serdo apresentados alguns aspectos fundamentais para o

entendimento da quimioterapia do cancer.

1.2 O Cancer

1.2.1 Introducio

O cancer ¢ uma doenga caracterizada pelo desenvolvimento e proliferacao
descontrolados de células anormais. Se o crescimento destas células ndo for controlado,
acarretard um crescimento pré-canceroso ou canceroso. Os canceres podem tornar-se
invasivos e metastatizar (a metastase ¢ a capacidade dos tumores malignos de disseminarem-
se do oOrgdo primdrio para outros locais no corpo. Isso ocorre quando células malignas
desprendem-se do tumor primério, seguem através do corpo através da circulagdo sanguinea
ou linfatica, e depois infiltram tecidos e crescem em novos depdsitos tumorais), levando a

morte se ndo forem tratados (BOYER et al., 2000).



A maioria dos canceres ¢ relacionada aos fatores dietéticos, ou ao tabagismo. De todos
os pacientes com diagnostico de cancer de pulmao, 80 a 85% sdo fumantes ou tabagistas de
longa data. Cerca de 5 a 10% dos céanceres estdo relacionados a exposi¢do ocupacional a
carcindgenos, como as irradiagdes, solventes organicos ou o asbesto. Entretanto, em 30% dos
casos presumem-se tratar-se de agentes virais, fatores genéticos ou eventos mutacionais
espontaneos (BOYER et al., 2000).

Dieta rica em gordura, proteina animal e calorias tém sido correlacionadas com
tumores de mama, colon e prostata. Ja alimentos defumados e conservados com sal estdao
associados com tumores de eséfago e estdmago. O uso de bebida alcoodlica, particularmente
em pacientes fumantes, predispde aos tumores de boca, faringe, laringe, esdéfago e figado
(MURAD & KOTZ, 1996).

O Ministério da Saude estimou que, para 2003, em todo o Brasil, ocorreriam 402.190
casos novos e 126.960 obitos por cancer. Para o sexo masculino, seriam esperados 186.155
casos novos e 68.350 obitos, enquanto que, para o sexo feminino, foram estimados 216.035
casos novos e 58.610 obitos. Estimou-se que o principal tipo de cancer a acometer a
populagdo brasileira ¢ o cancer de pele ndo melanoma (82.155), seguido pelas neoplasias
malignas da mama feminina (41.610), prostata (35.240), pulmio (22.085) e estdmago
(20.640) (MINISTERIO DA SAUDE, 2003).

1.2.2 Tratamento e a¢ao dos quimioterapicos

Os farmacos antineoplasicos entraram em uso clinico para neoplasias antes ndo
tratdveis ou suscetiveis apenas a meios locais de terapia, tais como cirurgia e irradiacdo. Hoje,
a quimioterapia segue rotineiramente ao tratamento de inumeras neoplasias. Progressos
importantes na quimioterapia foram registrados na area da biologia molecular e celular, o que
facilitou, juntamente com o maior entendimento do mecanismo de acdo de muitas substancias,
a aplicac¢@o mais racional dos quimioterapicos e o planejamento de novos farmacos.

Os primeiros quimioterapicos descobertos nas décadas de 1950 a 1970 interagiam
predominantemente com o DNA ou seus precursores, inibindo a sintese do novo material
genético ou causando dano irreparavel ao DNA. A Figura 1 mostra uma visdo geral da

atuacdo de alguns agentes antineopléasicos (GILMAN et al., 1987).



SINTESE DE SINTESE DE
PURINAS PIRIMIDINAS

6-MERCAPTOPURINA ‘PA;Z\;/;IBINA
6-TIOGUANINA !
Inibe a Biossintese / [ inibea

g ; Biossintese
do Anel de Purinas RIBONUCLEOTIDIOS de Pirimidinas

Inibe as Interconversoes

de Nucleotidios |
HIDROXIUREIA
Inibe a Ribonucleotidio
METOTREXATO Redutase
Inibe a Biossintese
do Anel de Purinas

Inibe a Sintese ,. DESOXIRRIBONUCLEOTIDIOS T

de TMPd
— 5-FLUOROURACIL
BLEOMICINAS Inibe a Sintese de TMPd
Danifica o DNA e CITARABINA
Impede o Reparo Inibe a Sintese
Inibe a Funcao
DACTINOMICINA do RNA

DAUNORRUBICINA|
DOXORRUBICINA DNA

DROGAS ALQUILANTES
MITOMICINA
" CISPLATINA
Inibe a Sintese —
de RNA Ligagao cruzada com o DNA

Intercala-se

N
\\\\ /; / \\\\
\\\\_9// Vo
RNA
(Transportador-Mensageiro-Ribossémico) [ |

-ASPARAGINASE ﬂ
Desamina a Asparagina

Inibe a Sintese I

de Proteinas

ALCALOIDES DA VINCA
COLCHICINA

Inibe a fungao
dos Microtubulos

PROTEINAS
ENZIMAS MICROTUBULOS
(etc.)

Figura 1. Resumo de mecanismos e locais de acdo de agentes quimioterapicos
utilizados em doencas neoplasicas (GILMAN et al., 1987).

Muitos dos mais potentes agentes citotoxicos atuam em fases especificas do ciclo
celular, e por essa razdo tém atividade apenas contra células que estdo no processo de divisao
(HARDMAN et al., 1996). Sendo assim, as neoplasias malignas humanas que, atualmente,
s30 mais susceptiveis ao tratamento quimioterapico e, freqiientemente, curadas, sdo aquelas
que possuem alta porcentagem de células em processo de divisdo. Por outro lado, os tumores
solidos, que apresentam divisdo celular relativamente lenta, tais como os carcinomas de
pulmado, cdlon e mama, constituem mais de 90% de todos os tipos de cancer do homem. Estes
tipos de neoplasias, em geral, respondem pouco aos agentes quimioterapicos existentes € o

tratamento curativo, utilizando qualquer uma das modalidades terapéuticas, ¢ extremamente

dificil (OLIVEIRA & ALVES, 2002).
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No presente, pesquisas avancam explorando terapias genéticas e no desenvolvimento
de drogas altamente especificas. O tratamento genético ja estd sendo avaliado em estudos
clinicos, varios destes tratamentos investigativos concentram-se no uso de genes para tornar
as células suscetiveis a drogas antivirais, genes que aumentam a resposta imune de um
paciente, e genes que conferem a medula Ossea resisténcia ao quimioterapico de forma que
possam ser administradas maiores doses desses agentes. Os inibidores da angiogénese,
substancias que bloqueiam a capacidade das células tumorais de formar vasos sanguineos,
estao sendo investigados. Em condi¢des ideais, se a angiogénese pudesse ser interrompida, os
tumores ndo poderiam crescer além do tamanho de uma ervilha. O planejamento
farmacoldgico racional esta permitindo a criacdo de substancias que inibirdo muitos fatores na
via do cancer, incluindo a¢cdo de oncogenes, receptores hormonais, e fatores do crescimento,
metastase e angiogénese. O planejamento farmacologico racional combina a tecnologia da
estrutura tridimensional de oncogenes e outras moléculas com modelos computadorizados
matematicos para projetar substdncias que interagirdo especificamente com moléculas
envolvidas no cancer (BOYER et al., 2000).

Nos ultimos anos, a descoberta de novos agentes tem se estendido de produtos
naturais, tal como o paclitaxel (taxol, figura 2), e semi-sintéticos, tal como a etoposida, ambos
objetivando como alvo o processo de proliferacdo celular, para um campo de investigacao
inteiramente novo, que representa uma safra inédita de conhecimento sobre a biologia do
cancer. As primeiras aplicacdes bem sucedidas destes conhecimentos incluem diversas
substancias. O agente, interleucina-2, regula a proliferagdo de linfocitos T, e ¢ também
chamado de assassino natural de células; este agente provou ser capaz de induzir a reducgdo de
melanoma maligno e carcinoma de células renais em uma fragdo de pacientes, doencas
irresponsivas aos medicamentos convencionais. Outro agente, o acido trans-retindico, pode
ser usado para promover a redu¢ao de leucemia promielocitica aguda, mesmo depois do
insucesso da quimioterapia padrdo. O 4cido 13-cis-retindico previne a ocorréncia de segundo
tumor priméario em pacientes com cancer de cabeca e pescogo. Sucessos iniciais
caracterizando antigenos tumorais em células de melanoma e produtos de oncogénese, tal
como p53 mutado ou proteinas ras, oferecem a real possibilidade de vacinas contra tumores,
que estdo sendo exploradas em testes clinicos. Estes exemplos enfatizam que a quimioterapia
para os pacientes com cancer esta sofrendo mudangas revolucionarias devido a um novo
conjunto de tratamento baseados em novos conhecimentos da biologia do cancer

(HARDMAN et al., 1996).
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Figura 2. Estruturas do paclitaxel (taxol) e seu mais potente analogo o docetaxel (taxotere).

1.2.3 Resisténcia aos quimioterapicos

Embora diferencas na duracao do ciclo celular ocorram entre as células de varios tipos,
todas exibem um padrao semelhante durante o processo de divisdo. Este ciclo caracteriza-se
por uma fase pré-sintética (G;); uma fase de sintese do DNA (S); um intervalo segue-se a
terminagdo da sintese do DNA, fase pos-sintética (G); e por ultimo ocorre a mitose (M),
originando duas cé¢lulas filhas. Cada uma destas células pode reentrar imediatamente no ciclo,
ou passar para uma fase nao-proliferativa (Gy). Vale ressaltar, que células de tumores de
crescimento lento, podem permanecer no estado Gy, durante periodos prolongados, e que
células danificadas que atravessam a fronteira G/S sofrerdo apoptose, se o gene p53 estiver
intacto. Se o gene p53 estiver mutado, as células danificadas e potencialmente mutadas
prosseguirao através da fase S e emergirdo como uma populacdo resistente a drogas. O

Esquema 1 ilustra o ciclo celular descrito acima (HARDMAN et al., 1996).
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Esquema 3. Atuacdo de farmacos no ciclo celular.

A resisténcia aos agentes quimioterapicos antineoplasicos pode ser natural ou
adquirida. Chama-se de resisténcia natural a falta de responsividade inicial de um tumor a
uma determinada droga, enquanto resisténcia adquirida diz respeito a irresponsividade que
emerge apoOs um tratamento inicialmente bem sucedido.

Um tipo de resisténcia comumente observada € a hiperexpressao de uma bomba geral
de saida de agentes quimioterapicos como a glicoproteina-P (proteina de transporte de
membrana). Outra resisténcia ¢ conferida a superexpressdo do gene bcl-2, que inativa a
apoptose e conduz a proliferagdo e sobrevida continua de células tumorais, altamente mutadas
(GILMAN et al., 1987).

Tumores so6lidos também podem apresentar outro tipo de resisténcia, que esta
relacionada com a pouca vascularizagdo sanguinea existente na regido do tumor. Devido a
esta baixa vasculariza¢do podemos ter resisténcia as radiagdes ionizantes € a quimioterapicos.
Sabe-se que as células com oxigenagao normal sdo mais sensiveis aos efeitos da radiacao
ionizante do que aquelas em condigdes de hipdxia (células existentes em uma regido de baixa
concentragdo de oxigénio (Figura 3) situadas entre células da periferia do tumor, que sdo bem

oxigenadas e as células andxicas e necroticas encontradas no centro do tumor e, portanto,
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distantes da vascularizagao). Isto ocorre porque as moléculas de O, reagem rapidamente com
os radicais livres produzidos pela radiagdo, originando radicais altamente reativos, tais como
os radicais peroxila (ROO-), hidroxila (HO-) e superdxido (O, ), que provocam a destrui¢ao

das biomoléculas com a conseqiiente morte celular.

¢Clulas tumorais

@ ccélulas oxigenadas

&> células em hipoxia

@ células em necrose

Figura 3. Seccdo transversal de um tumor sélido, mostrando a diminui¢ao da concentragao de

oxigénio em relagdo a distancia capilar (OLIVEIRA & ALVES, R. J., 2002).

Um dos fatores que explica a resisténcia a quimioterapia ¢ a dificuldade do farmaco
em alcancar as células em hipdxia. O agente quimioterapico deve vencer algumas barreiras
para atingir as c€lulas em hipdxia: atingir os vasos sanguineos do tumor; atravessar a parede
destes vasos em dire¢do ao intersticio e difundir-se pelo intersticio em dire¢do as células em

hipoxia (Figura 4) (OLIVEIRA & ALVES, 2002).
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células tumorais
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Figura 4. Barreiras que o agente antineopléasico deve vencer para alcangar as células em

hipoxia (OLIVEIRA & ALVES, 2002).
1.2.4 As DNA-Topoisomerases

Um dos principais alvos para os novos agentes antineopldsicos tem sido as enzimas
nucleares DNA-topoisomerases por estarem envolvidas nas pricipais etapas que envolvem a
replicacdo, recombinacdo e transcricdo. Assim, por considerarmos as DNA-topoisomerases
um importante alvo para a quimioterapia do cancer, e ter sido objeto de estudo nesta tese, a
seguir serdo abordados alguns conceitos fundamentais.

Em 1963, Jerome Vinograd observou que o DNA circular do virus polioma emergia
em duas bandas quando era centrifugado. Assim, descobriu-se uma importante propriedade do
DNA circular, a forma superelicoidizada. Com isso, duas formas bésicas sao encontradas para

o DNA, a forma relaxada e a supeelicoidizada, Figura 5.
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DNA superelicoidizado negativamente DNA relaxado DNA superelicoidizado positivamente
(Wr-= (Wr—+3)

A B c

Figura 5. Moléculas de DNA circular que diferem em sua superelicoidiza¢ao, onde
Wr=torgdo. (A) Superelicoidizag¢do negativa (Wr~-3, dextrorsa). (B)
Relaxada (Wr=0). (C) Superelicoidizagdo positiva (Wr~+3, sinistrorsa)
(STRYER, 1996)
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As macromoléculas que constituem os DNAs na natureza estio em sua maioria na
forma de super-hélices negativas (com o giro para a esquerda). Em outras palavras, essas
super-hélices surgem por desenrolamento, levando a uma importante conseqiiéncia, que ¢ a
preparagdo do DNA para um processo que requer a separagao dos filamentos: replicacao,
recombinacdo e transcri¢ao.

Moléculas de DNA que diferem apenas em numero de ligacdes (Lk), sdo isdmeros
topoldgicos (ou topoisomeros) umas das outras, sendo que estes sO podem ser

interconvertidos cortando um ou ambos os filamentos de DNA, Figura 6 (STRYER, 1996).
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Figura 6. Esquema mostrando o niimero de ligagdes (Lk), nimero de giros (Tw) e o nimero

de tor¢des (Wr) de moléculas circulares de DNA (STRYER, 1996).
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A interconversdo de topoisomeros de DNA ¢ catalisada por enzimas chamadas
topoisomerases, descobertas por J. Wang e M. Gellert. Estas alteram o niimero de ligacdes do
DNA catalisando um processo de trés etapas: (1) clivagem de um ou ambos os filamentos do
DNA, (2) passagem de um segmento de DNA por essa quebra e (3) reconstitui¢ao do trecho
de DNA quebrado (STRYER, 1996).

As topoisomerases sdo classificadas em duas familias: tipo II e tipo I, sendo estas
divididas nas respectivas subfamilias IIA/IIB e IA/IB. Cada familia tem um diferente
mecanismo para manipular a topologia do DNA. Por exemplo, o tipo II (um dimero) que
incluem a DNA girase procaridtica, a topoisomerase IV e as topoisomerases II-a e II-3,
transportam uma dupla-hélice através do corte de ambos os filamentos do DNA (Figura 7).
Ao contrario da DNA topoisomerase tipo I, estas enzimas requerem hidrélise de ATP para o
seu funcionamento. Em contraste, o tipo I (monomérica) transporta um segmento do DNA
através da quebra de um tUnico filamento (Figura 8). O tipo I-A inclui a proteina ® bacterial,
topoisomerases III e a DNA girase reversa, enquanto o tipo I-B inclui as topoisomerases |

eucaridticas (CHAMPOUX, 2001).
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verde) e formando
uma “fenda” protéica
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restaura uma
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intacta

Figura 7. Reacgdo catalisada pela DNA topoisomerase tipo II (ALBERT et al., 1997).
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uma das extremidades da
dupla hélice de DNA nao
pode girar em relagéo a
outra extremidade

— DNA topoisomerase
tipo | com uma
tirosina nc sitio ativo

a DNA topoisomerase se liga
covalentemente a um fosfato do DNA,
quebrando, portanto, uma ligagéo
fosfodiéster em uma das fitas do DNA

as duas extremidades da dupla
hélice de DNA podem agora girar
em relagado uma a outra, aliviando
& tensdc acumulada

a energia da ponte fosfodiéster original
& armazenada na ligagao fosfotirosina,
tarnando a reagéo reversivel

a reformagéo esponténea
da ponte fosfodiéster
regenera a hélice de
DNA e a DNA
topoisomerase em uma
forma nao-modificavel

Figura 8. Reagdo reversivel de quebra (de apenas uma hélice) catalisada pela enzima DNA
topoisomerase I eucaridtica. Como indicado estas enzimas formam uma ligacao
covalente transitoria com o DNA, de modo a permitir uma rotagao livre nas

pontes covalentes ligadas ao fosfato (em azul) (ALBERT et al., 1997).
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Muitas substancias estabilizam o complexo covalente enzima-DNA (complexo
ternario: droga-enzima-DNA) e impedem uma etapa especifica no ciclo catalitico, ou seja,
impedem o refechamento de DNA quebrado levando a morte celular apoptotica. Estas
substancias transformam proteinas inofensivas em potentes toxinas nucleares que danificam
letalmente a dupla hélice, assim, elas atuam por envenenamento da DNA topoisomerase. A
Figura 9 mostra a atuagdo de substancias nas DNA topoisomerases via formacao de complexo

ternario (ETIEVANT et al., 2003).
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Mutagénese ; Recombinagdo

Morte
Celular

Figura 9. Esquema mostrando a morte celular devido a formag¢ao do complexo terndrio
(em colchetes), que impede a replicacdo do DNA

(http://cmgm.stanford.edu/biochem/biochem201/handouts/DNAtopo.html).

Outras substancias nao provocam a quebra do DNA, mas inibem a atividade catalitica
da enzima, sendo, portanto chamadas de inibidores cataliticos (UMERUMA et al., 2003). A
inibi¢do catalitica pode ocorrer por uma variedade de mecanismos moleculares: (1) inibidores
ligam-se ao DNA impedindo o acesso de topoisomerases as seqliéncias de DNA, tais como
intercaladores e ligantes de sulco (Figura 10 - violeta); (2) outros se ligam a enzima e

bloqueiam qualquer de suas transi¢des conformacionais por “congelamento” de uma das suas
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conformagdes (Figura 10 - verde), ou inibem a ligacdo do ATP a enzima. Portanto, existem 2
subcategorias de inibidores: inibidores da ligacdo-DNA e da ligacdo-enzima (CAPRANICO
etal., 1997).

Figura 10. Ciclo catalitico da topoisomerase II e modos de a¢ao dos inibidores cataliticos

(CAPRANICO, et al., 1997).

As substancias que participam do complexo ternario podem ser caracterizadas por dois
modos de ligagdo ao DNA: intercalagdo e ligagdo ao sulco menor. Algumas substancias
podem apresentar ambas as caracteristicas de ligagdo ao DNA. Estes agentes estdo localizados
na interface entre a clivagem do DNA e sitios ativos da enzima, em contato com pares de

bases adjacentes a ligacdo clivada (CAPRANICO & BINASCHI, 1998).

