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RESUMO

A literatura aponta a promissora atividade antitumoral das tiossemicarbazonas associadas a quinolina, de tal
modo essa estrutura tem se tornado objeto de estudo para a formulagao de novas linhas de farmacos que
apresentem maior eficacia e seguranca em relacao aos tratamentos convencionais para o cancer. Neste
sentido, o estudo em questao objetiva o desenvolvimento de derivados tiossemicarbazonas e avaliacdo de seu
potencial citotdéxico in vitro e farmacocinético in silico. A metodologia utilizada para a formagéo das
moléculas partiu de duas etapas de sinteses, inicialmente para a obtencdo de duas tiossemicarbazidas a
partir da sintese entre hidrazina e isotiocianato. As tiossemicarbazidas posteriormente reagiram com 4-
quinolinacarbaldeido (reacgoes distintas) formando os compostos LAQOF-TSC03 e LAQOF-TSC04, com
rendimento de 65,70% e 68%. Os valores de citotoxicidade foram de 118 uM para a molécula LAQOF-TSCO03
e 32,9 uM para a molécula LAQOF-TSCO04. Além disso, os dois compostos se apresentaram favoravel para uso
oral de acordo com a regra de Lipinski, uma vez que apresentaram peso molecular igual a 306,38 g/mol,
LogP 2,73, 2 doadores de ligacdo de hidrogénio e 2 aceptores de ligacdo de hidrogénio para a LAQOF-TSCO03
e peso molecular 340,83 g/mol, LogP 3,07, 2 doadores de ligagao de hidrogénio e 2 aceptores de ligacdo de
hidrogénio para LAQOF-TSC04. Desta maneira, os resultados encontrados tornam as moléculas potenciais
farmacos para o tratamento dessa doenca. Entretanto, faz-se necessério ainda os estudos complementares
para a confirmacgao dos resultados iniciais.
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INTRODUCAO

O cancer é um conjunto de mais de 100 patologias que mais afetam a popula¢cdo mundial com aumentos
gradativos dos casos a cada ano, ele pode ser caracterizadas como o crescimento desordenado de células que
levam a formagao de tumores (INCA, 2021 ). Estudos qualitativos ja apontam o prejuizo na qualidade sofrido
pelos pacientes que necessitam recorrer aos tratamentos disponiveis na atualidade (BATISTA, 2015). Sendo
que a quimioterapia é atualmente a linha de frente para o combate ao cancer (INCA, 2021). A quimioterapia
tem eficiéncia comprovada, entretanto sua alta incidéncia de efeitos colaterais a curto e longo prazo é fruto
dos grupos farmacolégicos toxicos presentes em sua composicdo que levam a alteragodes fisioldgicas e
bioquimicas no paciente (LACERDA, 2001). Desta maneira, tornam-se cada vez mais frequentes estudos que
se baseiam na busca de novos tratamentos mais seguros, menos invasivos e de maior eficdcia para essa
doenca. A busca por uma nova farmacologia levou aos estudos da atividade antitumoral das
tiossemicarbazonas associadas a quinolina que apresentam promissora atividade antitumoral, gragas a sua
maior eficdcia e seguranga ao comparado com os tratamentos convencionais (OLIVEIRA et al. 2015;
OLIVEIRA et al. 2017). Partindo dessa atividade ja comprovada pela literatura, o estudo em questdo baseia-se
na obtengdo de novas moléculas derivadas dessa estrutura que possa ser utilizada futuramente como uma

alternativa de tratamento farmacoldgico.
OBJETIVOS

Geral:
Desenvolver derivados tiossemicarbazonas, bem como avaliar seu potencial citotdxico in vitro e

farmacocinético in silico.

Especificos:

@ Realizar a sintese, elucidagao estrutural e determinacédo das caracteristicas fisico-quimicas dos novos
derivados quinolina-tiossemicarbazonas;

@ Avaliar a citotoxicidade in vitro dos novos derivados frente a linhagem J774 de macréfagos de
camundongo;

@ Investigar propriedades farmacocinéticas de biodisponibilidade oral in silico dos compostos obtidos.

