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RESUMO

O grupo azometina (C=N) destaca-se devido oferecer oportunidade de criar uma ampla
variedade de hibridos moleculares com estruturas diversas, manifestando propriedades
biolégicas notaveis, como atividade antifingica, anticancerigena anti-inflamatoria,
antiviral, antioxidante entre outras. Neste sentido, levando em consideracdo a importancia
de moléculas bioativas com tais propriedades, nesse estudo, realizou-se a avaliacdo do
perfil biologico de trés classes de compostos hibridos moleculares da ligagdo C=N.
Inicialmente, realizou-se a avaliagdo de aminoguanidinas hidrazonas, das quais, 0
derivado AGH-3 com nucleo indol ofereceu a maior capacidade antioxidante com
resultados comparédveis ao Trolox® em ensaios de eliminacdo de radicais DPPH",
ABTS", FRAP e °'NO. Além disso, o AGH-3 apresentou a maior atividade
antiproliferativa contra células de cancer renal humano com Glsg = 6,3 uM. Nos estudos
biofisicos, pode-se notar que 0 AGH-3 interagiu com o ctDNA formando um complexo
supramolecular fluorescente com um Kb=2,89x10% M=, preferencialmente via
intercalacdo. Os resultados demonstraram o potencial das aminoguanidinas hidrazonas
como uma classe estratégica de compostos com atividade bioldgica multialvo.
Posteriormente, foi avaliado o potencial de inibicdo de urease de uma classe de bases de
Schiff derivadas de tiossemicarbazonas e hibridas com pirazois. O derivado 312
apresentou a maior atividade (ICso = 24,72+1,09 uM), sendo comparavel ao padrdo
Tioureia (teste de Tukey, p < 0,05), apresentando um tipo de inibigdo mista. Os estudos
termodinamicos demonstraram que a formagdo do complexo (312-urease) ocorre de
forma espontanea (AG < 0), sendo estabilizado a partir de interaces hidrofobicas (AH e
AS >0). Os estudos via UV-vis sugerem que o 312 interage com o Ni(ll), cofator da
urease. Os estudos de docking molecular corroboraram com estudos experimentais,
demonstrando que o 312 interage com residuos de aminoacidos préximos ao sitio ativo
da enzima, principalmente por meio de ligac@es de hidrogénio e interagdes hidrofobicas,
bem como, com os Ni(ll) presentes no sitio ativo da enzima. O composto 312 também
demonstrou uma inibi¢do da urease em amostra de solo, sendo superior a0 NBPT no
S2(teste de Tukey, p < 0,05). Adicionalmente, esse composto demonstrou eficiéncia em
inibir enzimas ureoliticas em amostras de urina. Os resultados ressaltam o potencial do
composto 312 frente a varias aplicacGes biotecnoldgicas. Por fim, realizou-se a sintese,
caracterizacdo e aplicacdo de compostos analogos ao resveratrol e hibridos com o &cido
lipoico, utilizando as bases de Schiff e aminas como estruturas modelos. Com isso,
obteve-se 0s compostos com rendimentos que variaram de 49 a 98%, que foram
caracterizados por RMN H, 3C, Noesy e FTIR-ATR. O composto 6 apresentou um
1C50=22,91+0,90 uM de inibicdo da tirosinase e uma inibic¢éo do tipo mista, demonstrando
uma atividade superior aos padrdes acido kojico e resveratrol (teste de Tukey, p < 0,05).
Na avaliagdo de FPS-UVB, a ligagdo C=N teve influéncia significativa, destacando-se as
bases de Schiff, com o composto 17 exibindo o maior valor de FPS (21,53 £ 0,74),
superando 0 BZF-3 (teste de Tukey, p < 0,05). Além disso, 0s compostos demonstraram
atividades antioxidantes promissoras, sendo o composto 7 notavel no método ABTS™
(ICs50 = 0,016 + 0,0001 uM). Os estudos de ancoragem molecular evidenciaram que 0s
compostos interagem com residuos de aminoacidos préximo ao sitio ativo da enzima
principalmente via interagdes de van der Waals e ligagdes de hidrogénio. Finalmente,
esses resultados destacam o potencial bioativo dos compostos avaliados para serem
explorados em estudos futuros.

Palavras-chave: Azometina, Bases de Schiff, Aminoguanidina hidrazonas, pirazois,
aminas, antioxidantes, atividade antiproliferativa, urease, tirosinase, Fator de protecdo
solar.



ABSTRACT

Azomethine group (C=N) stands out for providing the opportunity to create a wide variety
of molecular hybrids with diverse structures, manifesting remarkable biological
properties, such as antifungal, anticancer, anti-inflammatory, antiviral and antioxidant
activity, among others. Thus, considering the importance of bioactive molecules with
such properties, this study evaluated the biological profile of three classes of C=N
molecular hybrid compounds. Initially, the evaluation of aminoguanidine hydrazones was
carried out, of which the AGH-3 derivative with an indole nucleus offered the greatest
antioxidant capacity with results comparable to Trolox® in DPPH’, ABTS™", FRAP and
‘NO radical scavenging assays. In addition, AGH-3 showed the greatest antiproliferative
activity against human kidney cancer cells with Glso = 6.3 uM. In the biophysical studies,
it was noted that AGH-3 interacted with ctDNA forming a fluorescent supramolecular
complex with a Kb=2.89x103 M-1, preferably via an intercalator mechanism. The results
demonstrated the potential of aminoguanidine hydrazones as a strategic class of
compounds with multitarget biological activity. Subsequently, the urease inhibition
potential of a class of Schiff bases derived from thiosemicarbazones and hybridized with
pyrazoles. Derivative 312 showed the highest activity (ICso = 24.72+1.09 uM), being
comparable to the standard Thiourea (Tukey test, p < 0.05), showing a mixed type of
inhibition. Thermodynamic studies have shown that the formation of the complex (312-
urease) occurs spontaneously (AG < 0) and is stabilized by hydrophobic interactions (AH
and AS >0). UV-vis studies suggest that 312 interacts with Ni(ll), a cofactor of urease.
Molecular docking studies corroborated experimental studies, showing that 312 interacts
with amino acid residues close to the enzyme's active site, mainly through hydrogen
bonds and hydrophobic interactions, as well as with Ni(ll) present in the enzyme's active
site. Compound 312 also showed urease inhibition in soil samples, being superior to
NBPT in S2 (Tukey test, p < 0.05). In addition, this compound was effective in inhibiting
ureolytic enzymes in urine samples. The results highlight the potential of compound 312
for various biotechnological applications. Finally, compounds analogous to resveratrol
and hybrids with lipoic acid were synthesized, characterized and applied, using Schiff
bases and amines as model structures. This resulted in compounds with yields ranging
from 49 to 98%, which were characterized by ‘H, *C, Noesy NMR and FTIR-ATR.
Compound 6 showed an 1C50=22.91+£0.90 uM of tyrosinase inhibition and mixed-type
inhibition, demonstrating superior activity to the kojic acid and resveratrol standards
(Tukey test, p < 0.05). In the SPF-UVB evaluation, the C=N bond had a significant
influence, with Schiff bases standing out, with compound 17 exhibiting the highest SPF
value (21.53 + 0.74), surpassing BZF-3 (Tukey test, p <0.05). In addition, the compounds
showed promising antioxidant activities, with compound 7 being outstanding in the
ABTS-+ method (IC50 = 0.016 = 0.0001 uM). Molecular docking studies showed that
the compounds interact with amino acid residues near the enzyme's active site mainly via
van der Waals interactions and hydrogen bonds. Finally, these results highlight the
bioactive potential of the compounds evaluated to be explored in future studies.

Keywords: Azomethine, Schiff bases, aminoguanidine hydrazones, pyrazoles, amines,
antioxidants, antiproliferative activity, urease, tyrosinase, sun protection factor.
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1. Introducéo
1.1. Bases de Schiff: estrutura e potencialidades

Descritas inicialmente pelo quimico alemdo Hugo Schiff em 1864, as bases de
Schiff, também chamadas de iminas, sdo formadas por um carbono ligado por meio de
uma dupla ligacdo ao nitrogénio (C=N). Esses compostos possuem férmula geral
R1R2C=N-R3 (Figura 1), R1 e R2 podem ser um alquil, aril ou hidrogénio e o Rz pode ser
um grupo aril ou alquil (Khan et al., 2023; Pervaiz et al., 2024).

Figura 1. Estrutura basica das iminas (Bases de Schiff).

Rz
)\ R; =R, Alquil, aril ou H
’}l ~ "Ry R; = Alquil ou aril

R3
Fonte: Adaptado de (Khan et al., 2023)

Esses compostos ganharam notoriedade devido a sua facil preparacgdo a partir de
aldeidos/cetonas e aminas primarias de baixo custo e disponiveis comercialmente. As
iminas formadas a partir de amoniaco ndo sao estaveis e as formadas a partir de aminas,
sdo mais estaveis, especialmente quando o atomo de nitrogénio tem um anel aromatico
como substituinte. Quando a base de Schiff € formada a partir de uma molécula aromética
como a anilina, o composto resultante também é conhecido como anil (Moldoveanu,
2010). Nessa linha, também conhecida como azometina, a ligacdo C=N, se constitui como
um dos grupos funcionais mais significativos para aplicacdes de moléculas organicas.
Essa ligacdo possibilita o acesso réapido a extensas bibliotecas de hibridos moleculares
estruturalmente diversos, que apresentam propriedades bioldgicas notaveis, tais como
atividade antifangica, antibacteriana, antimalarica, anti-inflamatoria, antiviral,
antioxidante e inibitério in vitro de células tumorais(DA Silva et al., 2011; Da Silva et
al., 2017).

A presenca do carbono eletrofilico e do nitrogénio nucleofilico na ligagdo -C=N-
proporciona as bases de Schiff a capacidade de interagir com diversas espécies biologicas
nucleofilicas e eletrofilicas, o que pode resultar na inibicdo de enzimas ou no
comprometimento da replicacdo do DNA (Goudarzi et al., 2023; Da Silva et al., 2011).
Dessa forma, as bases de Schiff mostram-se promissoras como compostos lideres para o
desenvolvimento racional de novas pequenas moléculas citotoxicas e citostaticas,
apresentando um mecanismo de acdo que pode diferir daquele observado em agentes

anticancerigenos clinicamente aprovados (Hameed et al., 2016; Da Silva et al., 2011;
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Sztanke et al., 2013). Também foi sugerido que devido ao grupo reativo azometina, as
bases de Schiff poderiam ser seletivamente hidrolisadas pelas células tumorais, alguns de
seus residuos serviriam como agentes alquilantes, enquanto as aminas livres atuariam
simultaneamente como antimetabdlitos (Billman e Schmidgall, 1970). Além disso, alguns
estudos indicaram que as bases de Schiff, assim como seus complexos metalicos
correspondentes, podem interagir diretamente com o DNA por meio de ligagdes ndo
covalente (Elmali, 2022; Jagadesh Babu et al., 2023; Jagadesh Babu, Ayodhya e Shivaraj,
2023; Rambabu et al., 2016). Por outro lado, as bases de Schiff hidroxiladas também
demonstraram eficacia como agentes antioxidantes (Polonini et al., 2013; Saranya et al.,
2023; Yapar et al., 2022), bem como inibidores enzimaticos (Cui et al., 2012; Hamad et
al., 2020; Jagadesh Babu, Ayodhya e Shivaraj, 2023; Mermer e Demirci, 2023; Zhang et
al., 2024)

Nesse ambito, vale destacar as hidrazonas, uma categoria de hibridos moleculares,
em alguns casos, derivados de bases de Schiff, que se destacam pela presenca da ligagéo
azometina em sua estrutura. Para esses compostos, essa ligacéo é responsavel por induzir
um tautomerismo azo-hidrazo (HsC-N=N-R = H.C=N-NH-R) quando em solucdo (Lima
et al., 2023; Wang et al., 2024). Em virtude do equilibrio com seu tautémero azo, as
hidrazonas apresentam uma ampla variedade de aplicacdes, sendo frequentemente
empregadas como agentes anticancerigenos (Abdalla et al., 2023; El-Lateef et al., 2023;
Senkardes et al., 2024), anti-leishimanicida (Aquino, de et al., 2021; Romero et al., 2017;
Upegui Zapata et al., 2020), antioxidante (Adjissi et al., 2022; Aslanhan et al., 2023)
entre diversas outras.

Diante das versatilidades das bases de Schiff e seus hibridos moleculares, pode-se
notar implicacdes biotecnolégicas significativas, as quais podem incluir:
desenvolvimento de agentes terapéuticos, antioxidantes e agentes de protecdo celular,
marcadores em diagndstico médico, veiculos de liberacdo controlada, sensores e
biossensores, engenharia de proteinas e enzimas entre outras. Em resumo, as bases de
Schiff oferecem uma ampla gama de possibilidades em setores biotecnoldgicos, abrindo
caminho para aplica¢Ges inovadoras em areas da satde, da medicina, na agricultura entre
diversos outros campos relacionados. Nesse contexto, dada tantas potencialidades para 0s
compostos que apresentam a fungdo azometina, torna-se essencial explorar compostos
que contenham essas ligagOes para o desenvolvimento de novas substancias bioativas,
tais como: agentes antioxidantes, anticancerigenos, inibidores enzimaticos, entre diversas

outras possibilidades.
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1.2 Antioxidantes, métodos de determinagéo e mecanismos

Antioxidantes sdo moléculas que quando presentes em pequenas concentragcoes
inibem ou impedem a oxidacdo de outras moléculas, como lipidios, carboidratos,
proteinas, DNA e outros substratos oxidaveis in vitro e in vivo (Gulcin, 2020). Compostos
antioxidantes podem retardar o processo de peroxidacao lipidica, a partir da eliminacéo
de radicais, mitigando esse processo que é uma das principais razdes para a deterioracao
de alimentos e produtos farmacéuticos durante processamento e armazenamento
(Barbosa-Pereira et al., 2013; Gulcin, 2020). No corpo humano, os antioxidantes
protegem o organismo dos efeitos deletérios de radicais livres e de outras espécies reativas
(RS). Além disso, essas substancias retardam o progresso de muitas doencas cronicas,
bem como, a peroxidacdo lipidica, processo responsavel pela destruicdo de diversos
acidos graxos, bem como, pela perda das trocas metabolicas e, em Gltima condicédo, a
morte celular (Lv et al., 2022). Neste sentido, nos ultimos anos, vem aumentando o
interesse em identificar novos compostos antioxidantes que possam ser explorados nos
problemas supracitados. Dos antioxidantes reportados na literatura, dois se destacam, 0s
de origem sintética e os de origem naturais, sendo esses Gltimos, em muitos casos,
utilizados como modelos para a sintese de compostos com atividades antioxidantes
aprimoradas e outras propriedades quimicas e fisicas de interesse. Como exemplos de
antioxidantes sintéticos tém-se o BHT (hidroxitolueno butilado), BHA (hidroxianisol
butilado), TBHQ (terc-butilhidroquinona) entre outros, sendo esses muito utilizados
como aditivos de alimentos, polimeros e 6leos, bem como padrSes em estudos
antioxidantes. Por outro lado, para antioxidantes naturais hd uma vasta gama, incluindo
apigenina, curcumina, resveratrol entre outros, em sua maioria provindos de frutas e
vegetais (Yehye et al., 2015). A Tabela 1 sumariza alguns dos diversos compostos

antioxidantes que estdo disponiveis no mercado.



Tabela 1. Compostos bioativos de origem natural e sintética que possuem propriedades antioxidantes e suas respectivas aplicacoes.
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Composto CI,a >5€ Mecanismo de acdo  Origem Aplicacao Referéncia
Quimica
o
X (Carocho e
| /Aé Fenélico ) Sintética Antioxidante em comidas, Ferreira, 2013;
atividade antimicrobiana Yehye et al., 2015)
OH
BHA
o
(Carocho e
. o o . Ferreira, 2013;
Fendlico - Sintetica Antioxidante em comidas Yehye et al., 2015)
OH
BHT
OH
(Carocho e
HO Fendlico i Sintética Antioxidante em comidas, Ferreira, 2013;

embalagens

Atividade antioxidante e efeitos

Flavondide  Bloqueio dos PISBK/AKT Natural .
hepatoprotetivos

Quercetina

Yehye et al., 2015)

(Liu et al., 2020)



OH
L

Inibigdo do ativador do
apoptose p53, inibicdo de

HO

Estilbeno ha bigao
sinais de sobrevivéncia
o celular.
Resveratrol
Flavonoide Inibicdo da COX-2 em

processos inflamatorios

Iniciacdo da apoptose,
obstrucdo do
NF-kB, instigacdo
desregulamentacéo de
citocinas pro-

Curcuminoéide

Curcumina - .

inflamatorias

(IL-8, IL-6 ¢ TNFa)
OH
@OH
HO o . OH - -

o Resisténcia a drogras

Catequina com reversao

OH OH ..
o) antioxidants
OH
OH

Epigallocatequina - 3 - galato

Natural

Natural

Natural

Natural
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Atividade antioxidante, anti-
inflamatdria, anticancerigena entre
outras

(Farkhondeh et al.,
2020)

Atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, antimutagénica, entre (Wang et al., 2014)
outras

Atividade antioxidante, anti- (Belenahalli
inflamatdria, anticancerigena, Shekarappa et al.,
antigiogénica 2019)

Atividade antioxidante,
anticancerigena, protetor de DNA (Zhang et al., 2019)
efeito neuroprotetor, Anti-HIV



(0] OH
/Q/\)J\/k/\/\ Guaiacol
HO
-0 Gingerol
OH
| Monoterpeno
Linalol

Inibicdo do caminha da
NF-xB

Inibigéo da cadeia
respiratoria da enzima
desidrogenase

Propriedades antioxidantes e

Natural antiinflamatorias
Atividade antioxidante,
antiproliferativa, citotoxica
Natural

antibactericida, inseticida entre
outras

(Hu et al., 2019)

(Fahmi et al., 2019)
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Fonte: Autor, 2024.
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Os antioxidantes podem retardar ou inibir o processo de oxidacao por um ou mais
mecanismos, no geral essas especies podem ser classificadas como primarios ou
secundarios. O grupo dos antioxidantes primarios podem atuar por trés mecanismos: i)
transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT), ii) transferéncia sequencial de elétrons com
perda de protons (SPLET) e, iii) transferéncia de elétrons seguida de transferéncia de
prétons (SET-PT) (Gulcin, 2020; Kitouni et al., 2023) (Esquema 1). Os antioxidantes
secundarios por sua vez atuam frente ao processo de auto-oxidagdo, um processo que
ocorre quando certas moléculas, como lipidios e proteinas, reagem com algumas espécies
ou substancias e formam radicais livres. Os antioxidantes secundarios podem expressar
atividade a partir de cinco mecanismos, a saber: i) a partir da iniciacdo da peroxidacao,
ii) quelacdo de ions metélicos, iii) desativacdo do anion radical superdxido (O2*),
prevenindo a formacdo de perdxidos, iv) desativando a reagdo auto-oxidativa em cadeia

e/ou v) reduzindo as concentragdes de Oz (Brewer, 2011; Yehye et al., 2015).

Esquema 1. ReacBes que expressam o mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio
(HAT), transferéncia sequencial de elétrons com perda de prétons (SPLET) e de transferéncia de
elétrons seguida de transferéncia de prétons (SET-PT) do antioxidante para a espécie reativa.

i) HAT: R + AOH ——> AO + RH
ii) SPLET: AOH —— > AO + H'
A(_) + R — AO + R_

i)SET-PT: AOH + R\ — L AOH + R
<+ . +
AOH ___, AO + H

Fonte: Adaptado de (Gulcin, 2020; Kitouni et al., 2023).

Diversos métodos sdo usados para avaliar as atividades antioxidantes de
compostos naturais e sintéticos, em alimentos ou sistemas biologicos (Alam, Bristi e
Rafiquzzaman, 2013). De forma geral, as metodologias se baseiam na capacidade de
sequestro de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
especificos, na habilidade de sequestrar radicais ndo bioldgicos e na capacidade redutora
da amostra frente a agentes oxidantes (Magalh&es et al., 2008). Dependendo das reacdes
envolvidas, os ensaios para determinar a capacidade antioxidante podem ser classificados

em dois tipos: ensaios baseados em reacfes HAT ou ET (transferéncia de elétrons)
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(Gulcin, 2020; Oliveiraa e Santos, 2020). A Tabela 2 sumariza as principais

particularidades de alguns métodos de determinacdo da capacidade antioxidante.
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Tabela 2. Métodos utilizados para a determinac¢do da capacidade antioxidante.
Espécie reativa

Método determinada Técnica Mecanismo Vantagens e desvantagens
Rapido, simples e de instrumentacdo disponivel a grande parte dos
DPPH® UV-vis laboratdrios. O DPPH é comercial. Compostos que absorvem na mesma
DPPH* _ ET/HAT regido sdo dificeis de avaliar pelo método (ex.: carotenoides).
(RNS) Aabs = 515 nm Antioxidantes volumosos reagem lentamente, ou sequer reagem com 0
radical, devido ao impedimento estérico
Reage com diversos compostos antioxidantes (30 min) e pode ser
TEAC ABTS** UV-vis ET/HAT utilizado em uma ampla faixa de pH. Amostras complexas
(RNS) Aabs = 735 nm comprometem o ponto final. Oxidag&o prévia durante 16 h para
formar a espécie radicalar.
Metodologia simples, rapida, barata e reprodutivel. Empregada para
FRAP UV-vis avaliacdo da capacidade antioxidante de diversas amostras. Baseado na
. - _ ET capacidade de reducdo de ions Fe(lll), entretanto, as condicOes
(azul da prussia) Aabs = 700 nm experimentais do sistema (pH, forca i6nica, complexo de Fe(ll) ndo
simulam as condicdes fisiologicas.
Répido, simples, robusto, de baixo custo. Pode ser automatizado ou
FRAP UV-vis manual. No entanto, o ponto fingl da reacdo entre o complexo d_e f(_erro
(Fe-TPTZ) - dore = 596 1M ET com alguns compostos polifendlicos pode durar horas para ser atingido,
abs = comprometendo a aplicacdo do método. Além disso, compostos tidlicos
como a glutationa tendem a ndo reduzir o complexo formado.
Esse método pode ser utilizado para determinar a capacidade
UV-vis antioxidante em todas as classes de compostos, incluindo tidis. A
CUPRAC - dore = 450 AM ET cinética € rapida, entretanto, antioxidantes volumosos e amostras
abs = complexas reagem lentamente (30-60 min) com o complexo de
cobre.

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; TEAC: Capacidade antioxidante medida em equivalente Trolox; FRAP: Capacidade antioxidante redutor férrico; CUPRAC: Capacidade
antioxidante de reducdo de ion cobre; RNS: Espécie reativa de nitrogénio; UV-vis: Ultravioleta-visivel; HAT: Transferéncia de atomos de hidrogénio; ET: Transferéncia
de elétrons;

Fonte: Adaptado de Oliveira, (2021).
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Considerando todas as informacdes apresentadas, 0s avancos na biologia do
cancer indicam que os radicais livres desempenham duas fungdes cruciais em relacéo a
essa condicdo neoplasica. Por um lado, podem agir promovendo a apoptose das células
cancerigenas e estimular a resposta imunoldgica, enquanto, por outro lado, também tém
a capacidade de induzir a imunossupressdo no microambiente tumoral, chegando a
desencadear o processo de carcinogénese (Zhang et al., 2021), sendo necessario um
controle a partir do uso de substancias antioxidantes.

1.3. DNA, interacao e implica¢des em processos antineoplasicos

Tendo em vista que muitos agentes anticancerigenos manifestam suas atividades
por meio de interagbes com macromoléculas bioldgicas, como o &cido
desoxirribonucleico (DNA) (Bergamo, Dyson e Sava, 2018; E. Graves e M. Velea, 2000),
compreender esse processo torna-se de extrema importancia para o desenvolvimento de
Novos agentes terapéuticos.

O DNA desempenha um papel de suma importancia em processos bidlogicos,
sendo esse 0 repositorio da informacdo genética, em que sua integridade e estabilidade é
essencial a vida. Sujeito a diversos ataques provenientes do meio ambiente, qualquer dano
resultante a essa macromolécula, se ndo for reparado, desencadeara mutacdes e
possivelmente doengas como cancer (Da Silva et al., 2018; Silva et al., 2016; Yehye et
al., 2015). Assim, por estar envolvido nos processos de expressdo génica, a avaliacdo de
processos de interacdo dessa macromolécula com compostos organicos ou inorganicos
tem sido utilizada como uma abordagem terapéutica de diversas moléculas com
atividades bioldgicas importantes, como antibidticos, drogas anti-inflamatorias, antivirais
e anticancerigenas (Andrezalova e Orszaghova, 2021; Bischoff e Hoffmann, 2002).

As ligacdes entre 0 DNA e compostos organicos ou inorganicos podem ocorrer de
duas maneiras: i) a partir do modo de ligacdo reversivel e, ii) irreversivel. Também
denominada de ligacdo ndo covalente, os modos de ligacGes reversiveis podem ocorrer
por meio de trés interagdes possiveis: interacBes eletrostaticas, as interacdes nos sulcos
(groove) do DNA, ou por meio da intercalacdo nos pares de base da macromolécula
(Barra e Netto, 2015; Oguzcan et al., 2022; Rehman et al., 2015). Quanto ao modo de
ligacdo irreversivel, também denominado de ligacdo covalente, esse ocorre por meio da

ligacdo direta ligante-DNA por suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica de possiveis modos de ligacdo DNA-ligante.

6-« éz—« 6-« éf" 6-«

’\ 4' » ? : ‘\

— - —
‘~ - F - 2
- S
N e >
Ligagdo ndo-covalente Ligagéo néo-covalente  Ligagdo ndo-covalente  Ligagdo covalente Ligacdo covalente
Intercalacédo Sulcos (Groove) Eletrostatico Ligacéo as bases Ligacéo aos grupos
nitrogenadas fosfatos

Fonte: Adaptado de Barros e Netto, 2015.

As interacGes que surgem a partir de ligagcdes covalentes sdo caracterizadas por
uma elevada energia, resultando em uma forma de ligacéo irreversivel entre o complexo
ligante-receptor. Essa caracteristica torna rara a dissociagdo do complexo,
proporcionando a formacdo de espécies que atuam impedindo a replicacdo celular
(Barone et al., 2013). O complexo formado via modo de ligagdo ndo covalente, por outro
lado, é desfeito com uma maior facilidade e a espécie ou molécula alvo ao interagir com
0 DNA pode alterar a conformacdo, provocar tensdo torsional e interromper/inibir o
processo de interacdo DNA-proteina nos processos bioldgicos (Muhamadejevs et al.,
2021).

Desta forma, os estudos de interagdo DNA-ligante sdo de suma importancia para
a compreensdao dos mecanismos de interacbes e, também para o provimento de
informacBes que venham a contribuir para o desenvolvimento de novos compostos
quimioterapicos, controle da expressdo génica e no planejamento de novos farmacos para
esta finalidade ou diversas outras (Braga et al., 2022; Da Silva, et al., 2018; Khajeh et al.,
2018).

Nesse contexto, devido a significativa influéncia que exercem em varias areas,
outra categoria de macromoléculas que esté recebendo consideravel atengdo em pesquisas

sdo as enzimas.

1.4. Enzimas, mercado e implicacdes biotecnoldgicas

As enzimas sdo biomoléculas, em muitos casos proteinas, contituidas por
aminoéacidos ligados entre si em uma ou mais cadeias polipeptidicas e desempenham uma
funcdo fundamental no desenvolvimento e na manutencéo da vida. A funcdo primordial

das enzimas é agir como catalisadores bioldgicos, acelerando as taxas de reagdes
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quimicas, tornando-as suficientemente rapidas (Cutlan et al., 2020; Robinson, 2015).
Partindo dessas informacdes, a indUstria explora o uso de proteinas em diversos setores.

As enzimas desempenham um papel fundamental em diversas esferas, abrangendo
tanto a industria quanto a populacdo em geral. Este setor experimenta um crescimento
continuo, com um mercado global avaliado em 5,8 bilhdes de délares em 2021 e uma
projecdo de alcancar 10,2 bilhGes de dolares até 2031 (Sajeev, 2022). Esse crescimento e
impulsionado por diversas tendéncias, como a crise derivada da pandemia do COVID-
19, o aumento e envelhecimento da populacdo global, a reducéo das areas agricultaveis,
0 processo de urbanizacdo e a expansao de mercados consumidores emergentes, entre
outros fatores. Como resultado, a utilizacdo de enzimas em setores como producdo de
alimentos, bebidas, nutracéuticos, medicamentos, diagnéstico de doencas, nutri¢do
animal, biocombustiveis, detergentes e outros produtos esta destinada a experimentar um
aumento significativo (Azeem et al., 2014). Entretanto, € crucial que esses avangos sejam
alcancados seguindo principios que promovam uma sociedade equilibrada e saudavel,
conforme preconizado pela ONU e seus paises membros em 2015 através dos 17
Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Isso implica considerar a reducdo das
emissdes de dioxido de carbono (COz), a preservagdo da qualidade da &gua e o
aprimoramento da eficiéncia na producdo de alimentos, entre outros objetivos
(Organizacéo das Nagdes Unidas (ONU) Brasil, 2015).