1.3 Leishmaniose

1.3.1 Introduc¢ao

O modelo de crescimento das células tumorais se assemelha muito ao dos parasitas
unicelulares, como por exemplo, os tripanossomatideos. Assim, como a leishmaniose ¢ uma
doenga parasitdria endémica em nosso pais, o estudo do possivel potencial de uso dos
compostos mesoidnicos para o combate a leishmaniose, também foi realizado neste trabalho
de tese. A seguir serdo descritos topicos envolvendo a leishmaniose e a quimioterapia usada

no tratamento atual.
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A leishmaniose ¢ uma infec¢do zoondtica que afeta animais e o homem. Estima-se que
cerca de 12 milhdes de pessoas em 88 paises sdo acometidas pela leishmaniose (Figura 11),
72 dos quais sdo paises em desenvolvimento: 90% de todos os casos de leishmaniose visceral
ocorrem em Bangladesh, Brasil, [ndia, Nepal e Sudao; 90 % das leishmanioses mucocutaneas
ocorrem na Bolivia, Brasil € Peru; 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no

Afeganistdo, Brasil, Iran, Peru, Arabia Saudita e Siria (E SILVA & JACQUES, 2002).

) b braziliensis HHL.b.guayanensis
%% Lb.panamensis Wl L.acthiopica
L.b.peruviana B | tropica

Figura 11. Distribui¢do de leishmaniose no mundo (www.icp.ucl.gc.be/~opperd/parasites)

Atualmente, em alguns paises a leishmaniose estd sendo considerada uma doenca
emergente devido a sua ocorréncia nos casos de co-infecgao pelo virus HIV, como observado
na Figura 12, especialmente nos paises do sul da Europa, onde 25 a 70% dos casos de
leishmaniose  visceral em  adultos estdo  relacionados com  este  virus

(http://www.who.int/tdr/diseases/leish/, DE CARVALHO et al., 2000).
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Figura 12. Distribuicao de areas de co-infec¢ao de leishmaniose visceral/HIV

(www.who.int/emc/diseases/leish/).

No Brasil as leishmanioses sao detectadas praticamente em todo territdrio nacional
(Figura 13), por exemplo, no estado do Mato Grosso do Sul e, no estado do Rio de Janeiro,
muito detectadas nos municipios de Casemiro de Abreu e Rio de Janeiro, especificamente na
Zona Oeste, abrangendo Jacarepagud, Vargem Grande, Bangu e Campo Grande (KAWA &
SABROZA, 2002; CALDAS et al., 2003).
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Figura 13. Distribui¢do de leishmaniose no Brasil
(www.gerenciadeleishmaniose.hpg.ig.com.br)
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O agente etiologico ¢ um protozodrio parasita da familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. As leishmanias apresentam duas formas, uma flagelada ou promastigota,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota, que ¢
intracelular obrigatdria, sendo encontrada nas células do sistema fagocitico mononuclear do

hospedeiro vertebrado (Figura 14) (PESSOA & MARTINS, 1977; DIPERSIO, 2001).

Figura 14. Formas promastigota (esquerda) e amastigota (direita)

(www.gerenciadeleishmaniose.hpg.ig.com.br).

Os hospedeiros invertebrados de todas as espécies de Leishmania sdo flebotomineos
hematofagos (Diptera: Psychodidae) dos géneros Phlebotomus (Figura 15), vetores das
leishmanioses do Velho Mundo, e Lutzomya, envolvidos no ciclo de transmissao desses
parasitas no Novo Mundo. Varias ordens de mamiferos tém sido atribuidas como hospedeiros

e reservatorios das leishmanioses, por exemplo: canideos, roedores, marsupiais, endentados e

primatas (DIPERSIO, 2001; GENESTRA, 2002).

Figura 15. Inseto (flebotomineo) vetor da leishmaniose

(www.gerenciadeleishmaniose.hpg.ig.com.br).
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As manifestagdes clinicas e patoldgicas da doenga dependem em parte da espécie do
parasita infectante, podendo ser divididas basicamente em duas grandes categorias distintas:
leishmaniose tegumentar (espécies: L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L.
mexicana, L. panamensis, L. peruviana e L. venezuelensis) e leishmaniose visceral ou calazar

(espécie: L. chagasi), representadas na Figura 16 (BONFANTE et al., 2003).

[t e hipgins

Figura 16. Leishmaniose tegumentar: cutdnea (A) e mucocutanea (B); Leishmaniose visceral
(C) (www.geocites.com/entomologia2000).

1.3.2 Quimioterapicos Antileishmaniose

Gaspar Vianna, em 1914, relatou pela primeira vez a utilizagdo do tartaro emético no
combate a leishmaniose mucocutdnea, e posteriormente contra a forma visceral (DE

CARVALHO et al., 2000).

Ja em 1920, foram sintetizados os primeiros antimoniais pentavalentes como a
estibamina de uréia (estrutura ainda ndo definida-C;H;,N304Sb) e o neostibosan (complexo
formado por acido p-aminobenzenoestibonico, dcido p-acetilaminobenzenoestibonico, acido
antimonico e dietilamina, na propor¢dao de 1:2:1:3) (GOODWIN, 1995; The Merck Index,
1234 ed., Merck e Co. INC, p. 3896, 1996).

Aproximadamente em 1940, foram desenvolvidos medicamentos antimoniais

complexados a carboidratos na forma de estibogluconato de sédio (Pentostam®) (29) ou na
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forma de antimoniato de meglumina (Glucantime®) (30), sendo utilizado até hoje no

tratamento da leishmaniose (HILAIRE et al., 2002).

@
CH,NH,CH,
CH,0H HOH,C . I
: HO——H  on),sb—0"
HC—O_ OH O O—CH
AN | /] ., H——OH
HC—O—Sb—0—Sb—O—CH 3Na
H—F——OH
H(lj—O O—(le
COO’ "00C CH0H
Estibogluconato de Sodio Antimoniato de Meglumina
(PENTOSTAM) (GLUCANTIME)
29 30

Apesar do Pentostam® e do Glucantime® serem agentes quimioterapicos de primeira
escolha no tratamento da leishmaniose, ha mais de 40 anos, ainda é bastante limitado o
conhecimento do mecanismo de acdo de tais agentes. Entretanto, alguns mecanismos vém
sendo sugeridos com base em experiéncias mais recentes, por exemplo, a formagdo de
complexos soluveis em dgua, de carboidratos associados ao antiménio, induzindo uma melhor
absor¢ao da substancia pelos macrofagos dos hospedeiros, sendo assim, o antimonio
pentavalente seria um pro-farmaco, sendo convertido posteriormente em antimonio trivalente,
forma mais toxica, e mais ativa (TIEKINK, 2002). Estas formas trivalentes possivelmente se
combinam com grupos sulfidrila (tais como os da cisteina) presentes em sistemas enzimaticos

essenciais do parasita por ligagdes covalentes.

S—R'
R-Sb=O + 2 R—SH —» R-SH
- H,O S—R'

Provas neste sentido estdo baseadas no fato de que o dimercaprol ¢ utilizado como
antidoto para envenenamento por antiménio (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1982;
HARDMAN et al., 1995).
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H,C—SH H,C—S.

| I Sb—R
HC—SH + Sb—R —— Hclz—s/
H,C—OH H,C—OH

Dimercaprol

Um exemplo deste mecanismo € o apresentado pelo tartaro emético no tratamento da
esquistossomose, onde o farmaco combina-se com grupos sulfidrila da fosfofrutoquinase do
esquistossomo ¢ do hospedeiro. Entretanto, a fosfofrutoquinase dos mamiferos ¢ 80 vezes

menos sensivel a este firmaco do que a enzima do esquistossomo.

Estudos in vitro realizados com tripanossomiases africanos mostraram que a glicose ¢
essencial na manutencao destes parasitas. Com isso levantou-se a hipdtese de que agentes
hipoglicémicos teriam atividades tripanomicida, e esta hipdtese foi colocada em pratica
utilizando-se o farmaco hipoglicemiante Synthalin (decametileno diguanidina) em
Trypanosoma brucei, com resultados satisfatorios. Devido a este fato a pentamidina (31), com
estrutura relacionada a do Synthalin tem sido utilizada no tratamento das tripanossomiasis

(TEMPORAL, 2000).

HN _—NH
NH, NH,
Pentamidina
31

A Pentamidina tem sido empregada por mais de 40 anos como farmaco de segunda
escolha no tratamento da leishmaniose. Apesar deste tempo o mecanismo de agdo ainda ¢
pouco conhecido, sugerindo-se que esta interfere na biossintese de poliaminas (ou se liga a
esta), além da ligagdo com o k-DNA dos tripanosomatideos (TEMPORAL, 2000).

Outro farmaco de segunda escolha ¢ a anfotericina B (32), um antibidtico poli€nico
(heptaeno), que € caracterizada por alterar a membrana celular fingica e de leishmanias. A
atividade deve-se a capacidade desta de se combinar, pela sua por¢ao poliénica, com esterdis
da membrana celular, através de interagdes hidrofobicas. Disto resulta a reorientacdo das
moléculas dos esterdis, provocando alteragdes na permeabilidade da membrana e o
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. , . . . .. N . . +
conseqiiente vazamento de possiveis constituintes essenciais a sobrevida do parasita: K-,
fosfatos inorganicos, acidos carboxilicos, aminoécidos e ésteres de fosfato (GENESTRA,

2002).

NH, OH
OH

Anfotericina B

32

Outro antibidtico que tem se mostrado promissor ¢ a paromomicina (33), um
aminoglicosideo isolado do Streptomyces risomus, utilizado no tratamento de amebiase. Este
vem sendo testado na forma exclusiva ou associada a um antimonial, atribuindo-se sua
atividade a interacdio com o mRNA, introduzindo ambigiiidades ou leitura errada na
mensagem genética, devido a sua ligagdo ao ribossomo, ou seja, inibe a sintese protéica

(CARVALHO, 2000).

NH,
OH
NH, OH
OH O
0
H,N 0 NH,
HO
HO NH,

OH Paromomicina

33

Andlogos da Artemisinina (34), uma lactona sesquiterpénoica com grupo

endoperoxido de ocorréncia natural, também vem sendo testados in vitro por Avery e
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colaboradores contra Leishmania donovani na forma promastigota, sendo encontrados bons
resultados, como ¢ o caso do analogo abaixo (35) com 1Cs5,=0,3 uM,quando comparados com
as drogas em uso clinico: anfotericina B (ICs5,=0,01 uM) e pentamidina (ICsp=1,35 uM). Um
mecanismo provavel de agdo destes compostos envolveria uma inicial interagdo do
grupamento endoperoxido, resultando na formacao de radicais livres intermedidrios (AVERY

et al.,2003).

(CH,)3C¢Ha(3,5-(CF3),

Artemisinina O

34 35

O cetoconazol (36), um derivado do imidazol, também vem sendo utilizado no
tratamento antileishmaniose. O provavel mecanismo de agdo baseia-se na inibicao da
biossintese de esterdides nos parasitas em sistemas enzimaticos que dependem do citocromo
P450. O atomo de nitrogénio do grupo imidazolico se liga ao 4tomo de ferro do citocromo
P450 do parasito, evitando a conversdo do lanosterol em ergosterol. Ressalta-se que o
principal ester6ide no hospedeiro vertebrado ¢ o colesterol, enquanto no parasito € o

ergosterol (ARAUJO, 1999).
N

L

N
\[3)

CH;0CN N 0 Cl
/ Q 2075

Cl

Cetoconazol

36
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Em busca de seletividade no tratamento da leishmaniose, as diferengas no
metabolismo do hospedeiro e dos tripanomatideos tem sido alvo de novos agentes
quimioterapicos. Uma das alternativas leva a formacao da tripanotiona (37) (exclusivo dos
tripanosomatideos), um aduto de duas moléculas de glutationa ligados a dois grupos amino
terminais da espermidina, que ¢ formado a partir da ornitina, apds descarboxilacdo, conforme

mostra a Figura 17 (GOMES, 2000).

SH
O 0]
N H NH
i H |
COO (@) (CHy)3
I
SH NH,"
(@) ICH
HyN g 2)4
N H NH
i H
COO (@)
Tripanotiona

37
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MELARSOPROL

NADPH + H

Glutationa

Ornitina
1 Tripanotiona Tripanotiona
/ reduzida oxidada
Putrescina ——» Espermidina

2

EFLORNITINA |

S-adenosilmetionina

[ SINEFUNGIN | Glut

oxidada reduzida

ationa Glutationa

1. ORNITINA DESCARBOXILASE
2. S-ADENOSIL DESCARBOXILASE
3. TRIPANOTIONA REDUTASE

NIFURTIMOX
BENZONIDAZOL
LAPACHOL

Droga Droga
reduzida oxidada

Figura 17. Rota de acdo de algumas drogas anti-tripanomatideos (adaptado de

www.icp.ucl.gc.be/~opperd/parasites/).

Os agentes quimioterapicos mostrados a seguir aumentam a sensibilidade dos
tripanosomatideos ao “stress” oxidativo, pela diminui¢do dos niveis da enzima tripanotiona
reduzida.

A Eflornitina (DMFO-difluorometilornitina) (38) ¢ um inibidor irreversivel da enzima

ornitina descarboxilase (1 na Figura 17), que ¢ utilizada no estdgio inicial no tratamento da

leishmaniose.
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O Sinefungin (39) ¢ um inibidor da enzima S-adenosilmetionina descarboxilase (2-

Figura 17) envolvida na conversao da putrescina a espermidina.

NH, /—N
HOM Nw NH,
@) NH, ¥ N N
= AN
HO OH
Sinefungin
39

Outro farmaco recente de grande atuacao ¢ o melarsoprol (40), que forma um aduto
com a tripanotiona. Este complexo comporta-se como um inibidor da tripanotiona redutase (3

na Figura 17).

S
As—g oH
H,N

N% N\ NH
-

HN Melarsoprol

40

Farmacos como, Nifurtimox (41), Benzonidazol (42) e o Lapachol (43) sao utilizados
devido as suas capacidades redutivas, levando a produgdo de radicais superanion, que levam

ao “stress” oxidativo (SANTOS, 2000).
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Outra estratégia quimioterapica alternativa para encontrar substdncias menos toxicas
inclui a inibigdo da tripanotiona redutase através da mimetizagdo da tripanotiona e

glutationilespermidina sintetase através de andlogos da glutationa modificada (44a-b).
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Além destes mecanismos de acdo, podemos citar outros que estdo em estudo, como
por exemplo: inibidores do metabolismo dos folatos, pois os parasitas leishmanias necessitam
destes para o crescimento (GILBERT, 2002), inibidores da sintese de tubulinas e inibidores

da cisteina proteinase, onde podemos citar a catepsina “L-like”cisteina proteinase, que esta
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mais presente e ativa na forma amastigota do que na promastigota (DE CARVALHO et al.,
2000).

Na tentativa de contornar os indesejaveis efeitos colaterais ocasionados pelos
medicamentos atualmente em uso clinico, vém se desenvolvendo vacinas contra a
leishmaniose, sendo que em 1988 foi introduzida a Leishvacin® como resultado destes

estudos (MARZOCHI et al., 1998; De CARVALHO et al., 2000).

1.4 Correlacao entre a Estrutura Quimica e Atividade Bioldgica

1.4.1 Parametros hidrofobicos

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) define firmaco como toda substincia
contida em um produto farmacéutico, empregada para corrigir, manter, recuperar € preservar
sistemas fisioldgicos eliminando os estados patoldgicos dos individuos em que ¢
administrada. O planejamento destes fdrmacos consiste em uma série de metodologias
utilizadas com o proposito de descobrir novas substancias quimicas que possam ser usadas em
medicina curativa ou preventiva, de tal forma que se tornem mais eficientes no tratamento
patologico e menos onerosos para aqueles que o pesquisam (KOROLKOVAS, 1982). Uma
das metodologias mais eficientes no estudo do desenvolvimento de novos farmacos ¢ o
método de correlagdo quantitativa entre estrutura quimica e atividade biologica (QSAR), pois
abrange fatores que governam a acdao dos farmacos, como as propriedades lipofilicas e
estereoeletronicas da molécula bioativa (TOPLISS, 1993).

Sabe-se que, para um farmaco apresentar atividade bioldgica, ¢ necessario que possua
determinadas propriedades fisico-quimicas que permitirdo passar por trés fases que estdo
compreendidas na acdo de um farmaco: farmacéutica, farmacocinética e a farmacodinamica,

como se observa na Figura 18 (FERREIRA & KOROLKOVAS, 1980).
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A

Desintegragao da forma farmacéutic
Dissolugdo da substancia ativa I. FASE FARMACEUTICA

farmaco disponivel para absorgéol disponibilidade farmacéutica

Absorc¢do

Distribuigdo

Metabolismo II. FASE FARMACOCINETICA
Excregdo

farmaco disponivel para agdo |  disponibilidade bioldgica

Interagdo farmaco-receptor no tecido alvi III. FASE FARMACODINAMICA

'

EFEITO |

Figura 18. As trés fases importantes da acdo dos farmacos, adaptada da referéncia

FERREIRA & KOROLKOVAS, 1980.

As propriedades fisico-quimicas sdo de fundamental importincia na fase
farmacodinamica da a¢do dos farmacos, etapa de reconhecimento molecular, uma vez que sua
afinidade pelo seu bio-receptor ¢ dependente do somatoério das forgas de interagdo dos
grupamentos farmacoforicos com sitios complementares da biomacromolécula.

Adicionalmente, a fase farmacocinética, que engloba os processos de absorcdo,
distribuicdo, metabolizagdo e excre¢do, repercutindo diretamente na biodisponibilidade e no
tempo de meia-vida do fairmaco na biofase, também pode ser drasticamente afetada pela
variacao das propriedades fisico-quimicas de um farmaco.

Considerando que a grande maioria dos fArmacos € absorvida passivamente, tendo que
transpor a bicamada lipidica que constitui o ambiente hidrofobico das membranas bioldgicas
(Figura 19), destaca-se a importancia das propriedades fisico-quimicas, como por exemplo,
logP e pK,, para que o fairmaco atinja concentracdes plasmatica capazes de reproduzirem o

efeito biologico evidenciado em experimentos in vitro (BARREIRO & FRAGA, 2001).
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Figura 19. Bicamada lipidica das membranas bioldgicas (BARREIRO & FRAGA, 2001).

1.4.1.1 Lipofilicidade

A lipofilicidade pode ser expressa pelo coeficiente de particdo de uma substancia entre
a fase aquosa e a fase organica. O conceito atualmente aceito para o coeficiente de partigdo
(P) pode ser definido pela razdo entre a concentra¢do da substincia na fase organica (Cor,) €
sua concentracdo na fase aquosa (C,q) em um sistema de dois compartimentos sob condig¢des

de equilibrio, como mostra a Figura 20 (TEIJEIRO et al., 2000).

fase
organica

I
o

fase
aquosa

Figura 20. Determinagao do coeficiente de particao (P) de uma substancia (BARREIRO &
FRAGA, 2001).
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Os farmacos que apresentam maior coeficiente de partigdo, ou seja, t€ém maior
afinidade pela fase organica, tendem a ultrapassar com maior facilidade as biomembranas
hidrofobicas, apresentando melhor perfil de biodisponibilidade, que pode refletir um melhor

perfil farmacologico.

O coeficiente de particao (P) ¢ tradicionalmente determinado pelo método do “shake-
flask”, empregando n-octanol como fase organica devido a sua semelhancga estrutural com os
fosfolipideos de membrana. Os valores do logaritmo do coeficiente de particao (logP) sao
normalmente correlacionados com a atividade biologica (DONOVAN & PESCATORE,
2002).

Um método bastante utilizado em laboratério para determinag¢do do coeficiente de
particdo € o método do “shake-flask” (Hansch, 1963). Este método baseia-se na determinacao
da concentracao de uma substancia por método analitico, colocada em uma mistura bifésica
de solventes (octanol/agua), e apos agitagao determina-se a concentracdo do soluto, que ao
atingir o equilibrio encontra-se distribuida nestas duas fases, organica e aquosa, ndo misciveis
entre si. Porém, este método apresenta alguns aspectos negativos, que podem levar a
resultados com alguns problemas, dentre eles podemos considerar o tempo prolongado de
experimento, presenca de impurezas na substincia analisada, necessidade de uma pré-
saturacdo de ambas as fases, formacdo de micelas e emulsdes na fase aquosa, solubilidade
parcial no solvente de escolha, possivel instabilidade do soluto no solvente, dentre outros.