METODOLOGIA

Inicialmente foi realizada a sintese dos compostos de interesse para o estudo. A sintese foi divida em duas
etapas, onde foram obtidas duas tiossemicarbazidas para serem utilizadas na etapa seguinte como reagente
para a formacgao das tiossemicarbazonas. Para a formacao das tiossemicarbazidas foi utilizada a hidrazina
hidratada e o fenil- isotiocianato e 4-cloro-fenil-isotiocianato em uma proporgao de 1:2. Como solvente foi
utilizado o diclorometano (CH2CI2). Os reagentes foram entdo adicionados a um balao de fundo redondo sob
agitacao magnética em temperatura ambiente por uma 1 hora. Com o fim da agitagdo, o produto passou pela
filtracdo e foi lavado com n-hexano. Na segunda etapa, foi realizada a sintese das tiossemicarbazonas a partir
das tiossemicarbazidas produzidas na etapa anterior e a 4-quinolinacarbaldeido em proporcao de 1:1. Foi

escolhido o etanol como solvente e foi utilizado o acido acético como catalisador da reagdo. A reagdo se
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processou sob agitagdo magnética sob refluxo, por 1 hora. O precipitado formado apos a agitagao passou por
etapas de filtracdo e lavagem com etanol gelado gerando duas tiossemicarbazonas: LAQOF-TSC03 e LAQOF-
TSCO04. Os compostos formados passaram por etapas de caracterizacao estrutural, inicialmente por meio de
ressonancia magnética nuclear, tanto para a identificagdo dos diferentes tipos de hidrogénios presentes na
estrutura do produto como também para identificagdo dos dtomos de carbono. Em sequéncia foram
realizadas as analises dos descritores fisico-quimicos por meio da plataforma on-line Swiss ADME com o
objetivo de identificar se as moléculas se enquadram na regra de Lipinski e consequentemente se seriam
apropriadas para o uso por via oral (analise in silico). Por fim, as moléculas passaram por ensaios de
citotoxicidade in vitro para avaliagdo do potencial citotéxico em células normais. Para isso, macréfagos RAW
264.7 foram cultivados em placas de 96 pogos em uma concentracao de 1x105 células/pogo e incubadas em
atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por 24 horas, para que os compostos pudessem ser adicionados em
concentracoes de 6,25 pM, 12,5 pM, 25 uM, 50 pM, 100 uM e 200 pM e mantidos por 48 horas. Em seguida,
20uL da solucao de MTT (3-(4,5-dimentil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium, 3- (4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-difenil-tetrazolium bromide) foi adicionada a uma concentracao de 5 mg/mL em tampao PBS
(Solugdo Tamponada de Fosfato), e as células foram incubadas por 3 horas nas mesmas condigoes de cultivo.
O sobrenadante foi entdo retirado e os cristais de formazan foram solubilizados em 20uL de DMSO. A leitura
da absorbancia dos cristais de formazan foi realizada através de leitor ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad), no
comprimento de onda de 590 nm. A concentracao capaz de causar 50% (CC50) de perda de viabilidade

celular foi determinada por andlise de regressdo linear. Os testes foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

O composto LAQOF-TSCO03 apresentou formacao de precipitado amarelo, seu rendimento foi de 65,7% e
ponto de fusao de 200°C, este foi o composto de maior rendimento, ja o LAQOF-TSC04 formou um sélido
verde com rendimento de 68% e ponto de fusao igual a 195%. Esses valores mostraram rendimentos
reacionais satisfatorios estando em uma faixa de valores de rendimento ja encontrados na literatura para
compostos derivados de tiossemicarbazonas substituidos (HARAGUCHI, 2008, VERCOZA, 2009). No processo
de obtengao da tiossemicarbazida com a hidrazina atuando como nucleéfilo para unir-se ao isotiocianato.
Esse tipo de reacao tem por caracteristica a formagdo um carbono instavel que forma cinco ligacdes de tal
modo que para que a estabilidade seja restaurada uma das ligacoes é desfeita (SOLOMONS, 2018). A
determinacdo da ligagdo que seria desfeita foi fruto da deficiéncia de elétrons do carbono resultado da
ligacdo com atomos mais eletronegativos. Ademais, o fato de a ligacdo em questao ser do tipo pi facilita o
processo, a medida que esta tem maior facilidade de ser desfeita (SOLOMONS, 2018). Com a formacdo da
nova ligagdo o nitrogénio anteriormente com carga formal zero passa por uma etapa de descentralizacao
eletronica passando a apresentar carga formal negativa. Essa caracteristica adquirida pelo nitrogénio
permite que ele realize um ataque intramolecular rompendo a ligagao entre o hidrogénio e nitrogénio da
hidrazida que até entdo apresentava carga formal positiva. Por meio dessa etapa o composto perde sua
natureza ionica e passa a ser molecular, podendo ser utilizado nas etapas seguintes. No mecanismo para a
obtencdo da tiossemicarbazona onde foi necessario adicionar o aldeido em um meio acido para que ocorresse
um rearranjo molecular que permitisse a sintese com a tiossemicarbazida. Em seguida foi formada uma
ligacdo entre o carbono e o nitrogénio gerando uma carga formal positiva no nitrogénio e a quebra da ligacédo
pi entre o carbono e a hidroxila, o oxigénio da hidroxila foi liberado por um mecanismo de desidratacao
gerando um carbocation, estrutura intermediaria de alta reatividade (SOLOMONS, 2018). Uma ligagao pi foi