Como visto, as enzimas sdo utilizadas para acelerar reacGes em diversos setores
industriais, gerando varias vantagens para a sociedade, entretanto, a funcéo essencial das
enzimas também pode resultar em alguns danos. Nesse contexto, destacam-se a urease e
a tirosinase, enzimas associadas a questdes que tém despertado o interesse de muitos

pesquisadores.

1.4.1. Urease

A urease (EC 3.3.1.5), uma metaloenzima da classe das amidohidrolases que
possui dois atomos de niquel em seu sitio ativo. Amplamente sintetizada por plantas,
fungos e bactérias, essa enzima desempenha um papel crucial. Sua principal funcéo
consiste na catalise da hidrolise da ureia (NH2CONH2) para formar aménia (NHz3) e
dioxido de carbono (CO2) (esquema 2) aumentando a velocidade de hidrélise de 104 a
107 vezes em comparacéo a reagdo nio catalisada (Kappaun et al., 2018; Tavares et al.,
2021, 2022).
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Esquema 2. Hidrdlise da ureia na presenca da enzima urease.
o 0
J\ + H0() —————> + NH3(g ———>  2NHj(g) + COy(g)
H,N NH, Urease HO NH, Urease

Fonte: Adaptado de (Ciurli et al., 1999; Svane et al., 2020).

Uma reacdo quimica aparentemente simples, porém, com efeitos significativos em
diversos setores da sociedade, abrangendo desde o agricola até o clinico e econdémico.
Essa reacdo, considerada uma resposta natural a presenca de ureia, destaca-se pela acdo
de enzimas ureoliticas. A velocidade da hidrolise do substrato estid diretamente
relacionada a perda de nitrogénio por volatiliza¢do no solo, contribuindo para o aumento
do pH em sistemas in vivo devido a presenca de amonia. Esse fendbmeno, por sua vez,
desempenha um papel crucial na saide humana e animal, tornando-se um fator de
influéncia significativo (Kappaun et al., 2018; Tavares et al., 2022).

Empregada mundialmente como fertilizante para o solo, a ureia representa uma
fonte significativa de nitrogénio para as plantas. No entanto, a presenca de urease no
ambiente contribui para uma diminuicdo na eficacia da fertilizacdo com esse composto
nitrogenado, resultando na perda de amdnia para a atmosfera por meio de volatilizacao
(Song et al., 2022; Tavares et al., 2021, 2022, 2023).

N&o tdo distante, a patogenia de diversas condi¢fes clinicas em humanos ou
animais esta, em grande parte, associada a acdo de enzimas ureoliticas produzidas por
fungos e bactérias. A bactéria Proteus mirabilis, uma espécie gram-negativa, é
responsavel pela formacéo de calculos urinarios em seres humanos. Esse processo ocorre
devido a alcalinizacdo da urina, facilitada pela presenca da urease produzida por essa
bactéria. O aumento do pH no trato urinario contribui para a patogénese da pielonefrite,
uma inflamacdo renal que resulta em infeccdo e incrustacdo do cateter no sistema
urinario.(Milo et al., 2021; Mobley, Island e Hausinger, 1995). A bactéria Helicobacter
pylori (H. pylori), por sua vez, coloniza a mucosa do estomago de metade da populagado
mundial, aumentando significativamente o risco de problemas gastricos Ulceras e cancer.
A urease produzida pela H. pylori, constitui cerca de 10% da proteina celular total,
permitindo a sobrevivéncia bacteriana no estdmago, devido a uma condi¢do de
neutralizacdo induzida, uma vez que, a amonia gerada a partir da hidrélise da ureia,
permite que esta bactéria colonize o estbmago, mesmo que o0 meio seja acido (Burkitt et
al., 2017; Fischbach e Malfertheiner, 2018; Tavares et al., 2022). No que se refere a H.

pylori, estima-se que a prevaléncia global de infeccao por essa bactéria em humanos € de
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~ 50%, com grandes varia¢es em todo o mundo devido a condi¢fes socioeconomicas e
de higiene. Nos Estados Unidos e no Canada varia de 20 a 50%, enquanto no Brasil essa
infeccdo afeta 50 a 90% da populagdo total (Burkitt et al., 2017; Hu, Zhu e Lu, 2017,
Tavares et al., 2022).

1.4.2. Tirosinase

A tirosinase (EC 1.14.18.41) € uma metaloenzima da classe das oxidases que
possui dois &tomos de cobre em seu sitio ativo e existe amplamente em todos os tipos de
organismos de plantas e mamiferos (Ma et al., 2019; Nairn, Cresswell e Nairn, 2015).
Essa enzima participa principalmente em duas reacdes, podendo catalisar a oxidagéo de
monofendis em orto-difendis e posterior oxidacdo em o-quinonas correspondentes, na
presenca de oxigénio molecular. Essas reacfes sdo processos chave na biossintese da
melanina, pigmento que confere a cor ao cabelo, a pele e aos olhos e que exerce uma
funcdo fundamental na protecdo da pele dos mamiferos contra os raios ultravioletas (Jung
Park et al., 2024; Ketata et al., 2019).

No processo de sintese da melanina, a tirosinase catalisa tanto a hidroxilacdo da
tirosina para L-DOPA, quanto & subsequente oxidacdo da L-DOPA em dopaquinona.
Além disso, sob certas circunstancias, a tirosinase pode oxidar dopamina (DA) para
formar pigmentos de melanina, provavelmente através de DA quinona (Hasegawa, 2010)
(esquema 3). Em ambas as vias, ha formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
bem como, a formacédo de metabdlitos de alta toxicidade particular de cada via. A via que
utiliza a dopamina como substrato leva a morte celular apoptética em concomitante com
0 aumento da producdo de DA intracelular e ROS, seguida pela formacao de granulos
pigmentados mimetizando aqueles contendo neuromelanina que séo vistos nas células
nigrais, comuns em processos neurodegenerativos (Hasegawa, 2010). Quanto a via que
utiliza a tirosina e/ou L-dopa como substratos, esta associada a formacao dos polimeros
eumelanina e feomelanina estando esse Gltimo associado ao cancer de pele devido ao seu

efeito fototoxico (Hasegawa, 2010).
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Esquema 3. Reacdes que expressam o processo catalitico da tirosinase.

Tirosinase Dopa
OH _Hidroxilase Descab0x1lase HO
Tlrosmase mﬁz

HO

L-tirosina L-Dopa Dopamina (DA)
Auto-oxidagio % Tirosinase
Dopa 602 DA
Semiquinona Semiquinona
Reagdo direta o o
Auto-oxidagdo Tirosinase Tirosinase
" H,0,
e o) O
Reagdes sucessivas OH
envolvidas no processo o NH, o NH,
: DAquinona
------- > Dopaquinona @OH
Transformacdo especulativa Auto-oxidagado l l Auto-oxidagao
ou tedrica
Dopacromo - _ _ _.--DAcromo

. .
Melanina

Fonte: Adaptado de Hasegawa (2010).

Neste contexto, expressdes anormais de tirosinase podem desencadear diversas
dermatoses humanas, incluindo albinismo, vitiligo, melasma, manchas da idade,
hiperpigmentacéo entre outras (Dehghani et al., 2019; Ma et al., 2019). De acordo com o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) e a Sociedade Brasileira de Dermatologia, a
prevencdo do cancer de pele e outras neoplasias desencadeadas por fatores diversos,
incluindo a exposicdo excessiva a RUV, se d& por meio do uso adequado de agentes
fotoprotetores ou filtros solares. Filtros solares sdo preparacGes cosméticas que tém em
sua composicao agentes fotoprotetores e esses atuam minimizando os efeitos deletérios
dos raios UV por meio da absorcéo, reflexdo ou difusdo dos raios solares incidentes na
pele. De um modo geral, os fotoprotetores podem ser substancias orgéanicas ou
inorganicas, em que os compostos inorganicos agem via reflexdo dos raios UV e 0s
organicos por meio da absorcdo desses (Guaratini et al., 2009). Dentre as normas que
regulam a utilizagédo de protetores solares, destaca-se a Resolugdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n°® 30 de 1° de janeiro de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2012) que regulamenta de forma técnica protetores solares em cosméticos e
da outras providéncias, a qual institui que os protetores solares devem ter como requisito
um fator de protecdo solar (FPS) de no minimo 6 (ANVISA, 2012). J& nos Estados
Unidos, a Food and Drug Administration (FDA), agéncia federal do Departamento de
Saude e Servigos Humanos, regulamenta que para agir como um FPS-UVB, um composto

deve ter um FPS de no minimo 15 para ser utilizado em lo¢Ges cosméticas (FDA, 2017).
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Neste sentido, por atuarem de maneira preventiva no tecido cutaneo, os
fotoprotetores minimizam a taxa excessiva de raios UV, que favorecem o
desenvolvimento de ROS que sdo alguns dos fatores que acarretam a ruptura da cadeia
do DNA e posteriormente em processos cancerigenos. Além disso, atrelados a atividade
de inibicdo da tirosinase, compostos que apresentam tais propriedades apresentam grande
relevancia para as areas da terapéutica clinica, bem como, na industria de alimentos e
cosméticos (Wang et al., 2019).

Dessa forma, a compreensdo e a superacao de problemas principalmente os que
estdo associados a acdo de enzimas, sdo essenciais para otimizar as aplicacOes
biotecnoldgicas, promovendo avancos significativos na eficiéncia e na sustentabilidade

desses processos.

1.5. Justificativa

Com base nas concepgdes mais recentes sobre tratamentos terapéuticos para o
cancer e diante dos problemas ocasionados por algumas enzimas especificas, bem como,
impulsionados pela notavel versatilidade das bases de Schiff, as quais apresentam
aplicacBes biotecnoldgicas abrangentes em setores diversos, como farmacéutico,
cosmetolégico, alimenticio e agricola, torna-se crucial realizar pesquisas sintéticas e
moleculares para replicar as propriedades previamente mencionadas para bases de Schiff
e seus hibridos moleculares. Além disso, € de suma importancia explorar substancias
capazes de expressar essas atividades frente a multiplos alvos, uma vez que, apesar dos
avancos rapidos na descoberta de farmacos, a busca por compostos multialvos tem se
destacado como uma abordagem terapéutica promissora (Yehye et al., 2015; Zhang;
Yang; Tang, 2006).
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2. Objetivo Geral
Explorar o perfil biologico de trés distintas classes de compostos derivadas de
bases de Schiff.

2.1. Objetivos Especificos

2.1.1. Secdo 1- Derivados Aminoguanidina hidrazonas: estudos do perfil
antioxidante, antineoplasico e intera¢do com ctDNA

i) Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos AGH-1 — AGH-4 frente aos métodos
DPPH*, ABTS*", FRAP e inibicéo do radical NO;

ii) Determinar o ICso de inibicdo dos compostos para as espécies radicalares avaliadas;
1ii) Avaliar a atividade antiproliferativa frente a diferentes linhagens celulares tumorais
dos AGH-1 - AGH-4;

iv) Avaliar a interacdo dos compostos mais promissores com ctDNA, empregando as
técnicas de fluorescéncia molecular e UV-vis;

v) Determinar o modo de ligacao ligante-ctDNA por meio de estudos de competicdo com
sondas;

vi) Realizar estudo de desnaturacdo térmica para confirmar o modo de ligagdo ligante-
CtDNA,;

vii) Realizar estudos de docking molecular para auxiliar na avaliacdo do modo de ligacao
ligante-ctDNA.

2.1.2. Secdo 2- Estudos biofisicos de interacdo e inibicdo da urease utilizando bases
de Schiff derivadas de tiossemicarbazonas hibridas com pirazois

i) Avaliar o potencial e mecanismo de acdo das bases de Schiff hibridas com pirazois e
derivadas de tiossemicarbazonas frente a urease Jeak Beans;

ii) Determinar o ICsg de inibicdo da urease dos compostos mais ativos;

iii) Determinar contante de ligacdo (Kb) do composto a enzima;

iv) Avaliar a interacdo do composto mais ativo com a urease por meio de espectrometria
de absorcéo molecular;

v) Realizar estudos das propriedades ADMET;

vi) Realizar estudos docking molecular para auxiliar na avaliagdo do modo de ligacéo
ligante-urease.

viii) Avaliar o potencial de inibigdo do composto mais ativo frente as ureases do solo;
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viii) Avaliar o potencial de inibicdo do composto mais ativo frente a urease em amostras

de urina.

2.1.3. Secédo 3 - Sintese e aplicacéo de analogos ao resveratrol e hibridos com o acido
lipoico baseados na estrutura de iminas e aminas

i) Sintetizar e caracterizar compostos derivados das bases de Schiff e aminas analogas ao
resveratrol e conjugadas ao acido lipoico;

i) Avaliar o potencial de inibicdo da tirosinase mushroom in vitro dos derivados
sintetizados;

iii) Avaliar os parametros cinéticos Km (Constante de Michaelis—Menten) e Vmax (Valor
maximo da velocidade inicial);

iv) Determinar o modo de inibicdo enzimatica dos compostos;

v) Determinar a atividade fotoprotetora ultravioleta B (FPS-UVB) in vitro dos compostos
sintetizados;

vi) Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos sintetizados frente aos métodos
DPPH*, ABTS*", FRAP, CUPRAC e Complexacéo de Ferro (Il);

vii) Realizar estudos in silico dos compostos sintetizados.
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4. Experimental
4.1 Materiais e solugdes

Todos os reagentes empregados neste trabalho apresentam grau analitico de
pureza (> 95%), sendo empregados diretamente sem processo de purificacdo prévia. Nas
reacOes para preparacdo dos compostos 1-22 foram utilizados os seguintes reagentes:
Anilina, 3,5-dimetoxianilina, 4-hidroxibenzaldeido, 2,4-diidro-benzaldeido, 2,3-diidro-
benzaldeido, 3,4-diidro-benzaldeido, 3,5-diidro-benzaldeido, 4-detoxibenzaldeido, 3-
nitrofenol, 4-nitrofenol, &cido (%)-a-lipoico, N,N-diciclocaboimida (DCC), 4-
(dimetilamino)piridina (DMAP) dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6), cloroférmio
deuterado (CDCIs) acetona deuterado (Acetona-d6), da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).
A urease comercial Jack bean (Canavalia ensiformis), tirosinase (mushroom), 3,4-
Diidroxi-L-fenilalanina, ureia, &cido acetohidroxdmico (AA), hipoclorito de sodio,
nitroprussiato de sodio, salicilato de sodio, dihidrogenofosfato de sodio (NaH2PQOa),
tioureia (T10), hidroxiureia (HU), N-(n-butil)triamida tiofosférica (NBPT ), NiSO4 foram
obtidos na Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). Os demais reagentes empregados
neste estudo apresentaram grau de pureza analitica (> 95%).

Os solventes hexano (Chemco), acetato de etila da Dinamica (s&o Paulo, Brasil) e
diclorometano Exodo cientifica (sd0 Paulo, Brasil) passaram prévio processo de
destilacdo. O metanol (Chemco, Séo Paulo, Brasil), acido cloridrico, &cido acético glacial
Dinamica (S&o Paulo, Brasil).

Nos ensaios antioxidantes foram empregados os compostos: acido 2,2-azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS), radical 2,2-difenil-2-picrilidrazila (DPPH®),
2,4,6-tripiridil-triazina (TPTZ), &cido hidratado monossddico 3-(2-piridil) - 5,6-difenil-
1,2,4-triazina-p, p'-dissulfénico (Ferrozina), neucuproina, cloreto férrico (FeCls), acido
caféico, acido ferrtlico, quercetina e Trolox® da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), sulfato
ferroso (FeSO4.7H20) da Reagen Quimibras (Rio de Janeiro, Brasil), Sulfato cuprico
(CuS04.5H20). Nos estudos biofisicos de interagdo empregou-se Tris-HCI, brometo de
etidio (EB), Hoechst 33258 (HO) e o ctDNA (Calf thimus) tipo | em fibras da Sigma-
Aldrich (Missouri, USA), enquanto o persulfato de potéssio (K2S20sg) foi da Merck
(Darmstadt, Germany).

A solucdo estoque de DPPH* foi preparada dissolvendo-se 12 mg do radical
comercial em 50 mL de metanol. O radical da solugéo estoque ABTS** (1 mmol L) foi

preparada por dissolucéo direta de 26 mg ABTS em agua, entdo 3,0 mL de K»S;0s 1
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mmol L foram adicionados e o volume foi completado para 10 mL com agua deionizada.
Apo6s 16 h de incubagéo ao abrigo da luz, a solucdo foi diluida para 25 mL com tampéo
fosfato 0,05 mol L (pH = 7,2) (GRANJA et al., 2018; OLIVEIRA; SANTOS, 2020).

O estoque de TPTZ foi preparado pesando-se 0,0781 g do reagente, o qual foi
dissolvido em metanol e transferido para um baldo volumétrico de 25 mL sendo o volume
ajustado com o mesmo solvente orgénico. O estoque de cloreto férrico foi preparado
pesando-se 0,081 g do reagente e solubilizando-o0 em uma solugio de HCI 10 mmol L,
em que o volume final da solucdo foi ajustado para 25 mL em um baldo volumeétrico.

A solucdo estoque de ferrozina, pesou-se 0,062 g e solubilizou-se o reagente com
metanol, a mistura foi adicionada a um baldo de 25 mL e o volume ajustado com 0 mesmo
solvente organico. O estoque de sulfato ferroso foi preparado pesando-se 0,017 g,
solubilizando-o0 em agua e ajustando-o o volume para 100 mL em um baldo volumétrico.

A solucdo estoque de neocuproina foi preparada pesando-se 0,078 g do reagente,
o qual foi dissolvido em metanol e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, sendo
0 volume completado com o mesmo solvente orgénico. O estoque de sulfato de cobre foi
preparado pesando-se 0,249 g do reagente, solubilizando-o em agua e transferindo-se a
solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL e ajustando o volume com mesmo
solvente.

A solucgdo estoque de ctDNA foi preparada dissolvendo 10 mg do acido nucléico
solido em 10 mL de tampdo Tris-HCI sendo agitada durante 12 horas em ambiente livre
de luz e posteriormente armazenando a 4°C. A concentracdo da solucdo estoque de
ctDNA foi determinada usando absor¢do no UV a 260 nm usando o coeficiente de
extingdo (g) de 6600 L mol? a25 °C. A pureza da solugdo de ctDNA foi avaliada
monitorando a razdo de absorbancia em 260 nm para aquela em 280 nm. Assim, quando
a solucdo deu uma razao de Azeso/A2g0 > 1,8, entdo, o ctDNA estava suficientemente livre
de contaminagcdo protéica (DAS et al., 2018).

A solugédo estoque das bases de Schiff hibridas com pirazois e derivadas de
tiossemicarbazidas foram preparadas dissolvendos diretamente os compostos em etanol.
Neste sentido, foram preparadas solugdes de trabalho dos compostos, uma solucéo
estoque de urease e cisteina em tampdo fosfato 20 mM (pH 7,4 £ 0,1).

Os derivados aminoguanidinas hidrazonas (AGH1 — AGH4) empregados para 0s
estudos antioxidantes, antiproliferativos e de interagdo com o ctDNA foram sintetizados,
caracterizados e cedidos pelo Prof® Jodo Xavier de Aradjo Junior do Instituto de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas.
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As bases de Schiff derivadas de tiossemicarbazona e hibridas com pirazois (307 —
313 e 317) empregados para os estudos de inibicdo da urease em diferentes sistemas
foram sintetizados, caracterizados e cedidos pelo Prof. Fernanda Andréia Rosa do

departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa.

4.2 Equipamentos

As caracterizacOes de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H e
13C) foram realizadas em um equipamento Bruker (modelo Ascend 600 MHz)
(Massachusetts, EUA). As medidas de infravermelho foram realizadas em um aparelho
Shimadzu modelo IR PRESTINGE-21 (Japdo) usando a técnica reflexdo total atenuada
(ATR). As medidas de pH foram feitas usando um pHmetro Gehaka (modelo PG1800,
Brazil). As medidas de absor¢do molecular foram realizadas em espectrofotémetro de
varredura Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil) com feixe duplo equipado com
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. As titulacGes espectrofluorimétricas foram
realizadas em espectrofluorimetro Shimadzu (modelo RF-5301PC, Japéo) equipado com

lampada Xe (150 W) e utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho optico.

4.3 Sintese e caracterizagao

As reacdes das bases de Schiff derivadas do resveratrol (1-17) foram realizadas
em balBes de 25 mL imersos em um banho de glicerina. As reacGes foram monitoradas
usando cromatografia em camada delgada (CCD) em placas de gel de silica (50 mm) pré-
revestido com um indicador fluorescente. Os rendimentos referem-se a compostos
cromatograficamente e espectroscopicamente puros. Os desvios quimicos de RMN sdo
relatados em ppm usando o pico tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Os dados de
RMN 'H sio apresentados como segue: deslocamento quimico & (ppm), multiplicidade (s
= simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, m = multipleto), constante de
acoplamento J (Hz) e integracdo. Os compostos também foram caracterizados por
infravermelho utilizando reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) e e os resultados foram

relatados em centimetro reciproco (cm™).

4.3.1 Procedimento de sintese das bases de Schiff derivadas do resveratrol 1 - 17
Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 3 mmol do aldeido
(1 eq.) e 4 mL de metanol (P.A.). Posteriormente, adicionou-se a solu¢gdo 3 mmol de

anilina (1 eq.). A mistura reacional foi aquecida em banho de glicerina com agitagéo
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magnética e refluxo, por um periodo de 2-4:30 h. A reacdo foi acompanhada por CCD
[eluente: hexano/acetato de etila (8:2)] até o consumo do aldeido. Ao término da reacéo,
o produto sélido foi filtrado a pressdo reduzida e lavado com etanol gelado (5 x 15 mL)
(Liuetal., 2007; Ghosh; Ray, 2017). Por fim, os produtos foram pesados e caracterizados
por RMN *H, °C (Figura 29 — 63 em anexo) e IV (Figura 74 — 76 em anexo).

1: 4-((fenilimino)metil)fenol. Aspecto fisico: solido branco; FM: C13H11NO; MM: 197,08
g/mol; rend.: 50 %. FTIR-ATR (cm™): 3448 (vO-H); 3049 - 2472 (vC-H); 1606 (vC = N
imina); 1581, 1514, 1446, 1385, 1288, 1248 (vC = C aromaético); 1163 (vC - O); 983, 939
(5C-C); 843, (5asC- H Aromatico 1,4-substituido), 840, 639, 546 (5C- H). RMN *H (600
MHz, DMSO-d6), 6 (ppm): 10,17 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,78 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,39 (t,
J=7,6Hz, 2H), 7,20 (d, J = 7,7 Hz, 3H), 6,89 (d, J = 8,3 Hz, 2H). RMN C (150 MHz,
DMSO-d6) & (ppm): 161,09, 160,51, 152,45, 131,15, 129,61, 127,96, 125,80, 121,34,
116,10.

2: 4-((fenilimino)metil)benzeno-1,3-diol. Aspecto fisico: solido laranja; FM: C13H11NOg;
MM: 213,08 g/mol; rend.: 49%. FTIR-ATR (cm™): 3398-3056 (vO-H); 1621 (vC = N
imina); 1591, 1504, 1448, 1292, 1251 (vC = C aromaético); 1192 (vC - O); 1095, 1005
(6C-C); 900-843 (6asC-H Aromatico 1,2,4-substituido), 806, 760, 694, 509 (6C- H). RMN
'H (600 MHz, DMSO-d6), § (ppm): 13,57 (s, 1H), 10,31 (s, 1H), 8,80 (s, 1H), 7,46 — 7,41
(m, 4H), 7,35 (dd, J = 8,4, 1,1 Hz, 2H), 7,29 — 7,24 (m, 1H), 6,41 (dd, J = 8,4, 2,3 Hz,
1H), 6,31 (d, J = 2,3 Hz, 1H). RMN *3C (150 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 163,54, 163,13,
162,95, 148,58, 134,94, 129,89, 126,70, 121,53, 112,51, 108,34, 102,84.

3: N-benzilidenoanilina. Aspecto fisico: sélido laranja transltcido; FM: C13H11N; MM:
181,09 g/mol; rend.: 88%. FTIR-ATR (cm™): 3055-2886 (vC-H); 1944-1705 (overtone
C-H aromatico monosubstituido);1628 (vC = N imina); 1582, 1450, 1443, 1366, 1312
(vC = C aromético); 1173, 1165, 1005 (8C-C); 910-864 (8asC-H Aromaético
monosubstituido), 756, 687, 532, 432 (5C- H). RMN *H (600 MHz, CDCls), § (ppm):
8,49 (s, 1H), 7,94 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 7,52 (s, 3H), 7,42 (t, 2H), 7,26 (t, J = 15,6, 7,7 Hz,
3H). RMN *3C (150 MHz, CDCls), 5 (ppm): 160,54, 152,11, 136,39, 131,30, 129,17,
128,83, 128,79, 125,83, 120,88.
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4: 4-(((4-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,3-diol. Aspecto fisico: Amarelo palido;
FM: C13H11NO3z; MM: 229,24 g/mol; rend.: 55,7%. FTIR-ATR (cm™): 3149 (vO-H);
3029-2813 (vC-H); 2125-1852 (overtone C-H aromatico 1,2,4-trissubstituido);1616 (vC
= N imina); 1598, 1512, 1455, 1381 (vC = C aromatico); 1251, 1171, 1119 (6C-C); 858-
818 (8asC-H Aromatico 1,4-dissubstituido), 784, 722, 637, 596, 467 (5C- H). 'H NMR
(600 MHz, Acetona) 6 (ppm): 13,69 (s, 1H), 9,06 (s, 1H), 8,72 (s, 1H), 8,52 (s, 1H), 7,37
(d, J = 8.4 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6,90 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6,45 (dd, J = 8.4,
2.2 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 2.1 Hz, 1H). 3C NMR (151 MHz, Acetona) & (ppm): 164,36,
162,69, 160,98, 157,28, 141,65, 134,87, 123,02, 116,85, 113,83, 108,30, 103,52.

5. 4-((fenil)imino)metil)benzeno-1,2,3-diol. Aspecto fisico: Solido laranja; FM:
C13H11NOs; MM: 229,24 g/mol; rend.: 81,1%. FTIR-ATR (cm™): 3246 (vO-H); 1858,
1782 (overtone C-H aromaético 1,2,3,4-tetrassubstituido); 1614 (vC = N imina); 1585-
1257 (vC = C aromatico); 1148 (vC - O); 1068 (6C-C); 989-867 (5asC-H Aromatico 1,2,3,
4-substituido), 773 - 483 (5C-H). *H NMR (600 MHz, Acetona) & (ppm): 8,75 (s, 1H),
7,44 (t,J=7,8Hz, 2H), 7,37 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,27 (t, = 7,3 Hz, 1H), 7,00 (d, J = 8,5
Hz, 1H), 6,50 (d, J = 8,5 Hz, 1H). 3C NMR (151 MHz, Acetona) & (ppm): 163,73,
152,59, 150,58, 149,08, 133,20, 130,30, 127,16, 125,27, 121,80, 113,64, 108,49.

6: 4-(benzilidenoamino)fenol. Aspecto fisico: Sélido branco; FM: Ci3H11NO; MM:
197,24 g/mol; rend.: 53,8%. FTIR-ATR (cm™): 3279 (vO-H); 3024 - 2585 (vC-H); 1620
(vC = N imina); 1836, 1728, 1682 (overtone C-H aromaético 1,4-dissubstituido),1589,
1504, 1450, 1358, 1335, 1219, 1248 (vC = C aromatico); 1153 (vC - O); 994, 936 (5C-
C); 861-799, (5asC- H Aromatico 1,4-dissubstituido). *H NMR (600 MHz, Acetona) &
(ppm): 8,75 (s, 1H), 8,61 (s, 2H), 7,94 (dd, J = 6,6, 2,9 Hz, 4H), 7,52 — 7,47 (m, 7H), 7,23
(d, J = 8,7 Hz, 4H), 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 4H). *3C NMR (151 MHz, Acetona) & (ppm):
157,10, 156,41, 143,65, 137,02, 130,71, 128,63, 128,34, 122,34, 115,70.