Devido a estes inconvenientes, surgiu a necessidade de buscar metodologias mais
confidveis e rapidas para determinacao da lipofilicidade. Uma destas metodologias se baseia
na cromatografia, onde se destacam a cromatografia em camada fina e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), ambas em fase reversa (BRAUMANN & GRIMME, 1981).

As vantagens do uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em fase
reversa, incluem aplicabilidade para compostos com alta hidrofobicidade, redugdo de perda de
compostos volateis, sua sensibilidade e reprodutibilidade. Esta metodologia utiliza como fase
estacionaria a silica quimicamente ligada a hidrocarbonetos, principalmente o octadecil (C-
18), sendo esta responsavel pelo retardo do movimento da substancia através da coluna.
Quanto mais lipofilica a substancia, maior o seu tempo de retengdo. Na fase movel, utiliza-se
solventes, sendo um organico, como por exemplo, metanol, e um solvente aquoso, geralmente
um tampdo (POLLIEN & ROBERTS, 1999).

Devido a boa correlagdo entre logP e o logaritmo do fator de capacidade, k’, que ¢

determinado baseando-se no tempo de retencao da substancia em estudo, equagdo 1, onde t; €
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o tempo de retencdo da substancia analisada e ty € o tempo de retencdo do solvente (sem a
presenca da droga), este vem sendo utilizado como parametro para quantificar a

hidrofobicidade (BRAUMANN & GRIMME, 1981; POLLIEN & ROBERTS, 1999).

k’ = (t~to)/to Equagdo 1

Geralmente, correlagdes lineares sdao obtidas entre os valores de log k’ e as
concentragcdes da fase movel. Estas, quando extrapoladas a 100% da concentracdo da fase
aquosa, originam os valores de log k,, conforme equagdo 2, sendo que estes valores sdo
considerados como os mais apropriados na determinacgdo da lipofilicidade, pois em geral se
correlacionam experimentalmente com os valores de logP, como mostra a equacdao 3

(YAMAGAMI & TAKAO, 1993; VALKO & SLEGEL, 1993).

log ky, = a + b (% tampao) Equagao 2

logky=alogP+b Equagao 3

Apesar das inimeras vantagens apresentadas por esta metodologia quando comparado
com o método “shake flask”, algumas limitagdes estdo presentes no processo cromatografico
adotado, por exemplo, a restri¢do de se trabalhar numa faixa de pH que varia de 2,0 a 8,0, fora
da qual a fase movel pode dissolver a silica, temos também a possibilidade de que ocorra a
influéncia de outros fatores, além da interagdo hidrofobica. Um deles € o efeito de grupos
silandis livres na fase estacionaria, por recobrimento incompleto da silica, interagindo com os

derivados e alterando assim os resultados analisados.

Hansh e colaboradores demonstraram que log P ¢ uma propriedade aditiva e possui
um consideravel carater constitutivo. Por analogia a equagdo de Hammet, que utiliza
derivados benzodicos substituidos, foi definida a constante hidrofébica do substituinte 7y,

equacdes 4 ¢ 5 (HANSH et al., 1963).

nx = log (Px/Py) Equacao 4
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nx = log Px — log Py Equagao 5
Onde: 7ty = constante hidrofobica do substituinte,
Px = coeficiente de parti¢do da substancia substituida

Py = coeficiente de parti¢do da substancia ndo substituida.

Assim, o coeficiente de particdo (logPx) de um derivado funcionalizado com um

substituinte X, pode ser calculado empregando-se a equagdo 6.

log Px =log Py + mx Equagdo 6

A lipofilicidade global de uma molécula aromatica polissubstituida pode ser estimada
por uma combinagdo das contribui¢des dos substituintes (1) e a interag@o cruzada entre estes.
Esta interagdo reflete o efeito da ligacdo de hidrogénio em fungdo das propriedades
eletronicas (o) e a susceptibilidade para a ligagdo hidrogénio (p) entre cada par de
substituintes (SCHMIDT, 1994).

Os trabalhos de Hansh mostraram varias correlagdes envolvendo coeficientes de
particdo e a atividade bioldgica. Varios efeitos bioldgicos do soluto, incluindo sua
permeabilidade através da membrana celular, sofrem um aumento ou reducao, em fungao de
seus coeficientes de particdo em octanol/agua. Tais comportamentos geralmente exibem um

modelo matematico parabdlico, conforme a equagao 7 (HANSCH & CLAYTON, 1973).

logl/C =ay + a; logP + ay(logP)* Equagao 7

Matematicamente, tal dependéncia parabdlica entre log P e algum tipo de atividade
bioldgica medida através da concentracdo molar (C), de uma série de substancias provocando
uma resposta bioldgica padrao, tais como DEsy ou DLsy, podem ser obtidas assumindo que a
probabilidade de um farmaco atingir o sitio ativo, ¢ distribuida em relagdo ao log P, em torno
de um log P ideal. Se o log P ideal est4 fora da faixa estudada, uma relac¢do linear pode ser

freqlientemente observada, equagdo 8 (BRITTO, 2000).

log 1/C=ay + a; logP Equagao 8
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Desta forma, a relagdo entre a estrutura e atividade bioldgica pode gerar modelos
quantitativos. Por exemplo, o trabalho de Summers e colaboradores, descreveu a correlagao
significativa da hidrofobicidade e da natureza eletronica dos substituintes com a poténcia
inibitoria de uma série de acidos arilidroxamicos (Figura 21) sobre a enzima 5-lipoxigenase

(SUMMERS et al., 1982).

log 1/1Cso = 0,49 (£0,08)n + 0,45 (£0,17)cp, + 3,10 (£0,2)

n=10 r=0,94 s=0,22 F =289 p<0,0001
onde: n = numero de compostos analisados
r = coeficiente de correlagdo linear
s = desvio padrao

F e p = validade estatistica.

Figura 21. Modelo matematico que correlaciona a atividade de &cidos arilidroxdmicos sobre a

enzima lipoxigenase.

1.4.2 Parametros estereoeletronicos

A influéncia de um grupo nas propriedades quimicas e fisicas de uma molécula,
considerando uma série homologa ¢ conhecida como efeito do substituinte que podera ser de
natureza eletrOnica, estérica ou esteroeletronica. A natureza do substituinte de uma molécula
bioativa influencia tanto na biodisponibilidade da droga quanto na sua interacdo com uma
macromolécula (enzima ou receptor), pelo fato de existirem parametros eletronicos e estéricos
contribuindo diretamente nestes processos (FUJITA et al., 1964).

O efeito eletronico, que envolve o efeito indutivo e ressonancia, devido a
determinados grupos doadores ou receptores de elétrons exerce uma das principais influencias
sobre o processo de parti¢ao. Grupos receptores de elétrons podem contribuir para aumentar a
lipofilia da molécula, uma vez que podem diminuir a disponibilidade dos elétrons nao ligantes

em formar ligagdes de hidrogénio, resultando na reducdo da afinidade da molécula pela fase
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aquosa e, conseqlientemente, aumentando a sua lipofilia. Por outro lado, substituintes
doadores de elétrons podem contribuir para diminuir a lipofilia da molécula (BRITTO, 2000).

Na década de trinta, numa das primeiras tentativas para quantificar estes efeitos,
Hammett notou que substituintes mudam sistematicamente a energia livre de dissociagdo
protdnica de acidos benzoicos e a energia livre de hidrolise de benzoatos de etila. Destes
estudos Hammett desenvolveu uma série de valores que correspondem aos efeitos eletronicos
chamados de constantes dos substituintes (o), os quais podem ser usados como um
instrumento para predizer as propriedades reativas em outros compostos aromaticos
substituidos (GAUDIO, 1996).

Na equacdo de Hammett estdo relacionadas as constantes de ionizacdo dos acidos
benzodicos meta e para substituidos a 25°C, onde p € a constante de reagdo e ox € constante do
substituinte que expressa o efeito eletronico sobre o processo de ionizacdo. A constante de
ionizagdo do 4cido benzdico ndo substituido € representada por Ky enquanto que Ky

corresponde aos respectivos acidos meta e/ou para substituidos (equagdo 9).

log Kx= p ox + log Ky Equagao 9

O coeficiente angular da equa¢do de Hammet, proveniente do grafico entre log K
versus G, corresponde a constante de reacdo p que representa a sensibilidade do centro
reacional aos efeitos eletronicos exercidos pelo substituinte X. O sinal positivo de p indica
que o centro reacional ¢ mais susceptivel a grupos retiradores de elétrons e, o sinal negativo, a
grupos doadores de elétrons (ISAACS, 1985).

Examinando as tabelas da literatura que apresentam os valores de o, fica evidente que
estes se correlacionam com o conceito qualitativo sobre efeitos retiradores e doadores de
elétrons de seus correspondentes substituintes, isto ¢, eles implicitamente contem informacdes
da estrutura eletronica. Para grupos retiradores de elétrons os valores mostram ¢ > 0, em
oposic¢do grupos doadores de elétrons possuem 6 <0 (VEDOVA-BROOK et al., 2004).

O efeito estérico de um determinado substituinte também pode provocar variagdes nos
valores de m. Por exemplo, a protecdo de um par de elétrons, susceptivel a formar ligagao de
hidrogénio, provoca um aumento na lipofilia da molécula. As ligagdes de hidrogénio
intramoleculares favorecidas por certas conformagdes ou posi¢des dos grupos funcionais
contribuem para o aumento da lipofilia de determinados compostos. No caso de compostos

aromaticos, o efeito estérico pode contribuir para retirar do plano do anel, grupos que
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possuam pares de elétrons capazes de formar ligacdo de hidrogénio, como os grupos
carboxila. Com isso, os elétrons ndo ficam comprometidos com a ressonancia favorecendo as
ligacdes de hidrogénio e consequentemente reduzindo a lipofilia.

Em relagdao aos efeitos estéricos, Taft quantificou as propriedades estéricas dos
substituintes préximas ao centro reacional, definindo a constante estérica (Es) baseando-se na
hidrolise acida de ésteres alifaticos. A constante de Taft (Es) ¢ definida pela equagdo 10, onde
ki e ky correspondem as constantes de velocidade da hidrolise do derivado nao substituido e

do substituido, respectivamente (MARTINS, 1995).

Es =log (kx/ kn) Equacao 10

Posteriormente, uma série de estudos levou a diversas equacdes baseadas no trabalho
de Hammett, atualmente, ainda continua a motivar a procura por outras propriedades
correlacionadas aos parametros dos substituintes. Resultados recentes correlacionam
explicitamente efeitos fisicos observaveis aos valores dos parametros dos substituintes,
incluindo medidas experimentais de: deslocamento quimico de RMN, parametros
eletroquimicos, momento dipolar, distancia de ligagdo de hidrogénio, afinidade eletronica e
estabilidade de radicais livres aromaticos, entre outros. Calculos tedricos também tém sido
reportados e correlacionados ao efeito do substituinte como: entalpia, energia de dissociagdo
de ligacdo e energias dos orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO), entre outros

(VEDOVA-BROOK et al., 2004).

1.4.3 Parametros eletronicos teoricos

Com o melhor desempenho apresentado pelos computadores nas tltimas décadas, vem
crescendo o interesse por um conjunto de técnicas denominadas de modelagem molecular.

A base da modelagem molecular estd em relacionar todas as propriedades moleculares
importantes, ou seja, estabilidade, reatividade e propriedades eletronicas relativas a estrutura.

Dentro da modelagem molecular, existem trés principais categorias de calculos
teoricos: método de orbital molecular ab initio, método de orbital molecular semi-empirico e
calculo de campo de for¢a empirico, também conhecido como mecéanica molecular.

A mecanica molecular ¢ um dos métodos que, principalmente por razdes de

simplicidade metodolédgica e eficiéncia, tem sido o mais utilizado para modelar estruturas
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moleculares e calcular energias conformacionais em quimica e bioquimica (COELHO et al.,
1999).

O modelo da mecanica molecular considera as moléculas como uma colecdo de
atomos ligados entre si por forgas eldsticas ou harmonicas. Estas for¢as sdo descritas pelas
funcdes de energia potencial das contribui¢cdes estruturais, como comprimento de ligacao
(estiramento), angulos de ligacdo (deformacdo angular), angulos diedro (rotagdo de angulos
diedros) e as interacdes nao ligantes (interacdes de atomos que nao estdo diretamente ligados).
O conjunto destas fungdes ¢ conhecido como campo de forca empirico, sendo que este
representa a energia potencial molecular em relacdo a uma geometria de referéncia, em um
determinado sistema de coordenadas.

A equacao 11 mostra a energia potencial total de uma molécula em funcdo de

somatorios das contribuigdes de energias estruturais.

Etotal _ ziEieStiramento + ZiEideformagéo + ZiEirotagéo interna + ZiEiinteragées ndo ligantes E qua (;5 oll

A total ¢ . . , .
Onde o parametro E°“ é conhecido como energia total da molécula. Muitos desses

campos de for¢a encontram-se implementados em programas computacionais com interface
grafica, que facilitam a preparagdo dos arquivos de entrada para os calculos de mecanica
molecular. Como exemplo podem ser citados o SPARTAN, Chem-3D-MM2 e o PCModel-
MMX (GAUDIO, 2006).

Os métodos ab initio e semi-empiricos fazem parte dos pacotes de programas
quanticos. Estes métodos sdo eficientes com relacdo aos resultados obtidos, mas
computacionalmente mais lentos e aplicaveis a moléculas menores. Os métodos semi-
empiricos fornecem todas as propriedades possiveis de se obterem com os métodos ab initio,
entretanto, parte dos seus pardmetros ¢ ajustada a dados experimentais (BARREIRO et al.,
1997).

Nas aproximagoes dos métodos semi-empiricos os nucleos dos dtomos sao assumidos
em sucessivas posi¢des estaciondrias, sobre as quais a distribuig¢do espacial 6tima dos elétrons
¢ calculada pela resolugdo da equacdo de Schrodinger, Equagdo 12, na qual a funcdo de onda
Y ¢ uma funcao das coordenadas dos nucleos R e dos elétrons r. O autovalor correspondente a
energia do sistema no estado considerado ¢ dado por E, e H ¢ o hamiltoniano, um operador

diferencial, que representa a energia cinética e potencial das particulas dos sistemas. O
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processo € repetido até que a energia ndo mais varie dentro de um limite escolhido, ou seja,

até se alcancgar um ponto estaciondrio da superficie de energia.

HY (Ryr)=E Y (R,r) Equagdo 12

Os métodos AM1 (Austin Model 1) e PM3 (parametric method 3), ambos semi-
empiricos, sao os ultimos de uma série de métodos desenvolvidos, e sdo parte do pacote
denominado MOPAC. O método PM3 apresenta as mesmas aproximagdes € equagdes que o
método AMI1. A diferenca bésica estda no procedimento de parametrizacdo, diferindo no

calculo de propriedades de substancias hipervalentes ou contendo halogénios (DEWAR et al.,

1985).

1.5 Avaliac¢ido da Atividade Citotoxica por Colorimetria

A avaliacdo da atividade citotoxica pode ser realizada utilizando-se diversas
metodologias. Neste trabalho de tese optou-se pelo método de Mosmann, por envolver
ensaios relativamente rapidos, quantitativos e de facil execugao.

O método Mosmann baseia-se na utilizagdo de um substrato sem cor (ou de cor pouco
intensa), que € modificado em produto colorido (ou de cor mais intensa) frente somente a
células vidveis, sendo quantificado espectrofotometricamente (MOSMANN, 1983).

Neste sentido escolheu-se como substrato o sal tetrazolio MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo6lio), que quantifica a atividade de véarias desidrogenases
mitocondriais, através de sua reducao originando uma formazana colorida.

O MTT ¢ um agente oxidante passando de coloracdo amarelo-palido, em solucao
aquosa, para violaceo-marrom quando reduzido a formazana. A alteracdo molecular do

aceptor artificial de elétrons, apds a redugao, ¢ mostrada na Figura 22.
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Figura 22. MTT sendo reduzido por célula viavel e formando a formazana.
A concentragdo de formazana formada ¢ medida através de espectroscopia na regiao

do visivel e a determinacdo da absorbancia, a A=570 nm, ¢ diretamente proporcional ao

numero de células viaveis. O Grafico 1 mostra esta proporcionalidade.
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Grafico 1: Absorbancia obtida com a solugdao de MTT frente a células de Ehrlich.
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2 OBJETIVOS

1. Sintetizar cloridratos dos mesoidnicos da classe 1,3,4-tiadiaz6lio, contendo o grupo X-
cinamoila ligado ao carbono C-5 do anel heterociclico, onde X = hidrogénio, 4’-metil, 4’-
metoxi, 4’-etoxi, 4’-nitro, 4’-fluor, 4’-cloro, 4’-bromo, 4’-ciano, 4’-hidréxi, 2’-metoxi, 2°,4’-

diflaor, 3°,4’-dicloro, 3’-metoxi, 3’-cloro, 3’-bromo e 3’-nitro.

2. Caracterizar os cloridratos mesoidnicos utilizando, principalmente, técnicas

espectroscopicas de RMN de 'H e *C.

3. Avaliar a quimiossensibilidade das células do tumor de Ehrlich frente aos mesoidnicos.

4. Avaliar a atividade antitumoral dos compostos em estudo, em ensaio in vivo frente ao

carcinoma de Ehrlich.

5. Testar a capacidade inibitoria in vitro dos compostos, em relacdo as enzimas DNA-

topoisomerases I e II-a.
6. Avaliar a atividade dos cloridratos mesoiOnicos sintetizados frente a leishmania.

7. Determinar os parametros hidrofobicos dos cloridratos mesoidnicos, utilizando CLAE.
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8. Modelar as estruturas dos cloridratos mesoionicos utilizando o método semi-empirico PM3,

visando a determinacao dos pardmetros eletronicos tedricos..

9. Realizar o estudo das correlagdes entre a estrutura x atividades bioldgicas, em funcao dos

parametros eletronicos tedricos e hidrofobicos determinados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Aparelhos

1) Os espectros de RMN foram confeccionados em espectrdmetro Bruker modelo AC 200
(200 MHz, 'H ¢ 50,3 MHz, "°C) e, espectrometro Varian modelo Unity plus-300 (299,95
MHz, 'H e 75,42 MHz, *C);

i1) Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em espectrometro Perkin Elmer
1605 com transformada de Fourrier;

ii1) Os pontos de fusdo foram determinados utilizando-se o aparelho MEL-TEMP II e nao
foram corrigidos;

iv) Espectrofotdmetros DMS 80 da Varian e leitora de microplacas ELISA Metrolab 980 com
filtro de 570nm,;

v) Autoclave;

vi) Camara de fluxo laminar continuo estéril;

vii) Camara de CO, Shel Lab 2123TC;

viii) Microscopio Carl Zeiss para contagem de células;

ix) Balanga de precisao OHAUS;

x) Transiluminador Vilber Lourmart TFX-20;

x1) Aparelho de eletroforese Eletrophoresis Power Supply da Pharmacia EPS 600;

xii) Camera fotografica digital da Céassio;

xiii) Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia da marca Schimadzu, modelo SPD — 10A,

equipado com detector de absor¢ao no ultravioleta e visivel.