formada com o nitrogénio, e por fim para que o composto adquirisse caracteristicas moleculares o catalisador
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acido foi reconstituido. Para a caracterizagdo estrutural dos compostos sintetizados foi utilizada a
ressonancia magnética nuclear, uma técnica de espectroscopia baseada na interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria (BASHISTA, 2005). Como a reagdo de sintese entre a tiossemicarbazida e um
aldeido aromético tem como caracteristica a formagao de uma imina, a primeira andlise foi realizada para a
verificacdo da presenca do hidrogénio iminico ao qual teve o valor de deslocamento igual a 9,02 ppm para
ambos os compostos sintetizados. Estudos anteriores encontraram valores aproximados, como no caso de
Oliveira (2008) onde o valor foi de 9,93 ppm e Islam (2019) que teve deslocamento quimico 9,43 ppm,
confirmando a formagao dos compostos planejados nesse estudo. Outro pardmetro analisado pela
ressonancia magnética nuclear foi a presenca de carbono da tiocarbonila caracteristico das
tiossemicarbazonas, os quais tiveram valor de deslocamento de 176,44 ppm e 176,49 ppm. Semelhantes
valores de deslocamento foram encontrados anteriormente, como nos estudos de Wang et. al. (2019), com
deslocamento de 175,34 ppm ou ainda de Islam (2019) com valor de 176,10 ppm confirmando mais uma vez a
formacao dos compostos propostos neste estudo. Para que um farmaco seja apropriado para o uso por via
oral, este deve obedecer a regra de Lipinski, a qual sdo analisadas quatro propriedades fisico-quimicas,
sendo elas peso molecular, logP, nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio e nimero de aceptores de
ligagao de hidrogénio (LIPINSKI, 2001). Para a molécula LAQOF-TSC03 os dados encontrados foram: peso
molecular 306,38 g/mol, LogP 2,73, 2 doadores de ligacdo de hidrogénio e 2 aceptores de ligagao de
hidrogénio, J& para a molécula LAQOF-TSC04 os valores foram: peso molecular 340,83 g/mol, LogP 3,07, 2
doadores de ligagdo de hidrogénio e 2 aceptores de ligagdo de hidrogénio De acordo com os valores
propostos por Lipinski (= 5 doadores de ligagdes H, < 10 aceptores de ligacdes H, massa molecular < 500
g/mol e MlogP = 4,15). Os dois compostos apresentam potencial biodisponibilidade para a via oral, pois nao
violaram nenhum dos parametros estabelecidos pela regra. Essa regra é amplamente utilizada para
determinar a adequagao de novos farmacos a sua utilizagdo por via oral como no caso de Matsa et al (2019),
que faz a determinacdo de uma série de compostos derivados de semicarbazonas e tiossemicarbazonas com
potencial atividade antimalarica por meio da regra dos 5, sendo todas elas aprovadas. Para a andlise da
citotoxicidade foi utilizada o teste de MTT, por meio dele é possivel determinar a viabilidade das células por
meio de uma reagdo enzimatica. O composto LAQOF/TSC-03 apresentou como sendo o menos citotdxico em
comparacao com o LAQOF/TSC-04 uma vez que as concentracdes de apresentacao de IC50 foram 118 e 32,9
1M, respectivamente. Isso implica dizer que é necessario uma maior concentragdo para o LAQOF/TSC-03
apresentar efeito prejudicial as células normais. Os valores de citotoxicidade para a LAQOF/TSC-04
apresentam-se desfavoraveis ao serem comparados a literatura que aponta valores IC50 >40 uM para células
normais humanas (WANG, et. al., 2017). Em contrapartida o composto LAQOF/TSC-03 mostrou-se com
resultados bastantes satisfatorios em comparagdo com valores anteriores que ndo superaram a faixa de IC50
de 78 pM (WANG, et. al., 2017, OLIVEIRA et.al., 2008).

CONCLUSOES

Em suma, as moléculas apresentam-se promissoras diante dos resultados obtidos pelos estudos
computacionais realizados, tornam-se favoraveis a realizacdo de estudos continuados que possam analisar de

forma mais completa as caracteristicas in vivo dos protoétipos farmacoldgicos.
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