7: 5-(((4-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,3-diol. Aspecto fisico: Solido branco
acizentado; FM: C13H11NOs; MM: 229,24 g/mol; rend.: 82,3%. FTIR-ATR (cm™): 3209
(vO-H); 3055-2911 (vC-H); 1908-1738 (overtone C-H aromético 1,3,5-
trissubstituido); 1623 (vC = N imina); 1589, 1504, 1497, 1489, 1358 (vC = C aromatico);
1273, 1203, 1141, 1074 (6C-C); 871-864, 779 (8asC-H Aromatico 1,3,5-trissubstituido),
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784 - 475 (5C- H). 'H NMR (600 MHz, Acetona) 3 8,76 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,18 (d, J
= 8,3 Hz, 1H), 6,94 (s, 1H), 6,87 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,48 (s, 1H), 3C NMR (151 MHz,
Acetona). & (ppm): 159,75, 158,35, 157,16, 144,63, 139,89, 123,17, 116,58, 107,73,
106,20.

8: 4-((4-hidroxibenzilideno)amino)fenol. Aspecto fisico: Sélido vermelho; FM:
C13H11NO2; MM: 213,24 g/mol; rend.: 88%. FTIR-ATR (cm™): 3225 (vO-H); 3024-2569
(vC-H); 1736, 1690 (overtone C-H aromatico 1,4-dissubstituido);1618 (vC = N imina);
1587, 1499, 1446, 1366 (vC = C aromatico); 1264, 1234, 1162, 1100 (6C-C); 825 (dasC-
H Aromatico 1,4-dissubstituido), 741 - 471 (5C- H). *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) &
(ppm): 10,03 (s, 1H), 9,42 (s, 1H), 8,44 (s, 1H), 7,73 (d, J = 8,5 Hz, 3H), 7,12 (d, J = 8,6
Hz, 3H), 6,86 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,78 (d, J = 8,6 Hz, 3H). 3C NMR (151 MHz, DMSO)
& (ppm): 157,35, 156,13, 143,71, 130,62, 128,39, 122,58, 116,11, 116,04.

9: 4-(((4-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,2-diol. Aspecto fisico: Sélido vermelho;
FM: C13H1:NO3; MM: 229,24 g/mol; rend.: 82%. FTIR-ATR (cm™): 3402 (vO-H); 2915-
2672 (vC-H); 1605 (vC = N imina); 1591, 1504, 1436, 1389 (vC = C aromatico); 1264,
1207, 1153, 1104 (5C-C); 764 - 462 (5C- H). *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) & (ppm):
9,40 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 7,36 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 7,13 (dd, 1H), 6,80 (dd, J = 29,5, 8,3
Hz, 1H). 3C NMR (151 MHz, DMSO) & (ppm) 157,53, 156,08, 149,12, 146,04, 143,70,
128,91, 122,56, 122,38, 116,11, 115,91, 114,42.

10: 3-(((3-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,2-diol. Aspecto fisico: Sélido vermelho;
FM: C13H1:NO3s; MM: 229,24 g/mol; rend.: 81%. FTIR-ATR (cm™): 3232 (vO-H); 3062-
2870 (vC-H); 2082, 1882, 1713 (overtone C-H aromatico 1,2,3-trissubstituido);1620 (vC
= N imina); 1589, 1543, 1489, 1443, 1358 (vC = C aromaético); 1242, 1204, 1134, 1096
(5C-C); 725, 687 (overtone C-H aromatico 1,2,3-trissubstituido);625 - 447 (3C- H). H
NMR (400 MHz, Acetona) & 8,84 (s, 1H), 7,29 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 7,10 (dd, J = 7,8, 1,5
Hz, 1H), 7,02 — 6,95 (m, 1H), 6,92 — 6,87 (m, 2H), 6,85 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 6,83 — 6,80
(m, 1H). C NMR (101 MHz, Acetona & (ppm): 164,47, 159,34, 150,57, 150,36, 146,68,
131,16, 124,05, 120,03, 119,72, 119,24, 114,96, 113,27, 109,02.
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11: 3-(((4-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,2-diol. Aspecto fisico: Sélido vermelho;
FM: C13H1:NO3s; MM: 229,24 g/mol; rend.: 95%. FTIR-ATR (cm™): 3232 (vO-H); 3062-
2870 (vC-H); 2082, 1882, 1713 (overtone C-H aromatico 1,2,3-trissubstituido);1620 (vC
= N imina); 1589, 1543, 1497, 1450, 1358 (vC = C aromaético); 1242, 1204, 1134, 1072
(5C-C); 725, 687 (overtone C-H aromatico 1,2,3-trissubstituido);625 - 416 (8C- H). H
NMR (600 MHz, Acetona) & 8,85 (s, 2H), 7,36 (d, J = 8,8 Hz, 3H), 7,06 (dd, J = 7,8, 1,4
Hz, 1H), 6,99 — 6,92 (m, J = 12,7, 7,3, 1,8 Hz, 4H), 6,82 (t, J = 7,8 Hz, 1H). *°C NMR
(151 MHz, Acetona) 6 161,60, 157,91, 150,27, 146,61, 140,86, 123,62, 123,37, 120,28,
119,58, 118,66, 116,95.

12: 4-(((3-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,3-diol. Aspecto fisico: Sélido amarelo;
FM: Ci13H11NO3z; MM: 229,24 g/mol; rend.: 53,1%. FTIR-ATR (cm™): 3138 (vO-H);
2983-2909 (overtone C-H aromaético 1,2,4-trissubstituido); 1624 (vC = N imina); 1591,
1520, 1483, 1444, 1292, 1256 (vC = C aromaético); 1175 (vC - O); 1119-1078 (3C-C);
943-841 (5asC-H Aromatico 1,2,4-substituido), 793, 750, 682, 530 (§C-H). *H NMR (600
MHz, Acetona) & 13,57 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 7,43 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,25 (t, = 7,9 Hz,
1H), 6,80 (dt, J = 8,2, 7,2 Hz, 4H), 6,49 (dd, J = 8,4, 2,2 Hz, 1H), 6,41 (d, J = 2,1 Hz, 1H).
13C NMR (151 MHz, Acetona) & 163,79, 162,54, 162,31, 158,37, 150,14, 134,51, 130,11,
113,35, 112,70, 112,22, 107,98, 107,62, 102,61.

13: 3-((4-hidroxibenzilideno) amino) fenol. Aspecto fisico: So6lido amarelo; FM:
C13H11NO2; MM: 213,24 g/mol; rend.: 49,6%. FTIR-ATR (cm™): 3233 (vO-H); 2993-
2561 (vC-H); 1612 (vC = N imina); 1583, 1508, 1446, 1375 (vC = C aromatico); 1268,
1211, 1171, 1140 (8C-C); 830 (6asC-H Aromatico 1,4-dissubstituido), 764 - 422 (5C- H).
IH NMR (400 MHz, Acetona) & 8,42 (s, 1H), 7,82 (dt, 1H), 7,27 — 7,10 (m, J = 6,2, 3,6,
0,9 Hz, 1H), 6,96 (dt, 1H), 6,72 — 6,62 (m, 2H). 1*C NMR (101 MHz, Acetona) 5 160,47,
159,29, 158,12, 154,09, 130,62, 129,76, 128,62, 115,57, 112,34, 111,93, 107,83.

14: 5-((fenilimino)metil)benzeno-1,3-diol. Aspecto fisico: Solido rosa claro; FM:
C13H11NO2; MM: 213,24 g/mol; rend.: 85,5%. FTIR-ATR (cm™): 3349 (vO-H); 3070-
2530 (vC-H); 1620 (vC = N imina); 1586, 1496, 1450, 1412 1313 (vC = C aromatico);
1208, 1171, 1003 (8C-C); 846, 762 (5asC-H Aromatico 1,3,5-trissubstituido), 678 - 463
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(5C- H). *H NMR (600 MHz, DMSO-d6) § 9,53 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,40 (t, J = 7,7 Hz,
1H), 7,23 (t, J = 9,4 Hz, 1H), 6,81 (d, 1H), 6,37 (s, 1H). 3C NMR (151 MHz, DMSO-d6)
§ 161,33, 159,14, 151,95, 138,35, 129,63, 126,29, 121,42, 107,21, 106,24

15. 4-(((3-hidroxifenil)imino)metil)benzeno-1,2-diol. Aspecto fisico: Sélido rosa claro;
FM: C13H11NO3s; MM: 229,24 g/mol; rend.: 69%. FTIR-ATR (cm™): 3349 (vO-H); 3070-
2530 (vC-H); 1620 (vC = N imina); 1586, 1496, 1481, 1404, 1366 (vC = C aromatico);
1313, 1208, 1171, 1103 (8C-C); 762 - 463 (5C- H). *H NMR (400 MHz, Acetona) & 8,35
(s, 1H), 7,52 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,28 (dd, J = 8,2, 2,0 Hz, 1H), 7,23 — 7,15 (m, 1H), 6,93
(d, J=8,1Hz, 1H), 6,71 — 6,64 (m, 2H).13C NMR (101 MHz, Acetona) & 159,45, 158,12,
153,98, 148,89, 145,42, 129,75, 122,83, 115,15, 114,12, 112,30, 111,91, 107,79.

16: 4-((fenilimino)metil)benzeno-1,2-diol. Aspecto fisico: Sélido amarelo pélido; FM:
C13H11NO2; MM: 213,24 g/mol; rend.: 89,3%. FTIR-ATR (cm™): 3501 (vO-H); 2971-
2693 (vC-H); 1605 (vC = N imina); 1574, 1512, 1489, 1458, 1381 (vC = C aromatico);
1286, 1234, 1180, 1153 (5C-C); 812 - 445 (5C- H). *H NMR (400 MHz, Acetona) & 8,39
(s, 1H), 7,55 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,42 — 7,34 (m, 1H), 7,30 (dd, J = 8,1, 1,9 Hz, 1H), 7,19
(ddd, J=4,9, 3,8, 1,1 Hz, 1H), 6,94 (d, J = 8,1 Hz, 1H). 3C NMR (101 MHz, Acetona) &
159,73, 152,56, 148,87, 145,42, 129,02, 125,21, 122,88, 120,77, 115,16, 114,16.

17: 3-((fenilimino)metil)benzeno-1,2-diol. Aspecto fisico: Solido vermelho; FM:
C13H11NO2; MM: 213,24 g/mol; rend.: 54,1%. FTIR-ATR (cm™): 3325 (vO-H); 3047-
2831 (vC-H); 2075, 1867, 1682 (overtone C-H aromaético 1,2,3-trissubstituido);1612 (vC
= N imina); 1558, 1450, 1366 (vC = C aromatico); 1273, 1211, 1072 (3C-C); 687, 613
(overtone C-H aromatico 1,2,3-trissubstituido); 556 - 445 (5C- H). 'H NMR (600 MHz,
Acetona) 6 13,50 (s, 1H), 8,89 (s, 1H), 7,76 (s, 1H), 7,48 (t, J = 7,8 Hz, 3H), 7,43 (dd, J
= 8,4, 1,1 Hz, 3H), 7,35 — 7,30 (m, 1H), 7,11 (dd, J = 7,8, 1,4 Hz, 1H), 7,00 (dd, J = 7,9,
1,5 Hz, 1H), 6,85 (t, J = 7,8 Hz, 1H). °C NMR (151 MHz, Acetona) & 164,72, 150,48,
149,12, 146,61, 130,36, 127,84, 124,08, 122,12, 120,11, 119,78, 119,31.

4.3.2 Procedimento de sintese das aminas 18 — 19
Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 0,51 mmol da imina

(1 eq.), 0,51 mmol de NaBHa e 2,5 mL de metanol (P.A.). A mistura reacional foi agitada
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a temperatura ambiente durante 30 min e acompanhada por CCD [eluente:
hexano/acetato de etila (8:2)] até o consumo do material de partida. Posteriormente, a
mistura reacional foi neutralizada com uma solugédo saturada de NaHCOs. A solugéo
resultante foi extraida com acetato de etila (3 x 20 mL) e concentrada a presséao reduzida
(Liuetal., 2007; Ghosh; Ray, 2017). Por fim, os produtos foram pesados e caracterizados
por RMN !H, °C (Figura 64 — 67 em anexo) e FTIR-ATR (Figura 77 — 78 em anexo).

18: Aspecto fisico: Oleo amarelo; FM: C13H1sNO; MM: 199,10 g/mol; rend.: 91%. FTIR-
ATR (cm™): 3393 (vO-H); 3338 (vN-H); 3022 (vN-H no plano dobrado); 2926 - 2606
(vC-H); 2097 — 1886 (overtone aromatico 1,4-disubstituido); 1593, 1501, 1437, 1358,
1327, 1230 (vC=C aromatico); 1171 (vC-0); 1096, 989 (6C-C); 820 (6asC-H Aromatico
1,4-substituido), 744-499 (5C- H). RMN H(600 MHz, CDCls), § (ppm): 7.24 (d, J = 8,3
Hz, 2H), 7,18 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,10 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,78
—-6,68(m,J=25,1, 16,9, 9,2 Hz, 2H), 6,64 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,22 (d, J = 19,9 Hz, 2H).
RMN 3C (150 MHz, CDCls), § (ppm): 154,84, 148,18, 131,59, 129,28, 129,04, 128,17,
117,66, 115,49, 112,98, 47,89.

19: Aspecto fisico: Sélido marrom; FM: CisH1sN; MM: 183,10 g/mol; rend.: 92,6%.
FTIR-ATR (cm™): 3406 (vN-H); 3053-2849 (vC-H); 1944-1688 (overtone aromatico
monosubstituido); 1597, 1501, 1481, 1427, 1325, 1261-1248 (vC=C aromaético); 1177,
1095, 1065,1028 (8C-C); 981, 964 (3asC-H aromatico monosubstituido), 744, 692, 503,
451 (8C-H). RMN 1H (600 MHz, CDCl3), & (ppm): 7,39 — 7,32 (m, 4H), 7,27 (t, J = 7,1
Hz, 1H), 7,17 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 6.71 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 6,64 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 4,33
(s, 2H). RMN C (150 MHz, CDCls), § (ppm): 148,18, 139,46, 129,25, 128,62, 127,51,
127,22, 117,59, 112,88, 48,37.

4.3.3. Procedimento de sintese do intermediario hibrido lipoico 20

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 1 mmol do &acido
(x)-a-lipoico, (206 mg), 1 mmol do 4-hidroxibenzaldeido (122 mg), 1,1 mmol de DCC
(227 mg), 0,2 mmol de DMAP (12 mg) e 5 mL de diclometano anidro (DCM). A reagao
foi agitada overnight a temperatura ambiente em atmosfera inerte. Posteriormente, a
mistura reacional foi filtrada, lavada com acetona e concentrado a pressdo reduzida.

Posteriormente, o residuo foi purificado por coluna cromatogréafica (Hexano/Acetato 9:1)
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(GODOY-REYES et al., 2019). Por fim, o produto foi pesado e caracterizados por RMN
'H, 13C (Figura 68 — 69 em anexo) e FTIR-ATR (Figura 79 em anexo).

20: Aspecto fisico: Oleo amarelo; FM: Ci4H1503S2; MM: 310,07 g/mol; rend.: 52%.
FTIR-ATR (cm™): 2932, 2847, 2729 (vCHO); 1759 (v-CO-O- éster); 1699 (vCHO); 1599
- 1013 (vC = C aromatico); 1177 (varomatico-CO-O-alifatico éste); 1095, 1065, 1028
(8C-C); 981, 905 (8asC-H aromaético 1,4-disubstituido), 858-623 (3asC-H); 509 (8S-S).
RMN H(600 MHz, CDCI3), § (ppm): 10,00 (s, 1H), 7,93 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,27 (d, J
= 3,3 Hz, 2H), 3,64 — 3,56 (m, J = 12,7, 6,3 Hz, 1H), 3,23 — 3,10 (m, 2H), 2,62 (t, J = 7,4
Hz, 2H), 2,53 — 2,46 (m, J = 12,4, 6,3 Hz, 1H), 1,97 — 1,90 (m, J = 13,6, 6,9 Hz, 1H),
1,87 1,68 (m, 4H), 1,66 — 1,51 (m, 2H). RMN 3C (150 MHz, CDCI3), 5 (ppm): 190,82,
171,20, 155,41, 134,02, 131,19, 122,33, 56,27, 40,25, 38,52, 34,58, 34,15, 28,66, 24,53.

4.3.4. Procedimento de sintese dos hibridos lipoicos com bases de Schiff 21-22

Em um vial de 10 mL foram adicionados 0,16 mmol do composto 20 (aldeido) (1
eq.) e 1 mL de etanol (P.A.). Posteriormente, adicionou-se a solu¢do 0,16 mmol de anilina
(1 eqg.). A mistura reacional foi aquecida em banho de glicerina com agitacdo magnética,
por um periodo de 2-3 h. A reacdo foi acompanhada por CCD [eluente: hexano/acetato
de etila (8:2)] até o consumo do aldeido. Ao término da reacdo, o produto sélido foi
filtrado e lavado sucessivas vezes com éter etilico e n-hexano. Por fim, os produtos foram
pesados e caracterizados por RMN *H, 3C (Figura 70 — 73 em anexo) e FTIR-ATR

(Figura 80 — 81 em anexo).

21: 4-(((3-hidroxifenil)imino)metil)fenil-5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoato. Aspecto fisico:
Sélido amarelo palido; FM: C21H23NO3S,; MM: 401,54 g/mol; rend.: 49,5%. FTIR-ATR
(cm™): 3348 (vO-H); 3055, 2909, 2847 (vCH); 1751 (v-CO-O- éster); 1620 (vC = N
imina); 1605 — 1018 (vC = C aromatico); 1203 (varomatico-CO-O-alifatico éster); 1095,
1052, 1011 (8C-C); 943, 916 (8asC-H aromético 1,4-disubstituido), 858-623 (3asC-H);
600700 (5C-S); 537 (85-S).XH NMR (400 MHz, Acetona) & 8,61 (s, 1H), 8,46 (s, 1H),
8,07 — 7,84 (m, 2H), 7,32 — 7,16 (m, 4H), 6,96 — 6,82 (m, 2H), 3,76 — 3,53 (M, 2H), 3,30
—3,03 (M, 2H), 2,66 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,52 (dtd, J = 12,1, 6,6, 5,4 Hz, 1H), 1,95 (td, J
=13,6,6,9 Hz, 1H), 1,86 — 1,52 (m, 5H). 13C NMR (151 MHz, Acetona) & 171,23, 156,35,
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155,97, 153,02, 143,70, 134,59, 130,81, 129,36, 122,58, 122,35, 122,09, 120,56, 115,72,
56,28, 40,04, 38,20, 34,43, 33,61, 24,41, 24,33.

22. 4-(((4-hidroxifenil)imino)metil)fenil-5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoato. Aspecto fisico:
Solido verde péalido; FM: C21H23NOsS2; MM: 401,54 g/mol; rend.: 59,6%. FTIR-ATR
(cm™): 3364 (vO-H); 3063, 2909, 2847 (vCH); 1751 (v-CO-O- éster); 1605 (vC = N
imina); 1605 — 1019 (vC = C aromatico); 1203 (varomatico-CO-O-alifatico éster); 1098,
1055, 1019 (8C-C); 953, 919 (8asC-H aromético 1,4-disubstituido), 887-694 (3asC-H);
600700 (5C-S); 540 (5S-S). *H NMR (600 MHz, Acetona) & 8,60 (s, 1H), 8,39 (s, 1H),
7,97 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,24 (dd, J = 19,8, 7,8 Hz, 4H), 6,88 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 3,65
(dd, J = 26,8, 20,7 Hz, 1H), 3,24 — 3,09 (m, 2H), 2,65 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 2,51 (dd, J =
12,3, 5,9 Hz, 1H), 1,95 (dd, J = 12,5, 6,5 Hz, 1H), 1,86 — 1,51 (m, 6H). *C NMR (151
MHz, Acetona) o 172,15, 157,26, 156,89, 153,94, 144,63, 135,51, 130,28, 123,27,
123,01, 116,64, 57,20, 40,96, 39,12, 35,34, 34,53, 25,33.

4.4 Fator de Protecéo Solar UVB in vitro

Inicialmente mediu-se espectrofotometricamente curvas analiticas dos compostos
avaliando-se incrementos de 5 a 250 pmol L dos derivados iminicos, aminicos e dos
hibridos lipoicos (2 mL) no maximo de absorcdo de cada molécula. Posteriormente, 0s
compostos tiveram suas absorvancias determinadas em triplicatas, nas concentracfes de
100 pumol L™, utilizando-se etanol absoluto como solvente na faixa de 260 a 400 nm. O
FPS-UVB foi entdo determinado empregando-se a Equacdo 1 (Guimardes, 2017; Aradjo
et. al., 2014).

320
FPS espectrofotométrico = FC. z EE(A). I(A). Abs(A) Equacdo (1)
290

FC = fator de correcdo (igual a 10); EE (L) = efeito eritematogénico da radiagdo de
comprimento de onda A; I (A) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A; Abs
(A) = medida espectrofotométrica da absorvancia da solugdo da amostra no comprimento
de onda (A); os valores de EE (1) x I (A) sdo dados na Tabela 3.
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Tabela 3. Relacdo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo nos comprimentos
de ondas da regido UVB.

A (nm) EE () xT(M)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180

Fonte: Adaptado de Guimardes, 2019.
4.5. Determinacéo da capacidade antioxidante

4.5.1. Ensaio de sequestro do radical DPPH*

Para avaliar a capacidade de sequestro do radical DPPH®, 100 uL da espécie
radicalar (608 pmol L) foram misturados com diferentes incrementos da solugdo de
referéncia ou da amostra (1 - 200 umol L?), e o volume final foi ajustado para 2,0 mL
usando uma solucdo aquometandlica a 30% (v/v). Apds 30 min de incubagdo, a medida
espectrofotométrica foi realizada em 527 nm. O valor de ICso foi determinado usando
uma regresséo linear entre a concentragdo em pmol L (eixo das abcissas) e a inibicéo
percentual (%) (eixo das ordinadas), usando a equacgao %l= (1 - (Aao/Arer)) X 100). Neste
caso, Aao € a absorvancia da amostra e Arer € a absorvancia do controle negativo (100
uL de solucdo DPPH* + 1900 pL da solucdo aguometandlica 30% (v/v)) (Granja et al.,
2018; Oliveira; Santos, 2021).

4.5.2. Ensaio de sequestro do radical ABTS**

Para realizar o método radical ABTS*", procedeu-se da seguinte forma: adicionou-
se a um tubo eppendorf de 2 mL, 88 uL da solucdo do radical, diferentes incrementos da
solugdo padrdo ou da amostra (0,025 - 100 umol L) e avolumou-se o tubo com agua
deionizada. Apds 15 min, realizou-se a medicao espectrofotométrica em 734 nm. O valor
de 1Cso foi determinado usando uma regressdo linear entre a concentragdo em umol L*
(eixo das abcissas) e a inibicdo percentual (%l) (eixo das ordenadas), usando a equacao
%Il= (1 — (AaolArer)) x 100). Em que, Aao € a absorvancia da amostra e Arf € a
absorvancia do controle negativo (88 uL de solucdo ABTS** + 1912 mL de agua
deionizada) (Granja Et Al., 2018; Oliveira; Santos, 2020).
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4.5.3. Ensaio de reducéo de Fe (111) (FRAP) método 1

A avaliacdo da capacidade de reducédo de Fe(lll) foi realizada a partir da adigéo
de 0,75 mL das solucGes das amostras ou dos padrdes, 1,25 mL da solucdo Ks[Fe(CN)e]
a 1,0% (m/v) previamente diluida em tampéo fosfato pH 6,0 e, 1,25 mL de agua ultrapura.
A mistura foi incubada por 20 min a 50 °C. Em seguida, adicionou-se 1,25 mL de acido
tricloacético 10% (v/v) e 0,5 mL de FeCls a 0,1% (m/v) para a formacgdo do complexo
denominado azul da Prussia (croméforo), o qual apresenta maxima absorvancia em 700
nm (Gulgin et al., 2010). A solucdo de referéncia (branco analitico) foi preparada a partir
da substituicdo do padrdo ou da amostra por dgua ultrapura (Gulcin et al., 2010).
4.5.4 Ensaio de reducdo de Ferro (I11) (FRAP) método 2

A capacidade redutora de ferro (FRAP) desse método € baseada na reducgdo do
complexo TPTZ-Fe*" a seu complexo reduzido (TPTZ-Fe?*) na presenca da espécie
antioxidante (MALACARIA, 2022). O reagente FRAP foi preparado adicionando as
solugbes de TPTZ (10 mM), FeCls (5 mM) e tampdo acetato (pH 3,6, 0,3M) em uma
proporcédo de 1:1:10 respectivamente. Em seguida, adicionou-se 1 mL do reagente FRAP,
0s compostos na concentracdo de 10 pmol L™, ajustou-se o volume de 2 mL com &gua
deionizada e as solugdes foram incubadas a 37 °C por meia hora. Por fim, as absorvancias

das amostras foram medidas em 593 nm (Cakmak; Gulcin, 2019; Malacaria, 2022).

4.5.5 Ensaio de complexagdo de Ferro (1)

Para realizar o metddo procedeu-se da seguinte forma: em um tubo de 2 mL
adicionou-se nessa ordem, 100 uL de FeCl, (0,6 mM), incrementos dos padrfes e
compostos (5-200 umol L) e 100 uL de ferrozina (5 mM), por fim, ajustou-se o volume
final do tubo com metanol. Em seguida, as solucdes foram agitadas vigorosamente por
15 min em ambiente escuro. Finalmente, a absorvancia das solucdes foi medida
espectrofotometricamente em 562 nm. O percentual (%) de quebra do complexo
ferrozina-Fe?* foi obtido usando uma regresséo linear entre a concentragdo em pmol L*
(eixo das abcissas) dos padrdes/compostos e a quelacio percentual de percentual Fe?* (%)
(eixo das ordenadas), usando a equagdo %Q= (1 — (Aao/Arer)) X 100). Em que, Aao € a
absorvancia da amostra e Are € a absorvancia do controle negativo (100 pL de FeCl, +

100 pL de ferrozina + metanol)( Cakmak; Gulcin, 2019; Sari et al., 2017).
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4.5.6. Ensaio de reducéo de Cobre (I1) - CUPRAC

Para realizar o ensaio de reducdo de cobre, inicialmente féz-se curvas analiticas
dos padrdes e dos compostos, para isso, em tubos eppendorf de 2 mL, adicionou-se, nesta
ordem: 480 uL de solucéo de CuSOs (10 mM), 480 uL de neocuproina solucéo (7,5 mM),
480 uL de tampdo acetato pH 7,0 (1,0 M), incrementos dos padrdes e dos compostos (1 a
5 umol L) e ajustou-se o volume final do tubo com &gua deionizada. Posteriormente, 0s
compostos tiveram suas absorvancias determinadas em triplicatas, na concentragédo de 2
umol LY. As solugBes foram incubadas por 30 min, a temperatura ambiente e por fim,
foram realizadas as medidas de absorvancias em 450 nm. O Trolox® foi utilizado como
padrdo do ensaio e, os resultados foram expressos em equivalentes desse composto
(TEAC) (Eglence-Bakir, 2021)

4.5.7. Sequestro de oxido nitrico (*NO)

Para avaliacdo do sequestro do radical *NO adicionou-se 0,5 mL da solucdo de
nitroprussiato de sédio 5,0 mmol L diluida em tampao fosfato (0,1 mol L, pH 7,0) e
2,5 mL das amostras ou padrdes empregados. O volume final foi ajustado para 5,0 mL
com agua ultrapura e a solucdo resultante foi incubada a temperatura ambiente por 150
min (MAIA et al., 2010). O sinal de referéncia (branco) foi obtido a parir de uma solucao
semelhante a anterior, no entanto, a amostra ou padréo foi substituido por 4gua ultrapura.
Em intervalos de 30 min aliquotas de 1.0 mL das amostras incubadas foram coletadas e
misturadas a 1,0 mL do reagente de Griess. O cromdéforo gerado a partir da reagdo de
diazonizacdo da sulfanilamida com nitrito de sédio em meio &cido, seguido acoplamento

com o naftiletilenodiamino foi medido por espectrofotometria em 546 nm.

4.6. Procedimentos para estudos envolvendo a urease

4.6.1. Cinética classica e inibicdo in vitro

Os ensaios de inibigdo in vitro foram realizados usando a urease Jack bean (Canavalia
ensiformis) com base na rea¢do do indofenol (Weatherburn, 1967). Para isso, 56 mU de
urease (em tampdo fosfato de s6dio 20 mM, pH 7,0) e 100 uM de cada inibidor foram
incubados por 15 min seguindo com adi¢do de 3,16 mM de ureia, por 15 min para
processamento da reacdo em 940 pL de volume final. A concentragdo de NH4" foi
determinada em 700 nm apo6s 30 min de incubagdo com 34 pL da solugdo A (salicilato de

sddio 1% (v/v) e nitroprussitato de s6dio 5 mg L™?) e 26 uL da solugdo B (NaOH 0,5 %
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(m/v) e NaOCI 0,1 % (v/v). Repetiu-se esse procedimento adicionando concentracfes
crescentes dos inibidores para o posterior calculo de 1Cso. Assim, 0s experimentos foram
realizados em triplicata (n = 3) e o ICsp foi calculado com base no método grafico de
interseccdo entre a abscissa (concentracdo do inibidor) e a ordenada (% inibicao) (Tavares
etal., 2021, 2023).