3.1.2 Reagentes e solventes

1) Pastilhas de KBr foram usadas como meio para obten¢ao dos espectros de Infravermelho;

i1) Os espectros de RMN foram obtidos utilizando-se acetona-ds ou DMSO-dg, como

solventes;
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iii) Todos os solventes utilizados na determinagao espectrofotométrica UV/Vis, foram de grau

espectroscopico, sendo o etanol, acetonitrila, diclorometano, isopropanol e acetona da marca

Vetec. Ja o acetato de etila, cloroformio, 1,4-dioxana, metanol, tolueno e 1-butanol, foram do

grupo Quimica, enquanto o benzeno, 1,2-dicloro-etano e a N,N-dimetilformamida da Merck;

iv) Solventes utilizados nas sinteses, recristalizagdes e cromatografia em camada fina foram

todos de grau P.A., sendo eles:

v) Reagentes utilizados nas sinteses dos intermediarios € compostos mesoidnicos:

Metanol (Vetec)
Cloroférmio (Quimex)
1,4-dioxano (Quimibras)
Tolueno anidro (G. Quimica)
Eter etilico (Vetec)

Hexano (Quimex)

Etanol (G. Quimica)
Acetona (Merck)

Isotiocionato de fenila (Merck)
Fenilidrazina (Aldrich)
Piridina (G. Quimica)
Piperidina (Merck)

Acido maldnico (Aldrich)
Cloreto de tionila (Merck)
Benzaldeido (Carlo Erba)
p-metoxibenzaldeido (J. T. Baker Chemical Co.)
p-nitrobenzaldeido (Aldrich)
p-clorobenzaldeido (Aldrich)
p-fluorobenzaldeido (Aldrich)
p-bromobenzaldeido (Aldrich)
p-hidroxibenzaldeido (Aldrich)
p-cianobenzaldeido (Aldrich)
p-metilbenzaldeido (Aldrich)
p-etoxibenzaldeido (Aldrich)
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m-bromobenzaldeido (Aldrich)
m-clorobenzaldeido (Aldrich)
m-metoxibenzaldeido (Aldrich)
o-metoxibenzaldeido (Aldrich)
m,p-diclorobenzaldeido (Aldrich)
o,p-difluorbenzaldeido (Aldrich)
m-nitrobenzaldeido (Aldrich)

vi) DNAs e enzimas:

DNA do timo de bezerro — SIGMA;

DNA de fago $X174(RF-1) — SIGMA;

DNA de plasmideo pBR322 — Pharmacia;

DNA — Topoisomerases I e II-a - kit da TopoGEN, Inc.;

vii) Meio de cultura, reagentes, solugdes e solventes utilizados nos ensaios biologicos, das

marcas Aldrich, Merck e Sigma:

RPMI 1640, estreptomicina e penicilina da SIGMA, soro fetal bovino (SFB) da BIO
RIO;

RPMI completo: RPMI contendo B-mercaptoetanol 50 pM, penicilina 60pg/mL,
estreptomicina 100 ug/mL e SFB 5-10%;

Dimetilsulféxido (DMSO) da Aldrich;

Fenol e trishidroxiaminometilmetano (Tris);

Albumina bovina acetilada;

Albumina bovina fra¢ao V;

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5difeniltetrazolio (MTT);

Brometo de etidio;

Dodecilsulfato de sodio (SDS);

Fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF);

Oleo mineral;

Proteinase K;

Triton X-100;

Etoposida;

Campotecina;
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. Azul de bromofenol;

e  Glicerol

e  Tampao TAE (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M pH 8,5)

e Tampao TE (Tris-HCI1 10mM, pH 8,0, EDTA ImM)

e  Tampado de reagdo para topo I (Tris-HCI 200 mM, KC1 1000 mM, EDTA 100 mM,
Albumina 3mg/mL e MgCl, 1000 mM)

e Solugdo de SDS (4 uL SDS 5%, 4 pL glicerol 50% e 4 pL azul de bromofenol)

viii) Células tumorais:

Foram utilizadas células do carcinoma de Ehrlich na forma ascitica, extraidas do
peritdnio de camundongos SW ou singénicos C57BL/10.
3.1.3 Animais

Camundongos suigos (SW) e camundongos singénicos C57BL/10 de ambos os sexos,

sendo obtidos no Biotério do Instituto Nacional do Cancer e do Instituto Oswaldo Cruz, Rio

de Janeiro.
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3.2 Métodos

3.2.1 Sintese

3.2.1.1 Sintese da 1,4-difeniltiossemicarbazida

Foram adicionados 70 mL de tolueno anidro e 53 mmols de isotiocianato de fenila, em
um baldo de duas bocas de 250 mL equipado com funil de adi¢do e condensador de refluxo
com tubo de cloreto de calcio na extremidade. Levou-se a solugdo ao refluxo e adicionou-se
aos poucos 53 mmols de fenilidrazina, através do funil de adi¢do. O produto formado
instantaneamente, precipitou no fundo do baldao em forma de flocos brancos e posteriormente
foi filtrado a vacuo, sendo lavado com tolueno e éter etilico. O rendimento apresentou-se

satisfatorio 80% com ponto de fusdo 175 - 176 °C (SANTOS, 1993).

3.2.1.2 Sintese dos acidos E-X-cindmicos

Em balao de fundo redondo conectado a condensador de refluxo foram adicionados 50
mmols do benzaldeido de escolha, 100 mmols do 4cido maldnico, 20 mL de piridina e 0,4 mL
de piperidina. A mistura foi mantida a temperatura de 90°C durante duas horas, depois por

mais quinze minutos sob refluxo e posteriormente acidificada por uma solucdo de HC{ (20 %,

v/v), com precipitacdo imediata dos cristais que foram filtrados, lavados com uma solucdo de

HCL (20 %, v/v) e depois com agua.
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Os 4cidos foram recristalizados em hexano e etanol (30:70, v/v). A Tabela 1 mostra os

pontos de fusdo e rendimentos obtidos.

Tabela 1. Pontos de fusao e rendimentos obtidos para os acidos E-X-cinamicos.

X Ponto de Fusio (°C) Rendimento (%)
H 132-133 (133-134)° 79
4’-OMe 172-173 (173,5)* 82
4’-NO, 287-288 (289)" 85
4-Me 195 (196-198)* 91
4’-CN 254-255 87
4°Cl 248 (248-250)" 85
4F 207 (209-210)* 78
4’-OH 211-213 (214)* 75
4’-OEt 193-195 (195-199)* 83
2’ 4’-diF 217-218 (216-218)" 71
3.4°-diCl 220 (218-220)* 68
3’-OMe 115-117 (116-119)° 75
3’-Cl 163-165 (161-164)* 79
3’-Br 175-177 (177-179)* 82
2’-OMe 185-187 (183-186)" 77
3’-NO, 198-199 (200-202)* 70

* www.sigma-aldrich.com
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3.2.1.3 Sintese dos cloretos de cinamoila substituidos

OH

cl
: 2 ' v& . 2 1 \/K
3 O + socl, —» 3 O + 50, + HCI
4' 4
X

A 12 mmols de acido cinamico substituido, foram adicionados 4,5 mL (excesso) de
cloreto de tionila. A reacdo foi mantida a uma temperatura de aproximadamente 50°C durante
4 horas. Ao balao foi adaptado um condensador de refluxo com um tubo na extremidade
contendo cloreto de célcio.

O excesso de cloreto de tionila foi destilado a pressdo reduzida e o produto obtido

(s6lido) utilizado imediatamente sem tratamento de purificagao.

3.2.1.4 Sintese dos cloretos de 4-fenil-5-[X-cinamoil]-1,3,4-tiadiazo6lio-2-fenilamina

A uma suspensdao de 12 mmols de 1,4-difeniltiossemicarbazida em 15 mL de 1,4-
dioxana, adicionou-se uma solu¢do de cloreto de cinamoila X-substituido (12 mmols) em 1,4-
dioxana. Apds 24 horas de agitacdo, deixou-se a solucdo em repouso por alguns instantes e
em seguida filtrou-se o produto obtido. O precipitado de tom amarelo foi lavado com 1,4-
dioxana anidra e em seguida com éter etilico anidro.

Os sais foram recristalizados em cloroférmio:etanol (60:40, v/v). A Tabela 2 indica os

pontos de fusdo e rendimentos obtidos.
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Tabela 2. Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para os sais dos compostos mesoidnicos.

Sais Mesoionicos Pontos de Fusao Rendimento

X &9) (%)

H 266-267 68
4’-Me 267-268 73
4’-OMe 195-196 82
4’-NO, 232-233 89
4’-F 252-253 85
4’-Cl 264-265 83
4’-Br 283-285% 70
4’-CN 185 82
4’-OH 204-205 65
4’-OFEt 148-150" 85
2’-OMe 233-234% 73
2’,4’-diF 270-271% 76
3’,4’-diCl 259-260°" 71
3’-OMe 284-285 68
3’-Cl 261-263" 72
3’-Br 263-264" 80
3’-NO; 184-185 73

*Compostos inéditos



3.2.1.4.1 Dados espectrométricos para os compostos mesoionicos sintetizados
i) Cloreto de 4-fenil-5-cinamoil-1,3,4-tiadiazélio-2-fenilamina (p. 139-141)

Infravermelho (KBr; v cm™) .
3430 (v N-H); 3055 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2669 (v C=NH-); 1607 (v
C=C vinilico); 1565 (v C=N); 1536, 1498 e 1449 (v C=C aromatico); 1327 (v C-S);

955 (8 C-H vinilico); 747 e 691 (5 A-C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 3. Dados de RMN *C para Tabela 4. Dados de RMN 'H para 0 mesoidnico com
0 mesoidnico com X = H X =H (200 MHz; DMSO-dg).
(50 MHz; DMSO-dy). 8 (ppm) H J (Hz)
$ (ppm) C 12,25 (s) NH
8,01 (d) o 16,1
163,94 7,83-7,43 (m) aromatico -
159,24 7,07 (d) B 16,3
147,84 o
137,04 1
" 3"
134,32 1 4 o
133,88 4 ct
"N H
131,94 4 —
) N /
- | 4 }LN
130,50 2eb 2, a\/u\ "
1] i1 3’ 5 Sl
130,22 3 eb B 3m
129,59 37e5” 4 6'
, 4"’
129,27 3eb 3
126,18 2" e6”
124,23 4
118,73 2" eB”
111,62 B
n.o. 1

*observado em outro espectro
n.o. ndo observado
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ii) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-metilcinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 142-144)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3423 (v N-H); 3026 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2663 (v+C=NH-); 1609 (v
C=C vinilico); 1566 (v C=N); 1539, 1511 e 1449 (v C=C aromatico); 1326 (v C-S);
1175 (v aC-NH); 938 (8 =C-H vinilico); 797 (8 aC-H no plano-2H viz.); 752 e 690
(6ArC-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 5. Dados de RMN "*C para Tabela 6. Dados de RMN 'H para 0 mesoidnico com
0 mesoidnico com X = 4’-Me X =4’-Me (200 MHz; DMSO-dg).
(50 MHz; CDC{3/CD;0D). § (ppm) H J (Hz)
5 (opm) C 11,31 (s) NH
7,15 (d) o 16,2
162,02 S 6,99-6,32 (m) aromatico
158,36 2 6,17 (d) B 16,2
149,24 o 1,5 (s) Me
143,64 4
137,73 1" 3
136,33 1 Y o
131,77 4 Ql , o
130,24 1 NG
130,03 2e6 y Z_ 1 “\/\SLS%N 1"
129,76 3e5 B ! 3
128,84 3 e5” Me” @2 ¢ o
128,66 3”e5”
125,18 2"e6”
124,21 4"
118,46 27 e6”
108,63 B
21,07 Me
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iii) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-metoxicinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 145-148)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3410 (v N-H); 3027 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2969 (v C-H alifatico);
269+3 (v C=NH-); 1600, 1511 e 1450 (v C=C aromatico); 1565 (v C=N); 1310 (v C-S);
1253 (v a/C-0); 1111 (v O-CHj3); 1025 (confirmagao Ar-O-R); 953 (6 =C-H vinilico);
805 (8 ArC-H no plano 2H viz.); 752 e 689 (8 A.C-H no plano 5H viz.).

RMN “Ce'H

Tabela 7. Dados de RMN "°C para Tabela 8. Dados de RMN 'H para o mesoi6énico com

0 mesoionico com X = 4’-OMe X =4’-OMe (200 MHz; DMSO-dy).
(50 MHz; DMSO-dg). 3 (ppm) H J (Hz)

3 (ppm) C

11,81 (s) NH —
163,28 4 7,13 (d) o 16,0
162,54 5 7,01 - 6,98 (m) Aromatico -—-
158,44 2 6,76 (d) 2eb 7,8
148,34 o 6,55 (d) e’ 8,4
138,66 1” 6,23 (d) B 15,4
137,05 17 2,92 (s) MeO -
135,22 1
131,58 4” 4 3"
1 1 ' o )

30,19 3 Q o
129,48 3" " 3
ﬁ/N\ /H
126,57 2 4 j 2
Y] 2’ a N m m
126,21 2 , 1 S 2
3 5 1
123,35 4" /@Aﬁ 3
6!

118,49 2’” MGO 4' 5 4™
114,83 3eb
108,83 B
55,66 MeO
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iv) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 149-153)

Infravermelho (KBr; vcm™)
3410 (v N-H); 3044 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2720 (v+C=NH-); 1615 (v
C=C vinilico); 1565 (v C=N); 1522 (v C-NO, e/ou C=C aromatico); 1450 (v C=C
aromatico); 1341 (v simétrico N=0O e v C-S); 956 (6 =C-H vinilico); 835 (6 aC-H no
plano 2H viz.); 747 e 690 (6 o-C-H no plano 5H viz.).

RMN “Ce'H

Tabela 9. Dados de RMN °C para

0 mesoidnico com X = 4’-NO,

(75 MHz; DMSO - de).

Tabela 10. Dados de RMN 'H para o mesoidnico
com X =4’-NO, (300 MHz; DMSO-dg).

8 (ppm) C
162,05 5
159,68 2
148,59 4
144,67 o
139,99 k
138,54 17
137,05 o
131,90 4"
130,25 3" e5”
130,15 3"e5
129,56 2e6
126,23 2"e6”
124,32 4"
124,20 3eb5
118,71 2" e6”
115,52 B

S (ppm) H J (Hz)
12,35 (s) NH -
8,396 (d) 3eb 8,2
8,26 (d) o 16,6
8,151 (d) 2e® 8,3
8,00-7,87 (m) Aromatico ---
7,41 (d) B 16,2

4" 3"
2"
ItI/N\ /H
4 2
3 58,
B 3'"
6'
O,N" %

5’ 4!"
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v) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-fluorocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 154-158)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3442 (v N-H); 3007 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2669 (v+C=NH-); 1618 (v
C=C vinilico); 1570 (v C=N); 1512, e 1448 (v C=C aromatico); 1315 (v C-S); 1230 (v
arC-F); 816 (8 A-C-H no plano-2H viz.); 742 e 686 (6 A/C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 11. Dados de RMN "*C* para o

Tabela 12. Dados de RMN 'H para o mesoidnico

mesoidnico com X = 4’-F com X = 4°-F (300 MHz; DMSO-dg).

(75 MHz; DMSO-d).

8 (ppm) H J(Hz) 'Hx'H-
8 (ppm) C COSY
164,83("Jc.r=251,8 4 12,33 (s) NH
Hz) 8,13 (d) o 16,2 B
159,04 2 7,69 (d) 3eb’ 8,4 2ef
146,58 o 7,54 (d) 2e6 8,4
138,69 17 7,99-7,25  Aromatico
136,96 9 (m)
131,80 1 7,18 B 16,2
131,67 4”
130,57(3Jc.r =3,8 Hz) 2e6 o 3
130,16 3" e 5" Q2" o
129,51 3" e5” U N H
126,15 2" e6" ) a\fﬁ\ >LN/
124,12 4™ 3 U 58, 2"
118,62 2" e6” /@?\B 3"
116,47(3cr=21,9Hz) 3 e5 Foa g 4
111,39 B
n.o. 5

*valores corrigidos, DMSO fora da escala.

n.0. ndo observado
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vi) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-clorocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 159-163)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3423 (v N-H); 3046 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2653 (v+C=NH-); 1615 (v
C=C vinilico); 1566 (v C=N); 1538, 1497 e 1450 (v C=C aromatico); 1326 (v C-S);
803 (6 AC-H no plano-2H viz.); 755 e 690 (6 AC-H no plano-5H viz., em 755

acrescido de v 5.C-C{).
RMN “Ce'H

Tabela 13. Dados de RMN °C para  Tabela 14. Dados de RMN "H para o mesoidnico

0 mesoidnico com X = 4’-C{ com X =4’-C{ (300 MHz; DMSO-d).
(75 MHz; DMSO-d).
3 (ppm) H J(Hz)  "Hx'H-
8 (ppm) C COSsY
159,13 2 12,61 (s) NH
146,2 o 8,11 (d) o 16,5 B
136,97 17 7,91 (d) 3eb 8,7 2'e6
136,28 4 7,65 (d) 2e6 8,7
132,76 4” 7,98-7,52 Aromatico
131,62 1 (m)
130,69 3”e5” 7,22 (d) p 16,2
130,1 3"e5”
129,45 3e5 g 2 ”
129,21 2e6 Q o
126,08 2" e 6" %/1\13 H
124,03 4 8 Q\J\ >27N
118,67 2” :@A 58, 2"
B 3
112,24 B N
n.o. 5¢1” Clma ™7 4"

n.o. ndo observado
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vii) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-cianocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 164-166)

Infravermelho (KBr; vcm™)
3404 (v N-H); 2932 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2224 (v C=N); 1623 (v
C=C vinilico); 1564 (v C=N); 1537, 1502 e 1420 (v C=C aromatico); 1310 (v C-S);
980 (& =C-H vinilico); 829 (5 a:C-H no plano-2H viz.); 760 e 689 (5 A.C-H no plano-5H

viz.).

RMN BCe'H

Tabela 15. Dados de RMN "°C para

0 mesoidnico com X =4’-CN

(50 MHz; CDC{3 e CD;0D).

8 (ppm) C
161,00 5
145,38 o
137,34 17
137,00 1”
132,94 Jeb
131,54 4”
129,61 3’eb”
128,69 2eb
128,51 3”7ed”
124,92 2’e6”
124,36 4”
118,42 2”7 e6”
117,3 CN
113,16 B
n.o. 2,17ed4

Tabela 16. Dados de RMN 'H para o
mesoionico com X = 4’-CN (200 MHz;
DMSO-dy).

S (ppm) H J (Hz)
12,741 (s) NH

8,05 (d) o 16,23
7,91-7,13(m) Aromatico -

6,69 (d) B 16,03

n.o. nao observado

4" 3"
2" )
O e
NG, A
4 \2
3 58,
p 3
6’
NC™ 4 4"

5'
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viii) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-bromocinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (p. 167-170)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3426 (v N-H); 3044 (v C-H aromatico); 2923 (v C-H vinilico); 2663 (v C+=NH-); 1615
(v C=C vinilico); 1566 (v C=N); 1539 e 1497 (v C=C aromatico); 1070 (v C-N); 801 (&
arC-H no plano-2H viz.); 755 e 691 (6 o:C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 17. Dados de RMN *C para  Tabela 18. Dados de RMN 'H para o mesoidnico

0 mesoidnico com X = 4’-Br com X = 4’-Br (200 MHz; DMSO-dg).
(50 MHz; DMSO-dy).

8 (ppm) H J(Hz) 'Hx'H-COSY
S (ppm) C

12,58 (s) NH
162,63 5 8,00 (d) a 16,0 B
159,18 2 7,86-7,17(m) Aromatico --- -
146,42 o 7,10(d) B 15,9
136,95 1

3"

133,04 T A,
132,12 3es Q ot

131,68 4 41'I’J\FI/N32 H
130,90 2e6 . a\/u\?*N -

130,16 3" 3 572
B 3’”
129,45 ¢
Br 4’ 4"’

3
126,11 2’ 5'
125,46 4
124,16 4
118,58 27
112,13 B
n.o. 1”

n.o. ndo observado
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ix) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-etoxicinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 171-174)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3440 (v N-H); 2928 (v C-H vinilico/lv C-H Arom./ v C-H alifatico); 2370° (v C=NH-);
1596 (v C=C vinilico); 1564 (v C=N); 1539 e 1444 (v C=C aromatico); 1258 (v Ar-
OEt);1120 (v O-Et 756 e 618 (5 o:C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H

Tabela 19. Dados de RMN °C para
0 mesoidnico com X = 4’-OFt

(50 MHz; DMSO-dg).

Tabela 20. Dados de RMN 'H para o mesoiénico

com X = 4’-OEt (200 MHz; DMSO-dy).