Para a cinética enzimatica, utilizou-se condi¢cdes semelhantes as de inibic&o,
mantendo-se as concentragdes e volumes da enzima e da solucdo A e B iguais, bem como,
0 volume final e os tempos de incubacdo apds cada passo. Assim, foram preparadas
curvas mantendo-se fixa a concentracdo da enzima e do inibidor (17 a 22 uM).
Posteriormente, para cada curva foram adicionadas quantidades crescentes de ureia (0,25
a 3 mM), as solucdes A e B e realizado a medida em 700 nm. O ensaio foi avaliado a
partir do grafico de Lineweaver-Burk que leva em consideracdo o 1/V (inverso das

velocidade) vs 1/[S] (inverso da concentragdo do substrato) em mM .

4.6.2. Avaliacdo da interagdo urease-ligante usando UV-vis

As medidas da absorvancia foi realizada para o derivado 312 (10 uM), urease (10
uM) e a respectiva mistura para avaliar a formagao do complexo. Nessa linha, a interagdo
com o niquel foi realizada avaliando os sistemas: Ni(ll) 10 uM, 312 (10 uM) e Ni(ll):
312 1:1. Os espectros UV-vis foram registrados na faixa de 220 a 500 nm. Além disso,
foram realizados titulacdo espectrofotométrica da urease (2 uM) com 312 (0 - 25 uM),
em trés temperaturas (22, 30 e 38 °C) para obter os parametros termodinamicos e de
interacdo. Todos os ensaios biofisicos de interagdo foram realizados em tampao fosfato
de sddio 20 mM, pH 7.4.

4.6.3. Avaliagdo da inibicdo de ureases do solo

A inibicdo da atividade de enzimas ureoliticas na microbiota do solo foi conduzida
conforme a metodologia adaptada por Tavares et al. (2022), empregando amostras de
quatro solos (S1, S2, S3 e S4). Para isso, 1 g de cada solo foi transferido para um
Erlenmeyer contendo 50 mL de tampdo acetato de sodio pH 5,5 + 0,1 e a solugédo foi
adicionado 125 uM da base de Schiff ou do NBPT. Posteriormente, as solugdes foram
agitadas por 30 minutos a uma velocidade de 650 rpm em uma mesa agitadora. Em
seguida, foram retirados 500 pL de cada suspensdo, transferidos para tubos Falcon e

adicionados 200 pL de ureia 80 mM ou 200 uL. de tampao (como controle), mantendo-se
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a agitacdo constante por 2 horas. Apos esse periodo, 2 mL de KCI foram adicionados a
cada tubo, e o sistema foi agitado por mais 30 minutos. Por fim, as suspensdes foram
centrifugadas a 2900 rpm por 10 minutos, separando o sobrenadante do residuo. A
concentracao de N-NH4* foi determinada a 650 nm, utilizando 150 pL do sobrenadante
centrifugado, 150 uL de 4gua ultrapura, e incubando por 30 minutos com 150 pL da
solugéo A e 60 pL da solugdo B.

4.6.4. Avaliacdo da inibicao de ureases em urina

A inibicdo da atividade de enzimas ureoliticas em amostras de urina foi realizada
utilizando a metodologia de Tavares et al. (2022), com alteragdes. Inicialmente realizou-
se otimizag&o dos seguintes parametros: Tampé&o, pH e fator de diluicdo. Posteriormente,
2,5 uL de amostras de urina de dois doadores (masculino e feminino) foi incubada com
100 puM dos inibidores por 5 min. Posteriormente, adicionou 34 pL da solu¢do A
(salicilato de sodio 1% (v/v) e nitroprussitato de sodio 5 mg L™?) e 26 pL da solugdo B
(NaOH 0,5 % (m/v) e NaOCI 0,1 % (v/v) e ajustou-se o volume final para 1000 uL com
tampdo tris-HCI 20 mM pH 7,4. A concentracdo de NH4* foi determinada em 650 nm
apo6s 30 min de incubagdo. Os estudos com amostras bioldgicas estdo amparados na
liberagdo junto ao comité de ética da Universidade Federal de Alagoas para estudos com
amostras bioldgicas (CAAE: 58121322.7.0000.5013).

4.7. Procedimentos para estudos envolvendo a Tirosinase (mushroom)
4.7.1. Inibic&o in vitro da Tirosinase

A inibicdo enzimatica dos compostos avaliados foi determinada usando a L-
DOPA como substrato, de acordo com a literatura com algumas modificacdes (alsantali
et al, 2022). Em tubos de 2 mL, 20 U/mL de tirosine (mushroom) foram incubados com
100 pmol L dos padrdes/compostos a 25 °C por 5 min. Em seguida, adicionou-se 0,5
mM L-DOPA e o volume foi ajustado para 450 uL com tampéo fosfato de potassio (pH
6,8, 50 mM). As absorvancias das amostras foram medidas em 475 nm ap06s a adi¢éo do
substrato e apos nova incubacdo em 25 °C por 30 min. O porcentual inibi¢éo da tirosinase
a atividade foi determinada usando a seguinte equacao: | (%) = (1 - AAamostra/AAcontrole) X
100%. ). Na qual, AAamostra refere-se a variagdo da absorvancia da amostra e AAcontrole €

a variacao da absorvancia do controle negativo. Todos os ensaios foram realizados em
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triplicadas e o acido kdjico foi usado como controle positivo (He et al., 2021; Sepehri et
al., 2022).

4.7.2. Estudos cinéticos de inibicédo da tirosinase

O estudo cinético do tipo de enibicdo enzimatica foi realizado em varias
concentragdes dos compostos mais ativos (4 —32 umol L) e L-dopa (0,1, 0,25, 0,5, 0,75
e 1,5 mM) como substrato. O tempo de pré-incubagdo dos pontos das curvas foi 0 mesmo
utilizado no protocolo de inibi¢&o da tirosinase e as medidas cinéticas foram realizadas
em 475 nm. O ensaio foi avaliado a partir do grafico de Lineweaver-Burk que leva em
consideracdo o 1/V (inverso das velocidade) vs 1/[S] (inverso da concentracdo do
substrato) em mM ~! (Sepehri et al., 2022; Alsantali et al, 2022).

4.8. Estudos teoricos
4.8.1. Determinacdo das propriedades ADME in silico

As propriedades ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade) in silico dos compostos foram determinadas utilizando o website ADME
(http://www.swissadme.ch/index.php) (Daiana; Michielin; Zoete, 2017) e o software
OSIRISDataWARRIOR versdo 05.02.01 (Sander et al., 2015).

4.8.2. Preparagéo dos ligantes para realizagdo do docking molecular

Os compostos foram desenhados usando o software ChemDraw (ChemDraw,
Versao 15.1. PerkinElmer Informatics, Inc., Massachusetts, EUA, 2016), convertidos em
arquivos tridimensionais MDL Molfile (.mol) e tiveram suas microespécies mais
abundantes no pH trabalhado para cada macromolécula avaliados (Marvin Sketch,
Budapeste, Hungria). Posteriormente, as microespécies foram otimizadas usando o
método AML1, no software MOPAC (Colorado, USA), gerando o input na interface
grafica Mercury 4.3.1 (Massachusetts, USA).

4.8.3. Docking molecular Aminoguanidina hidrazona

A estrutura da macromolécula de DNA (PDB ID: 1BNA) foi obtido do Banco de
Dados de Proteinas (PDB). Posteriormente, todos os ligantes, ions e moléculas de agua
que estavam presentes na estrutura original da biomolécula referente ao arquivo PDB
foram removidos manualmente, adicionados atomos de hidrogénio polar, calculadas

cargas atdbmicas parciais, bem como a designacdo AD4 dos atomos e no final as estruturas
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foram convertidas para o formato pdbgt usando 0o AUTODOCK TOOLS v. 1.5.6 (Trott;
Olson, 2009). Todos os célculos de docking foram realizados utilizando o software
Autodock vina (TROTT; OLSON, 2009) e os resultados de saida (output) foram
renderizados no software Discovery Studio Visualizer (BIOVIA. Dassault Systemes. In
Discovery Studio Visualizer. v21.1.0.20298; Dassault Systemes: San Diego, CA, EUA,
2021) e UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004).

4.8.4. Docking molecular das bases de Schiff hibridas com pirazois e derivadas de
tiossemicarbazonas

Os estudos de docking molecular foram conduzidos empregando as estruturas
tridimensionais da urease Jeak bean (Canavalia ensiformis) complexada com fluoreto
(PDB ID: 4GOA), utilizando o Gold versao 2023.3.0 (Jones et al., 1997) e a fungdo de
pontuacao Gold Score. O algoritmo genético (AG) foi configurado com uma eficiéncia
de busca de 100%. A bolsa de ligacdo (sitio ativo) da enzima, onde o fluoreto esta
complexado, serviu como ponto de referéncia, e os compostos avaliados no estudo foram
ancorados dentro de um raio de 10 A. Por fim, os dados foram processados utilizando os
softwares UCSF Chimera (Califérnia, EUA) e Discovery Studio Visualizer.
v21.1.0.20298; Dassault Systemes: San Diego, CA, EUA, 2021).

4.8.5. Docking molecular das bases de Schiff derivadas do resveratrol

Os estudos de docking molecular foram conduzidos empregando a estrutura
tridimensional da tirosinase (mushroom) complexada com tropolona (PDB ID: 2Y9X),
utilizando o Gold versao 2023.3.0 (Jones et al., 1997) e a funcdo de pontuacao Gold
Score. O algoritmo genético (AG) foi configurado com uma eficiéncia de busca de 100%.
A bolsa de ligagao (sitio ativo) da enzima, onde a tropolona esta complexado, serviu como
ponto de referéncia, e os compostos avaliados no estudo foram ancorados dentro de um
raio de 10 A. Por fim, os dados foram processados utilizando os softwares UCSF Chimera
(California, EUA) e Discovery Studio Visualizer. v21.1.0.20298; Dassault Systémes: San
Diego, CA, EUA, 2021).
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4.9. Analise estatistica

Os dados foram expressos como media + desvio padrdo (SD) considerando
medicdes em triplicata (n = 3). Como teste de hipotese se empregou a analise de variancia
(ANOVA) e quando necessario teste de Tukey (p = 0.05). As avaliagdes estatisticas foram
realizadas empregando o software OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
Massachusetts, USA).
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5. Secdo 1- Derivados Aminoguanidina hidrazonas: estudos do perfil antioxidante,

antineoplasico e interacdo com ctDNA

5. 1. Introducéo
As aminoguanidinas hidrazonas (AGH’s) possuem amplo espectro de aplicagdes
bioldgicas devido as suas caracteristicas mistas, quanto as propriedades eletrénicas e
capacidade de formar ligagcdes de hidrogénio com diferentes sistemas (Da Silva et al.,
2020). Assim, para os derivados aminoguanidinicos sdo reportadas diferentes atividades
bioldgicas como anticancer (SONG et al., 2019), antioxidante (Andrade et al., 2015),
antimicrobiana (Sidoryk et al., 2017), inibidores de iNOS (Paesano et al., 2004), atividade
antimalérica e antitubercular (Zamperini et al, 2017; Pasero 2018; Kim et al., 2021), entre
outras. Nessa linha, destaca-se 0 Guanabenz (1) (Figura 2A) um agonista do receptor
AGH a2-adrenérgico utilizado como agente anti-hipertensivo, desde a década de 1970
(Baum et al., 1970). Além disso, essa substancia tem despertado interesse devido a outras
propriedades que tem demonstrado, como neuroprotetor em fotorreceptores (Li et al.,
2019), adjuvante no tratamento da toxoplasmose crénica (Martynowicz et al., 2019;
Martynowicz; Doggett; Sullivan Jr., 2020), modulador de canais i6nicos sensiveis a
acidos (ASICs) com o objetivo de controlar doencas inflamatérias como a artrite
reumatoide (Callejo et al., 2020), atua mitigando a hepatotoxicidade induzida por
paracetamol (Xie et al., 2020), além de promover a sensibilizacdo das células do
glioblastoma a acdo do agente antineoplasico sunitinibe (Ho et al., 2021), mostrando
assim que esse composto pode servir de base para o desenvolvimento de substancias
ativas em diversos modelos bioldgicos. Um exemplo cléassico desse desenvolvimento é o
derivado monoclorado do guanabenz, denominado Sephin-1 (2) (Figura 2A), que tem
despertado interesse como neuroprotetor, principalmente pela auséncia dos efeitos
adrenérgicos (Ruiz et al., 2020). Além disso, o derivado 2 demonstrou outras funcdes,
incluindo, atividade antiviral (Fusade-Boyer et al., 2019), modulacdo dos canais i6nicos
sensiveis a acido, promovendo o bloqueio da dor induzida nesses canais por essa espécie
quimica, mecanismo Util para o controle da dor em casos de doencas inflamatdrias
(Callejo et al., 2020).
As AGHs também tém demonstrado potencial para bloquear o receptor de
estrogénios, como é o caso do composto 3 (Figura 2A), um bloqueador do receptor de
estrogénio capaz de reverter a resisténcia do cancer de mama ao tamoxifeno (Lafrate et

al., 2008). Além disso, o composto 4 foi testado contra Trypanosoma cruzi, apresentando
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LCso = 573 uM, considerado atividade moderada para baixa. A andlise qualitativa da
relagdo estrutura-atividade mostrou que a maior atividade foi apresentada por compostos
gue possuem grupos aromaticos com substituintes nas posicdes orto (Messeder et al.,
1995). Além disso, o composto 4 demonstrou a capacidade de inibir a lipase de Candida
rugosa e a lipase bruta do intestino de larvas de Rhynchophorus palmarum, sendo essa
ultima uma praga na agricultura, demonstrando o potencial da substancia para o controle
de pragas (Santana et al., 2019).

Franca et al. (2016) mostraram que as AGH's 5, 6, 7 e 8 (Figura 3A) sdo ativas
contra cepas de carcinoma de colon (HCT-8), melanoma (MDA-MB-435) e glioblastoma
(SF-295), com Glsg < 100 pM. Além disso, o composto 5 foi considerado o composto
menos toxico quando avaliado contra macréfagos J774. Nesse contexto, o derivado 9
demonstrou atividade anti-inflamatéria e analgésica via reducéo da liberacéo de citocinas
pré-inflamatorias, aumento da producdo de 1L-10 e reducdo da atividade neuronal em
camundongos (Sandes et al., 2018), além da capacidade de reduzir o estresse oxidativo e
acdo anti-inflamatdria em um modelo de roedor com sepse neonatal (Heimfarth et al.,
2020). Por fim, foram avaliados derivados de aminoguanidina em diferentes esqueletos
aromaticos contra o T. cruzi, 0s quais apresentaram LCso (concentracdo necessaria para
matar 50% dos parasitas) na faixa de 17 - 876 pM, sendo o composto 10 (Figura 3A) o
mais ativo da série avaliada.

Baseado nas potencialidades das aminoguanidinas hidrazonas e interessados em
explorar as atividades do grupo hidrazinoimidazolina devido a ampla gama de atividades
biologicas, que incluem antimicrobiana, antiproliferativa (Sztanke et al., 2006),
antinociceptiva (Sztanke et al., 2005), anti-T. Cruzi (Pereira et al., 2023), entre outros,
foram desenhados e avaliados moléculas contendo esse grupo. Além disso, alguns
compostos com anéis de cinco membros sdo descritos por sua atividade contra algumas
doencgas, como 0 11, que apresentou CLso de 0,1 a 1 uM (Caputto et al., 2012; Hammoud
et al., 2018), cerca de 500 mais ativo que 4. Assim, neste trabalho, foram sintetizados
compostos incorporando grupos aromaticos ou heterociclicos ao nucleo da
hidrazinoimidazolina (Figura 3B), e foi avaliado as atividades antiproliferativa e
antioxidante, bem como foram realizados estudos biofisicos explorando o modelo de

DNA, para estabelecer o possivel mecanismo de acdo dos compostos.
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Figura 3. A) Alguns exmplos de AGH’s bioativos descritos na literatura. B) Modificagdo proposta no nlcleo do sistema aminoguanidinico.
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5. 3. Resultados e Discusséo
5.3.1. Geral

As estruturas das moléculas AGH-1 — AGH4 avaliadas estdo apresentadas na
Figura 4, onde o nucleo basico aminiguianidinico dessas moléculas foi mantido e variou-
se uma porc¢éo das moléculas com grupos aromaticos e ou heterociclicos aromaticos com
grupos eletrodoadores e eletroretiradores. A sintese e caracterizagdo estrutural dos
compostos, bem como, os demais dados descritos a seguir estdo detalhados por
Guimardes et al., (2024).

Figura 4. Estrutura dos derivados aminoguanidinas hidrazonas avaliados.
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5.3.2. Atividade antioxidante

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos derivados de aminoguanidinas AGH-
1 — AGH-4 foi realizada por meio dos ensaios de sequestro dos radicais DPPH*, ABTS**
e *NO, além do potencial de reducéo de ions Fe(lll) (FRAP) (Tabela 4 e Figura 4). Nesta
avaliacdo foram empregados como controles positivos para comparacao o acido galico
(4cido fendlico), Trolox® (mimético da vitamina E), quercetina (flavondide) e acido
caféico (acido fendlico conjugado), os quais sdo compostos antioxidantes de diferentes

classes e graus de lipofilicidade.
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Tabela 4. Capacidade antioxidante dos derivados aminoguanidicos e dos padrdes, medidas pelos
métodos DPPH*, ABTS " e FRAP.

Métodos
Compostos/ 1Cso0 x
~ FRAP FRAP
Padrdes DPPH® ABTS* _ _
(umol L) (umol L) (A700, 10 pg mLY)  (Azo0 / pmol L)

AGH-1 1160 + 372 33,4+11,9*" 0,375+ 0,050? 2,02 + 0,272
AGH-2 273+ 3° 47,3 + 4,4° 0,367 + 0,010? 1,83 + 0,05?
AGH-3 489 + 1,5 32,3+ 3,4° 0,496 + 0,010° 2,62 +0,05°
AGH-4 181,4 + 0,49 124 + 19 0,351 + 0,030? 1,94 + 0,057
Acido galico 15,3 +7,8° 9,90 £5,828 0,854 + 0,020° 2,91 +0,07>¢
Trolox® 66,3 + 4,8 41,9+ 2,0 0,515 + 0,030° 2,58 + 0,02°

Quercetina 19,2 + 7,4¢ 4,63+3,282 0,496 +0,030° 2,99 +0,18°
Acido caféico 26,6 +4,2° 21,1+ 6,4%¢ 0,768 + 0,010¢ 2,77 £ 0,04 ¢

Concentragdo (uM) necesséria para reduzir 50% da espécie radicalar (ICso); Os valores estdo sendo apresentados como
média + SD (n = 3). Os valores seguidos por diferentes letras subscritas (a-f) na mesma coluna sdo correspondentes a
diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0.05). *Absorvancia normalizada (Abs/concentragdo, pmol L1).
Fonte: Autor, 2024.

Para o ensaio empregando o radical DPPH* o derivado AGH-3 foi 0 mais ativo
dentre os compostos avaliados, inclusive com valor de ICso menor que o Trolox® (Tabela
4), contudo de 2 - 3 vezes menos efetivo que os outros controles positivos. Sztanke et al.
(2018) apresentaram resultados semelhantes para alguns derivados hidrazinoimidazolina
empregando o ensaio com radical DPPH®, enquanto que Baldisserotto et al., (2020)
obtiveram valores de 1Cso entre 10,9 a 7113 pmol TE g para derivados inddlicos. De
modo similar, para 0 ensaio ABTS**, 0 AGH-3 apresentou 0 menor ICso da série de
compostos avaliados, sendo mais efetivo que o Trolox®, e o0 ICso de 2 - 7 vezes maior
comparado aos acidos fendlicos e a quercetina. Faillace et al. (2020), encontraram
resultados diferentes para imidazolinas sulfuradas e oxigenadas, em que foram
necessarios 500 uM dos compostos para inibir de 22 a 99% do radical ABTS*".

Quanto ao método de reducdo de ferro (FRAP), foi possivel notar que 0 AGH-3
foi o composto mais eficiente (0,496 + 0,010) da série avaliada, chegando a apresentar
uma atividade comparavel ao padrdo Trolox® (0,515 + 0,030). Além disso, apos
normalizacdo dos valores (A7oo / umol L), 0 AGH-3 exibiu uma atividade semelhante
aos padrdes acido caféico e &cido galico. Baldisserotto et al. (2020) avaliando compostos
com o ncleo indélico conseguiram valores de 15,1 a 12049 umol TE g (equivalentes
de trolox) de reducdo de ferro. Mihailo Vic et al. (2017), por outro lado, conseguiram
resultados semelhantes aos AGH-1 - AGH-4, para derivados diacilidrazinas e 1,3,4-

oxadiazoéis em termos de unidade de absorvancia (0,173 a 0,478).
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Por desenvolver um papel crucial no processo inflamatorio, além de estar
associado a processos cancerigenos, o radical *NO é uma espécie pro-oxidante que requer
atencdo, em que inibidores desta espécie representam um avango terapéutico
significativo, principalmente no controle de doengas que expressam agdo inflamatdria
(Solaiman et al., 2020). Assim, avaliou-se a capacidade de sequestro de radical *NO do
AGH-3 (mais ativo nos ensaios anteriores) utilizando o Trolox® como padrdo (Figura
5). A capacidade antioxidante foi analisada durante 150 min. Inicialmente (tempo zero),
0 AGH-3 e o0 Trolox® inibiram aproximadamente 38% do radical gerado, contudo, a

inibicdo do AGH-3 foi 22,3% menor quando comparado ao padréo.

Figura5. Gréficos que expressam a capacidade do derivado aminoguanidinico AGH-3 e o padrao
Trolox® em sequestrar o radical ‘NO. A) Concentracdo de nitrito formada em fungéo do tempo de
reacdo. B) Porcentagem de inibigdo em fungéo do tempo.
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Fonte: Autor, 2024.

A diferenca em atividade de eliminagdo de radicais livres entre 0s quatro
compostos avaliados, pdde ser relacionado a presenca dos diferentes substituintes na
porcdo aminoguanidina. Neste sentido, notou-se que a presenca do heterociclico
aromatico indolico, associado a presenca de 3 centros de ligacdo de hidrogénio aumentou
significativamente a atividade antioxidante do AGH-3 em relacéo aos demais compostos
da série avaliada. Assim, vale ressaltar que as ligacGes de hidrogénio em compostos na
forma neutra ndo aumentam a atividade antioxidante, mas apds a abstracéo do hidrogénio,
h& uma maior facilidade na estabilizacdo do radical (Scott et al., 2007). O AGH-2 que
também demonstrou eficicia frente alguns radicais avaliados, apresenta um grupo

eletroretirador forte (-CN), o qual pode auxiliar no processo de estabilizacdo da espécie
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radicalar formada. De um modo geral, esses estudos indicam gque os compostos avaliados
podem apresentar dois mecanismos de agdo antioxidante, transferéncia de &tomo de
hidrogénio (HAT), quando apresentaram atividade via método ABTS** e DPPH" e,
transferéncia de elétrons quando exibiram atividade antioxidante via FRAP (Gulcin,
2020). Neste sentido, levando em consideracdo a eficiente atividade antioxidante frente
aos métodos avaliados, decidiu-se avaliar os compostos quanto a sua atividade

antiproliferativa frente a diferentes cepas de células cancerigenas humanas.

5.3.3. Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa in vitro dos derivados aminoguanidinicos foi
realizado de acordo com o modelo NCI-60, em que os derivados foram testados contra
um painel de linhagens celulares tumorais e ndo tumorais humanas (Tabela 5). A
atividade média contra linhagens de células tumorais evidenciou que o0 AGH-3 ( média
do log (Glso) = 1,3), foi o derivado aminoguanidinico mais ativo, seguido por o AGH-2
e AGH-4 ( média do log médio( Glso) = 2). O AGH-1 apresentou-se inativo (Glso > 900
MM para todas as linhagens celulares). O AGH-3, o mais ativo mostrou efeito citostatico
promissor contra adenocarcinomas renais (786-0, Glsp = 6,3 uM), ovarianos (OVCAR-
03, Glso = 11,0 pM), colorretais (HT-29, Glso = 13,5 uM) e leucemia ( K562, Glso = 16,0
uM). Além disso, os compostos AGH-2 — AGH-4 apresentaram indices de seletividade
(IS) inferiores a 3 para diversas linhagens celulares (EI-Miligy et al., 2018; Hassan et al.,
2021). As excegdes foram AGH-2 contra 786-0 (IS = 8,9) e linhas celulares OVCAR-03
(IS = 2,8) (Tabela 5). O indice de seletividade refere-se a toxicidade no alvo (Muller;
Milton, 2012) sugerindo que os derivados de aminoguanidina avaliados podem induzir in
vivo alguns efeitos adversos relacionados a inibicdo do crescimento celular em tecidos
normais, como mucosa e medula Ossea. Avaliacdo complementares in vivo sdo
necessarias para avaliar esta hipotese.

Os dados aqui produzidos (Tabela 5) permitem racionalizar que a atividade
antiproliferativa dos AGH-1 - AGH-4, pode estar associada a pelo menos dois fatores:
(i) a presenca de centros doadores e aceitadores de ligacfes de hidrogénio e (ii) a
propriedade eletrénica associada a presenca de grupos eletrodoadores e eletroretiradores
de elétrons . Os compostos de maior atividade inibitéria mantém respectivamente, uma
relacdo 3/2 ou 2/3 quanto aos centros de ligagdes doadoras ou receptoras de ligagédo de
hidrogénio. Além disso, os substituintes retiradores de elétrons nos derivados AGH-1 e
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AGH-2 reduziram o efeito citostatico, resultados semelhantes foram descritos para
derivados de éster do &cido cafeico (Xie et al., 2017).

O processo de anelacdo levou ao aumento da atividade antiproliferativa do AGH-
3 e do AGH-4, em relacdo ao demais compostos, possivelmente devido ao aumento da
lipofilicidade dos compostos, consequentemente levando a uma maior penetracdo na

bicamada lipidica das células.
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Tabela 5. Perfil antiproliferativo dos compostos AGH-1 - AGH-4 e da doxorrubicina (controle positivo).

Parametros AGH-1 AGH-2 AGH-3 AGH-4 Doxorubicin
Glso? S.1P Glsg S.IL. Glsg S.1L. Glsg S.L. Glso S.L.
U251 > 900 n.C. 164.0 15 20.4 0.6 96.3 0.9 0.48 1.0
MCE-7 > 900 n.c. 239.0 1.0 30.7 0.4 99.8 0.9 0.31 15
ADNRC/EES > 900 ne. 90.9 2.8 85.3 0.1 94.3 1.0 0.57 0.8
786-0 > 900 n.c. 28.0 8.9 6.3 2.0 91.2 1.0 0.09 5.3
NCI-H460 > 900 n.c. 289.0 0.9 15.1 0.8 99.0 0.9 0.18 2.7
PC-3 > 900 n.c. 314.0 0.8 28.1 05 98.4 0.9 1.43 0.3
OVCAR-03  >900 n.c. 5.8 42 11.0 1.2 92.0 1.0 1.99 0.2
HT-29 > 900 n.c. 273.0 0.9 135 0.9 96.2 0.9 2.21 0.2
K562 > 900 n.c. 191.0 13 16.0 0.8 113.0 0.8 0.69 0.7

|og/(|ce;a|20)° n.c. n.c. 2.2 i 13 i 2.0 i _0.2 i

HaCaT > 900 ; 250 ; 12.7 ; 90.1 i 0.48 i

3Concentragdo (LUM) necessaria para provocar 50% de inibigdo da proliferacdo celular (Glso); PIndice de seletividade (1.S.): calculado como IS = (Glsy (HaCaT))/(Glso célula
tumoral); “Média do log Glso: atividade antiproliferativa média expressa em escala logaritmica; n.c. = ndo calculado (valores de 1Gs, maiores e/ou menores que as concentragdes
experimentais (0,25 a 250 pg mL-1 para AGH-1 - AGH-4; 0,025 a 25 g mL-1 para doxorrubicina). Tempo de exposicdo = 48 h. Apos Nos ensaios, 0s valores de Glsp em g
mL! foram normalizados para M. Linhas celulares tumorais humanas: U251 = glioblastoma; MCF-7 = adenocarcinoma da mama; NCI-ADR/RES = adenocarcinoma de ovario
multirresistente; 786-0 = adenocarcinoma de rim; NCI-H460 = carcinoma de células ndo pequenas do pulmdo; PC-3 = adenocarcinoma da préstata; OVCAR-03 =
adenocarcinoma do ovario; HT-29 = adenocarcinoma colorretal; K562 = leucemia miel6ide crénica. linha celular tumoral: queratindcito imortalizado (HaCaT).