8 (ppm) C
163,38 g
161,93 5
158,4 2
148,08 o
139,23 1"
138,65 1
137,07 1
131,54 4
130,24 3
128,94 3" e5”
127,95 2
125,19 2
124,79 4
119,84 2"
113,10 3
108,57 B
63,68 CH,-O
14,53 CH3-CH,-O

8 (ppm) H J(Hz) 'Hx'H-COSY
12,22 (s) NH
7,96 (d) o 15,9 B
7,85-6,97(m) Aromatico -—- —
6,90(d) B 15,9
4,07(q) CHs-CH,-O 7,0
1,31(t)  CHs-CH,-O 6,9

" 3"
on
Q o
KI/NT M
4 \\2
2! I G«QJ\ N m om
3 5 Sl
B 3m
6
Eto 4' ! 4

5
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x) Cloreto de 4-fenil-5-(4’-hidroxicinamoil)-1,3,4-tiadiazo6lio-2-fenilamina (p. 175-177)

Infravermelho (KBr; v cm™)

3442 (v N-H e/ou v O-H) ; 3056 (v C-H aromatico); 2905 (v C-H vinilico / v C-H
+

alifatico); 2847 (v C=NH-); 1613 (v C=C vinilico); 1568 (v C=N); 1538, 1495 e 1448

(v C=C aromatico); 1290 (v C-O) ;1210 (v C-N); 1170 (v C-N); 946 (6 =C-H vinilico);

835 (8 ArC-H no plano 2H viz.); 753 e 688 (6 A/C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H

Tabela 21. Dados de RMN '°C para

0 mesoidnico ¢ om X =4’-OH

(50 MHz; CDC{3/CD;0D).

Tabela 22. Dados de RMN 'H para o mesoionico
com X =4’-OH (200 MHz; DMSO-dy).

8 (ppm) C
162,58 5
159,00 4
157,94 2
149,93 o
139,49 17
138,07 17
131,67 4"
131,45 2e6
130,18 3"
129,00 3"
125,42 2"
124,24 4
124,72 1
118,85 2"
116,42 3e5
105,86 B

6 (ppm) H J (Hz)
11,38 (s) NH
9,7 (s) OH
7,07 (d) a 16,21
6,96-5,94 (m)  aromatico —

4 N\
2’
| I

5'

" 3"
2"
cl
lﬁ/N3 /H
4 \/\2
G/QJ\ N m 2'"
3 58,
B 3!"
6’
HO™ 4 4"
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xi) Cloreto de 4-fenil-5-(3’-metoxicinamoil)-1,3,4-tiadiazdlio-2-fenilamina (p. 178-180)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3443 (v N-H) ; 3026 (v C-H aromatico e/ou C-H vinilico); 2773 (v+C=NH-); 1614 (v
C=C vinilico); 1566 (v C=N); 1528, 1497 e 1451 (v C=C aromatico); 1348 (v C-S);
1284 (v C-OMe) ;1202 (v C-N); 1113 (v C-N); 987 (6 A-C-H no plano 1H isolado e/ou
& =C-H vinilico); 839 (6 aC-H no plano 3H viz.); 756 e 682 (5 o.C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 23. Dados de RMN "°C para Tabela 24. Dados de RMN 'H para o mesoidnico
0 mesoibnico com X = 3’-OMe com X = 3’-OMe (200 MHz; DMSO-d).
(50 MHz; DMSO-d).
5 (ppm) H J (Hz)
8 (ppm) C
12,38 (s) NH
162,82 3 7,92 (d) o 16,1
159,66 5 7,86-7,31(m) aromatico --
159,15 2 7,06(d) B 16,0
147,96 o 3,76(s) CH5-O
138,55 17
137,02 9 A
135,22 1 Qz cl
131,74 4" 1§/N3 H
130,19 3" veo. 2. a\iu\ N .
129,54 3 },@Aﬁ 58, -
126,16 2 ¢
124,22 4™ 4 5 4"
121,12 2
111,89 B
118,64 2"
117,62 6
114,49 g
55,38 CH5-O
n.o. 5

n.0. ndo observado
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xii) Cloreto de 4-fenil-5-(3’-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 181-182)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3437 (v N-H); 3025 (v C-H aromatico); 2925 (v C-H vinilico); 2689 (v C+=NH-); 1600
(v C=C vinilico); 1563 (v C=N/ou v N=0O assim.); 1510 (v C=C aromatico); 1308 (v
N=0O sim./ou v C-S); 1253 (v C-N); 1169 (v C-N arom.) 953 (& AC-H no plano-1H

isolado.); 813 (6 A-C-H no plano-3H viz..); 752 e 687 (5 o-C-H no plano-5H viz.).

RMN C

Tabela 25. Dados de RMN "°C para
0 mesoidnico com X = 3’-NO,

(75 MHz; CDC/{5/CD;OD).

3 (ppm) c

136,30
134,50
133,42
131,58
129,75
128,69
125,21
124,96
125,21
124,36
122,70
118,44 27
112,79 B

n.o.

3’
6’
4’
5'

E R NN g X QR g 2

2
n.o. 5
3

n.o.

n.o. nao observado

4"
145,17 o
137,40 17
o

3"
2"
) cl
41 IJ\FI/N3\ /H
2
>—N

2'
N ' \)J\
o)) 1 .
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xiii) Cloreto de 4-fenil-5-(3’-clorocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 183-186)

Infravermelho (KBr; v cm™)

3404 (v N-H); 3059 (v C-H aromatico); 2775 (v C+=NH-); 1615 (v C=C vinilico); 1566
(v C=N); 1544 e 1495 (v C=C aromatico); 1207(v C-N arom.);1110 (v C-N); 787 (5
arC-H no plano-3H viz.); 750 e 690 (6 o-C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 26. Dados de RMN '°C para Tabela 27. Dados de RMN 'H para o mesoionico
0 mesoidnico com X = 3’-C{ com X = 3’-C{ (200 MHz; DMSO-d).
(50 MHz; DMSO-dy).
d (ppm) H J (Hz)
3 (ppm) C
12,79 (s) NH -
162,45 5 7,98 (d) a 16,4
159,12 2 7,92-7,36(m) aromatico -
145,94 o 7.19 (d) B 15,5
138,55 1”
137,02 1 A,
133,91 3 Q o
131,71 4 lﬁ/Ni H
4 2
130,94 5 . »—N
Cﬂz 2 1 a\)l\s " om
130,15 3”7 3 5 1
B 3"'
129,43 37 6'
4' 4"’
128,52 2 5'
127,73 2
126,16 4'eb
124,09 4
118,55 27
113,21 B
135,99 1
n.o. 4

n.o. nao observado
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xiv) Cloreto de 4-fenil-5-(3’-bromocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 187-189)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3399 (v N-H); 3059 (v C-H aromatico); 3002 (v C-H vinilico); 2782 (v C+=NH-); 1614
(v C=C vinilico); 1566 (v C=N); 1544 e 1496 (v C=C aromatico); 1207(v C-N arom.);
786 (6 ArC-H no plano-3H viz.); 751 e 684 (5 o:C-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 28. Dados de RMN '°C para Tabela 29. Dados de RMN 'H para 0 mesoidnico
0 mesoidénico com X = 3’-Br com X = 3’-Br (200 MHz; DMSO-dg).
(50 MHz; DMSO-dy).
3 (ppm) H J (Hz)
S (ppm) C
12,84 (s) NH -
162,46 5 7,98 (d) o 16,1
159,13 2 7,87-7,27(m) aromatico -
145,90 o 7,19(d) B 16,2
138,59 1”

137,05 17 4"
136,26 1 Q
134,17 4

o

3"
2"
cr
N, A
2
>7N

131,73 47 . ” \/U\
T 1. 2m
131,29 2 5 5,

130,19 5 z ¢ P >
130,19 3" 5 4
129,43 3

128,00 6

126,28 2

124,09 3

122,46 47

118,56 2

113,17 B
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xv) Cloreto de 4-fenil-5-(2’-metoxicinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 190-191)

RMN “Ce'H
Tabela 30. Dados de RMN *C para Tabela 31. Dados de RMN 'H para o mesoionico
0 mesoidnico com X =2’-OMe com X =2’-OMe (200 MHz; CDC{3).
(50 MHz; CDC{3 e DMSO-dp).
d (ppm) H J (Hz)
S (ppm) C
12,49 (s) NH -
162,29 2 7,39 (d) o 16,01
159,15 5 7,29-6,45 (m) aromatico -
158,57 2 6,73 (d) B 16,01
144,58 a 3,39 (s) OMe -
138,26 1”
136,87 1
133,94 6’
131,70 4
130,51 4
130,07 3" W
128,89 3” .
125,56 2" 4
124,04 4
122,11 1
121,07 5
118,96 3
118,89 2"
111,40 B
55,46 OMe
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xvi) Cloreto de 4-fenil-5-(2’,4’-difluorocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 192-
194)

Infravermelho (KBr; vcm™)

3430 (v N-H); 3022 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2675 (v+C=NH-); 1617 (v
C=C vinilico); 1570 (v C=N); 1530, e 1505 (v C=C aromatico); 1278 (v aoC-N); 967 (5
ArC-H no plano-1H isolado.); 802 (& a/C-H no plano-2H viz.); 755 e 688 (6 AC-H no
plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 32. Dados de RMN "°C para Tabela 33. Dados de RMN 'H para o mesoidnico
0 mesoidnico com X = 2°,4°-diF com X =2’.4’-diF (200 MHz; CDC{3).
(50 MHz; CDC{3/ DMSO-dg).
6 (ppm) H
8 (ppm) C
13,05 (s) NH
161,61 5
159,05 2 7,74-6,82 (m) aromatico
141,11 a
137,89 1
999 4" 3"
136,55 1 o
n.o. 4’
132,02 4>
132,77 6’ -
105,06 3 -
130,22 3
5’ 4!"
129,02 3
n.o. 2’
125,37 2
112,60 5’
124,47 4
118,83 2
113,04 B
n.o. 1’

n.0. ndo observado
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xvii) Cloreto de 4-fenil-5-(3’,4’-diclorocinamoil)-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina (p. 195-

197)

Infravermelho (KBr; v cm™)

3401 (v N-H); 3054 (v C-H aromatico e/ou v C-H vinilico); 2693 (v+C=NH-); 1616 (v
C=C vinilico); 1569 (v C=N); 1532, e 1497 (v C=C aromatico); 1200 (v oC-N); 1123
(v arC-N) 944 (6 AC-H no plano-1H isolado.); 805 (& aC-H no plano-2H viz.); 756 e
686 (5 ArC-H no plano-5H viz.).

RMN “Ce'H
Tabela 34. Dados de RMN '3C para Tabela 35. Dados de RMN 'H para o mesoionico
0 mesoidnico com X = 3°,4’-diC{ com X = 3’,4’-diC{ (200 MHz; CDC/5 e
(50 MHz; CDC/{; e CD;0D). CD;0D).
n.o 5 12,29 (s) NH
159,08 2 - o
145 64 o 7,68-7,0 (m) aromatico
137,89 1” o -
136,66 17
" 3"
136,54 1 4 o
136,34 4 P ct
) + N H
133,58 3 INTTR2 N/
133,04 z Chag AL OL\/lsl\s "o
’ 1
132,12 6 ;©/\B -
LR 6’
131 ;30 4 C/Q 4 - 4"
130,41 3”
129,87 5
129,04 3"
124,43 4
125,77 2"
119,01 27
111,95 B
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3.2.2 Ensaios com as DNA-topoisomerases

3.2.2.1 DNA-topoisomerase Ila

O experimento foi realizado com 2 unidades (I1pL) de topoisomerase II-a (kit da
TopoGEN), para 0,125 pg de kDNA anelado (DNA do cinetoplasto anelado), com vérias
concentragdes da droga (30 — 120 pM) em uma mistura de reagdo com volume total de 10

uL/eppendorf, contendo 50 mM de Tris-HC{ (pH=8,0), 120mM de KC{, 10 mM MgC{,, 0,5

mM ATP e 0,5 mM ditiotreitol (DTT), conforme Tabela 36. As amostras foram incubadas por
30 min a 37°C e as reagdes finalizadas com 1pL de tampdo de término (SDS 5%, azul de
bromofenol, glicerol 50% (v/v) - 1:1:1). Os produtos da rea¢do foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao de corrida TAE (Tris-acetato-EDTA). Os géis
foram corados em brometo de etidio (0,5 pug/mL), sendo a revelacao feita por irradiagdo em
transiluminador UV e imediatamente registrados em maquina fotografica digital (fotos
apresentadas no capitulo de Resultados e Discussdo). A Tabela 36 mostra o esquema das

solucdes utilizadas para os ensaios frente as topoisomerases I e Ila.

Tabela 36. Preparacdo de solugdes em eppendorf para andlise em gel de agarose.

kDNA Tampao
(0,125ug/mL) Assay ATP H,O Droga TOPO lla

(TopoGEN) (2V)
Etoposida® 1 uL 2uL 1 uL 4uL 1 pL 1 uL
kDNA puro 1 uL 2uL 1 uL ouL - -
kDNA +enz 1L 2uL 1L SuL - 1 pL
Composto 1 1 uL 2uL 1 uL 4uL 1 pL 1 pL
Composto 2 1 uL 2uL 1 uL 4uL 1 pL 1 pL
Composto 3 1 uL 2uL 1 uL 4uL 1puL 1L

“Etoposida ¢ o controle positivo da Topo II

3.2.2.2 DNA-topoisomerase |

Os ensaios com a topo I, foram realizados utilizando o mesmo procedimento que nos

ensaios com a topo II, diferenciando apenas no material genético que foi o DNA de fago
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0X174 super-helicoidal, no controle positivo (campotecina) € nao houve adicdo de ATP,

conforme a Tabela 37.

Tabela 37. Preparacao de solucdes em eppendorf para analise em gel de agarose.

X Tampéo
(0,125 ng) de H.O Droga TOPO |
reagao (2U)
Campotecina 1 uL 2uL SuL 1 pL 1 uL
a

X puro 1 uL 2uL 7uL - -
oX +enz 1 uL 2uL 6uL - 1 pL
Composto 1 1 uL 2uL SuL 1 uL 1 uL
Composto 2 1 uL 2uL 5uL 1 uL 1 uL
Composto 3 1 uL 2uL SuL 1 pL 1 pL

“Campotecina ¢ o controle positivo da Topo I

3.2.3 Ensaio colorimétrico para atividade citotoxica in vitro (MTT)

Células asciticas (5 x 10° células/mL) de carcinoma de Ehrlich obtidas de
camundongos portadores do tumor com 7 a 9 dias de crescimento, foram mantidas em cultura
prévia de uma passagem pelo menos antes do inicio da experiéncia. Os ensaios foram feitos
em microplacas em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino, 50 uM de
2-mercaptoetanol, 100 IU/mL de penicilina e 100 png/mL de estreptomicina, na auséncia ou
presenga de doses crescentes da droga em estudo.

Os compostos (Figura 23) foram dissolvidas em DMSO. A concentracdo final em

DMSO foi ajustada a 0,3% para os ensaios com células tratadas e controle.

As culturas foram mantidas em atmosfera de 5% de CO; a 37°C por 24 horas. A seguir
as culturas foram incubadas por 3 horas com 10 pL de solu¢do de MTT (5 mg/mL),
dissolvido em solucdo salina tamponada com fosfato de sédio a pH=7,2 e posteriormente
solubilizadas em 300 pL de isopropanol acidificado/pogo. Apods alguns minutos realizou-se a
leitura da absorbancia a 570 nm (MOSSMAN, 1983) em espectrofotometro do tipo ELISA. A
partir dos valores de percentagem de inibicdo de desidrogenases nas células tratadas com
drogas em relagdo as células tratadas com o solvente foram obtidos os valores de ICsy (a

concentra¢do da droga que inibe em 50% a atividade enzimatica).
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"‘ Cl
X=4'-F, 4-C{, 4'-Br,

N 4'-OH, 4-OFt, 4'-Me,
Q>_N\ 3'-C{, 3'-Br, 3'-OMe,
H

2'-OMe, 2',4'-diF, 3",4'-diC{

Figura 23. Compostos testados no ensaio colorimétrico.

Os ensaios foram realizados em triplicata e/ou sextuplicata e indicaram boa

reprodutibilidade.

As tabelas 38 a 48 mostram os valores encontrados para os ensaios descritos acima.

Tabela 38. Valores de percentual de inibigdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=4’-OEt

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO ( dp)*
4’-OEt 50 1,699 80,01 + 1,00
25 1,398 70,53 + 5,53
12,5 1,097 28,73 + 4,44
6,25 0,796 16,54 + 0,79
3,125 0,495 8,97 + 2,63

“desvio padrdo

Tabela 39. Valores de percentual de inibigdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=4’-F

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO ( dp)*
4°F 100 2 71,23 +3,22
50 1,699 43,11 £ 2,64
25 1,398 16,09 + 2,73
12,5 1,097 8,15+ 1,13

“desvio padrdo
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Tabela 40. Valores de percentual de inibicdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=4"-C{

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO ( dp)®
4-C 100 2 77,67 £ 2,87
50 1,699 40,33 + 1,02
25 1,398 14,77 £ 0,22
12,5 1,097 14,48 +2,35

“desvio padrio

Tabela 41. Valores de percentual de inibicdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=4’-Br

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO (+ dp)*
4-Br 100 2 63,81 + 4,83
50 1,699 30,32+ 2,21
25 1,398 8,23 + 1,54
12,5 1,097 9,47 + 0,44

“desvio padrio

Tabela 42. Valores de percentual de inibigdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=3’,4’-diC{

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO (+ dp)*
3’ 4°-diCL 100 2 51,70 1,90
50 1,699 36,38 + 3,17
25 1,398 18 + 1,54
12,5 1,097 16,47 + 1,45

*desvio padrio
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Tabela 43. Valores de percentual de inibicdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=2",4’-diF

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO (+ dp)*
2. 4’-diF 100 2 63,90 + 4,43
50 1,699 4335 +3.23
25 1,398 37,20 + 2,45
12,5 1,097 30,65 + 4,36

“desvio padrio

Tabela 44. Valores de percentual de inibigdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=2’-OMe

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO ( dp)*
2’-OMe 50 1,699 75,26 + 4,85
25 1,398 42,63 3,73
12,5 1,097 25,35+ 2,66
6,25 0,796 8,97 +2,31
3,125 0,495 6,15+ 0,68

“desvio padrdo

Tabela 45. Valores de percentual de inibigdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=3’-Br

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO ( dp)®
3°-Br 50 1,699 82,25+ 1,17
25 1,398 37,02 +2,42
12,5 1,097 14,43 £ 0,56
6,25 0,796 10,67 + 0,28
3,125 0,495 11,59 + 0,89

“desvio padrdo
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Tabela 46. Valores de percentual de inibicdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=3’-C{

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO ( dp)®
3°.CL 50 1,699 69,59+ 0,30
25 1,398 31,48 +3,51
12,5 1,097 14,89 + 1,12
6,25 0,796 10,38 £ 2,65
3,125 0,495 9,49 + 0,83

“desvio padrio

Tabela 47. Valores de percentual de inibicdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=4’-OH

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO (+ dp)*
4’-OH 329,04 2,52 91,39 + 1,57
164,52 2,22 84,71 + 5,05
82,26 1,92 41,01 +3,35
41,13 1,61 29,25+ 4,28
20,57 1,31 b
10,28 1,01 13,73 £5,77

. ~ b . .
‘desvio padrio, "valor inconsistente

Tabela 48. Valores de percentual de inibicdo observados no ensaio colorimétrico para o

derivado X=3’-OMe

X DOSE (uM) logDOSE % INIBICAO (+ dp)*
3’-OMe 50 1,699 66,71 + 3,36
25 1,398 27,17 +2,33
12,5 1,097 b
6,25 0,796 b
3,125 0,495 b

“desvio padrio, "valor inconsistente
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O derivado substituido com o grupo para-metil apresentou uma porcentagem de
inibi¢do inferior a cinqiienta por cento.

X=4’-Me (sextuplicata), média = 48,00% = 0,92

Com os dados obtidos acima, foram realizados os graficos a seguir para a
determinagdo dos valores de ICsy (inibigdo de cinqiienta por cento do crescimento celular),

sendo adotado o modelo de regressdo sigmoidal como analise mais adequada.

o
@
o
2
£
o)
©
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T
1,0
log da Dose

Grifico 2. Grafico do log da dose x porcentagem de inibi¢ao celular para o derivado 4’-OEt.

% de Inibigao

1,6
log da Dose

Grifico 3. Grafico do log da dose x porcentagem de inibi¢do celular para o derivado 4’-F.
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Grifico 4. Grafico do log da dose x porcentagem de inibi¢do celular para o derivado 4’-C{.
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log da Dose

Grafico 5. Grafico do log da dose x porcentagem de inibigao celular para o derivado 4’-Br.
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X=3'4'-diCt
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Grafico 6. Grafico do log da dose x porcentagem de inibigdo celular para o derivado
3° 4-diC{l.

X=2'4"-diF

% de Inibigdo
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log da Dose

Grafico 7. Grafico do log da dose x porcentagem de inibigdo celular para o derivado
2’ 4’-diF.
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Grafico 8. Grafico do log da dose x porcentagem de inibigao celular para o derivado 2’-OMe.
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Grifico 9. Grafico do log da dose x porcentagem de inibi¢ao celular para o derivado 3’-Br.
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Grifico 10. Grafico do log da dose x porcentagem de inibigdo celular para o derivado 3’-C{.
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Grafico 11. Grafico do log da dose x porcentagem de inibicao celular para o derivado 4°-OH.
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3.2.4 Ensaio para atividade antitumoral in vivo

Em camundongos SW ou singénicos C57BL/10 foram inoculadas, via intraperitonial,
5 x 10° células asciticas do carcinoma de Ehrlich. Apos 24 horas da inoculagio do tumor nos
animais, iniciou-se o tratamento com os compostos de escolha. Injetou-se por via ip (intra-
peritonial) em cada animal 0,06 mL da droga em DMSO a 80% em salina (v/v), nos esquemas
indicados nas tabelas. Em cada animal controle foi injetado 0,06 mL de DMSO a 80% em
salina, via ip, no mesmo esquema de tratamento com as drogas. Foi utilizado um total de 5 ou
6 animais por grupo. O efeito maximo dos derivados foi obtido anotando-se a sobrevida, em
dias, dos animais sobreviventes em relacdo aos animais mortos, no tempo total de 70 dias. A
eficiéncia do tratamento com o tumor ascitico in vivo foi verificada pela anélise do aumento
da sobrevida dos animais tratados (T) em comparacdo com a sobrevida dos animais controle

(C) usando-se a expressao:

% T/C = [sobrevida em dias dos animais tratados (T) com drogas] / [sobrevida em dias dos

animais controle (C)] x 100

A atividade antitumoral é considerada significativa quando o valor de % T/C é maior

ou igual que 125 (GERAN et al., 1972).

3.2.5 Determinacao do k’ através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para obter os valores do fator de capacidade (k’), se fez necessario as determinagdes
dos tempos de retengao (tr), utilizando-se cromatografo de fase liquida equipado com detector
de absorc¢ao na faixa do UV/Vis, acoplado a um registrador.

Utilizou-se uma pré-coluna C-18 (fase reversa) como fase estacionaria € uma mistura
de metanol e solugdo tampao fosfato (0,01 M; pH = 7,4) como fase movel, em sistema
isocratico.

As solugdes das amostras foram preparadas em acetonitrila em concentracdes
adequadas a analise, sendo previamente filtradas em micro-filtros.

A solugdo tampao fosfato foi preparada em baldo de 500 mL, onde foram adicionados
19,4 mL de solugao de NaH,PO,4.H,O 0,1M, 30,6 mL de solu¢ao de Na,HPO,4.7H,0 0,1M ¢ o
volume completado com agua deonizada. O pH da solucdo final foi entdo determinado em

potencidmetro.
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As amostras foram injetadas no cromatografo através do sistema composto de metanol
e solugdo tampao fosfato em propor¢des de 25 a 75% de solvente organico (v/v), com
velocidade de fluxo de 1,0 mL/min., e o tempo de retencdo de cada amostra foi determinado

(Tabela 49).

Tabela 49. Tempos de retengdo para os sais derivados dos mesoionicos obtidos por CLAE.

n.o. ndo observado
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3.2.6 Determinacgdo dos parametros eletronicos tedricos

Partindo-se das geometrias otimizadas dos cloretos de 4-fenil-5-[ X-cinamoil]-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilamina, através de céalculos de mecanica molecular em programa PCModel,
pode-se obter os pardmetros eletronicos tedricos por meio do programa MOPAC 6.0.

Utilizou-se o método semi-empirico de mecanica quantica PM3, e todas as palavras
chaves na matriz inicial foram as mesmas para o conjunto de compostos em estudo. As
palavras chaves foram:

PM3 define o hamiltoniano
NOINTER  ndo relatar distancia inter-atomica
NOLOG suprime arquivos nao relevantes

PRECISE eleva os critérios de otimizagdo da geometria

GRAD para que todos os gradientes sejam listados

XYZ converte a geometria em coordenadas cartesianas
EF abaixa o gradiente de otimizag¢do da geometria
HESS=1 abaixa o gradiente de otimizagdo da geometria

CHARGE=1 devido a carga na molécula

3.2.7 Analise estatistica

O tratamento estatistico foi realizado utilizando o programa Origin 6.0, através das
funcdes de regressdo linear e multipla com os parametros P (probabilidade), R (correlagao
linear), R? (correlagdo multipla), F (significAncia) e dp (desvio padrio).

Para os ensaios de avaliacdo anti-tumoral in vivo, foi utilizado a metodologia

estatistica segundo a literatura (GERAN, 1972).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e Caracterizacao

Foram sintetizados neste trabalho de tese 17 cloretos de 4-fenil-5-[4’ ou 3’ ou 2’-X-
cinamoil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas, onde 7 (X=2’-OMe, 4’-OEt, 3’-C{, 3’-Br, 4’-Br,
2’4 -diF e 3°,4-diC{) pela primeira vez relatados na literatura. A estratégia de sintese
envolveu uma rota convergente tendo com ultima etapa uma reacao de acilagao anidra entre a

1,4-difeniltiosemicarbazida e os cloretos dos acidos cindmicos substituidos, conforme

indicado no Esquema 4.

Esquema 4. Retrossintese para os sais dos compostos mesoionicos.
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Os 4acidos cinamicos foram obtidos através da condensa¢do de Knovenaegel-Hans, a
partir dos benzaldeidos adequadamente substituidos, 4cido maldnico, piperidina como

catalisador em piridina como solvente e, posteriormente, com tratamento em meio de HC{

(SANTOS et al, 2001). Os rendimentos para os acidos cinamicos substituidos preparados
foram na faixa de 68 a 91%, as purezas determinadas por cromatografia em camada fina, e
caracterizados através da comparacao dos pontos de fusdo com os correspondentes da
literatura (site da Sigma-Aldrich, 2007). A Tabela 1, na se¢do de Materiais e Métodos mostra
os rendimentos e pontos de fusdo obtidos para os acidos cindmicos substituidos. A Figura 24

mostra o mecanismo sugerido na obtengdo dos acidos cindmicos.

Figura 24. Mecanismo de reacao sugerido para a obtengao dos acidos cinamicos.

Os cloretos de acido correspondentes foram obtidos utilizando-se cloreto de tionila
como agente halogenante que foram empregados na etapa seguinte sem purificagdo previa

para evitar suas decomposicoes.
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A 1,4-difeniltiosemicarbazida foi preparada a partir da fenil-hidrazina e o isotiocianato
de fenila (Figura 25), em tolueno como solvente, com 80% de rendimento e alto grau de

pureza, ap6s lavar com tolueno e éter etilico anidros (SANTOS, 1993).

I
: N=C—NH—NH

Figura 25. Mecanismo de reagao sugerido para a obtencao da 1,4-difeniltiosemicarbazida.

Os cloretos de 4-fenil-5-[4 ou 3’ ou 2’-X-cinamoil]-1,3,4-tiadiazolio-2-fenilaminas,

onde X = H, 4’-Me, 4’-Br, 4’-C{, 4’-F, 4’-OH, 4’-OMe, 4’-NO,, 4’-CN’, 4’-OFEt, 3’-C{, 3’-
Br, 3’-OMe, 3’-NO,, 2’-OMe, 2’,4’-diF e 3°,4’-diC{, foram sintetizados a partir da 1,4-

difeniltiosemicarbazida e os correspondentes cloretos de acido, em 1,4-dioxana como
solvente, a temperatura ambiente na faixa de rendimento bruto de 65 a 89%. Os sais dos
mesoidnicos foram recristalizados em cloroférmio: metanol (60:40), ap6s terem sido lavados
com 1,4-dioxana e éter etilico anidros (SANTOS & ECHEVARRIA, 2001). A Tabela 2, em
Materiais e Métodos, mostra os pontos de fusao e rendimentos obtidos para cada composto.

O mecanismo sugerido para a etapa final de obtencdo dos sais mesoidnicos envolve
inicialmente o ataque nucleofilico da 1,4-difeniltiosemicarbazida ao carbono carbonilico do
cloreto de acido formando um intermediario N-acilado que posteriormente ¢ atacado pelo
atomo de enxofre do grupo tiocarbonila. A seguir, ocorre a aromatiza¢ao do heterociclo com
saida de uma molécula de 4cido cloridrico, que pode ser observado durante o decorrer da
reacdo. A presenca do 4cido cloridrico causa a protonagdo do atomo de nitrogénio exociclico
levando a formagdo do cloridrato do mesoionico. A Figura 26 mostra o mecanismo de reacao

sugerido para a ultima etapa de obtencao dos sais dos compostos mesoidnicos.
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Figura 26. Mecanismo de reacdo sugerido para a obtencao do cloreto de 4,5-difenil-1,3,4-

tiadiazolio-2-fenilamina.

Os compostos mesoidnicos foram caracterizados por espectroscopia na regiao do
infravermelho e RMN de 'H e "°C.

Os espectros de infravermelho indicaram absorgdes caracteristicas aproximadas dos
grupos N-H em 3400cm ™, C=I-|\-IH- em 2600 cm™, C=C vinilico em 1600 cm™ ¢ C=N em 1560
cm™', além das absorgdes tipicas referentes as ligagdes C-H e C=C aromaticas indicando o
perfil de substituicdo. A atribui¢do para cada composto estd descrita no topico 3.2.1.4.1 de
Materiais e Métodos e os respectivos espectros no Anexo.

Os espectros de RMN de hidrogénio para os sais dos compostos mesoionicos, em sua
maioria, ndo apresentaram resolugdo suficiente que permitisse a atribuicdo dos hidrogénios

ligados aos carbonos aromaticos. No entanto, puderam ser observados os deslocamentos
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quimicos caracteristicos dos hidrogénios olefinicos entre & 7,07 a 8,26 para Ha, e § 6,17 e

7,41 para HB (com exce¢io dos derivados 2’,4’-diF e 3°,4’-diC{ substituidos) e, do

hidrogénio ligado ao nitrogénio exociclico na faixa de & 11,31 a 13,05 (espectros no Anexo).

A Tabela 50 mostra os deslocamentos quimicos dos hidrogénios Ho, HB e H-N para os

compostos analisados.

Tabela 50. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN "H dos sais mesoionicos.

NH B
11,31 6,17
11,81 6,23
12,49 6,37
12,79 7,19
12,29 no.
12,33 7,18
12,58 7,10
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Os espectros de RMN de ">C (Anexo) dos cloridratos dos compostos mesoidnicos
foram atribuidos por etapas, ou seja, consideraram-se os atomos de carbono dos anéis
aromaticos ligados ao N-exociclico e ao N-4 do anel heterociclico na primeira etapa e,
posteriormente o anel cinamoila substituido comparando-se com os espectros dos
correspondentes 4cidos cinamicos.

As atribui¢des dos deslocamentos quimicos dos carbonos dos anéis aromaticos ligados
ao N-exociclico e ao N-4 do anel heterociclico, foram realizadas por compara¢ao com valores
da literatura para moléculas andlogas da série dos cloretos de 4-fenil-5-(p-X-fenil)-1,3,4-
tiadiazolio-2-fenilaminas (45) (MONTANARI et al., 1994; SANTOS & ECHEVARRIA,
2001). Essas atribuigoes foram realizadas considerando-se resultados de difragdo de raios-X e
calculos tedricos (ECHEVARRIA, 1992) e experimentos com RMN de "N (MONTANARI
et al., 1994).

Cl

X = H, MeO, NO,
45

Os atomos de carbono do anel heterociclico foram assinalados com os maiores
deslocamentos quimicos, 6163,94 - 159,15 para C-5 e 98159,68 - 157,94 para C-2, com
excecao dos compostos com substituintes OMe, que apresentaram os maiores valores para os
carbonos em posicao ipso ao grupo substituinte. O C-2 apresenta-se com os menores valores
de deslocamento quimico, fato este indicado por estudos de RMN de "N (MONTANARI,
1994).
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Os carbonos C-a e C-B apresentaram deslocamentos quimicos refletindo o efeito
retirador de elétrons do anel heterociclico, ou seja, o Ca mostra-se sempre mais desprotegido
na faixa de 0 141,11 a 149,93, enquanto que o CP mais protegido na faixa de 6 105,8 a
115,52. Essas variagOes foram coerentes, também, com a natureza dos efeitos eletronicos dos
substituintes, por exemplo, no caso do derivado 4’-NO, 6 CB 115,52, enquanto que para 4’-
OH 5105,8 e, para o 0Ca observou-se 149,93 para o derivado 4’-OH, sendo que para o 4'-
NO; d 144,67. A estrutura abaixo mostra os efeitos de ressonancia envolvendo a presenca de

grupos retiradores e doadores de elétrons no grupo cinamoila.

4"

3"
2" C/Q’_
:'I’J\FT/N3\2 %
DY) LN

> 7

N,

X\}4‘ e 4"

¥ O\ retirador de elétrons

m doador de elétrons

As atribui¢cdes dos carbonos do anel aromatico ligado ao N-4 apresentaram, de
maneira geral, maiores deslocamentos quimicos quando comparados aos correspondentes do
anel aromatico ligado ao N-exociclico devido, em parte, ao maior carater positivo do N-4.

Os carbonos do anel cinamoila X-substituido foram atribuidos por comparacao dos
deslocamentos quimicos das moléculas andlogas estudadas por Santos (SANTOS &
ECHEVARRIA, 2001). Estes dtomos mostraram deslocamentos quimicos coerentes com a
presenca dos substituintes em fun¢do de sua natureza eletronica considerando os efeitos de
ressonancia e indutivo. A Tabela 51 mostra os deslocamentos dos carbonos dos sais

mesoidnicos.

94



Tabela 51. Deslocamentos quimicos (ppm) de RMN “C dos sais mesoionicos.

C #-H 4-Me 4-OH 4-OMe 4-OEt 2- 3 3¥Cl  3Br 34 24~ &£F 4#C1  4Br 4CN 4-NO, 3-NO,
B diCl diF
5 163,94 162,02 162,58 162,54 161,93 159,15 159,66 16245 16246  n.o 161,61 n.o no. 1623 161,00 16205 n.o.
2 15924 15836 157,94 15844 15840 158,57 159,15 159,12 159,13 159,08 159,05 159,04 159,13 159,18 no. 15968  n.o.
o 147,84 14924 14993 14834 148,08 144,58 147,96 14594 14590 14564 141,11 146,58 1462 14642 14538 14467 145,17
111,62 108,63 10586 108,83 108,57 111,40 111,89 11321 113,17 111,95 113,04 111,39 11224 112,13 113,16 11552 112,79
r 13432 13024 12472 13522 137,07 122,11 13522 13599 13626 136,54  no 131,80 131,62 133,04 no. 13999 134,50
2 130,50 130,03 13145 126,57 127,95 16229 121,12 128,52 131,29 133,04  no. 130,57 12921 130,90 12869 129,56 12521.
3 130,50 130,03 131,45 126,57 127,95 133,94 117,62 126,16 128,00 132,12 132,77 130,57 12921 130,90 12869 129,56 13342
3 12927 129,76 11642 11483 113,10 118,96 162,82 13391 124,09 13358 10506 11647 12945 132,12 13294 12420  no.
5 12927 129,76 11642 11483 113,00 121,07 no. 130,94 130,19 129,87 112,60 11647 12945 132,12 13294 12420 129,75
4 131,94 143,64 159,00 16328 163,38 131,70 11449  no. 134,17 13634  no. 16483 13628 12416 no. 14859 122,70
17’ 137,04 137,73 138,07 138,66 139,23 13826 138,55 138,55 138,59 137,89 137,89 138,69  n.o. no. 13734 13854 137,40
27e6” 126,18 12518 12542 12621 12519 12556 126,16 127,73 12628 12577 12537 126,15 126,08 126,11 12492 12623 124,96
37e57 130,22 12866 129,00 130,19 13024 130,07 130,19 130,15 130,19 13041 13022 129,51 130,1 130,16 129,61 130,25 128,69
4 133,88 131,77 131,67 131,58 131,54 130,51 131,74 131,71 131,73 13130 132,02 131,67 132,76 131,68 131,54 13190 131,58
1 no 13633 13949 137,05 138,65 136,87 137,02 137,02 137,05 136,66 136,55 13696 13697 13695 137,00 137,05 136,30
27 e6” 118,73 11846 11885 11849 119,84 11889 118,64 118,55 118,56 119,01 118,83 118,62 118,67 11858 11842 11871 118,44
37 e5 12959 128,84 130,18 12948 12894 12889 129,54 12943 12943 129,04 12902 130,16 130,69 12945 12851 130,15 124,63
4 12423 12421 12424 12335 124,79 124,04 12422 124,09 12246 12443 12447 124,12 124,03 12546 12436 12432 12436
CH,CH, - - - - 14,53 - - - - - - - -
CH,0 - - - - 63,68 - - - - - - - -
MeO - - - 55,66 - 5546 5538 - - - - - -
CH; - 21,07 - - - - - - - - - - - -

n.o. Ndo observado.

95



4.2 Estudo do Efeito Hidrofobico

O estudo do efeito hidrofobico foi realizado através da determinacao do parametro log
kyw que pode ser utilizado para quantificar a hidrofobicidade de uma substancia.

Os valores de log k,, foram obtidos a partir da determinacdo dos tempos de retencao
(tr) dos derivados mesoidnicos, usando-se a técnica de CLAE. Na determinagao foi utilizada,
como fase estacionaria, uma coluna C-18 de fase reversa, e como fase movel uma mistura de
metanol e solucdo tampao fosfato (pH = 7,4), nas proporg¢des de 25 a 75% (v/v) de solvente
organico em sistema isocratico.

Os valores de k* foram obtidos a partir dos dados de tg da Tabela 49 (sessdao de
Material e Métodos), utilizando-se para tal calculo a Equagdo 13. A Tabela 52 mostra os

valores obtidos para log £’.

k= (tr —to) / to Equagdo 13
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Tabela 52. Valores de log &’ calculados em diferentes propor¢des da fase aquosa:tampao para

0s compostos mesoidnicos em estudo.

n.o ndo observado

Uma vez calculados os valores de &’, foram construidos os graficos de log &’ versus
porcentagem de tampao (v/v), que deram origem as equacdes das retas obtidas por regressao

linear mostradas na Tabela 53.
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Tabela 53. Equacdes obtidas por regressdo linear dos graficos log &* versus % tampao para os

derivados mesoionicos.