Fonte: Elaborado por: Folglio, Mary Ann, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Unicamp, 2024.
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A doxorrubicina, o controle positivo experimental, € uma antraciclina néo
seletiva. O composto é descrito como um medicamento multialvo que se liga & enzima
topoisomerase 11, intercalando o DNA e inibindo a RNA polimerase |, induzindo assim a
morte celular (Tacar; Sriamornsak; Dass, 2013). Com base na avaliacdo de longo prazo
de potenciais medicamentos anticancer, o NCI propds que o perfil antiproliferativo pode
refletir o mecanismo de acdo de um composto (Shoemaker, 2006). Assim, as diferencas
observadas entre AGH-1 - AGH-4 e a doxorrubicina sugeriram que os derivados
aminoguanidinicos podem apresentar mecanismos de acdo diferentes da doxorrubicina.
Nessa linha, compostos com substituintes indol foram relatados como afetando a
proliferacdo celular por ligagdo ao DNA (Loncar et al., 2021; Lafayette et al., 2017).
Assim, a interacdo do derivado aminoguanidinico contendo um substituinte indol (AGH-

3) com um modelo de &cido nucléico foi avaliada.

5.3.4. Interacdo do AGH-3 com ctDNA
5.3.4.1. Estudos por UV-vis

A espectrometria de absorcdo no UV-vis foi utilizada nos estudos iniciais para
avaliacdo da formacao do complexo AGH-3-ctDNA, pois esta técnica permite determinar
a formacdo de complexos supramoleculares e possiveis alteragdes estruturais na
macromolécula a partir de mudancas espectrais (Sirajuddin; Ali; Badshah, 2013; Wang
et al., 2019). As absorcdes do AGH-3 livre em 310 nm (Aach-3 = 0,5193), do ctDNA
(Actona = 0,0491) e do complexo AGH-3-ctDNA (Acomplex = 0,5566) foram registradas
(Figura 6). Uma vez que os valores das absorvancias do complexo AGH-3-ctDNA
(Acomplexo) Toram diferentes da soma dos valores das absorvancias do ligante e ctDNA
livres (AacH-3 + Actiona), OU Seja, AacH-3 + AcpNa # AAGH-3-ctoNA, € UM indicativo que
houve a formacdo de complexo entre o ligante avaliado e a macromolécula (Silva et al.,
2016; Wu et al., 2007).
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Figura 6. Espectros de absor¢do no UV-vis dos diferentes sistemas. A) ctDNA e AGH-3 a 10
uM. B) Titulagdo espectrofotométrica do AGH-3 (10 uM) com diferentes concentra¢bes do
ctDNA. Condicéo: pH = 7,4 em Tris-HCI 50 mM com100 mM NacCl a 30 °C.
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- = AGH-3
- = Complex
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Fonte: Autor, 2024.

A formacdo do complexo do DNA com pequenas moléculas altera a magnitude
da posicdo da banda de absorvancia em 260 nm, a qual pode ser correlacionada com a
forca do processo de interacdo (Afrain et al. 2017; Thomas; Sukumaran; Sudarsanakumar,
2019). O efeito hipercromico é um indicativo de variagdes estruturais na dupla hélice do
ctDNA quando complexada ao AGH-3 (Husain et al. 2017; Sirajuddin; Ali; Badshah,
2013) assim como, a ocorréncia de interaces nao covalentes entre o derivado

aminoguanidinico e o &cido nucléico (Rehman et al 2015).

5.3.4.2. Avaliagéo da interagéo de ctDNA-AGH-3 por fluorescéncia molecular

Os parametros de ligacdo referente ao processo de interacdo do AGH-3 com o
ctDNA foram determinados por meio de titulacdo fluorimétrica. A adi¢do de quantidades
crescentes de ctDNA as solugdes contendo o derivado aminoguanidinico AGH-3, levou
ao aumento da intensidade de fluorescéncia (Figura 6A) proporcional a concentracdo do
ligante. Assim, racionalizou-se que devido ao processo de interacdo AGH-3-ctDNA
houve restricdo a rotacdo do composto, o qual tornou-se mais planar aumentando a
sobreposicao dos orbitais rt, e desta forma, intensificando a emissao de fluorescéncia (Da
Silva et al., 2017; Han et al., 2014). Em condicdo de pH fisioldgico, o0 composto AGH-3
[pKa1 = 1,93 (grupo iminico), pKa2 = 7,56 (grupo imidazolinico), pKas = 14,16 (grupo
indolico)] encontra-se distribuido na forma de duas espécies principais, uma neutra (41%)
e outra protonada (59%), as quais podem ligar-se a macromolécula por interacoes
eletrostaticas e ligacdo de hidrogénio, influenciando assim, nas propriedades

espectroscopicas do complexo supramolecular. A constante de ligacdo (Kp), para o

400
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complexo AGH-3-ctDNA foi calculada a partir da linearizacdo da equacdo de Benesi-
Hildebrand modificada (Equacéo 2):

1 1 L1
AF  K,(F—F,)[DNA] F-F,

(Equacéo 2)

Na qual, F e Fo sdo as intensidades de fluorescéncia na presenga e na auséncia da espécie,
respectivamente, K, refere-se a constante de ligagdo e [ctDNA] & concentracdo da
macromolécula. A constante de ligacdo foi calculada a partir da linearizacéo 1/(F - Fo) vs.
1/[Ccona] (Figura 7B), em que Kp apresentou o valor de 2.89(+ 0.11)x10° M,
Compostos com o nucleo ind6lico e diferentes padrdes estruturais apresentam magnitude
de Kp de 3.80x10° a 4.17x10” M ao interagirem com é&cido nucleico (tDNA) em

condicdes fisioldgicas (Tabela 6).

Figura 7. Avaliacdo da interagdo AGH-3-ctDNA por fluorescéncia molecular (condigéo: pH
=7.4, Tris-HCI 50 mM, 100 mM NaCl) a 30 °C. A) Espectro do AGH-3 (10 uM) com adic¢des
crescentes (1, 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 uM) de ctDNA. B) Grafico de 1/(AF) versus
1/[Cpna] utilizado para a determinagdo de Kbp.
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Fonte: Autor, 2024.
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Tabela 6. Parametros de interagdo com ctDNA para alguns compostos semelhantes as AGH’s avaliadas.

H
N 1- X= Ry=S; R,=NHy; Rg=0
7/ 2- X=R,= S: Ry=H; Rg=0
— XYR1 3- X=S; R4=R3=0; R,=H
N 4- X= NH, R1=R3=S; R2=NH2
Ry Ro

Acido nucléico- ctDNA

Kb- (1) 5,69x10%(2) 4,51x10* (3)7,26x10* (4) 6,27x10* M
Técnica- UV-Vis

Ksv Competicdo- *N. E.

Modo de ligacdo- N. E.

pH- 7.6
Referéncia- Lafayette et al. (2017)
0
R
N\ s 1. R4=H R,=CH,
)\ 2. R1=H R2=CH2CH3
(@] N \N 3. R1=Br R2:CH3
N>~ 4. R1=Br R2=CH2CH3
OO % Ri
HN

Acido nucléico- ctDNA

Kb- (1) 1.24x10°(2) 2.55x10°(3)6.89%10° (4) 1.36x10° M!
Técnica- UV-Vis

Ksv Competicio- [EB-ctDNA] (1) 0.54x10* (2) 0.38x10*
0.74x10* (4) 0.63x10* M

(3)

W=
A 00

OoOmnzI

N
HN /Nj
e call
\/N\/\O

Acido nucléico- ctDNA
Kb-(1) 7.94x10° (2) 1.0x10°(3) 6.31x10°M™*
Técnica- Fluorescéncia
Ksv Competicdo- N. E.
Modo de ligacdo- N. E.

pH- 7.0
Referéncia- Popov et al. (2017)
R2
1. Ry=H R,=Br
i\ 2. R4=H R,=H
O SN 3. R4=Br Ry=Br

N 4. Ry=Br Ry=H
0y
HN

Acido nucléico- ctDNA

Kb- (1) 2.08x10° (2) 6.99x10° (3)3.12x10° (4) 1.1x10° M

Técnica- UV-Vis

Ksv Competicdo- [EB-ctDNA] (1) 0.43x10* (2) 0.77x10* (3) 0.69x10*
(4) 0.77x10* M1
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M-
Modo de ligacdo- Groove

pH- 7.6

Referéncia- Alves et al. (2021)

Acido nucléico- ctDNA

Modo de ligacdo- Groove
Técnica- UV-Vis

pH- 7.0

Referéncia- Popov et al. (2019)

[DAPI-ctDNA] (1) 0.60x10% (2) 2.58x10% (3) 7.59x10% (4) 2.65x10% [DAPI-CtDNA] (1) 4.02x10% (2) 4.59x10% (3) 2.13x10% (4) 2.72x10* M-
1 1

Modo de ligag&o- Groove
pH- 7.6
Referéncia- Alves et al. (2021)

N< N 1. X=CH,; R= 4,5-dihydro-1H-imidazol-3-ium
°N 2. X=CH, R=ClI
7 0 3. X=0 R= (isopropylamino)methaniminium
=N 4. X=0 R=Cl
HNOR 5. X=[1,1-biphenyl]-4,4'-diol R=ClI
6. X=[1,1"-biphenyl]-4,4'-diol R=H

Kb- (1) 4.17x107 (2) 1.10x107 (3) 4.79x10° (4) 1.62x10° (5-6) ~1.00x10* M

*N.E. - N&o estabelecido; Kb: Constante de ligacdo; Ksv: Constante de Stern-Volmer.

Fonte: Autor, 2024.
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5.3.4.3. Estudos de competicao por fluorescéncia

O modo de interacdo entre AGH-3 e ctDNA foi determinado a partir de ensaio de
competicdo empregando sondas classicas com modo de ligacdo bem estabelecido com
DNA, neste caso, foi usado o Hoechst (HO, groove menor) e o brometo de etidio (EB,
intercalante) (Husain et al. 2017; Huang et al. 2015; Prieto et al. 2014). O EB e HO séao
sondas que na forma livre apresentam baixa intensidade de fluorescéncia em meio aquoso,
mas ao interagirem com os pares de bases da dupla hélice do DNA exibem aumento na
intensidade de emissdo de fluorescéncia (Mirzaei-Kalar, 2018). Assim, no ensaio de
competicdo se o ligante AGH-3 desloca HO ou EB do complexo sonda-DNA, ocorre
reducdo da intensidade do sinal analitico indicando que o composto avaliado apresenta o
mesmo modo de ligacdo da sonda deslocada (HO ou EB). A magnitude do processo de
reducdo da intensidade de fluorescéncia na presenca do AGH-3 foi calculada a partir da
constante de Stern-Volmer (Ksv) (Equacéo 3):
;0 =1+ K, [PA83] Equagdo (3)
Fo e F s3o as intensidades de fluorescéncia na auséncia e na presenca do AGH-3,
respectivamente. A constante de Stern-Volmer (Ksv) foi determinada a partir do slope da
linearizacao da relagdo (Fo/F) vs. [AGH-3]. Desta forma, o modo de ligagdo preferencial
do AGH-3 com o ctDNA foi avaliado adicionando quantidades crescentes desse, aos
sistemas EB-ctDNA ¢ HO-ctDNA. A adicdo de AGH-3 em ambos os sistemas sonda-
ctDNA (sonda = HO ou EB) levou a supressao da intensidade de fluorescéncia, assim, de
forma indireta a magnitude do processo de interagdo (Ks) e a estequiometria do complexo
AGH-3-ctDNA (n) foram calculados a partir da linearizagdo da Equacao 4 (Qais et al.
2017; Kalaivani et al. 2013), baseada na relacao log[(Fo - F)/F] vs. log[ AGH-3] (Figura
8.A-D).
F-F

log =log K, +nlog[PA83] Equacdo (4)
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Figura 8. Avaliacdo do modo de interacdo AGH-3-ctDNA (condigdo: pH=7.4, Tris-HCI 50 mmol
L%, 100 mmol L™t NaCl) a 30 °C. (A) Competicdo do AGH-3 com o complexo EB-ctDNA. (B)
Competi¢do do AGH-3 com o complexo HO-ctDNA. (C) Gréfico de Stern-Volmer para 0 AGH-
3. (D) Curva logaritmica para o calculo da constante de ligacdo do AGH-3 com ctDNA.
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Fonte: Autor, 2024.

Os valores de Ksv para os sistemas EB-ctDNA [3.97 (+ 0.22)x10% M?] e HO-
CtDNA [2.23 (+ 0.20)x10° M1, a partir da titulagdo com o AGH-3 indicou que o ligante
foi capaz de deslocar ambas as sondas de forma similar, contudo com certa preferéncia
para 0 modo de ligacdo por intercalacdo (Tabela 7). Este comportamento foi verificado
também quanto a constante de ligacdo indireta sendo obtidos valores de Ky = 2.59(+
0.65)x10* M (EB-ctDNA) e 1.22(+ 0.72)x10* M (HO-ctDNA) (Tabela 7), indicando
que a afinidade do ligante moderada para o acido nucléico (WU et al., 2007). Santos-
Junior et al. (2021) avaliando derivados tiazol-quinolina com 0s mesmos sistemas sonda-
ctDNA utilizados nesse trabalho, e conseguiram valores de Ksv iguais a 5.90x10° M
(EB-CtDNA) e 3.13x10* Mt (HO-ctDNA) e Kj, de 2.30x102 M (EB-CtDNA) e 4.30x10°
M1 (HO-ctDNA), indicando maior afinidade dos ligantes pela regido do groove menor.
Alves et al. (2021) por outro lado, conseguiram valores de Ksy na ordem de 10* M para
derivados indélicos quando utilizado sistemas de competicdo intercalante (EB-ctDNA) e

groove menor (DAPI-ctDNA). Assim, para determinar a afinidade relativa e confirmar o
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modo de interacdo preferencial, calculou-se a probabilidade intercalativa do AGH-3
(Phadte et al., 2019), o qual apresentou 62% de preferéncia pelo modo de ligacdo por
intercalacdo (Tabela 7), corroborando com o os valores de Ksv e K, apresentados
previamente. Por fim, os valores de n para os dois sistemas avaliados foram
aproximadamente 1, demonstrando que a interacdo AGH-3-ctDNA ocorre com uma

estequiométrica 1:1 (Tabela 7).
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Tabela 7. Valores das constantes de Stern-Volmer (Ksv), constante de ligagdo (Ky), nimero de sitios (n) e probabilidade intercalativa do modo de interacéo
entre 0 AGH-3 e o ctDNA (ou sonda-ctDNA) para 25°C.

Probabilidade intercalativa ao ctDNA

Constante de Stern-Volmer Parametros de ligacéo para 0 AGH-3!
Sonda 7 "
SV b 0
(103 M_]_) R (104 M_]_) R N IEB/ GHO A)I
EB 3.97+£0.22 0.98833 2.59 £ 0.65 0.9944 1.18 + 0.04 164 62
HO 2.23+0.20 0.96188 1.22+0.72 0.9667 1.22+0.14 '

ICritérios calculados: Iso/Gso = leg / Iro, onde lproes = 10g[Kproer)] / Cso. O pardmetro Cso é a concentragdo (uM) de AGH-3 para 50% do quenching de fluorescéncia para a
sonda EB ou HO em condigdes experimentais. A %l foi determinada usando a seguinte equagdo: %l = [1 + (Is0o/Gso) 1]*x100% (PHADTE et al., 2019). Kpeg) = 7.75%106 M
and Kpgoy = 4.75x107 M* (Anuradha; Alam; Chaudhury, 2010). Kb: Constante de ligagdo; Ksv: Constante de Stern-Volmer; EB: Brometo de etideo; HO: Hoechst

Fonte: Autor, 2024.
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5.3.4.4. Estudos de desnaturacéo térmica do DNA

A dupla hélice do DNA pode ser estabilizada pelas ligagdes de hidrogénio e
interacbes de empilhamento entre as bases purinas e pirimidinas que compdem a
macromolécula. O aumento da temperatura leva ao enfraquecimento dessas forcas que
estabilizam a estrutura helicoidal da macromolécula e assim, levando a separacdo dos
pares de bases e formacdo de fitas simples de DNA. Esse processo é conhecido como
desnaturacdo térmica do DNA e o valor de temperatura (Tm) em que se tem 50% do DNA
na forma de fita simples e 50% na forma de fita dupla é empregado como parametro para
avaliacdo do modo de ligacdo (Qais et al., 2017; Qais; Ahmad, 2018). Desta forma,
quando pequenas moléculas interagem com o DNA podem ocorrer variagdes no valor de
Tm, 0S quais séo dependentes do modo preferencial de ligacdo. O valor de Tm para o
ctDNA livre e o complexo AGH-3-ctDNA foi de 76,2 e 82,2°C (ATm = 6 °C),
respectivamente (Figura 9). Desta forma, como a ATm > 5 °C tem-se um indicativo que
0 modo de ligacao preferencial de AGH-3-ctDNA seria por intercalacdo (Hussain et al.,

2021), corroborando com os estudos espectroscopios baseados em ensaios de competicéo.

Figura 9. Curva de desnaturacdo térmica do ctDNA livre e do complexo formados entre a
macromolécula e o derivado aminoguanidinico hidrazona (AGH-3-ctDNA).
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Fonte: Autor, 2024.
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5.3.4.5. Estudos de Docking molecular

Os resultados de docking molecular sdo frequentemente usados para prever ou
provar a interacdo entre um ligante e uma molécula alvo, como no caso do ligante AGH-
3 e DNA.(Meng et al., 2011; Stanzione; Giangreco; Cole, 2021 ) Embora a precisao das
previsdes de docking dependam da qualidade dos modelos de estrutura molecular, dos
parametros de energia e dos métodos de célculo utilizados, essas previsdes, sao
frequentemente capazes de fornecer informacdes Uteis sobre a interacdo molecular.

Neste caso especifico, os resultados de docking molecular sugerem que o ligante
AGH-3 interage com pares de bases no sulco principal do DNA, e também entre esses
pares de bases, através de uma combinacdo de ligacGes de Van der Waals, ligacGes de
hidrogénio e interacfes -aniéns (Figura 10). Além disso, o valor de energia de afinidade
(AG de -7,7 KJ mol) sugere que o processo de interacdo entre 0 AGH-3 e o DNA ¢
favoravel. Assim, como os resultados experimentais também mostraram que o ligante
AGH-3 interage com o DNA nas posicdes previstas pelo modelo de docking molecular,

pode-se afirmar que os resultados tedricos corroboraram os resultados experimentais.

Figura 10. Docking molecular entre o ligante AGH-3 e o DNA (PDB ID:1BNA). Formagéo do
complexo (AGH-3-DNA) e interacdo entre o ligante (AGH-3) e a macromolécula (DNA).

Interactions

[] vanderwaals [ Pi-anion

[ conventional Hydrogen Bond

Fonte: Autor, 2024.
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5.4. Concluséo

O composto AGH-3 foi o derivado que apresentou a atividade antioxidante mais
promissora sendo melhor que o Trolox®, e foi 0 mais efetivo frentes as linhagens celulares
tumorais avaliadas. O mecanismo de acdo do derivado AGH-3 possivelmente esta
relacionado a interacdo ao DNA, a qual ocorreu via formacdo de um complexo
supramolecular fluorescente, preferencialmente por intercalagdo. Assim, pode-se sugerir
que a presenca do grupo indolico, associado a grupos aminoguanidinicos pode aumentar
a atividade antioxidante, a afinidade de ligacdo ao DNA e a atividade anticancer de novos

compostos.
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7. Secdo 2- Estudos biofisicos de interacéo e inibicdo da urease utilizando bases de

Schiff derivadas de tiossemicarbazonas hibridas com pirazois

7.1. Introducéo

A urease (ureia amidohidrolase EC 3.3.1.5) é uma metaloenzima niquel
dependente. Essa enzima encontra-se amplamente distribuida na natureza e em
organismos Vvivos, encontrando-se em bactérias, leveduras, fungos, algas, residuos de
animais e plantas (Kafarski e Talma, 2018; Kappaun et al., 2018). No entanto, todas
catalisam a hidrolise da ureia em amdnia ((NH2)2CO(s) + H20(1) — NHz(g) + CO2(q))
(Lage et al., 2018; Tavares et al., 2023). As consequéncias da hidrélise da ureia induzida
pela urease e 0 aumento do pH causado pela producéo de NHs desencadeiam problemas
em diversos setores. A presenca dessas enzimas no solo, no estbmago e na urina humano
requer atencdo especial do ponto de vista econdmico, agricola, clinico e ambiental, uma
vez que esta associada a diversos problemas. Em humanos, a bactéria Helicobacter pylori
(H. pylori) pode colonizar o estbmago levando a doencas, como Ulceras gastricas, gastrite,
e até o desenvolvimento de cancer de estbmago (Graham e Miftahussurur, 2018; Tavares
et al., 2022). Outras bactérias ureoliticas, como Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)
e Proteus mirabilis, estdo envolvidos em pneumonias, formacéo de célculos renais e
infeccOes no trato urinario (Paczosa e Mecsas, 2016; Svane et al., 2020). Na agricultura,
bactérias ureoliticas estdo presentes nas fezes e urina dos animais e no solo, sendo
responsaveis por perdas considerdveis de nitrogénio tanto no chorume quanto de
fertilizantes sintéticos, como a ureia. Essa perda de nitrogénio ocorre junto a emissao de
gases que podem contribuir com o efeito estufa (Ding et al., 2023; Patra e Aschenbach,
2018). Bactérias ureoliticas estdo presentes nas urinas e sdo responsaveis por aumentar a
velocidade de liberacdo da amodnia, um dos principais responsaveis pelo cheiro
desagradavel em banheiros (Senecal e Vinneras, 2017; Vasiljev et al., 2022).

Numerosos desafios associados as bactérias ureoliticas impulsionam pesquisas
continuas sobre estratégias para controlar a atividade ureolitica desses microrganismos.
A inibicdo da urease é frequentemente empregada no tratamento médico de infeccdes
causadas por bactérias ureoliticas (Rego et al., 2018; Svane et al., 2020). Essa inibicao
geralmente é realizada por meio de pequenos inibidores moleculares que sdo seguros e
metabolicamente estaveis in vivo. Na agricultura, sdo utilizadas outras moléculas
pequenas inibidoras de urease, especialmente o tiofosfato de N-(n-butil)-triamida

(NBPT), como aditivos em formulagdes de fertilizantes sintéticos de ureia. Isso visa
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reduzir a perda de nitrogénio do fertilizante nos campos, retardando o processo de
volatilizagdo da amonia para o ambiente (Kafarski e Talma, 2018; Kappaun et al., 2018).
Em banheiros, ainda ndo sdo utilizadas medidas de controle do processo de catalise da
hidrolise da ureia, sdo utilizados hidrocarbonetos clorados como agentes odorizantes
(Zhou et al., 2024) para sobrepor o cheiro da amonia volatilizada e de outros gases que
liberam odores indesejados.

Esses problemas destacam areas de aplicacdo dos inibidores de urease e a
importancia de um conjunto diversificado de compostos, capazes de atuar efetivamente
contra a urease em contextos variados, abrangendo desde aplicacbes farmacéuticas e
agricolas ateé na area de saneantes. Nessa linha, destacam-se as bases de Schiff, uma classe
de composto descrita na literatura por possuir diversas atividades biolégicas, incluindo:
aplicacdes como sondas fluorescentes (Shellaiah et al., 2024; Sun et al., 2023), atividade
antioxidantes (Kareem et al., 2021), anti-HIV (Khadra et al., 2015), antiurease (Mentese
et al.,, 2017), antifingica e anticancerigena (Jain et al., 2023) entre outras. As
tiossemicarbazonas por sua vez, sdo uma classe de moléculas que possuem a por¢do imina
(base de Schiff). Devido a presenca dos grupos C=S e NH atuando como sitios de
coordenacdo doadores de elétrons, as tiossemicarbazonas apresentam uma ampla
variedade de propriedades farmacolégicas, incluindo atividade antimicrobiana (Gupta et
al., 2022), atividade antimalérica (Oliveira et al., 2008), atividade antiproliferativa
(Findik et al., 2023) e atividade antiureolitica, a qual pode estar associada a sua
semelhanca estrutural com a uréia (Gupta et al., 2022; Islam et al., 2023). Atrelado a
essas, destacamos também os pirazois, uma classe de compostos heterociclicos com alto
interesse medicinal (Faria et al., 2023). Esse heterociclico esta presente em medicamentos
aprovados por orgdos de regulamentacdo, como a ANVISA, entre eles pode-se citar o
celecoxibe um inibidor seletivo anti-inflamatério da COX-2 e o alopurinol, utilizado no
tratamento da gota (Li et al., 2022). Dessa maneira, a combinacdo destes grupos
farmacoféricos pode conduzir a formagdo de uma gama de compostos altamente
bioativos. Neste estudo, investigou-se o perfil inibitorio da urease Jeak Beans (Canavalia
ensiformis) por meio de uma série de bases de Schiff derivadas de tiossemicarbazonas e
hibridas com pirazois em diferentes sistemas in vitro. Além disso, foi examinado o
possivel mecanismo de acdo desta classe, selecionando um potencial composto para o

desenvolvimento de novos inibidores da urease.
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7.3. Resultados e discusséo

As bases de Schiff hibridas com pirazois e derivadas de tiossemicarbazonas (307-
313 e 317) foram sintetizadas por meio de reagdes de ciclocondensacdo pelo grupo de
pesquisa de Sintese de Heterociclicos (SINTHET) da UEM. A sintese foi coordenada pela
Dra. Fernanda Andreia Rosa e os detalhes estdo documentados na literatura (Camargo et
al., 2020). Os compostos tiveram seu potencial de inibicdo da urease avaliados,
empregando como controle positivo a tioureia (T10), tiofosfato de N-(n-butil)-triamida
(NBPT) e a hidroxiuréia (HU). A Figura 11 ilustra a estrutura geral dos compostos
avaliados e destaca os principais grupos funcionais que podem se envolver na formagéo

de interacOes essenciais para o processo de inibi¢do da urease.

Figura 11. Estrutura e destaque dos principais grupos presentes nas moléculas e suas
caracteristicas. A. Nucleo basico dos compostos 307 — 312. B. Ndcleo basico dos compostos 313
e 317. C. Substituintes presentes nos compostos 307 — 313 e 317.

A. R B. C.
H ~-R=
A . @, 308-R=F
@ 309-R= CI
310-R = Br
307 - 312 313, 317
3l11-R=H
Grupos eletrodoadores e eletroretiradores
312 -R =0Me
Grupos aceptores e doadores de ligacdo de hidrogénio e passiveis de
complexar a&tomos metalicos 313-R = NO,
O Grupo passivel de complexar atomos metalicos 317-R=H
O Grupos aceptores e doadores de ligacéo de hidrogénio

Fonte: Autor, 2024.

7.2.1. Inibicdo in vitro da urease

Os estudos de inibicdo enzimatica foram realizados usando o método do
indofenol, também conhecido como método de Berthelot, na presenca de urease Jeak
Beans (Canavalia ensiformis) e ureia. Inicialmente foi realizado um screening numa
concentragdo fixa (100 uM) e comparando com os inibidores classicos TIO, NBPT e HU
para selecionar os compostos mais ativos (Figura 12). Nas condicdes avaliadas (100 uM),
0S compostos inibiram a urease numa faixa de 31 a 87%, podendo esses resultados

estarem associados justamente a presenca dos grupos destacados nas estruturas da Figura
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11.A e B. Zahra et al., (2022) avaliaram aciltioureias a base de acetilfenol e observaram
que a atividade desses compostos estava atrelada principamente a presenca de grupos
eletrodoadores, eletrodoadores, bem como a presenca de grupos passiveis de serem
aceptores e doadores de ligactes de hidrogénio. Assim, os compostos 307 — 310 e 0 312
apresentaram inibicdo da urease superior a 50% (Figura 12). Assim, os resultados do
screening na concentracdo de 100 uM mostraram que os compostos do nucleo 1 (Figura
11A) apresentaram percentuais de inibicdo da urease superior aos compostos do nucleo 2
(Figura 11B), podendo esses resultados estarem associados & presenca da metila no
atomo de enxofre, em que, os dois pares de elétrons livres nesse atomo (nucleo 1), podem
levar a um processo de complexacdo mais efetiva de atomos metalicos (Islam et al.,
2023), como 0s niqueis presentes no sitio ativo da urease, por exemplo. Nesse caso
especifico, a proposta de interacdo pode ser sugerida por meio da teoria de Pearson para
acidos e bases moles e duros. Como o Ni(ll) caracteriza-se como um &cido intermediario,
tenderia a interagir mais efetivamente com regides mais duras, como as presentes nas
moléculas do nucleo 1, onde o enxofre ndo possui a metila.