Derivados
X Equacoes
logk® = -2,38 (£0,082) + 0,068 (£0,002) %tampao
¢=NO; "=0,999 dp°=0,055 N°=5 PY<0,0001
logk’ =-1,30 (£0,29) + 0,046 (£0,006) %tampao
it r=0973 dp=0,197 N=5 P=0,0052
logk’ =-1,65 (£0,37) + 0,065 (£0,008) %tampao
3 4°-diCt r=0,979 dp=0251 N=5 P=0,00375
logk® = -2,35 (£0,088) + 0,072 (£0,002) %tampéo
4-cf r=0,999 dp=0,059 N=5 P<0,0001
logk’ = -2,012 (£0,101) + 0,075 (+0,002) %tampao
y-ct r=0999 dp=0054 N=4 P=0,00104
logk’ =-2,36 (£0,035) + 0,077 (£0,001) %tampao
i r=0999 dp=0,023 N=5 P<0,0001
logk’ = -2,13 (+0,096) + 0,066 (+0,002) %tampao
= r=0998 dp=0075 N=7 P<0,0001
logk’ =-1,14 (£0,34) + 0,052 (£0,007) %tampao
AR r=0971 dp=02298 N=5 P=0,00578
logk’ = -1,097 (£0,118) + 0,050 (+0,003) %tampao
S r=0996 dp=0,079 N=5 P=272x10"
logk® = -2,57 (£0,415) + 0,079 (£0,009) %tampdo
PO r=0982 dp=0278 N=5 P=0,00295
logk® = -2,196 (£0,233) + 0,066 (+0,005) %tampao
JELbA r=0992 dp=0,1562 N=5 P=894x10"
logk® = -2,25 (£0,15) + 0,072 (+0,003) %tampio
el r=0997 dp=0,1006 N=5 P=19x10"

*r = coeficiente de correlagdo, *dp = desvio padrio, °N = niimero de pontos, °P = probabilidade.

Com as equagdes anteriormente obtidas, extrapolou-se a 100% da fase aquosa, e assim

conseguiu-se estimar os valores de log &y, para os derivados em estudo (Tabela 54).

98



Tabela 54. Valores de log k,, obtidos por extrapolagdo para 100% da fase aquosa, utilizando-

se as equacdes da Tabela 53, para os derivados mesoidnicos.

log &y,

4,42

3,30

4,85

4,85

5,49

5,34

4,47

4,06

3,90

5.3

4,43

4,95

* coeficiente de correlagdo linear

Os valores de log k,, foram correlacionados com os resultados obtidos para as

atividades biologicas e serdo apresentados no topico 4.5 deste trabalho.
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4.3 Calculos Teoricos

As estruturas dos 17 cloridratos mesoidnicos sintetizados foram modeladas e
otimizadas utilizando-se o método semi-empirico através do programa MOPAC 6.0 e o
hamiltoniano PM3. Os resultados dos calculos tedricos possibilitaram a determinagdo dos
parametros eletronicos AHy (calor de formagao), u (momento dipolar), HOMO (energia do
orbital de fronteira ocupado de mais alta energia), LUMO (energia do orbital de fronteira
desocupado de mais baixa energia) e P. I. (potencial de ionizagdo). A Tabela 55 mostra os
valores obtidos para os parametros eletronicos da série de cloretos mesoidnicos preparados

neste trabalho.

Tabela 55. Valores obtidos de calculos semi-empiricos, utilizando o hamiltoniano PM3, para
os sais dos mesoidnicos.

Compostos gradiente AH; n HOMO LUMO P. L
(kcal/mol) (D) (eV) (eV) (eV)

4-H 0,00869 313,50 1,67 -11,81 -5,22 11,81
4’-Me 0,00969 303,34 1,96 -11,60 -5,19 11,60
4-OH 0,00932 267,24 2,77 -11,42 -5,18 11,42
4-OMe 0,00627 273,90 2,09 -11,33 -5,07 11,33
4’-OEt 0,00891 267,84 3,26 -11,26 -5,04 11,26
2’-OMe 0,00714 273,97 1,22 -11,46 -5,15 11,46
3’>-OMe 0,00993 276,22 4,34 -11,50 -5,24 11,50
3-Cl 0,00917 308,01 4,60 -11,63 -5,27 11,63
3’-Br 0,00772 322,62 8,10 -11,89 -5,28 11,89
3’, 4-diC{  0,00849 303,04 7,88 -11,37 -5,29 11,37
2’, 4-diF 0,00779 231,68 6,42 -12,06 -5,28 12,06
4’-F 0,00954 271,58 4,79 -11,85 -5,30 11,85
4-CL 0,00900 307,68 5,17 -11,47 -5,26 11,47
4’-Br 0,00891 322,82 9,76 -11,72 -5,25 11,72
4’-NO, 0,00863 311,12 12,50 -12,05 -5,49 12,05
4-CN 0,00981 352,35 7,91 -11,99 -5,38 11,99
3’-NO;, 0,00693 309,46 9,43 -12,19 -5,42 12,19
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Visando a comparagdo dos resultados dos calculos teéricos para as estruturas dos sais
dos mesoidnicos com as correspondentes bases livres (mesoidnicos), modelou-se os derivados
nao-substituido 4’-NO; e 4’-OEt-substituidos utilizando a mesma metodologia. A Tabela 56

indica os resultados obtidos para os mesoidnicos livres.

Tabela 56. Valores obtidos de calculos semi-empiricos, utilizando o hamiltoniano PM3, para
os mesoionicos (bases livres -BL).

Compostos gradiente AH; n HOMO LUMO P. L
(kcal/mol) (D) (eV) (eV) (eV)

BL4-H 0,00928 179,12 6,78 -8,12 -1,49 8,12
BL4’-OEt  0,00989 137,36 8,15 -8,14 -1,28 8,14
BL4’-NO, 0,00805 171,73 5,42 -8,49 -1,90 8,49

Analisando-se os resultados obtidos podem ser observadas caracteristicas que
expressam, especialmente, a importdncia dos efeitos eletronicos dos substituintes.
Considerando-se, por exemplo, o momento dipolar, observa-se que os sais dos compostos
mesoidnicos com substituintes retiradores de elétrons apresentam os maiores valores, sempre
acima de 4 D (Tabela 55)

No entanto, considerando-se as bases livres deve ser destacado a presenga de dois
polos com cargas opostas e grande separacdo de cargas dentro da mesma molécula levando,
de maneira geral, a um aumento na magnitude do momento dipolar. Entre as 3 bases livres
modeladas, a 4’-NO,-substituida apresentou uma diminui¢ado do momento dipolar devido a
maior eficiéncia do efeito de ressonancia envolvendo a carga negativa da cadeia lateral para o
anel heterociclico, diminuindo assim, a separa¢do de cargas. Esta diminui¢do, também pode
estar relacionada a presenca de duas cargas negativas na molécula, uma do 4tomo N-
exociclico e a outra do grupo nitro (Tabela 56).

Os potenciais de ionizacdo apresentaram valores na faixa de 11,30 a 12,29 eV,
enquanto que para as bases livres dos derivados ndo-substituido, 4’-NO, e 4’-OEt os valores
se apresentam em torno de 8 eV indicando, como esperado, a maior facilidade na retirada de
um elétron da camada de valéncia.

As energias calculadas para os orbitais HOMO mostraram-se, em geral, mais

negativos quando ha grupos retiradores de elétrons, do que quando sem substituinte. Da
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mesma forma, sdo menos negativos quando hé grupos doadores de elétrons. Esta tendéncia
também ¢ observada nas energias para os orbitais LUMO.

Os cloridratos mesoidnicos que apresentaram os melhores resultados para a atividade
antitumoral e de inibigdo frente as enzimas DNA-topoisomerases, bem como quanto a sua
atividade antileishmania, tiveram suas estruturas otimizadas destacadas nas Figuras 27, 28,
29, 30, 31 e 32. As estruturas mostram uma quase planaridade entre o grupo cinamoila e o
anel heterociclico, com exce¢dao do derivado difluor-substituido. De fato, estudos anteriores
mostraram o efeito de intercalacdo no DNA do timo de bezerro para os sais 4’-NO; e 4’-OH-

substituidos (GRYNBERG, 1999). A planariadade observada pode ser um dos fatores que

favorecem a interagdo dos mesoidnicos com o DNA, levando aos efeitos biologicos

S )

observados.

Figura 27. Estrutura tridimensional otimizada do sal do composto mesoidonico nao

substituido.
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Figura 28. Estrutura tridimensional otimizada do sal do composto mesoionico 2’°,4’-diF.

Figura 29. Estrutura tridimensional otimizada do sal do composto mesoionico 4°-F.
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Figura 30. Estrutura tridimensional otimizada do sal do composto mesoionico 4’-OEt.

Figura 31. Estrutura tridimensional otimizada do sal do composto mesoionico 4’-OMe.
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Figura 32. Estrutura tridimensional otimizada do sal do composto mesoionico 4’-NO,.

4.4 Atividade Biolégica

4.4.1 Atividades in vitro

4.4.1.1 Atividade citotoxica in vitro frente ao carcinoma de Ehrlich

Os sais dos compostos mesoidnicos sintetizados neste trabalho de tese foram
submetidos a ensaios in vitro frente a células do carcinoma de Ehrlich. Foram ensaiados 11
derivados sendo que destes apenas o 4’-Me substituido ndo possibilitou a obtengdo do valor
de ICsy, sendo ensaiado até a concentragao de 100uM.

O método utilizado para investigar a atividade bioldgica dos derivados mesoionicos
frente ao crescimento das células de Ehrlich foi o de Mosmann (1983), devido a sua
sensibilidade e rapidez possibilitando a analise de grande numero de amostras. O método esta
baseado na quantificagao do efeito de reducdo do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio (MTT) causado pelas enzimas desidrogenases presentes nas células
viaveis. O MTT apresenta cor amarela e, quando reduzido a correspondente formazana
insoluvel, posteriormente solubilizada em isopropanol acidificado, passa a cor violeta, Figura

33. A concentracdo de formazana formada ¢ proporcional a quantidade de desidrogenases
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presentes nas células vivas, sendo determinada através do valor de absorbancia em A = 570

nm.

(2H*+2¢")

Substrato Substrato
reduzido oxidado
FORMAZANA

+

Figura 33. Biorredugdao do MTT na presenga das enzimas desidrogenases para produzir a

formazana.

Os cloretos dos derivados mesoidnicos apresentaram atividade in vitro contra células
do carcinoma de Ehrlich, em cultura de 24 horas, sendo utilizado como controle positivo a
etoposida que apresentou apenas 44,61 £ 1,67 na inibi¢do do crescimento na dose de 100 uM.
Os valores dos ICsg obtidos para os sais mesoionicos estao mostrados na Tabela 57, incluindo
valores obtidos anteriormente para o derivado ndo substituido, 4’-NO, e 4’-OMe substituidos

(GRYNBERG, 1999).
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Tabela 57. Valores dos coeficientes de correlagdo das equagdes para obtengdo dos ICso (M)
dos sais dos mesoidnicos frente a células do carcinoma de Ehrlich.
ICso (M)

57,31

54,03

53,09
36,39

30,07
65,06
84,88

92,00
29,53
17,29
b

17,9

34,1

7,8
“Coeficiente de correlagio cruzada. "48% de inibigio a 100uM. “Grynberg, 1999.

A Figura 34 mostra o grafico de barras com os valores de ICsy (uUM) dos sais dos
mesoidnicos frente a células do carcinoma de Ehrlich ilustrando comparativamente o efeito

antiproliferativo investigado neste trabalho.
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Figura 34. Grafico ilustrando a comparagdo entre os valores de ICsy (UM) dos sais

mesoidnicos frente a células do carcinoma de Ehrlich.

O efeito citotoxico dos derivados mesoionicos observado frente a células do carcinoma
de Ehrlich ndo apresenta dependéncia apenas do efeito eletronico, pois verificando-se a
correlagdo linear entre os valores de ICsy e das constantes de Hammett (o, or € o7), ndo foi
observada linearidade significativa.

Os composto mesoidnico 4’-NO,-substituido foi estudado quanto a mecanismo de
acdo citotoxica e esta foi relacionada a sua atuacdo como desacoplador da fosforilagdo

oxidativa (CADENA et al, 1998).

4.4.1.2 Ensaios in vitro frente a DNA-topoisomerase Ila

As DNA-topoisomerases sao enzimas nucleares importantes € necessarias para a
viabilidade de todos os organismos vivos € se apresentam com elevada expressdao na maioria
dos canceres humanos, tornando-se o alvo de varios agentes anti-cincer como, por exemplo, a
campotecina, actinomicina D e a morfolinodoxorrubicina, entre outros (POMMIER et al,

1998, KELLNER et al, 2000).
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A atividade da topoisomerase II ¢ necessaria em presenga de DNA em espiral durante
as etapas de replicagdo e transcricdo e, quando a forma do DNA ¢ linear, esta ¢ essencial na
condensagdo cromossomica € na segregacao. Por estas razdes, a topo II ¢ altamente expressa
durante as fases S, G2 e M do ciclo celular (CHEN & LIU, 1994; VALKOV & SULLIVAN,
2003).

Neste trabalho de tese, foi estudada a acdo, pela primeira vez, dos sais derivados de
compostos mesoidnicos cloreto de 4-fenil-5-[2°,3° ou 4’-X-fenil]-1,3,4-tiadiazolio-2-

fenilamina, onde X = 4’-C{, 4’-F, 4’-Br, 4’-H, 4’-Me, 4’-OMe, 4’-NO,, 4’-OH, 4’-OEt, 4’-
CN, 2’-OMe, 2’ 4’-diF, 3°-C{, 3’-OMe’, 3’-Br, 3°,4’-diC{, frente a topoisomerase Il humana

tipo a, no ensaio de relaxamento ou desencadeamento sobre o DNA circular anelado do
plasmideo kDNA.

Os produtos das reagdes envolvendo os compostos mesoidnicos, a enzima (topo Ila) e
o DNA super-helicoidal foram avaliados através de eletroforese em agarose, revelados na
presenca de brometo de etidio, de acordo com a se¢do de Material e Métodos, sendo
posteriormente fotografados por camara digital. Os mesoidnicos foram incubados em
diferentes concentragdes na faixa de 120 a 30 uM e, como controle positivo, foi utilizada a

etoposida, inibidor especifico da topo II (Figura 35).

ETOPOSIDA

Figura 35. Eletroforese em gel de agarose mostrando o ensaio com a topo Ila e etoposida no
relaxamento do kDNA. 1. kDNA, topo II e etoposida (100uM); 2. kDNA puro; 3. kDNA e
topo II.
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A Figura 36 indica os compostos ensaiados e a Tabela 58 mostra os resultados obtidos

para os derivados mesoidnicos que apresentaram atividade sobre a topo Ila.

|_|| 3',4'-diCl  2',.4'-diF

N X=4-NO, 4-OH 2, 3'e4-OMe
Pl \/@% 4-Me  4-OEt 4-F
3 @/\ S 4e3-Cl 4e3-Br 4-CN

Figura 36. Sais dos mesoionicos ensaiados frente a topo Ila.

Tabela 58. Resultados da agdo dos mesoidnicos sobre a topoisomerase II-a.

Concentragoes Sais dos compostos mesoidnicos
(kM) 4’-Me 2°4-diF 4-OMe 3-OMe 4’-OEt 4’-F 2’-OMe
120 + + + + + ———- -
60 — + + + + + -
30 — + + — — + +

O sinal + indica inibi¢do do relaxamento do DNA circular anelado.

A Figura 37 mostra o resultado da eletroforese dos produtos de reag@o utilizando-se os
derivados mesoionicos fluorados 4’-F e 2’,4’-diF, que nas concentragoes de 30 e 60 uM
inibiram a atividade da topo Ila, conforme as linhas de 7 a 11, onde pode ser observado
apenas a revelagdo do DNA circular indicando que ndo houve seu relaxamento.

A Figura 38 mostra a eletroforese dos produtos das reagdes com diversos dos
derivados mesoionicos frente a topo Il na concentracdo de 120 uM. Dentre esses resultados
pode ser observado que apenas os derivados 4’-Me e 4’-OMe apresentaram efeito inibitério

da relaxacdo do DNA circular, como mostrado nas linhas 6 e 7.
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DNA relaxado

DNA circular anelado

11 10 9 8 7 21

Figura 37. Eletroforese do ensaio com a topo Ila: 1. kDNA puro; 2. kDNA e topo Ila; 7.
kDNA, topo Il e 4’-F (60uM); 8. kDNA, topo II e 4’-F (30uM); 9. kDNA, topo Il e 2°,4’-diF
(120uM); 10. kDNA, topo Il e 2°,4’-diF (60uM); 11. kDNA, topo Il e 2°,4’-diF (30uM).

DNA relaxado

DNA circular anelado

1110987 6 5432 1

Figura 38. Eletroforese do ensaio com topo Ila: 1. kKDNA + etoposida (50uM) + topo II (ndo
apareceu); 2. KDNA + etoposida (100uM) + topo II; 3. kDNA puro; 4. kDNA + topo II; 5. H
+ kDNA + topo II; 6. 4’-Me + kDNA + topo II; 7. 4’-OMe + kDNA + topo II; 8. 4’-NO, +
kDNA + topo II; 9. 4’-OH + kDNA + topo II; 10. 3’-OMe + kDNA + topo II; 11. 3’-Br +
kDNA + topo II.
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As Figuras 39 e 40 apresentam os resultados da eletroforese para os derivados 3’-OMe
e 4’-OFEt, respectivamente, que também apresentaram inibicdo da topo Ila. Esses derivados
apresentaram atividade sobre a enzima nas concentracdes de 60 e 120 uM, conforme ¢

observado nas linhas 9 e 10 para o derivado 4’-OMe (Figura 37), e nas linhas 5 e 6 para 4’-

OEt (Figura 38).

DNA relaxado

DNA circular anelado

10 9 21

Figura 39. Eletroforese do ensaio com a topo Ila: 1. kDNA puro; 2. kDNA + topo Ila; 9.
kDNA, topo II e 3’-OMe (60uM); 10. kDNA, topo I e 3°-OMe (30uM).

DNA relaxado

DNA circular anelado

Figura 40. Eletroforese do ensaio com a topo Ila: 1. kDNA puro; 2. kDNA + topo Ila; 3.
2’,4°-diF (120mM), kDNA e topo II; 5. kDNA, topo Il e 4’-OEt (120uM); 6. kDNA, topo Il e
4’-OEt (60uM).
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Finalmente, a Figura 41 mostra os resultados de outro ensaio com a topo Ilo onde o
derivado 3’-OMe apresenta atividade inibitoria nas concentragdes de 30 a 120 uM, linhas 9 —
11 e, a Figura 42 apresenta os demais mesoionicos ensaiados, onde a maioria ndo apresentou

atividade inibitoria.

DNA relaxado

DNA circular anelado

1110987 6 543 21

Figura 41. Eletroforese do ensaio com a topo Ila: 1. kDNA puro (com ATP); 2. kDNA +
topo II; 3. 4’-Me (120uM) + kDNA + topo II; 4. 4’-Me (60uM) + kDNA + topo II; 5. 4’-Me
(30uM) + kDNA + topo II; 6. 4-OMe (120uM) + kDNA + topo II; 7. 4’-OMe (60uM) +
kDNA + topo II; 8. 4’-OMe (30uM) + kDNA +topo II; 9. 3°-OMe (120uM) + kKDNA + topo
I1; 10. 3°-OMe (60uM) + kDNA + topo II; 11. 3°-OMe (30uM) + kDNA + topo II.
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11109 8 76 54321

Figura 42. Eletroforese do ensaio com a topo Ila: 1. kKDNA puro (com ATP); 2. kDNA +
topo II; 3. 2’-OMe (120uM) + kDNA + topo 1II; 4. 2’-OMe (60uM) + kDNA + topo II; 5. 2’-
OMe (30uM) + kDNA + topo II; 6. 4’-CN (120uM) + kDNA + topo II; 7. 4’-CN (60uM) +
kDNA + topo II; 8. 4’-CN (30uM) + kDNA + topo II; 9. 4’-OEt (120uM) + kDNA + topo II;
10. 4’-OEt (60uM) + kDNA + topo II; 11. 4’-OEt (30uM) + kDNA + topo 1L

Os resultados observados para os ensaios envolvendo a acdo dos derivados
mesoionicos com a DNA topoisomerase Ila. ndo indicaram inibigao seletiva em funcao dos
efeitos eletronicos dos substituintes, ou seja, tanto derivados substituidos com grupos
doadores como retiradores de elétrons, apresentaram atividade nos ensaios de relaxamento do
kDNA circular anelado.

Notou-se que, com excecao do grupo metila, os que apresentaram atividade possuem
atomos aceptores de liga¢do de hidrogénio (O ou F), ligados diretamente ao anel. Pode ser
entdo, que para estes derivados, a atividade esteja relacionada com uma interacdo do tipo

ligacao de hidrogénio, com a enzima ou com o kDNA.

4.4.1.3 Ensaios in vitro frente a DNA topoisomerase I

A DNA topoisomerase I também se apresenta como um importante alvo para a

quimioterapia do cancer. A regulacdo da topoisomerase I ocorre na etapa de transcri¢do e
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traducdo que envolve o DNA. Diversos trabalhos da literatura também indicam o alto nivel de
expressao da topo I em tumores malignos (VAN DER ZEE e/ al, 1991).

Os derivados mesoionicos sintetizados neste trabalho de tese também foram ensaiados
frente a topoisomerase I mostrando resultados muito interessantes.

Os produtos das reagdes envolvendo os compostos mesoidnicos, a enzima topo I e 0 DNA
super-helicoidal do plasmideo ®x foram avaliados através de eletroforese em gel de agarose,
revelados na presenca de brometo de etidio, de acordo com a se¢do de Material e Métodos,
sendo posteriormente fotografados por camara digital. Os mesoidnicos foram incubados em
diferentes concentragdes na faixa de 120 a 30 uM e como controle positivo foi utilizada a

campotecina, inibidor especifico da topo I.

A Figura 43 mostra os resultados das reagdes de alguns derivados mesoidnicos com o
DNA super-helicoidal do plasmideo ®x e a topo I. Pode ser observado que apenas o derivado
mesoionico 2°,4’-diF substituido inibiu fracamente a a¢do da topo I através do ensaio de
relaxamento, pois a banda do DNA super-helicoidal pode ser observada. Neste ensaio, a
campotecina, inibidor especifico da topo I, também ndo funcionou na inibi¢ao do relaxamento

do DNA.

DNA relaxado

DNA super-helicoidal

12345678910

Figura 43. Eletroforese do ensaio com a topo I: 1. Campotecina (25uM) + ®x + topo I; 2.
derivado ndo estudado nesta tese (120uM) + @x + topo I; 3. ®x puro; 4. dx + topo I; 5. 4’-C{
(120uM) + @x + topo I; 6. 4’-F (120uM) + @x + topo I; 7. 4’-Br (120uM) + ®x + topo I; 8.
2>, 4°-diF (120uM) + ®x + topo I; 9. 3°,4°-diC{L (120uM) + ®x + topo I; 10. 3°-CL (120uM) +

®x + topo L.

A Figura 44 apresenta a eletroforese correspondente ao ensaio com os derivados nao-
substituido, 4’-Me, 4° OMe, 4’-NO,, 4’-OH, 3’-Br e 3’-OMe e a campotecina como controle
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positivo. O resultado do ensaio permite observar que os derivados 4’-OMe, 4’-OH e 3’-Br
inibiram parcialmente a acdo da topo I sobre o DNA super-helicoidal do plasmideo ®x. A
eletroforese dos produtos de reagdo possibilitaram, também, a observagdo dos topoisomeros

do DNA relaxado.

DNA relaxado

DNA super-helicoidal

12345678910

Figura 44. Eletroforese do ensaio com a topo I: 1. Campotecina (25uM) + @x + topo [; 2. Ox
puro; 3. ®x + topo [; H (120uM) + ®x + topo [; 5. 4’-Me (120uM) + ®@x + topo I; 6. 4’-OMe
(120uM) + ®x + topo I; 7. 4’-NO, (120uM) + ®x + topo I; 8. 3’-Br (120uM) + ®x + topo I;
9.4’-OH (120uM) + @x + topo I; 10. 3°-OMe (120uM) + dx + topo L.

Os resultados indicados na eletroforese mostrada na Figura 45 destacam a acdo
inibitoria sobre a topo I dos derivados 4’-OEt e 2’-OMe, na concentracao de 120uM,
observada pela manutencdo da banda do DNA super-helicoidal, linhas 4 e 6, de forma similar
a linha 2 onde pode ser vista a banda correspondente ao plasmideo ®x, ou seja, DNA super-

helicoidal, além, do resultado a acdo da campotecina, inibidor especifico bem conhecido.
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DNA relaxado
DNA super-helicoidal

123456

Figura 45. Eletroforese do ensaio com a topo I: 1. Campotecina (25uM) + ®x (0,125ng) +
topo I; 2. ®x puro; 3. ®x + topo I; 4. 4’-OEt (120uM) + ®x + topo [; 5. 4’-CN (120uM) + dx
+topo [; 6. 2’-OMe (120uM) + ®x + topo L.

Finalmente, a Figura 46 mostra os resultados da eletroforese dos produtos das reagdes
da topo I com os derivados 4°-OEt (120 uM) e, devido a a¢ao mais intensa do 2’-OMe (Figura
45), nas concentragoes de 30, 60 e 120 uM. Observa-se que esses derivados, em todas as

concentragdes ensaiadas, atuaram sobre a topo I inibindo o relaxamento parcial do DNA ®x.

DNA relaxado
DNA super-helicoidal

1234567

Figura 46. Eletroforese do ensaio com a topo I: 1. Campotecina (25uM) + ®x (0,125ng) +
topo [; 2. dx puro; 3. ®x + topo I; 4. 4’-OEt (120uM) + ®dx + topo I; 5. 2°-OMe (120uM) +
®x + topo I; 6. 2’-OMe (60uM) + ®@x + topo I; 7. 2°-OMe (30uM) + dx + topo 1.
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A partir dos resultados obtidos nos ensaios com a DNA topoisomerase I, observou-se
que os derivados mesoidnicos com grupos doadores de elétrons atuaram sobre a enzima
inibindo sua acdo no relaxamento do DNA super-helicoidal utilizado nos testes. Dentre os
ensaios realizados, o derivado que apresentou maior agdo inibitoria frente a topo I, apds

avaliacdo qualitativa, foi o 2’-OMe substituido.

4.4.2 Atividade antitumoral in vivo frente ao carcinoma de Ehrlich

A atividade antitumoral dos derivados mesoidnicos 4’-F, 4°-C{, 4’-Br, 2°,4’-diF e
2’ 4’-diC{ substituidos foi avaliada frente ao carcinoma de Ehrlich via ip, inicialmente com a

dose total de 8 mg/kg.

A utilizagdo, inicialmente, da dose total de 8 mg/kg foi baseada em resultados
anteriores para outros sais mesoionicos que indicaram atividade significativa contra o
carcinoma de Ehrlich e o Sarcoma 180 com o tratamento que utilizava de 10 a 25mg/kg
(GRYNBERG et al, 1997).

Assim, os ensaios iniciais foram realizados com a dose total de 8 mg/kg sendo que a
maioria dos mesoionicos testados mostraram atividade antitumoral significativa, com excecao

dos derivados 4’-Br e 2’,4’-diC{, sendo que com valores de %T/C = 104,72 e 117,32,

respectivamente, ou seja, justificando novos ensaios com aumento da dose total.

Posteriormente, novos ensaios foram realizados utilizando-se 0 mesmo esquema de
tratamento, ou seja, doses dos derivados mesoidnicos inoculadas via ip nos dias 1, 2 e 4, apds
a inoculagdo do tumor (dia 0), com as doses totais de 4 e 16 mg/kg. Os mesoidnicos foram
dissolvidos em DMSO:salina na propor¢ao de 80:20 sendo o veiculo utilizado como controle
negativo. Os ensaios foram realizados com grupos de 6 animais SW ou singénicos C57BL/10
machos. O parametro utilizado para a avaliagdo da atividade antitumoral foi o aumento da
sobrevida em comparagdo ao controle através da expressao citada na se¢do de Material e
Métodos (GERAN, 1972).

Os resultados observados mostraram atividade antitumoral significativa para a maioria

dos derivados ensaiados, sendo o derivado 4’-C{ substituido apresentou maior valor de %T/C

= 174,43 (valor significativo quando %T/C > 125) na dose total de 16 mg/kg e o derivado
2’,4’-diF que mostrou atividade significativa com todas as doses totais testadas, ou seja, 4

mg/kg levou a % T/C = 155,36; 8 mg/kg a %T/C = 166,14 e com a dose de 16 mg/kg
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observou-se um valor de %T/C = 160,59. O controle positivo foi realizado com o 5-fluouracil,
agente quimioterapico bem conhecido, que ndo mostrou atividade anti-tumoral no esquema de
tratamento utilizado na dose total de 8§ mg/kg.

A Tabela 59 reune os resultados obtidos para a atividade antitumoral dos sais dos

mesoionicos frente ao carcinoma de Ehrlich in vivo.

Tabela 59. Resultados da atividade antitumoral in vivo dos derivados mesoidnicos frente ao

carcinoma de Ehrlich.

Dose total (mg/kg) N? de animais
vivos®

4 0
8 1
16 0
4 0
8 0
16 0
4 0
8 1
16 0
4 0

1
16 1
8 0
16 0

0
8 0

294T/C > 125 indica atividade anti-tumoral significativa. ® no dia 70.
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Observando-se os resultados obtidos pode ser sugerida uma correlagdo com os
resultados in vitro, ou seja, a atividade antitumoral in vivo também ndo parece depender
apenas do efeito eletronico devendo estar conjuntamente envolvido o efeito hidrofobico.
Como pode ser observado, o nimero de grupos retiradores de elétrons, por exemplo, nao

corresponde ao aumento da atividade antitumoral, ou seja, para o derivado 4’-C{ o valor de
%T/C foi de 142,52 enquanto que para o derivado 2°,4’-diC{ %T/C = 117,32, indicando uma

ndo dependéncia somente do efeito eletronico, pois o contrario foi observado para os
derivados fluorados, ou seja, 4’-F %T/C = 125,98 e para o 2°,4’-diF %T/C = 166,14, para a
dose total de 8mg/kg para todos os casos.

Os resultados observados foram muito interessantes, sendo que confirmaram a
atividade antitumoral dos compostos mesoidnicos ja observada para outros derivados da série
dos 1,3,4-tiadiazolio-2-aminidas cinamoil-substituidos, na forma de cloridratos, como os 4’-
NO, e 4’-OH substituidos que apresentaram atividade antitumoral in vivo frente ao carcinoma
de Ehrlich e ao Sarcoma 180 (GRYNBERG et al, 1997).

Recentemente, em trabalhos com a colaboragdo do grupo de pesquisa da Profa. Maria
Benigna de Oliveira do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR, uma
série de atividades bioldgicas relacionadas a atividade anticancer tem sido desenvolvidas com
0s mesoionicos sintetizados neste trabalho de tese. Um dos trabalhos mostrou a ag¢ao dos
mesoidnicos 4’-NO,, 4’-OH, 2’,4’-diF, e 4’-F substituidos na atividade anticancer frente ao
melanoma murino B16-F10 em ensaios in vitro e in vivo, sendo que destes apenas o 4’-OH
substituido ndo apresentou atividade significativa na concentracdo de 50 uM. Além disso, o
mais ativo foi o 4’-NO; substituido, inibindo significativamente o crescimento celular do
melanoma na concentra¢do de apenas 10uM. Dentre os mesoionicos ensaiados in vivo o 4’-
NO, substituido foi o mais eficiente, apresentando inibicdo de 77% do crescimento do
melanoma (SENFF-RIBEIRO et al, 2004). A agdo do referido mesoidnico nitro-substituido
foi comparada a dos agentes quimioterapicos usados em clinica no tratamento de melanomas
humanos, fotemustine e dacarbazine, tendo apresentado 85% da inibi¢do do crescimento
tumoral quando administrado ip em unica dose de 57umol/kg, indicado importante resultado

de sua possivel utilizacdo como agente anticancer (SENFF-RIBEIRO, et a/, 2003).
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4.4.3 Atividade anti —Leishmania

Os estudos de atividade anti-Leishmania foram realizados in vitro com uma série de
14 sais de compostos mesoidnicos (5), mostrando-se bastante promissores contra L.
amazonensis, quando comparados com a droga de referéncia, pentamidina (Tabela 60).

Estes estudos foram realizados no Laboratorio de Bioquimica de Tripanossomatideos
do Departamento de Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz, coordenados pelas Dra. Leonor
Leon e Dra. Marilene Canto-Cavalheiro. Os ensaios foram realizados frente as formas
evolutivas promastigotas e amastigotas cultivadas na forma axénica.

Os derivados mesoidnicos com substituintes 4’-OMe (ICso= 0,17 uM) e 3’-OMe (ICs
= 0,04 uM) foram mais ativos do que a pentamidina (ICsy = 0,46 uM), quando ensaiados
contra a forma promastigota do parasita. O derivado nao substituido e os derivados 4’-OMe,
4°-NQO,, 4’-F, 4’-CN, 4’-Br, 4’-OEt, 4’-OH, 3’-OMe ¢ 3’-Br, demonstraram maior atividade
do que a Pentamidina (ICso = 118 uM) frente a forma amastigota do parasita, conforme

indicado na Tabela 60.

121



Tabela 60. Valores de ICsq" (uM) dos sais de compostos mesoidnicos contra L. amazonensis.

Promastigotas Amastigotas
X ICso £ dp” ICs50 = dp
pg/mL uM pg/mL uM
H 0,18+0,01 0,47£0,03 40,9714,68 104,54+11,95
4’-Me 0,40£0,02 0,98+0,05 116,69£1,17 287,46%20,15
4’-OMe 0,07£0,01 0,17£0,01 10,10+2,06 23,93+4,88
4’-NO, 0,44+0,05 1,00+0,12 23,1242,58 52,9245,92
4’-F 0,38+0,03 0,92+0,06 2,2040,12 5,37£0,28
4-CL 0,64+0,09 1,5140,22 79,4617,72 186,34+18,11
4’-CN 11,59+3,54 27,80+8,48 33,29+2,62 79,8516,28
4’-Br 0,41+0,05 0,87£0,10 15,66+1,12 33,26+2,38
4’-OEt 0,65+0,09 1,4940,20 33,43+2,02 76,6814,64
4’-OH 3,0940,01 7,58+0,03 46,18+2,18 113,21£5,33
3’-OMe 0,0240,01 0,04+0,01 17,67+1,19 41,88+2,83
3’-NO;, 0,69+0,13 1,58+0,29 84,49+6,24 193,38+14,27
3-Cl 0,21£0,01 0,48+0,05 75,9416,56 178,11£15,39
3’-Br 0,25%0,03 0,52+0,05 2,5810,17 5,48%0,04
Pentamidina 0,28+005 0,46%0,08 67,00+4,33 118,00+£7,31

Concentragdo do composto requerida para matar 50% dos parasitas nas formas promastigotas ou amastigotas de
L. amazonensis. ° dp: desvio padrio, todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A grande diferenca observada na sensibilidade da forma evolutiva dos parasitas aos
compostos mesoidnicos também tem sido observada para outras classes de substincias
(CALLAHAN et al, 1997; CANTO-CAVALHEIRO et al, 2000). As amastigotas axénicas
mostraram menor sensibilidade a todos os mesoidnicos testado,s indicando uma possivel
diferenca no mecanismo de acao entre as duas formas, considerando-se a natureza distinta de
suas membranas lipidicas (TURCO e SACKS, 1991).

Os compostos mesoidnicos sao muito sensiveis a mudanga de pH podendo ser
observado muito claramente, pois ocorre mudanca na coloracdo das solu¢des nas quais estao

dissolvidos. Os ensaios com os parasitas na forma de promastigotas foram realizados em pH
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7,2 levando os sais dos mesoiOnicos as respectivas bases livres, enquanto que no caso das
amastigotas os testes ocorreram em pH acido de 5,5, mantendo os mesoidnicos em sua forma
de sais.

Assim, podemos sugerir que a forma do mesoidnico poderd estar interferindo na
menor sensibilidade destes aos parasitas na forma de amastigotas, pois nesta cultura, que
ocorre em meio acido, haverd maior interacdo dos cloridratos mesoidnicos com as proteinas
do soro diminuindo a biodisponibilidade das drogas. Este fato também ¢ observado para a
pentamidina, que também estara protonada em meio acido, provocando maior valor de ICs

(da SILVA et al, 2002).

4.5 Relacio entre a Estrutura Quimica e Atividade Biologica

Na tentativa de encontrar relacdes matemadticas que relacionassem a atividade
biologica com os parametros fisico-quimicos, foram correlacionados os valores de ICs
obtidos para a atividade citotoxica e antileishmania com os valores de experimentais e
tedricos que quantificam o efeito hidrofobico e os efeitos eletronicos.

Assim, foram correlacionados os valores de log ky, (determinados neste trabalho), &
(constante de hidrofobicidade de Hansch), 6,m (constante de Hammett), R e F (constantes de
Swain-Lupton) e Es (constante estérica de Taft) obtidos da literatura (MARTIN, 1978). Além
disso, foram também correlacionados os valores dos pardmetros eletronicos teodricos
calculados através da modelagem molecular, HOMO, LUMO, p e potencial de ionizacao.

Os resultados ndo indicaram nenhuma correlagdo linear significativa quando
relacionado apenas um parametro com a atividade citotéxica ou antileishmania. No entanto,
utilizando-se o modelo matematico da regressao multipla, foram observadas correlagdes entre
a atividade citotoxica e os parametros hidrofobicos (log ky, e ) e eletronico empirico (R). As

equagoes a seguir mostram os modelos mais significativos.

1/log ICso = (1,7937 + 0,2948) + (0,8297 = 0,1595) R — (0,2026 % 0,0591) logks,
R>=0,8452 dp=0,0921 F=13,65

1/1og ICso = (0,8564 + 0,048) - (0,1477 + 0,0497)x + (0,5542 + 0,1159) R
R*=0,7731 dp=0,0935 F=13,63
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As equacgdes obtidas indicaram a importancia dos efeitos hidrofobico e eletronico de
ressonancia na atividade citotdxica, sendo que o eletronico apresentou maior contribui¢ao. De
fato, a combinacao entre os dois efeitos, eletronico de ressonancia e hidrofobico, leva ao
gradiente de atividade citotdxica observado, tanto considerando, no caso do hidrofébico,

apenas a natureza do substituinte (1), como a molécula como um todo (log ky).
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5 CONCLUSAO

Os derivados da classe 1,3,4-tiadiazolio-2-fenilamina sintetizados e caracterizados neste
trabalho de tese apresentaram um imenso potencial a ser explorado na busca de

substancias com atividade citotoxica e antiparasitaria, especialmente antileishmania;

A rota de sintese possibilitou a obten¢ao dos sais dos mesoionicos em bons rendimentos e

as técnicas espectroscopicas utilizadas confirmaram as estruturas esperadas;

Os ensaios in vitro frente a células do carcinoma de Ehrlich indicaram o derivado 4’-OEt

como o de maior atividade citotoxica, dentre aqueles sintetizados neste trabalho;

Os ensaios in vivo permitiram observar o aumento significativo da sobrevida dos animais

tratados, especialmente com os derivados cloro e flior-substituidos;

O mecanismo de agdo desses derivados via inibigdo das enzimas DNA-topoisomerases

mostrou-se possivel, especialmente em relacao a topoisomerase II;

Os parametros fisico-quimicos determinados experimentalmente, log ky, € teoricamente,
foram correlacionados com os resultados quantitativos da aga@o citotoxica e antileishmania
indicando correlagdo satisfatoria quando incluidos o fator hidrofobico e o eletronico de

ressonancia, indicando a importancia da natureza dos grupos substituintes.
O modelo matematico bilinear estd sendo sugerido para a correlagdo entre a estrutura e a

atividade citotoxica dos sais derivados de mesoidnicos da classe dos 1,3,4-tiadizolio-2-

aminidas.
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