Figura 12. Percentual de inibi¢do da urease C. ensiformis pelas bases de Schiff hibridas com

pirazois e derivadas de tiossemicarbazonas na concentragcdo de 100 uM. Condigdes: Tampdo
fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4 30 °C.
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Fonte: Autor, 2024.

Em seguida, o valor de 1Cso das bases de Schiff hibridas com pirazois e derivadas

de tiossemicarbazonas foi determinado pelo método grafico (Figura 25 em anexo) em



99

comparacdo aos inibidores (Tabela 8) para selecionar aquele com menor valor contra a
urease Jack bean.

Os resultados do 1Cso de inibicdo da urease demonstraram que a presenga do grupo
eletrodoador (OMe) aumentou em até 3 vezes a inibicao da urease pelo composto 312 em
relacdo aos compostos com grupos eletroretiradores (307 — 310). Isso pode estar
associado a um fenémeno push-pull nas moléculas, onde a presenca do grupo doador de
elétrons pode aumentar a densidade eletronica em regides especificas da molécula. Essas
regibes, por sua vez, podem interagir de forma mais eficiente com os residuos de
aminoacidos na enzima ou mesmo com o0s cofatores no sitio ativo. O efeito push-pull de
hibridos pirazois é muito explorado pra aplicacdes fotofisicas (Nair; Sunil Kumar; Sivan,
2022). Além disso, quando se compara com inibidores cléssicos da urease, 0 composto
312 apresentou um ICsp de inibicdo dessa enzima comparével estatisticamente ao padréo
TIO (teste de Tukey, p < 0,05).

Tabela 8. Concentracdo dos compostos e padroes capaz de inibir 50% a atividade enzimatica da
urease C. ensiformis (ICso). Condicdes: Tampdo fosfato de sédio 20 mM pH 7,4 30 °C.

N’N\ CF;
TN
R NH,

Ligante R 1Cso (UM) Ligante R I1Cs0 (LM)
307 NO> 64,12 + 6,56 2P 312 OCH3s 25,18 +0,73¢
308 F 72,61 +0,21° NBPT - 0,23 +0,0¢
309 Cl 76,09 * 3.56° TIO - 25,34 + 0,24°¢
310 Br 57,01 + 9,35 HU - 11,1+£2,67°

Os valores estdo sendo apresentados como média + SD (n = 3). Os valores seguidos por diferentes letras sobrecritas (a-
e) nas colunas, sdo correspondentes a diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0.05).
Fonte: Autor, 2024.

7.2.2. Mecanismo de inibicdo

O modo de agdo do composto mais ativo 312 foi avaliado a partir de estudos
cinéticos usando diferentes concentragdes do composto (17, 20 e 22 uM) e do substrato
(0,25 - 3,0 mM) (Figura 13). Nas condicGes avaliadas, a urease apresentou uma cinética

Michaeliana, em que, o grafico da velocidade inicial (Vo) versus concentracdo de uréia
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(mM) apresentou um comportamento hiperbdlico (Figura 13A), com uma constante de
Michaelis-Menten (Km) e velocidade maxima (Vméax) nas reacdes livres de inibidor de
urease igual a 0,015 * 0,009 mM e 0,690 + 0,098 NHs* minimg? de proteina,

respectivamente.

Figura 13. (A) Hipérbole de Michaelis-Menten e (B) gréfico duplo reciproco de Lineweaver-
Burk para o composto 312 com a urease. Condig¢des: urease 56 mU, Tampao fosfato 20 mM, pH
7.4 30 °C.
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Fonte: Autor, 2024.

O gréfico Lineweaver-Burk (Figura 13B), foi usado para avaliar o mecanismo de
inibicdo do 312 e o efeito desse sobre as constantes Km e Vmax. Os ajustes lineares
cruzaram-se em um ponto no segundo quadrante, antes de tocar o eixo das abscissas
(Figura 13B), perfil caracteristico de uma inibi¢do do tipo mista para a urease (Jeak
Beans) (Mittal, Singh e Benjakul, 2023). O aumento da concentracdo do inibidor, por sua
vez, acarretou num aumento de Km e uma diminuicdo de Vmax (Tabela 9), assim como
a razdo Km/Vmax diminuiu com o aumento da concentracdo do inibidor, indicando um
tipo de inibicdo mista (Jiang et al., 2021; Mittal, Singh e Benjakul, 2023; Ochs, 2000). O
aumento no valor de Km, atrelado aos valores de Ki (constante de dissociagdo do
equilibrio 312-urease) e Ki’ (constante de dissociacdo do equilibrio 312-urease-ureia), 40
+18e0,28 £ 0,08 mM respectivamente, indicam preferéncia de ligacdo do composto pela

enzima livre e complexada.
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Tabela 9. Parametros de cinéticos para 0 312-urease. Condic¢Ges: Condigdo: Tampao fosfato de
sodio, 20 mM, pH 7.4.

Vmax @ mol
312 Km app mex 2P (i Vmax app

M) (M) NH4* mln'.1 mg? K app Ki (uM) Ki’(uM)
de proteina)
0 0,015 + 0,009 0,690 + 0,098 46,0
17 0,014 + 0,009 0,682 + 0,097 48,7 40 +£18 0,28 £ 0,08
20 0,017 £ 0,001 0,678 + 0,098 39,9
22 0,019 +0.002 0,669 + 0,098 35,2

Kwm app: Constante de Michaelis-Menten na presenca do inibidor. Vimax app: Velocidade maxima da urease
na presenca do inibidor. K;: Constante de dissociagdo do equilibrio para o complexo 312-urease. Ki:
Constante de dissociacao do equilibrio para o complexo 312-urease-ureia

Fonte: Autor, 2024.

7.3. Estudos biofisicos de interacéo
7.3.1. Avaliagao do processo de interagdo via UV-vis

A avaliacdo das possiveis modificacfes estruturais resultantes da formacéo do
complexo 312 + urease também foi realizada por meio de espectrometria de absor¢éo no
UV-vis. Essa abordagem foi escolhida devido a sua capacidade de identificar a formacao
de complexos supramoleculares por meio de alteracfes espectroscipicas observadas no
espectro de absorcdo (Guimardes et al., 2024; Sirajuddin, Ali e Badshah, 2013; Wang et
al., 2019). As absorcdes do 312 livre (Asi2), da urease livre (Aurease) € do sistema 312 +
urease (Asi2+ Aurease) foram registradas conforme apresentado na Figura 14. Uma vez
que a subtracdo da Absorvancia da urease livre, da absorvancia do sistema 312 + urease,
ndo se demonstraram sobreponiveis a absorvancia do 312 livre (Asi2 + Aurease — Aurease
# As12), indicando que houve a formacdo de complexo entre 0 312 e a urease (Guimarées
etal., 2024).
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Figura 14. Espectro de absor¢do no UV-vis para os trés sistemas avaliados 312 (10 uM), urease
(10 uM) e 0 312 + urease. CondicOes: Tampao fosfato de sddio 20 mM pH 7,4, 30°C.
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Fonte: Autor, 2024.

Os parametros de ligagéo referente ao processo de interacdo do 312 com a urease
foram determinados por meio de titulacdo espectrofotométrica e estudos de parametros
termodinamicos. A adicdo de quantidades crescentes de 312 as solucdes contendo a
macromolécula, levou a um efeito hipercrémico (Figura 26 em anexo) proporcional a
concentracéo do ligante. Assim, a constante de ligacao (Kb), para o complexo 312-urease

foi calculada a partir da linearizacdo da equacao de Benesi-Hildebrand (Equacéo 5):
11 1 1
AA ~ A-A,  Kp(A-Ay)  [312]

Equaco (5)

Na qual, A e Ao séo as absorcdes na presenca e na auséncia do 312, respectivamente, Ky
refere-se a constante de ligacdo e [312] a concentra¢do do composto. A constante de
ligacdo foi calculada a partir da linearizacdo (A - Ao) vs. [312] (Figura 26B). Com base
nos valores de Kb nas trés temperaturas avaliadas (22, 30 e 38 °C), foram calculados os
pardmetros termodinamicos por meio da linearizagdo da equacéo de Van't Hoff (4).

AH 1 AS
logK, = 7 X [7] + = Equacédo (6)

Onde, T é a temperatura em Kelvin (K) e R a constante dos gases ideais. A energia livre
de Gibbs (AG) foi calculada usando a equacgéo 7
AG=AH-TAS Equacdo (7)
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Assim, considerando os parametros termodindmicos descritos na Tabela 10, as
forgas preferenciais que estabilizam os sistemas 312—urease foram avaliadas. A partir dos
valores negativos calculados para AG, pode-se inferir que a formacdo dos sistemas 312—
urease se deu de forma espontanea, enquanto as forcas de ligacGes preferenciais ocorrem
a partir de ligacGes hidrofdbicas, uma vez que, AH e AS >0, caso AH<0e AS>0a
interagdo por forcas eletrostaticas seriam dominante, assim como as ligagBes de
hidrogénio e interagcdes de Van der Waals estariam associados ao sistema se AH <0 e AS

<0 (Bragaetal., 2019; Silva et al., 2016).

Tabela 10. Pardmetro de ligacéo e termodindmicos do 312 e a urease jeak beans (Canavalia
ensiformis). CondicGes: Tampdo fosfato de sodio 20 mM pH 7,4, 22 - 38°C.

Parametros de ligacéo Parametros termodinadmicos
Ligante | T(°C) Kb , AG AH AS
(x10° M) " | (kjmol) | (kjmolty | @ T)‘O'
22 5,97 (+0,18) | 0.98643 - 764
312 30 3,10 (+0.09) | 0.99563 - 784 1,651 2593
38 2,71 (+0,05) | 0.988823 -805

Fonte: Autor, 2024.

7.3.2. Avaliagéo da interagdo 312 no sitio ativo da urease

Para entender um pouco mais 0 mecanismo de a¢do do 312, bem como os
provaveis locais que esse interage na urease, foi realizado ensaios no UV-vis para
entender o comportamento desse composto frente ao cofator do sitio ativo da enzima
(Ni(I1)).

A habilidade do 312 em formar complexos com ions Ni(ll) foi avaliada utilizando
trés sistemas: 312 livre (10 uM), Ni(ll) livre (10 uM) e 312 + Ni(ll)) (Figura 15). Em
linhas gerais, a subtracdo da absorvancia do composto livre pela absorvancia do sistema
312 + Ni(ll) ndo se mostrou sobreponivel a absorvancia do cofator Ni(ll) da urease em
sua forma livre, ou seja, Asi2 + Aniay — As12 # Anign). 1SS0 sugere a formagédo de um
complexo entre 0 312 e o Ni(ll), possivelmente relacionado a presencga de atomos de O,
S e N no composto, ao quais sdo capazes de complexar atomos metalicos (Krajewska e
Zaborska, 2007), o que possivelmente, atrelado a outros fatores, pode ter influenciado no

processo de inibi¢do da enzima.
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Figura 15. Espectro de absor¢do no UV-vis para os trés sistemas avaliados nos experimentos
com o cofator Ni (I). Condig¢des: Tampéao fosfato de sdédio 20 mM pH 7,4, 30°C.
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Fonte: Autor, 2024.

7.4. Estudos in silico
7.4.1. Avaliacdo dos parametros farmacocinéticos in silico

Os estudos ADMET delineiam o trajeto da absorcéo de uma substéncia no sistema
bioldgico, desde sua assimilagdo até sua eliminacdo, utilizando modelos matematicos que
abrangem os processos de absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade,
sendo essas avaliacdes de vital importancia no desenvolvimento de farmacos (Alyar et
al.,, 2023; Unli et al., 2023). A avaliagdo ADME foi realizada através do site
SwissADME, enquanto os pardmetros de toxicidade foram determinados utilizando o
software OsirisDataWarior (Tabela 11).

Os dados ADMET dos compostos 307 — 313 e 317 foram avaliados com base no
radar de biodisponibilidade, parametros fisico-quimicos e propriedades farmacocinéticas.
Os valores ADMET demostram gque 0s compostos possuem alta absorc¢éo gastrointestinal
e gque muitos dos compostos atravessam a barreira hematoencefalica, sendo esse
parametro de suma importancia para uma droga atingir o seu alvo biolégico. Quanto aos
parametros de toxicidade avaliados, apenas o composto 312 demonstrou-se toxico gente
a um deles. Assim, de maneira geral, 0s compostos estudados obedeceram as regras que

preveem a eficiéncia de candidatos a farmacos (Egan, Merz e Baldwin, 2000; Lipinski et
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al., 2001; Veber et al., 2002), sendo assim uma classe de compostos com potencial para

ser avaliada no tratamento de infecgOes advindas por H. pylori.



Tabela 11. Propriedades ADMET in silico avaliadas para as bases de Schiff hibridas com pirazois e derivadas de tiossemicarbazonas.

MM Parametro fisico-quimico (valor de referéncia) Parametro de toxicidade

) TPSA Molar nLigacdes
Composto  (gmol’) pHBD nHBA  logP  log S .
¥ ’ (A% refractivity rotativas

(<500) (<5 (<10) (<5) Reprodutibilidade efetiva/lrritagio
(<140) (40— 130)

Mutagenicidade/Tumorogenicidade/

307 434,40 2 7 3,01+1,16 -4,75 146,14 109,58 7 baixa/baixa/baixa/baixa
308 407,39 2 6 4,05+1,03 -4,84 100,32 100,72 6 baixa/baixa/baixa/baixa
309 423,84 2 5 4,27+1,02 -5,28 100,32 105,77 6 baixa/baixa/baixa/baixa
310 468,29 2 5 4,37+0,99 -5,59 100,32 108,46 6 baixa/baixa/baixa/baixa
311 389,40 2 5 3,76x£0,85 -4,69 100,32 100,76 6 baixa/baixa/baixa/baixa
312 419,42 2 6 3,75+0,89 -4,76 109,55 107,25 7 baixa/baixa/Alta/baixa
313 448,42 1 8 3,57+1,40 -5,32 139,68 115,07 7 baixa/baixa/baixa/baixa

317 403,42 1 6 4,33+0,93 -5,26 93,86 106,25 6 baixa/baixa/baixa/baixa

MM: massa molecular; nHBD: NUmero de dtomos doadores de ligagdo de hidrogénio; nHBA: Numero de 4tomos aceptores de ligagdo de hidrogénio; logP: Coeficiente de

particdo octanol /agua; l0S: Coeficiente de solubilidade; TPSA: Area superficial polar topoldgica.
Fonte: Autor, 2024.
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7.4.2. Docking molecular

Os estudos de ancoragem molecular realizados com as bases de Schiff avaliadas
nesse trabalho demonstraram que o perfil molecular adotado para os compostos Ihes
permite realizar diversas interacbes com residuos de aminoacidos do sitio ativo e proximo
desse, assim como interagfes com os atomos de niquel presentes nessa regido. Em geral,
para o algoritmo de entrada analisado, 0os compostos demonstraram uma tendéncia de
energia fitscore consistente com a observada no processo de inibi¢do da enzima (Figura
27 em anexo). De um modo geral, os grupos semelhantes presentes nas moléculas
tenderam as realizar as mesmas interacdes, sendo assim o composto 312 sera utilizado
como modelo para discutir os dados (Figura 16). Ao analisar a interagdo entre o
complexo 312 e a urease, observa-se que 0 composto se coordenou a um dos atomos de
niquel no sitio ativo, utilizando o par de elétrons livre do &tomo de nitrogénio terminal da
funcdo tiossemicarbazona. Além disso, os a&tomos de hidrogénio ligados a esse mesmo
nitrogénio estabeleceram interacbes metal-doador desfavordveis com o segundo &tomo
de niquel no sitio ativo da urease, resultados que estdo em concordancia com as
observacOes experimentais (Figura 15). Também foram identificadas interagdes m-anion
com o residuo CMES92, ligacGes de hidrogénio envolvendo os residuos ALA440,
ALA636, ASP633, HIS492, ARG609, interacdes de halogénio entre o flior do grupo CF3
(interacdo comum a todos os compostos analisados) e os residuos HIS593, GLU493,
HIS519, ASP494, além de interacbes m-enxofre entre o atomo de enxofre da
tiossemicarbazona e o residuo HIS519. Também foram observadas interacdes p-alquil,
alquil, e interacGes de van der Waals com diversos residuos de aminoécidos localizados
no bolso do sitio ativo da urease. Esses dados sustentam os estudos termodindmicos
experimentais, dos quais se deduz que as interac6es hidrofobicas séo as preferenciais para

estabilizar o complexo 312-urease.
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Figura 16. A. Complexo do 312 com a urease Jeak bean (Canavalia ensifomis) PDB 1D:4GOA.
B. Disposicdo do 312 no sitio ativo da enzima. C. InteragGes e residuos envolvidos no processo

de formagéo do complexo 312-urease.
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Fonte: Autor, 2024.

7.5. Inibicdo da urease em amostras de solo

O potencial do composto 312 em inibir a atividade de ureases presente no solo foi

conduzida utilizando quatro amostras de solo que apresentam texturas e teores de matéria

organica distintos (S1, S2, S3 e S4) e sdo classificadas como solos vermelho (Tavares et

al., 2021, 2023). As caracteristicas fisico-quimicas dos solos estdo descritas na Tabela

18 em anexo. Essa avaliacdo foi comparada a um sistema de referéncia, sem a presenga

do inibidor, e a um controle positivo contendo NBPT. Os resultados revelaram que a

atividade da urease nas quatro amostras de solo foi impactada na presenca do inibidor,

conforme ilustrado na Tabela 12.
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Tabela 12. Valores médios de inibicdo de ureases do solo na presenca do 312 e do NBPT.
Condic6es: Tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7,4, 30°C.

Solo Inibidores
312 NBPT
1 52,23 + 4,802 96,32 + 2,64°
2 98,79 + 1,52° 46,21 + 3,46°
3 18,75 + 2,92¢ 11,76 + 1,29¢
4 45,09 + 8,102 66,32 + 5,92¢

Percentual de inibicéo relativa da urease em amostras de solo (125 uM); os valores estdo sendo apresentados como
média + SD (n = 3). Os valores seguidos por diferentes letras sobrecritas (a-d) na coluna do 312 indica diferenca
significativa entre a inibi¢&o nos solos, assim como as letras diferentes entre as linhas sdo correspondentes a diferenga
significativa entre as inibi¢fes do 312 e o NBPT no mesmo solo pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Fonte: Autor, 2024.

O percentual de inibicdo das ureases presentes nos solos pelo 312 foi comparada
estatisticamente (teste de Tukey) entre amostras de solo e entre a inibi¢do do NBPT por
amostra de solo. Para os solos avaliados, o 312 demonstrou-se mais efeciente (p < 0.05)
em inibir as ureases do S2. Além disso, esse composto apresentou-se significativamente
(teste de Tukey, p <0.05) semelhante em inibir as ureases do S1 e S4. Além disso, quando
se compara a inibicdo do 312 com a do NBPT, a base de Schiff se apresentou
estatisticamente mais eficiente em inibir as ureases no S2 e comparavel no S3. De maneira
geral, o composto 312 ndo apresntou uma tendéncia de inibicdo de acordo com o0s
parametros fisico-quimicos dos solos, sendo assim, ndo ha como destacar uma ou outra
propriedade que possa ter interferido nesses percentuais de inibicdo. Dessa forma, o
composto 312 demonstrou potencial em inibir ureases do solo, podendo esse ser

explorado em estudos futuros no desenvolvimento de fertilizantes com maior eficiéncia.

7.6. Inibicdo de ureases em urina

A sensibilidade analitica foi avaliada usando tampéao fosfato de sodio (pKa2 =7,2) e
tris (pKa = 8,1) (Figura 17A-B), que apresentam capacidade tamponante no intervalo de pH
de atividade méxima da urease e préximo ao pH inicial selecionado (Liljegren et al., 1992).
O tampao tris foi selecionado devido foi selecionado devido a maior sensibilidade em relagao
a outros sistemas, podendo estar associado a complexacao de especies interferentes presentes
nas amostras por esse tampao. Além disso, o pH 7,4 foi selecionado pra dar prosseguimento
as avaliacOes devido a trés fatores: i) se tratar de pH fisioldgico e ser o utilizado em ensaios
anteureoliticos; ii) amostra de urina de doadoras do sexo feminino apresentar uma maior

atividade nesse pH; iii) pH de urina humana de pessoas em condi¢des normais encontra-se
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entre 4,5 a 8 (Laboratory Assessment of Kidney Disease, 2011), sendo escolhido um valor de

pH abaixo do limiar.

Figura 17. Avaliacdo da sensibilidade analitica em fungédo do sistema tampéo e pH. A. Tampao
fosfato de potassio, pH 6,5, 7,4 e ,0. B. Tampdo tris, pH 6,5, 7,4 e 8,0. Condi¢des: Tampdes 20
mM, 30°C.
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Solucéo A (salicilato de sodio 1% (v/v) e nitroprussitato de sédio 5 mg L), solugdo B (NaOH 0,5 % (m/v) e NaOCI
0,1 % (v/v); Solugdo A + B = método de indofenol; amostras de urina de doadores do sexo M = masculino; F =
Feminino.

Fonte: Autor, 2024.

Depois de estabelecer o sistema tampédo e o pH, a influéncia do fator de dilui¢do na
resposta analitica foi avaliada (Figura 18). O aumento da diluicdo da amostra levou a um
aumento da sensibilidade analitica. Esse perfil pode estar associado a diversos fatores,
incluindo: i) menor agdo de substincias/espécies interferentes que podem afetar
negativamente a atividade enzimaética; ii) condigdes ideais para a enzima expressar sua

atividade, como o pH ou temperatura mais adequados (Roque et al., 2023).
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Figura 18. Avaliacdo da sensibilidade analitica em funcdo do fator de diluicdo da amostra.
Condic¢do: Tampdo tris 20 mM pH 7,4 30°C.
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Solucéo A (salicilato de sodio 1% (v/v) e nitroprussitato de sédio 5 mg L), solugdo B (NaOH 0,5 % (m/v) e NaOCI
0,1 % (v/v); Solugdo A + B = método de indofenol; amostras de urina de doadores do sexo M = masculino; F =
Feminino.

Fonte: Autor, 2024.

Assim, ap0s o processo de otimizacdo, visando avaliar o potencial de inibi¢cdo de
ureases em urina do 312, foram realizados ensaios de inibicdo dessas enzimas em
amostras de doadores do sexo masculino e feminino em comparacdo com inibidores
classicos da urease (NBPT, TIO, AA e HU). As amostras de urina masculina e feminina
apresentaram atividade de urease a 1,97 + 0,02 e 2,01 + 0,29 mg N-NH4" L de urina,
respectivamente. A atividade das enzimas ureoliticas presentes nas amostras de urina
foram afetadas pela presenca do composto 312 e dos inibidores classicos (Figura 19) e a
porcentagem de inibigdo foi calculada de acordo Oliveira e Santos (2020) usando a

equacéo (8).

Agmostr
1(%) = (1 - A‘”"#) x 100 Equacéo (8)

referéncia

onde Aamostra € Areferencia referem-se as absorvancias na presenca e auséncia do composto

ou dos padrdes, respectivamente.
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Figura 19. Valores médios de inibicdo da atividade ureolitica de ureases presentes em amostras
de urina de doadores do sexo masculino e feminino por composto 312 e o padrdes classicos de

inibicdo da urease, NBPT, TIO, AA e HU na concentracdo de 100 uM. Condigdo: Tampéo tris 20
mM pH 7,4 30 °C.
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Solucéo A (salicilato de sodio 1% (v/v) e nitroprussitato de sédio 5 mg L), solugdo B (NaOH 0,5 % (m/v) e NaOCI
0,1 % (v/v); Solucédo A + B = método de indofenol; M = masculina; F = Feminina. Os valores estdo sendo apresentados
como média + SD (n = 3). Os valores seguidos por letras diferentes (a e b) nas colunas da mesma amostra de urina sdo
correspondentes a diferencas significativas entre os padrdes e o0 composto 312 pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autor, 2024.

Os resultados indicam que o composto 312 exibiu uma inibicdo da atividade
ureolitica de 87,3£2,3% e 90,6+1,4% nas amostras de urina masculina e feminina,
respectivamente. Essa inibicdo foi estatisticamente (teste de Tukey p < 0,05) superior aos
padrdoes AA e HU, e comparavel aos padrées NBPT e TIO na amostra masculina. Além
disso, na amostra feminina, a atividade foi estatisticamente (teste de Tukey p < 0,05)
comparavel a TIO e superior aos padrées NBPT, AA e TIO. Esses resultados evidenciam

0 elevado potencial da molécula 312 como um eficaz inibidor de ureases em amostras de
urina.
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8. Concluséao

O potencial de inibicdo da urease de oito bases de Schiff derivadas de
tiossemicarbazonas e hibridas com pirazois foi avaliado, sendo o composto 312, com o
ICso de 25,18 £ 0,73 uM 0 mais ativo da classe de compostos avaliada, o qual apresentou
um tipo de inibi¢do mista, apresentando valores de Ki> Ki’, o que indicou uma maior
afinidade do composto pela enzima. Os estudos de UV-vis demonstraram a formacéo do
complexo, o qual apresentou forcas de ligagbes de hidrofobicas como preferencias (AH e
AS >0) para sua a estabilizacdo e uma formacéo espontanea (AG < 0). Os estudos de
docking molecular evidenciaram que 0s compostos interagem com residuos de
aminoacidos proximos ao sitio ativo da enzima, principalmente por meio de ligagdes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas. Notavelmente, o composto mais ativo demonstrou
interacdes também com um dos cofatores do sitio ativo da enzima. Os estudos de inibicao
da urease em amostra de solo demonstraram que para amostras de solo S2, o0 composto
ureoliticas em amostras de urina, 0 composto apresentou uma inibi¢do superior a todos
0s padroes avaliados. Os resultados destacam o potencial dessa classe de compostos,
sugerindo sua utilidade em aplicacGes biotecnoldgicas diversas. Assim, os estudos
podem nortear o desenvolvimento de moléculas mais potentes para a inibicdo de ureases

em diferentes contextos biotecnoldgicos.
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10. Secéo 3 - Sintese e aplicacdo de analogos ao resveratrol e hibridos com o acido
lipoico baseados na estrutura de iminas e aminas
10.1. Introducéo

A tirosinase (EC 1.14.18.41), também conhecida como polifenol oxidase, € uma
metaloenzima responsavel por catalisar a sintese da melanina. Ela desempenha papéis
fisiol6gicos cruciais em microrganismos, animais, plantas e no corpo humano (Jung Park
et al., 2024; Xu et al., 2024). No corpo humano, a tirosinase estd associada a sintese de
melanina nos melandcitos da epiderme. Essas reacfes sdo fundamentais para determinar
a cor dos olhos, dos cabelos e da pele. Adicionalmente, os melanossomas, transferidos
através dos dendritos para os queratindcitos da epiderme, desempenham um papel na
protecdo da pele contra danos ao DNA causados pela radiacdo UV (Li et al., 2020; Park
et al., 2018). Entretanto, o acumulo de melanina, bem como, expressdes anormais dessa
enzima, podem levar a problemas como a hiperpigmentacdo da pele, sendo a inibicdo da
atividade dessa uma forma de regular a melanogénese (Chang, 2009; Dehghani et al.,
2019; Maet al., 2019).

A este respeito, moléculas de origem natural desempenham um papel fundamental
na pesquisa de modelos moleculares bioativos para o desenvolvimento de novos analogos
sintéticos e/ou semi-sintéticos devido ao desempenho frente a ampla gama de processos
fisiologicos, incluindo inibicdo enzimaética e protecdo contra RUV prejudicial. Sendo
assim, destaca-se a classe dos compostos polifendlicos, mais especificamente, o
resveratrol (trans-3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) devido a suas potentes propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, imunomoduladoras e fotoprotetora sendo esse e seus
analogos bastante explorados como agentes quimiopreventivos para uma variedade de
doencas da pele (Ge et al., 2012; Lei et al., 2017; Reis et al., 2014).

Por outro lado, destacam-se também as bases de Schiff, as aminas e o &cido lipoico
comumente encontrados em diversos compostos biologicamente ativos, sendo utilizados
como modelos na sintese de diversas moléculas bioativas. As bases de Schiff sdo uma
classe de compostos que tém atraido a atencdo dos pesquisadores devido a sua
versatilidade estrutural frente a diversas aplicacdes, em que seu potencial bioativo esta
associado principalmente a presenca do grupo farmacoforico RC=N-(Karaoglan, 2022),
sendo esse grupo responsavel por diversas atividades, incluindo a antioxidante,
antitumoral, antibacteriana, antivirus e antifingica (Kareem et al., 2021; Shah et al.,
2022). Algumas aminas, por sua vez, fornecem atividade antioxidante, propriedades

antienvelhecimento (Carmo Brito et al., 2017; Mufioz-Esparza et al., 2019), além de
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prevenir doencas cardiovasculares (Deus et al., 2021). N&o téo distinto, o &cido lipoico,
que € um composto muito encontrado em alimentos, como: batatas, trigo, carnes
vermelhas, bem como em microrganismos eucarioticos, tém atraido atengdo devido as
suas atividades farmacoldgicas protetivas frente ao mal de Alzheimer, doencas
cancerigenas, além da sua atividade antioxidante (Bernini et al., 2011).

Sendo assim, neste trabalho foram prospectadas moléculas com um esqueleto
analogo ao resveratrol, porém, variando-se a substituicdo nos anéis, convertendo o
sistema conjugado em uma ligacdo imina (bases de Schiff) ou amina e por dltimo a
formacdo de um hibrido com &cido lipoico. A estratégia € sanar os problemas de
biodisponibilidade e rapido metabolismo do resveratrol (Walle et al., 2004) com a
variagdo dos grupos hidroxilas, bem como, com a adigdo do grupo aza no sistema

conjugado, ou ainda por meio da formacéao do hibrido com &cido lipoico (Figura 20).

Figura 20. Estratégia reacional dos compostos prospectados no trabalho.
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Fonte: Autor, 2024.
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10.3. Resultados e discusséo
10.3.1. Sintese e Caracterizacéo

As bases de Schiff 1 — 17 (Figura 21C) foram sintetizadas a partir de reacoes de
condensacéo entre aldeidos aromaticos e a anilina (Figura 21A) (Ghosh e Ray, 2017; Liu
et al., 2007). Para isso, os derivados anilinicos foram adicionados a uma solugédo
metandlica do aldeido apropriado de cada reacdo. A solucdo resultante foi refluxada e o
precipitado foi lavado com etanol gelado para assim obter os produtos 1 — 17, que
apresentaram rendimentos de 49 — 99%. Os derivados aminicos 18 — 19 (Figura 21C),
por sua vez, foram obtidos via reacdo de reducdo das iminas correspondentes (Figura
21A), com rendimentos que variaram entre 91 e 95%. Ja o 20, foi sintetizado via reacéo
de esterificacdo de Steglich (Figura 21B) (Godoy-Reyes et al., 2019), sendo o produto
purificado via coluna cromatogréafica, obtendo-se um rendimento de 52%. Os hibridos
iminicos lipoicos 21 — 22 (Figura 21C), foram sintetizados via reacdo de condensacao
(Figura 21B), usando etanol como solvente e purificados por lavagens sucessivas com
éter etilico e n-hexano. Posteriormente, todos os compostos foram caracterizados por
infravermelho com refletancia total atenuada (FTIR-ATR), ressonancia magnética
nuclear (RMN) de préton (*H), carbono 13 (*3C) e o 1 também por efeito nuclear

Overhauser (NOESY) os espectros encontram-se no anexo (Figura 29 — Figura 79).
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Figura 21. Rotas sintéticas utilizadas para a sintese dos compostos e compostos sintetizados no
trabalho. A. Rota sintética para as iminas (1 — 17) e aminas (18 — 19). B. Rotas adotadas para a
sintese dos compostos (20 — 22). C. Compostos sintetizados no trabalho.
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Fonte: Autor, 2024.

Para as bases de Schiff, as principais bandas de absorcao nos espectros FTIR-ATR
foram registradas em ~1600 cm™, correspondentes a estiramentos das ligagcdes C=C e
C=N da imina, comum a todos os compostos. Nas aminas, as principais bandas foram
registradas em ~3400 e ~1600 cm™, correspondentes a estiramentos N-H e C=C,
respectivamente. O 20 (Intermediario hibrido) apresentou bandas caracteristicas de
estiramentos do R-CO-O-R do éster e CHO do aldeido em 1759, 1699 cm™,
respectivamente. Além disso, foi registrado uma banda em 509 cm™ correspondente a
deformacéo S-S presente no anel de 5 membros. Para os compostos 1 — 17, nos espectros
de RMN 1H, foi possivel notar um simpleto entre 6 8,3 — 8,9 ppm, caracteristico do
hidrogénio do grupo imina (-CH=N-). Nos espectros de RMN !3C para esses mesmos
compostos, o carbono da imina foi observado em 6~160 ppm. No espectro Noesy do 1,
pode-se notar um acoplamento entre o hidrogénio do grupo -CH=N- e os hidrogénios em
orto do anel com substituinte hidroxila (5 8,4 e 7,7 ppm), também foi possivel notar a
auséncia de sinais correspondentes ao acoplamento entre hidrogénios dos anéis

adjacentes, indicando que esses se encontram em lados opostos o0 que confere uma
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geometria E (trans) para esses compostos. Para as aminas, pdde-se notar nos espectros de
RMN de *H o desaparecimento do sinal correspondente ao hidrogénio do grupo -CH=N-
, bem como, um simpleto entre 64,2 — 4,4 ppm correspondente aos hidrogénios do
metileno (CH2) formado. No RMN de 3C foi possivel observar o sinal caracteristico do
carbono do CH: entre & 47 — 48,5 ppm, bem como, o desaparecimento do sinal
correspondente ao carbono do grupo -CH=N-. Para 0 20, no RMN *H foi possivel notar
o sinal correspondente ao H do aldeido em & 10 ppm. No RMN de *3C, os carbonos do
aldeido e do éster apresentaram-se em & 190,82 e 171,20 ppm, respectivamente. Para as
iminas e o intermediario 20, os dados espectrais sdo consistentes com o0s resultados
relatados em estudos reportados na literatura (Godoy-Reyes et al., 2019; Silva, da et al.,
2017). Para 0 21 e 22, no RMN *H foi possivel notar o desaparecimento do sinal
correspondente ao H do aldeido em & 10 ppm e o aparecimento de um simpleto entre &
8,3 — 8,9 ppm, caracteristico do hidrogénio do grupo imina (-CH=N-). Além disso, nos
espectros de RMN 13C para esses mesmos compostos, o carbono da imina foi observado

em 6~160 ppm.

10.4. Ensaios de inibi¢do in vitro da tirosinase (mushroom)
10.4.1. Screening e 1Cso

Os diferentes compostos (1 — 22 - Figura 21C) foram comparados entre si para
avaliar o efeito dos grupos substituintes nas diferentes posi¢des, bem como, o efeito da
ligacdo iminica, aminica e da hibridacdo com o acido lipoico na inibicdo da tirosinase
(mushroom). Para isso, inicialmente foi realizado um screening numa concentracao fixa

(100 uM) e comparando com o inibidor cléssico &cido kojico (Tabela 13).
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Tabela 13. Dados de inibicdo da enzima tirosinase para os derivados iminicos, aminicos e
hibridos lipoicos sintetizados e do padrdo. Condi¢tes: tampdo fosfato de potassio 50 mM pH 6,8

Comp I (%) Comp. 1 (%) Comp. I1Cs0 (UM)
1 8,04 + 3,33 13 64,96 + 0,13 2 75,13 + 3,252
2 60,92 + 4,85 14 12,24 + 0,75 6 22,91 +0,90°
3 34,69 + 2,26 15 48,89 + 0,42 10 38,92 + 3,9°
4 25,48 + 8,95 16 7,52 +0,58 11 50,74 + 1,649
5 35,52 +5,79 17 28,57 + 9,38 12 56,51 + 3,99% ¢
6 73,58 + 3,86 18 1,28 + 0,53 13 47,01 + 0,88"
7 43,44 + 0,85 19 29,59 + 5,21 21 92,60 + 1,129
8 30,87 + 3,15 20 14,59 +1,21 22 48,16 + 1,89¢
9 40,48 + 5,44 21 77,26 + 0,95 Resv. 26,84 +2,11°
10 92,45 + 0,97 22 71,68 +1,73 | Ac. Kojico 62,84 + 3,37¢
11 51,17 + 5,77 Resv. 75,45 + 3,52 - -

12 86,41+1,96 Ac. Kéjico 71,79 + 4,67 - -

Os valores estdo sendo apresentados como média = SD (n = 3). Os valores seguidos por diferentes
letras subscritas (a-g) na mesma coluna sdo correspondentes a diferencas significativas pelo teste
de Tukey (p <0,05).

Fonte: Autor, 2024.

Nas condicBes avaliadas, os compostos inibiram a tirosinase numa faixa de 1,28
+ 0,53 a2 92,45 £+ 0,97% (Tabela 13). Avaliando os resultados, os derivados iminicos,
apresentaram 0s maiores percentuais de inibigdo da enzima tirosinase nas condigdes
avaliada quando se compara as aminas (18 — 19), o que sugere que a ligacao dupla C=N
pode estar influenciando no processo de inibicdo enzimatica. Adicionalmente, a
quantidade de substituintes hidroxilados pode ter ou ndo influéncia na atividade desses
compostos, como pode ser exemplificado pelos compostos de 1 a 4. O composto 3, sem
substituinte, exibiu uma inibicdo da tirosinase de 34,69 + 2,26%. Em contraste, 0s
compostos 1 (8,04 + 3,33), 2 (60,92 + 4,85) e 4 (25,48 + 8,95), que possuem
respectivamente uma, duas e trés OH, demonstraram percentuais de inibi¢do da enzima
bastante variados e distintos em relagdo ao composto 3. Outro aspecto relevante a ser
abordado é o anel no qual a hidroxila esta posicionada, como evidenciado nos compostos
1 e 6. Ambos possuem apenas um grupo OH na posicdo para, mas em aneis distintos.
Notavelmente, a presenca desse substituinte no anel B do composto 6 resultou em um
aumento de até 9 vezes na inibic¢do da tirosinase em comparagdo com o composto 1. No
que diz respeito ao composto 7, observou-se que a fracdo imina resultou em uma
diminuicdo de aproximadamente duas vezes na atividade do composto em comparagéo
com o padrdo resveratrol. Isso indica que o bioisosterismo direto ndo seria a melhor
alternativa quando comparado a outros compostos da mesma classe, como 0s compostos

de 10 a 12. Estes ultimos, mesmo apresentando a mesma quantidade de grupos hidroxila
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nos anéis A e B que o composto 7, mostraram uma inibi¢do da enzima superior a 50%
nas mesmas condig¢des avaliadas, indicando que a posi¢do do substituinte pode ser um
dos responsaveis do processo de inibi¢do. Sendo assim, de um modo geral, a presenca ou
posicdo do substituinte hidroxilado interferiu de maneira significativa na atividade dos
compostos avaliados, o que pode estar associado a interagdes mais efetivas com o0s
residuos de aminoacidos da enzima.

Os resultados do I1Csg (Tabela 13) de inibicdo da tirosinase para 0s compostos
mais eficientes em relacdo aos demais no screening demonstraram que 0s compostos 6,
10, 11, 13 e 22 apresentaram-se significativamente mais eficiente como inibidores da
enzima, que o padrdo acido kojico (teste de Tukey, p < 0.05). Além disso, 0 composto 6
apresentou um ICsp comparavel ao padrdo resveratrol. (teste de Tukey, p < 0,05).
Adicionalmente, os resultados demonstraram que a hibridizagdo com o acido lipoico néo
foi o suficiente pra potencializar a atividade anti-tirosinase quando se compara com outros
compostos mais simples estruturalmente, como o composto 2. Alyar et al., (2019)
avaliando a inibicdo da tirosinase por parte de bases de Schiff derivadas de sulfas obteve
valores de 1Cso 24 a 53 uM. Tang e colaboradores (Tang, Liu e Wu, 2016) avaliando
bases de Schiff derivadas de tiodiazdis conseguiu resultados de I1Cso que variaram de 0,036
+ 0,002 a 247,350 + 3,782 uM.

10.4.2. Mecanismo de inibicdo

O mecanismo de agdo dos compostos mais ativos frente aos resultados in vitro de
inibicdo da tirosinase mushroom foi avaliado a partir de estudos cinéticos usando
diferentes concentragdes do composto (4 a 32 uM) e do substrato (0,25 — 3,0 mM)
(Figura 22). Nas condi¢es avaliadas, a tirosinase apresentou uma cinética Michaeliana,
em que, o grafico da velocidade inicial (Vo) versus concentragdo de L-dopa (mM)
apresentou um comportamento hiperbdlico, com uma constante de Michaelis-Menten
(Km) e velocidade maxima (Vmax) nas reacgdes livres de inibidor de tirosinase igual a
0,526 + 0,01 mM e 0,472 + 0,02 umol min"*mg de proteina®, respectivamente.

O gréfico Lineweaver-Burk (Figura 22A-H), foi usado para avaliar o mecanismo
de inibicdo das bases de Shiff 2, 6, 10 a 13 e dos hibridos lipoicos 21 e 22 e o efeitos
desses sobre as constantes Km e Vméax. Com exce¢do do composto 13, que teve 0s ajustes
lineares cruzando-se no primeiro quadrante, todos os demais tiveram seus ajustes lineares

cruzando-se no segundo quadrante (Figura 22A-H), perfil caracteristico de uma inibigéo
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do tipo misto para nibidores da tirosinase (mushroom) (Min et al., 2023). O aumento da
concentragéo do inibidor, por sua vez, acarretou num aumento ou diminuicdo nos valores
de Km e de Vméax a depender do composto, assim foi calculado a razdo Km/Vméax
(Tabela 14) para se ter uma resposta mais eficiente quanto ao tipo de inibi¢do enzimatica,
como em todos 0s casos essa razdo diminuiu com o0 aumento da concentracdo do inibidor,
isso configura-se uma inibicdo do tipo mista (Jiang et al., 2021; Mittal, Singh e Benjakul,
2023; Ochs, 2000). Adicionalmente, foram calculadas as constantes Ki (constante de
dissociacdo do equilibrio composto-tirosinase) ¢ Ki’ (constante de dissociacdo do
equilibrio composto-tirosinase-L-dopa) para assim determinar a preferéncia de ligacdo
dos compostos. Dessa forma, quando Ki > Ki’ ¢ Ki < Ki’ indicam preferéncia de ligagdo
do composto pela enzima livre e pelo complexo, respectivamente (Min et al., 2023; Song
et al., 2020). Assim, a partir dos valores de Ki ¢ Ki’ (Tabela 14) pdde-se notar que os
compostos 11, 21 e 0 22 apresentam uma preferéncia de ligacéo pelo complexo tirosinase-
L-dopa, os demais compostos tem preferéncia pela enzima livre. No que se refere aos
hibridos lipoicos (21 e 22), como uma das principais diferenca entre esses e 0s demais
compostos avaliados é o 4cido, essa preferéncia pode estar associada ao aumento da

cadeia.

Figura 22. Gréfico duplo reciproco de Lineweaver-Burk para 0os compostos mais ativos frente a
inibicdo da tirosinase (mushroom). A. Composto 2. B. Composto 6. C. Composto 10. D.
Composto 11. E. Composto 12. F. Composto 13. G. Composto 21. H. Composto 22. Condicdes:
Tampdo fosfato de potéssio, 50 mM, pH 6,8.
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Tabela 14. Pardmetros de cinéticos para 0os compostos 2, 6, 10 a 13, 21 e 22 com a tirosinase. Condic¢Ges: Condigdo: Tampao fosfato de potéssio, 50 mM, pH
6,8.

Composto L] Kmapp (mM) Vimaxpp (umol min® Vimax 2pp /K Ki (uM) Ki’ (uM)

HM) mg de proteina™) app
0 0,472 £ 0,02 0,526 + 0,01 1,10

2 26 0,460 + 0,01 0,282 + 0,00 0,60 0,04 +£0,001 0,02 + 0,002
30 0,252 + 0,01 0,472 £ 0,03 0,53
0 0,472 £ 0,02 0,526 £ 0,01 1,10

6 4 1,171 +0,21 0,379+ 0,04 0,32 0,62+0,18 0,03+0,001
8 0,862 + 0,33 0,208 + 0,04 0,24
0 0,472 £ 0,02 0,526 £ 0,01 1,10

10 4 0,39+ 0,08 0,29 + 0,02 0,74 0,19+0,03 0,18 + 0,007
6 0,41+0,13 0,24 + 0,02 0,58
0 0,39 + 0,07 0,49 +£ 0,03 1,25

11 15 0,41+0,10 0,35+0,03 0,85 0,03+0,006 0,04 +0,001
20 0,61+0,19 0,33+0,04 0,54
0 0,472 £ 0,02 0,526 £ 0,01 1,10

12 6 1,01 £0,17 0,43+0,03 0,42 0,22+0,018 0,05+0,001
9 1,63 +0,38 0,46 + 0,06 0,28
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0 0,472 + 0,02 0,526 + 0,01 1,10
16 0,827 + 0,01 0,248 + 0,04 0,29 0,34+0,01 0,030,005
s 20 1,10 + 0,07 0,195 + 0,02 0,17
0 0,472 + 0,02 0,526 + 0,01 1,10
21 28 0,30 £ 0,04 0,20 £ 0,00 0,66 0,03+0,002 0,05+ 0,006
32 0,41 +0,07 0,19+0,01 0,46
0 0,472 + 0,02 0,526 + 0,01 1,10
22 14 0,47 + 0,06 0,43 +0,03 1,16 0,03+0,001 0,05+0,002
19 0,57 +0,09 0,46 £ 0,03 0,80

Kwm app: Constante de Michaelis-Menten na presenca do inibidor. Vimax app: Velocidade maxima da urease na presenca do inibidor. K;: Constante de dissociagdo

do equilibrio para o complexo composto-tirosinase. Ki: Constante de dissociagdo do equilibrio para o0 complexo composto-tirosinase-L-dopa

Fonte: Autor, 2024.
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10.5. Atividade fotoprotetora UVB in vitro

O Fator de Protecdo Solar Ultravioleta B (FPS-UVB) dos compostos 1 a 22 e do
padrdo BZF-3 foi determinado por meio de medidas espectrofotométricas. Inicialmente,
a faixa linear de absorcdo no UV-vis foi estabelecida a partir de curvas analiticas (Figura
80 em anexo). Para isso, foram realizadas varreduras espectrofotométricas dos compostos
em concentracdes variando de 5 a 400 uM. A andlise das medidas revelou que oS
compostos exibiram uma faixa linear notavel entre 5 e 200 uM. Portanto, optou-se por
conduzir as medidas de UV-vis apenas para as concentragdes de 100 uM, uma vez que
essa faixa representa o intervalo 6timo para analise. Essas medidas serdo utilizadas no
subsequente calculo do FPS-UVB

A determinacdo do FPS-UVB foi realizada utilizando o método in vitro proposto
por Mansur et al., (1986) conforme a Equacdo 1. A maioria dos compostos analisados
demonstrou valores de FPS-UVB superiores a 6 (Tabela 15), indicando um significativo
de protecdo. Esse resultado € relevante, uma vez que 6 é o valor minimo estabelecido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2012), no Brasil.

Tabela 15. Valores de Fator de Protecdo Solar UVB (FPS-UVB) in vitro dos compostos 1 — 22 e
do BZF-3 nas concentracdes de 100 uM.

Composto FPS-UVB Composto FPS-UVB

1 8,08 + 0,382 13 -

2 12,01 + 0,48° 14 4,52 +0,58"
3 5,66 + 0,35° 15 11,19 + 0,619
4 3,75 + 0,32¢ 16 10,77 + 0,329
5 14,27 + 0,08° 17 21,53+ 0,74
6 6,25 + 0,29° 18 2,24 +0,13"
7 - 19 1,79 + 0,09"]
8 5,94 + 0,91° 20 0,45+ 0,11
9 10,55 + 0,59 21 10,26 + 0,919
10 12,17 £ 0,79° 22 6,59 + 0,432
11 10,59 + 0,329 BZF 9,60 +0,17*9
12 3,74 +0,01" - -

Os valores estdo sendo apresentados como média = SD (n = 3). Os valores seguidos por diferentes letras
sobrescritas (a-j) nas colunas sao correspondentes a diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
— N&o apresentaram atividade.

Fonte: Autor, 2024.

Os compostos também foram comparados com a 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
(BZF-3), que é um fotoprotetor presente em formulacfes comerciais (Aradjo et al., 2014;
Nascimento et al., 2014). Assim, pdde-se notar que os resultados 13 obtidos para as bases

de Schiff demonstraram que esses compostos apresentaram FPS-UVB comparavel ou até
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mesmo superior ao padrdo BZF (teste de Tukey p<0,05), com destaque ao composto 17
que apresentou uma atividade de 21,53 + 074. Os compostos 18 — 19 apresentaram um
FPS de até 21 vezes menores que o0 padrdo e até aproximadamente 48 vezes inferiores a
algumas bases de Schiff, demonstrando que a dupla ligacdo da funcdo imina mais uma
vez apresenta influéncia sobre a atividade biologica, 0 que era esperado para esse caso,
uma vez que, a ligacdo C=N é um cromoforo que absorve energia suficiente para causar
atransferéncia de elétrons para um orbital mais energético, ou seja, a absorc¢ao de radiacdo
UV leva a excitacdo de elétrons encontrados no orbital 1 HOMO e sua posterior
transferéncia para o orbital 7+ LUMO (Polonini et al., 2013). Quanto aos compostos 21
e 22, pdde-se notar que a formagao dos hibridos lipoicos ndo influéncia nessa atividade.
Tomando como referéncia as recomendacbes da FDA (2017), que estabelece os FPS-
UVB igual ou superior a 15, estima-se que 0 17 seria 0 composto mais promissor para a
continuidade desses estudos visando um produto com atividade fotoprotetora. Reis et al.,
(2014), ao avaliarem a atividade fotoprotetora (FPS) de hibridos de resveratrol com
avobenzona e octil metoxicinamatos encontraram valores que variaramde 2+ 0,1 a5 +
0,2.

10.6. Capacidade antioxidante

Nos ensaios de capacidade antioxidante, os compostos foram avaliados frente aos
métodos de sequestro dos radicais DPPH*, ABTS**, potencial de reducdo de ions Fe (1)
(FRAP), potencial de reducéo de ions Cu (1), além de complexacdo de Fe (Il) (Tabela
17). Nesta avaliacdo foram empregados como controles positivos para comparacao, 0
resveratrol (estrutura base para a sintese dos compostos), o &cido caféico (&cido fendlico
conjugado), o é&cido ferrulico (&cido fendlico conjugado fotoprotetor), o piacetanol
(estilbeno derivado do resveratrol), o Trolox® (mimético da vitamina E), a quercetina
(flavonoide) e o EDTA (agente complexante), os quais sdo compostos antioxidantes ou

complexantes de diferentes classes e graus de lipofilicidade.
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Tabela 16. Capacidade antioxidante das bases de Schiff, os derivados aminicos, dos hibridos lipoicos e dos padrdes, medidas pelos métodos DPPH*, ABTS™,
complexacdo de Fe (11), FRAP e CUPRAC.

Métodos
Compostos/ ICso (umol L) FRAP CUPRAC
Padroes . o Complexacio Normalizado*
DPPH ABTS de Fe (I1) (TE)
1 4,63 +1,072¢ 1 4,26 + 0,36° > 200 0,0099 + 0,0002? 0,99 + 0,062
2 4,03 + 0,26 2b.d 1,71 + 0,062 > 200 0,0057 + 0,0002° 1,07 £ 0,012
3 1,66 + 0,63 d 7,62 +0,172 > 200 0,0113 + 0,0012 0,94 + 0,012
4 2,91 +0,10%P 0,85 + 0,332 > 200 0,0299 + 0,0013¢ 0,91 + 0,232
5 3,91 + 0,029 0,25 + 0,022 > 200 0,0704 + 0,0093¢ 1,13 + 0,05?
6 7,00 +0,17° 4,46 + 0,042 > 200 0,0399 + 0,0006¢ 1,03 + 0,052
7 5,67 + 0,382 0,016 + 0,0012 > 200 0,0357 + 0,0015¢ 0,93 + 0,022
8 3,68 + 0,2020d 3,94 + 0,092 > 200 0,0369 + 0,0015¢ n.a.
9 1,99 + 0,08¢ 2,69+ 0,072 > 200 0,1835 + 0,0009¢ 0,77 + 0,082
10 3,05+ 0,11¢ 2,29 + 0,052 > 200 0,0856 + 0,0021f 0,57 +0,09°
11 2,10 + 0,044 3,43+0,112 > 200 0,0729 + 0,0089f 0,57 + 0,04°
12 7,10 + 0,19¢ 0,90 + 0,012 > 200 0,0314 + 0,0027¢ 2,04 +0,12¢
13 4,07 +0,02bd 4,23 + 0,05° > 200 0,0297 + 0,0025¢ 0,79 + 0,022
14 44,75 + 3,01° 6,96 + 0,022 > 200 n.a. n.a.
15 2,15 + 0,24 abd 2,21 + 0,062 > 200 n.a. 2,66 + 0,07¢
16 2,95 + 0,96 204 2,72 + 0,052 > 200 0,1219 + 0,0078¢ 3,00 + 0,03¢
17 1,67 +0,022bd.h 3,21 + 0,09 > 200 0,1074 + 0,0026 9 0,80 + 0,032
18 14,52 + 2,86 2,91 + 0,252 > 200 0,0479 + 0,0031" 1,00 + 0,022
19 12,84 + 0,77 2,89 + 0,062 > 200 0,0361 + 0,0003¢ 1,06 + 0,042
20 > 150 120,7 + 26,64° > 200 0,0181 + 0,0009¢ 0,96 + 0,012
21 5,89 + 0,132b¢ 8,48 + 0,222 > 200 0,0602 + 0,0016¢ 0,87 + 0,042
22 9,58 + 2,419 8,23 + 0,312 > 200 0,0351 + 0,0021¢ 2,41 + 0,024
Resveratrol 7,16 + 0,283¢ 0,62 + 0,012 n.a. 0,0509 + 0,0027¢ 1,40 + 0,02¢
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Acido lipoico > 150 > 150
Acido caféico 1,55 + 0,12 &bd 4,44 + 1,442
Acido ferralico 2,81 + 0,44 2bd 0,97 + 0,362
Piacetanol 2,08 + 0,01 2Pd 0,53 +0,09?
Quercetina 0,87 £0,07" 0,66 +0,13?
Trolox® 1,62 + 0,07 &bdh 3,24+0,19°
EDTA n.a n.a

> 200
n.a.
n.a.
n.a.
n.a.
186,4 + 9,62°
36,09 +1,03

0,0222 + 0,0013¢

0,0912 + 0,0031"

0,0447 + 0,0033¢

0,1213 + 0,0028'

0,1334 + 0,0042!

0,0427 + 0,0007¢
n.a

n.a.

n.a.

n.a.
1,16 + 0,03
2,05 + 0,029

n.a.

n.a.

*Absorvancia normalizada (Ases por a concentracdo de 10 uM). Os valores estdo sendo apresentados como média £ SD (n = 3). Os valores seguidos por diferentes letras
subscritas (a-h) na mesma coluna séo correspondentes a diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0.05). TE — Equivalentes de Trolox®. n.a. Ndo avaliado. O EDTA foi

usado apenas como padrédo para o ensaio de complexagao.
Fonte: Autor, 2024.
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Avaliando os resultados para o ensaio DPPH*, pdde-se notar que frente a reducéo
dessa espécie radicalar, para 0s compostos sintetizados, quatro fatores estruturais
influenciam em suas atividades: i) a presenca da ligagdo imina; ii) 0s grupos substituintes;
Iii) a posicdo do grupo substituinte e, iv) o tamanho do composto antioxidante. O
mecanismo de inibicdo dessa espécie radicalar pode ser tanto via transferéncia de elétrons,
quanto transferéncia de proton (Faillace et al., 2020). Assim, quando se avalia 0 1Csg dos
compostos sintetizados, pode-se notar que a ligacdo imina influéncia significativamente
(teste de Tukey p < 0,05) na atividade dos compostos. Tomando como referéncia 0s
compostos 3 (1,66 + 0,63 uM) e 19 (12,84 + 0,77 uM), a imina sem substituinte e seu
correspondente reduzido, pode-se notar que a ligagdo C=N aumenta em aproximadamente
8 vezes a atividade, 0 que pode estar associado a uma maior quantidade de elétrons
disponiveis nesse grupo passivel de atuar via mecanismo de transferéncia de elétrons,
para com isso inibir essa espécie radicalar. O fator substituicdo, por sua vez, s6 expressa
influéncia sobre o processo de inibicdo da espécie radicalar em questdo, quando em
posicBes especificas, ndo sendo a quantidade um fator tdo importante quanto o fator
particular, o fator de substituicdo exerce influéncia apenas quando em posicOes
especificas (orto, meta, para) nos anéis A e/ou B do nucleo basico iminico (Figura 21),
sendo a quantidade menos crucial quando comparada a importancia do fator de posicao.
Quando se compara os compostos 1 (4,63 £ 1,07 uM) e 2 (4,03 £ 0,26 uM) os quais
possuem uma e duas OH, respectivamente, esses ndo apresentaram atividades
comparaveis (teste de Tukey, p<0,05). J& ao examinar os compostos 11 (2,10 + 0,04 uM)
e 12 (7,10 £ 0,19 uM), ambos contendo a mesma quantidade de grupos OH (trés, no
entanto, em posicoes diferentes), observaram-se diferencas significativas na inibicao. 1sso
evidencia que a posicao em que o substituinte esta localizado nos anéis A e B pode exercer
uma influéncia notavel na atividade em relacdo ao radical DPPH*. No que diz respeito
aos hibridos lipoicos (21-22), observou-se que, nesse método, 0 processo de hibridagédo
ndo desempenha um papel tdo significativo na inibigdo do DPPH?*. Para esses compostos,
foi possivel obter valores de 1Csg iguais, comparaveis ou superiores para algumas iminas.
Silva et al. (2017), ao empregar este metodo e avaliar compostos com 0 mesmo nucleo
basico examinado aqui, mas variando apenas os substituintes, obtiveram resultados que
variaram de 12,2 a 55,8 uM. Reis et al., (2014), ao avaliarem hibridos de resveratrol com

avobenzona e octil metoxicinamatos para aplicagdo cosmética, obtiveram valores de 1Cso
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de inibicdo do DPPH* na faixa de 88,2 a 275 uM. Esses resultados evidenciam que os
nucleos abordados nesse estudo demonstraram maior eficiéncia em relagédo a esse método.

Para os métodos seguintes, as diferencas entre 0s compostos ndo se demonstraram
tdo expressivas quanto para 0 método DPPH?®, entretanto, isso ndo quer dizer que 0s
fatores discutidos anteriormente para essas moléculas ndo influenciaram em suas
atividades. Assim, para 0 método ABTS*", foi possivel notar que os compostos avaliados
apresentaram uma atividade comparavel entre si e entre todos os padrdes avaliados (teste
de Tukey, p <0,05), tendo o derivado direto do resveratrol (composto 7) um 1Csp bastante
expressivo (0,016 £ 0,0001 uM). No ensaio de complexacdo de Fe(ll), todos os
compostos avaliados demonstraram um ICso superior a 200 umol L™, indicando uma
atividade consideravel. Vale ressaltar que o ferro € um cofator essencial em células do
corpo humano, desempenhando papéis cruciais em diversos processos bioguimicos, como
na sintese de DNA, no transporte de oxigénio e na producdo de energia. Portanto,
moléculas que formam complexos com essa espécie podem acarretar problemas diversos
no organismo. No entanto, € importante notar que metais em niveis tragos também
desempenham um papel significativo na geracdo de radicais livres, resultantes da
decomposicdo de hidroperdxidos lipidicos em radicais livres (Gulgin, 2010; Yehye et al.,
2015).

Para a capacidade de reducdo de Ferro (FRAP), pdde-se notar que os todos 0s
compostos avaliados apresentaram capacidade em reduzir Fe (l1I) a Fe (ll), tendo o
composto 16 (0,1219 + 0,0078) e 0 17 (0,1074 £ 0,0026) a atividade mais pronunciada
da série avaliada, sendo esses, espécies redutoras de Fe (I11) mais eficientes que os todos
0s padrdes, exceto, o piacetanol e a quercetina.

Adicionalmente, para o ensaio de reducdo de cobre (Il), todos os compostos
demonstraram reduzir ions cupricos. Para o estudo, foi avaliado os coeficientes TE de
cada composto, encontrado a partir da razdo das absortividades molares dos compostos
pela do Trolox®. De um modo geral, todos 0os compostos apresentaram um TEcuprac >
0,57, em que o 16 (3,00 £ 0,03) apresentou a maior atividade da série avaliada, uma
atividade superior aos padrdes, incluindo o resveratrol (teste de Tukey, p < 0,05). Vale
ressaltar que a reducdo das iminas a aminas correspondentes ndo gerou diferenca
significativa nos resultados frente a esse método (teste de Tukey, p < 0,05). No caso dos
hibridos lipoicos, foi observada uma diferenca significativa entre algumas iminas (teste

de Tukey, p <0,05). Além disso, destacou-se uma variagdo significativa entre os proprios
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hibridos, evidenciando que a presenca de substituintes hidroxilados, dependendo da
posi¢do, pode tanto aumentar quanto diminuir a atividade desses compostos neste nucleo,
em relagdo a esse método. Eglence-Bakir (2021) avaliando semicarbazonas, obteve
coeficientes TEcuprac entre 0,90 + 0,02 a 2,53 £ 0,05.

10.7. Estudos in silico
10.7.1. Propriedades ADMET

A aplicacdo de calculos tedricos surge como uma abordagem acessivel e, por
vezes, 4gil para antecipar o comportamento de compostos em contextos bioldgicos. Nesse
contexto, as propriedades ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e
toxicidade) in silico dos compostos sintetizados (1-22) foram avaliadas por meio do
website SwisSADME e do software OSIRISDataWARRIOR (Tabela 18). Para avaliar a
relevancia terapéutica, as propriedades das moléculas geralmente sdo validadas conforme
as regras de Lipinski, Veber e Egan. Essas regras sugerem que, para um composto
apresentar boa permeacao e absor¢do no organismo, seu peso molecular deve ser inferior
a 500 g/mol, com centros de doacdo de ligacdo de hidrogénio inferiores (HDA) a 5,
centros aceitadores de ligacdo de hidrogénio (HDB) inferiores a 10, uma éarea de
superficie polar topolégica (TPSA) igual ou inferior a 140, um numero de ligacdes
rotativas igual ou inferior a 10, e um Log P igual ou inferior a 5,88 (Egan, Merz e Baldwin,
2000; Lipinski et al., 2001; Veber et al., 2002). Os resultados obtidos nos ensaios in silico
indicaram que todos os compostos analisados neste estudo estdo em conformidade com
0s critérios que preveem a eficiéncia de compostos como candidatos a farmacos.

Em relacdo as aplicacBes biotecnoldgicas, os estudos fisico-quimicos oferecem
um parametro de extrema importancia para o desenvolvimento de aplicacdes em locoes
cosméticas. Um modelo linear que correlaciona a massa molecular e a lipofilicidade dos
compostos, conhecido como log Kp (coeficiente de permeabilidade na pele), o qual
indicou que todos os compostos analisados possuem uma baixa permeabilidade cuténea.
Os compostos de 1 a 22 exibiram variacdes em sua permeabilidade, situando-se entre -
5,20 a -6,16 cm.s™, todos inferiores ao padrdo BZF-3, que possui uma permeabilidade de
-5,0 cm.s-1. Destaca-se que, quanto mais negativo o log Kp, menor sera a capacidade da
molécula em permear na pele (Daina, Michielin e Zoete, 2017; Potts e Guy, 1992).
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Tabela 17. Parametros fisico-quimicas, de toxicidade, permeabilidade cutanea e bioatividade dos compostos 1 — 22 e dos padrdes.

Massa

Parametros fisico-quimicos

Parametros de toxicidade

Formula Log Kp  Score de
Comp. molecular molecular (cm/s) bioatividade Ain
(g/mol) TPSA N°de Mutagénicidade/Tumo-
Log P > LogS HDB HBA ligagoes rogénicidade/Reprodutividade
(A%) : : oo
rotativas efetiva/lrritacéo

1 C1sHuNO 19723 2.75+051 3259 -307 1 2 2 576 0,55 Nenhuma

2 C1sH1NO, 21323 2444054 5282 -330 2 3 2 566 0,55 Nenhuma

3 CisHuN 18123  318+054 1236 -324 0 1 2 540 055 Nenhuma

4 CiHuNO: 22023  204+054 7305 -315 3 4 2 601 0,55 Nenhuma

5 CisHuNOs 22023  215+046 7305 -315 3 4 2 601 055 Nenhuma

6 CI3HLINO 19723  272+055 3259 -307 1 2 2 576 055 Nenhuma

7 CiHuNO: 22023  201+051 7305 -301 3 4 2 616 0,55 Nenhuma

8 C1sH1NO; 21323 2344049 5282 -291 2 3 2 610 055 Nenhuma

9 CiHuNO: 22023  210+056 7305 -327 3 4 2 587 0,55 Nenhuma

10 CiHuNO; 229023  198+054 7305 -301 3 4 2 616 0,55 Alta/ Nenhuma/ Nenhuma/
Nenhuma

11 CiHuNOs 229023  209+049 7305 -315 3 4 2 601 0,55 Alta/ Ner,‘\lhe“nrﬂﬁ/m';'e“h“ma/

12 CiHuNO: 22023  201+060 7305 -315 3 4 2 601 0,55 Nenhuma

13 C1sH1NO; 21323 2414049 5282 -317 2 3 2 58 055 Nenhuma

14 C1sH1NO, 21323 2344049 5282 -291 2 3 2 610 055 Nenhuma

15 CiHuNO; 22023  210+056 7305 -327 3 4 2 587 0,55 Nenhuma

16 C1sH1NO, 21323 2544047 5282 -343 2 3 2 552 055 Nenhuma

17 CiHuNO, 21323  250%044 5282 -330 2 3 2 566 055 A/ Nenhuma/ Nenhuma/

Nenhuma
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18 C13H13NO
19 CizH1sN

20 C15H1803S2

21 C21H23NO3S;
22 C21H23NO3S>
Resveratrol Ci4H1203
AC. Kojico  CgHsO4
Ac. Lipoico CgH140:S2
BZF-3 C14H1203

199,25
183,25

310,43

401,54
401,54
228,24
142,11
206,33
228,24

2,56 + 0,27
3,00 £ 0,34

3,39 +0,77

4,60 1,09
4,61 +1,08
2,48 £ 0,54
-0,16 +,12
2,04 +0,51
2,15+£0,74

32,26
12,03

93,97

109,49
109,49
60,69
70,67
87,90
46,53

-3,21
-3,38

-3,36

-4,90
-4,90
-3,62
-0,70
-1,85
-3,97

RPRPNWRRER, O LN

WNDRWRAREA W OPF

WOITF,NOO 00 Ww

-5,55
-5,20

-6,05

-5,55
-5,55
-5,47
-7,62
-6,37
-5,00

0,55
0,55

0,55

0,55
0,55
0,55
0,55
0,55
0,55

Nenhuma
Nenhuma
Nenhuma/ Nenhuma/
Nenhuma/Alta

Nenhuma

Nenhuma
Alta/Nenhuma/Alta/Nenhuma
Alta/Alta/Nenhuma/Nenhuma

Nenhuma

Alta/Alta/Alta/Nenhuma

Fonte: Autor, 2024.
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10.7.2. Redocking molecular

Os estudos teoricos de ancoragem molecular foram realizados com a enzima
tirosinase Agaricus bisporus de cddigo PDB ID: 2Y9X, que possui o ligante
cocristalizado tropolona. Inicialmente, realizou-se o redocking desse ligante, como
método de validacdo dos pardmetros de encaixe especificados no algoritmo de entrada
(input). Neste caso, o algoritmo retornou com uma pose de RMSD abaixo de 2 A. A partir
da Figura 23, observa-se que o algoritmo de docking encontrou uma conformagéo para
o ligante tropolona semelhante aquela observada na estrutura cristalografica,
demonstrado que os parametros de encaixe especificados no arquivo de entrada para o
método, foram capazes de recuperar a estrutura e as interagdes do complexo, confirmando

a robustez para o posterior docking dos compostos sintetizados (1 — 22).

Figura 23. Redocking ligante cocristalizado tropolona com a enzima tirosinase (azul -ligante
cocristallizado; Laranja- ligante ancorado).

Ligante cocristalizado  Ligante ancorado
Fonte: Autor, 2024.

10.7.3. Docking molecular

Para entender a influéncia das interagdes entre compostos sintetizados e 0s
residuos de amino&cidos da enzima no processo de inibi¢do enzimética, foram realizados
estudos de docking molecular (Figura 24). Assim, 0s compostos apresentaram energias
de correlacéo (fitscore) que variaram entre 39,12 a 55,76, ndo demonstrando nenhuma
correlagdo numerica entre essas energias e 0s valores percentuais de inibicdo dos
compostos os sintetizados. Para os demais resultados, o composto 6, que se destacou
como 0 mais ativo nos estudos experimentais de inibicdo, foi selecionado para apresentar

os resultados. Notavelmente, todos 0s outros compostos demonstraram uma tendéncia a
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interagir com residuos de aminodacidos no sitio ativo ou em regides proximas a ele. Ao
observar a Figura 24B para o composto 6, fica evidente que este ocupou a mesma regido
onde o ligante cocristalizado (tropolona) esta localizado no sitio ativo da enzima.
Adicionalmente, observou-se que 0 composto 6 interagiu com ambos 0s atomos de cobre
no sitio ativo da enzima, assim como com os residuos HIS263 e PHE264 por meio de
interacdes do tipo -1 Stacking (Figura 24C). Além disso, estabeleceu interagdes nw-alquil
com os residuos ALA286 e VALZ283, e interagdes de van der Waals com residuos de
aminoéacidos presentes na cavidade do sitio ativo da enzima. Portanto, os resultados de
docking indicam que os compostos exercem atividade inibitoria da enzima por meio da
formagdo de complexos que que sdo formados ao interagirem principalmente com

residuos préximos ao sitio ativo.

Figura 24. Representacdo dos estudos in silico de docking molecular entre os compostos
avaliados (1 — 22) e a tirosinase mushroom (PDB ID: 2Y9X). A. Complexo macromolécula
composto 6 e ligante cocristalizado. B. Composto 6 na regido proxima ao sitio ativo da enzima,
local onde se encontra o ligante co-cristalizado tropolona. C. Intera¢cdes do composto 6 com 0s
residuos de aminoéacidos presentes no bolsdo ou proximo do sitio ativo da enzima.

Fonte: Autor, 2024.
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11. Concluséo

Neste trabalho, foi sintetizado bases de Schiff, aminas e hibridos lipoicos com
padrdes de substituicdo semelhantes ao resveratrol, alcangando rendimentos entre 49% e
98%. Os compostos, especialmente as iminas e os hibridos lipoicos, destacaram-se como
eficientes inibidores da tirosinase. O composto 6, por exemplo, exibiu uma atividade
superior aos padrdes acido kojico e resveratrol, com um ICso de 22,91 + 0,90 uM. Os
estudos cinéticos revelaram que os compostos mais ativos apresentaram uma inibicéo
mista, preferindo a enzima livre para as bases de Schiff e 0 complexo para os hibridos
lipoicos. Nos estudos de FPS-UVB, a ligacdo C=N mostrou forte influéncia na atividade
bioldgica, destacando-se as bases de Schiff, com o composto 17 apresentando o maior
valor de FPS (21,53 £ 0,74), superando o BZF-3 (p < 0,05). Além disso, 0s compostos
exibiram atividades antioxidantes promissoras, com o composto 7 sendo notavel no
método ABTS** (ICso = 0,016 + 0,0001 uM). A analise fisico-quimica indicou baixa
permeabilidade cutanea, vantajosa para futuras aplicacdes cosméticas. Os estudos de
inibicdo da tirosinase in vitro foram corroborados por ancoragem molecular,
evidenciando interagdes predominantes de van der Waals e ligagOes de hidrogénio no

sitio ativo da enzima.

12. Perspectivas
e Caracterizar os compostos por massas de alta resolu¢do dos compostos;
e Realizar estudos de inibicdo da enzima elastase;
e Realizar estudos com a a-amilase e a-glicosidade;

e Avaliar a atividade anti-inflamat6ria dos compostos.
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14. Concluséo Geral

O presente trabalho possibilitou avaliar as atividades bioldgicas de trés classes de
compostos, as aminoguanidinas hidrazonas, as bases de Schiff derivadas de
tiossemicarbazonas e hibridas com pirazois e as bases de Schiff analogas ao resveratrol e
suas respectivas aminas. De um modo geral, 0s compostos apresentaram atividades
antioxidantes frente a diferentes métodos, que puderam ser correlacionados com outras
atividades bioldgicas.

Para a classe das aminoguanidinas hidrazonas o composto AGH-3 com o nucleo
indodlico foi o mais promissor, apresentando atividade antioxidante frente a todos os
métodos avaliados, em alguns deles superior ao padrdo Trolox®. O composto também foi
o mais efetivo frentes as linhagens celulares tumorais avaliadas. O mecanismo de acéo
do derivado AGH-3 possivelmente esta relacionado a interacdo ao DNA, a qual ocorreu
via formacdo de um complexo supramolecular fluorescente, preferencialmente por
intercalacdo. Assim, pode-se sugerir que a presenca do grupo indolico, associado a grupos
aminoguanidinicos pode aumentar a atividade antioxidante, a afinidade de ligacdo ao
DNA e a atividade anticancer de novos compostos.

No estudo com as bases de Schiff derivadas de tiossemicarbazonas e hibridas com
pirazois foi avaliado o potencial de inibicdo de urease por oito compostos dessa classe. O
composto mais ativo, 312, demonstrou inibicdo mista e alta afinidade pela enzima.
Anélises de UV-vis mostraram a formagdo de um complexo estabilizado
preferencialmente por interagfes hidrofobicas. Estudos de docking molecular indicaram
interacdes com residuos proximos ao sitio ativo, inclusive com um cofator que
corroboraram com os estudos experimentais. Em ensaios de solo, 0 composto 312 superou
0 padrdo NBPT na inibicéo da urease em duas amostras de solo. Na inibicdo de enzimas
ureoliticas em amostras de urina, 0 312 superou todos os padrdes avaliados. Os resultados
destacam o potencial desses compostos em aplicacbes biotecnoldgicas, indicando
caminhos para o desenvolvimento de moléculas mais potentes na inibicdo de ureases em
diferentes contextos biotecnoldgicos.

Por fim, as bases de Schiff, as aminas e os hibridos com o acido lipoicos analogas
aos resveratrol, de um modo geral, as iminas apresentaram 0s maiores percentuais de
inibicdo da tirosinase, a maior atividade FPS-UVB, bem como, apresentaram promissoras
atividades antioxidantes frente aos métodos avaliados. Adicionalmente, os estudos in
silico demonstraram que 0s compostos apresentam propriedades fisico-quimicas de

passiveis de serem exploradas em possiveis candidatos a farmacos, assim como 0s



146

estudos de ancoragem molecular demonstraram que 0s compostos interagem com
residuos de aminodcidos principalmente via ligacdes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas.

Com isso, ressalta-se a versatilidade dos compostos aqui avaliados, bem como, a
possibilidade de esses agirem frente a multialvos. Nessa linha, espera-se que o0
desenvolvimento dessa pesquisa ndo apenas amplie nosso entendimento sobre as classes
de compostos aqui avaliados, mas também possa ser um catalisador para o

desenvolvimento de tecnologias benéficas a sociedade como um todo.



Anexos — Secdo 4

Figura 25. Estrutura grafica utilizada para calcular o ICs dos inibidores padrdes e dos compostos
avaliados no trabalho. A. Gréfico para expressar o ICso do composto 307. B. Gréafico para
expressar 0 1Cso do composto 308. C. Gréafico para expressar 0 ICso do composto 309.D. Gréfico
para expressar 0 ICso do composto 310. E. Gréfico para expressar 0 1Cso do composto 312. F.
Gréfico para expressar 0 1Cso do composto NBPT. G. Grafico para expressar 0 1Cso do composto
TIO. F. Gréfico para expressar 0 1Cso do composto HU. Condic¢des: Tampdo fosfato de sodio 20
mM, pH 7,4, 30 °C.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 26. Figura x. Titulacdo espectrofotométrica da urease com o 312 (1 — 25 mM) em trés
temperaturas distintas (22, 30 e 38 °C). Condices: tampé&o fosfato de potassio 20 mM pH 7,4.
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Fonte: Autor, 2024.




Figura 27. Energia fitScore do processo de interacdo entre as bases de Schiff (307 — 313 e 317)
com a urease Jeak bean (PDB ID:4GOA).
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Fonte: Autor, 2024.

Tabela 18. Caracteristicas fisico-quimicas para as amostras de solos S1, S2, S3, S4.

Pardmetros Solos

S1 S2 S3 S4
Matéria orgéanica (%) 14 14 12 5
pH 5.87 6.03 6.10 6.43
H + Al (mmol L?) 38 38 34 12
Saturacdo de base (%) 18 21 72 74
K (mmol L) 3 3 15 5
Ca (mmol L?) 60 63 50 27
Mg (mmol L?) 10 12 19 6
P (mmol L?) 3 4 4 1

Fonte: Tavares et al., 2023.



Figura 28. Curva padrdo de cloreto de aménio. Condi¢des: Tampao tris 20 mM, pH 7,4, 30 °C.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 29. Espectro de RMN de H (600 MHz; DMSO-d6) do composto 1.
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Figura 30. Espectro de RMN *C (150 MHz — DMSO-d6) do composto 1.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 31. Espectro de Noesy (600 MHz — DMSO-d6) do composto 1.

IV O

ppm

7784 : g

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
ppm

Fonte: Autor, 2024.



Figura 32. Espectro de RMN H (150 MHz — DMSO-d6) do composto 2.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 33. Espectro de RMN **C (600 MHz — DMSO-d6) do composto 2.
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Figura 34. Espectro de RMN 'H (600 MHz — CDCls) do composto 3.
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Fonte: Autor, 2024.
Figura 35. Espectro de RMN *3C (151 MHz — CDCls) do composto 3.
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Figura 36. Espectro de RMN 'H (600 MHz

— Acetona-d6) do composto 4.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 37. Espectro de RMN *3C (151 MHz

— Acetona-d6) do composto 4.
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Figura 38. Espectro de RMN 'H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 5.
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Figura 39. Espectro de RMN *3C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 5.
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Figura 40. Espectro de RMN 'H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 6.
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Figura 41. Espectro de RMN **C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 6.
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Fonte: Autor, 2024.



Figura 42.Espectro de RMN *H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 7.
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Figura 43.Espectro de RMN *3C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 7.
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Figura 44. Espectro de RMN 'H (600 MHz — DMSO-d6) do composto 8.
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Figura 45.Espectro de RMN *3C (151 MHz — DMSO-d6) do composto 8.
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Figura 46.. Espectro de RMN 'H (600 MHz — DMSO-d6) do composto 9.
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Figura 47.Espectro de RMN *3C (151 MHz — DMSO-d6) do composto 9.
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Figura 48.Espectro de RMN *H (400 MHz — Acetona-d6) do composto 10.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 49.Espectro de RMN *3C (101 MHz — Acetona-d6) do composto 10.
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Figura 50.Espectro de RMN *H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 11.

]

74 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8

0,99 ==
187
101~
299
1.04:

T T T T T T T T T " I " T T T T T T T T T T T T Tt T T 1
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
ppm
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Figura 51.Espectro de RMN C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 11.
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Figura 52.Espectro de RMN *H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 12.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 53.Espectro de RMN C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 12.
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Figura 54.Espectro de RMN *H (400 MHz — Acetona-d6) do composto 13.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 55.Espectro de RMN *3C (400 MHz — Acetona-d6) do composto 13.
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Figura 56.Espectro de RMN *H (600 MHz — DMSO-d6) do composto 14.
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Figura 57.Espectro de RMN *3C (151 MHz — DMSO-d6) do composto 14.
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Figura 58. Espectro de RMN *H (400 MHz — Acetona-d6) do composto 15.
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Figura 59. Espectro de RMN **C (101 MHz — Acetona-d6) do composto 15.
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Figura 60. Espectro de RMN H (400 MHz — Acetona-d6) do composto 16.

@ >
=

T

T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5

Fonte: Autor, 2024.

(e

T T T T T T T T T

210 200 190 180 170

.| 1.0 0.5 0.0
ppm
Figura 61. Espectro de RMN **C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 16.
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Fonte: Autor, 2024.
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Figura 62. Espectro de RMN H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 17.
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Figura 63. Espectro de RMN **C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 17.
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Figura 64. Espectro de RMN H (600 MHz — CDCls) do composto 18.
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Fonte: Autor, 2022.
Figura 65. Espectro de RMN *3C (150 MHz — CDCls) do composto 18.
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Figura 66. Espectro de RMN H (600 MHz — CDCls) do composto 19.
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Figura 67. Espectro de RMN *3C (150 MHz — CDCls) do composto 19.
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Figura 68. Espectro de RMN H (600 MHz — CDCls) do composto 20.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 69. Espectro de RMN *3C (600 MHz — CDCls) do composto 20.

g 2 g g2 8 5 qHEY g o

=3 — w ¥ = o ~ I e

g S 4 2 8 & $RIL ] X

Il NESNS T

' [ T

|

‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
200 190 180 170 160 150 140 130 120 80 70 60 50 40 30 2 10 0

Fonte: Autor, 2024.



Figura 70. Espectro de RMN *H (400 MHz — Acetona-d6) do composto 21.
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Fonte: Autor, 2024.
Figura 71. Espectro de RMN *3C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 21.
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Fonte: Autor, 2024.



Figura 72. Espectro de RMN H (600 MHz — Acetona-d6) do composto 22.
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Figura 73. Espectro de RMN **C (151 MHz — Acetona-d6) do composto 22.
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Fonte: Autor, 2024.



Figura 74. Espectro de FTIR-ATR do composto 1.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 75. Espectro de FTIR-ATR do composto 2.
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Fonte: Autor, 2024.



Figura 76. Espectro de FTIR-ATR do composto 3.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 77. Espectro de FTIR-ATR do composto 18.
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Fonte: Autor,



Figura 78. Espectro de FTIR-ATR do composto 19.
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Fonte: Autor, 2024.

Figura 79. Espectro de FTIR-ATR do composto 20.
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Fonte: Autor, 2024.



Figura 80. Espectro de FTIR-ATR do composto 21.
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Fonte: Autor, 2024.
Figura 811. Espectro de FTIR-ATR do composto 22.
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Fonte: Autor, 2024.



Figura 82. Curvas analiticas dos compostos 1 — 22 e BZF-3 para posterior determinagdo do FPS-
UVB.
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Fonte: Autor, 2024.



Tabela 19. Pardmetros avaliados para 0s compostos e padrfes avaliados frente ao método

CUPRAC.
~ Faixa linear y=ax+Db
Compostos/Padrdes (uM) 3 b RZ

1 1-5 0,028 (¥0,001) 0,506 (¥0,003)  0,99145

2 1-5 0,027 (x0,001) 0,506 (¥0,003)  0,99506

3 1-5 0,031 (¥0,002) 0,510 (¥0,006)  0,97918

4 1-5 0,130 (x0,015) 0,222 (x0,050)  0,94784

5 1-5 0,1729 (¥0,003) 0,3028 (¥0,102)  0,97411

6 1-5 0,188 (+0,010) 0,178 (¥0,033)  0,98863

7 1-5 0,185 (¥0,035) 0,155 (¥0,035)  0,98708

9 1-5 0,0364 (x0,002) 0,3901 (x0,084)  0,98082

10 1-5 0,0543 (¥0,003) 0,2646 (+0,008)  0,99056

11 1-5 0,048 (+0,004) 0,284 (¥0,013)  0,97451

12 1-5 0,192 (¥0,017) 0,705 (¥0,057)  0,96785

13 1-5 0,006 (+0,0001) 0,034 (+0,002)  0,96618

15 1-5 0,327 (¥0,028) 0,991 (¥0,093)  0,97111

16 1-5 0,308 (+0,018) 11,887 (x0,060)  0,98605

17 1-5 0,032 (¥0,003) 0,431 (¥0,010)  0,96367

18 1-4 0,031 (+0,002) 0,510 (+0,004) 0,9911

19 1-5 0,039 (¥0,003) 0,490 (¥0,008)  0,97572

20 1-5 0,033 (+0,001) 0,482 (x0,003)  0,99234

21 1-5 0,032 (¥0,001) 0,437 (¥0,006)  0,98879

22 1-5 0,179 (x0,045) 0,862 (¥0,153)  0,93021
Resveratrol 1-5 0,237 (¥0,013) 0,257 (¥0,041)  0,98873
Quercetina 1-5 0,478 (+0,038) 0,328 (+0,126)  0,97524
Piacetanol 1-4 0,075 (¥0,007) 0,489 (¥0,016)  0,97026
Trolox® 1-5 0,044 (x0,002) 0,485 (x0,005)  0,99388

Fonte: Autor, 2024.



