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RESUMO

O céancer ¢ um grande problema mundial de saude, especialmente entre 0s paises em
desenvolvimento. Um alvo terapéutico do tratamento sdo os microtibulos, formados pela
polimerizagdo de dimeros de tubulina, que comp&em o citoesqueleto celular. Um exemplo de
composto que age nos microtlbulos é o produto natural combretastatina A-4 (CA-4), um dos
mais poderosos inibidores da polimerizacdo da tubulina, assim como os seus andlogos contendo
0 dtomo de enxofre e selénio. Desta maneira, este trabalho objetivou a sintese dos analogos
selenados 5, 6 e 7, diaril dissulfetos 27, 28, 29, 30 e 31 e dos diaril tiossulfonatos 32, 33, 34, 35
e 36. Para preparacdo dos analogos selenados foram utilizadas metodologias ja descritas na
literatura, onde a rota sintética se inicia com a preparacdo do disseleneto 11. No entanto,
nenhum dos experimentos realizados culminaram na obtencdo do produto esperado, logo, a
reacao descontinuada. Ja a sintese dos compostos sulfurados foi realizada por acoplamentos de
tiois na presenca de acetonitrila, HNOs como agente oxidante e o catalisador Al(H2PQO4)s; tal
metodologia apresentou bons rendimentos. Dentre 0s compostos sintetizados, 27, 28, 29, 32,
33 e 34 foram submetidos a avaliacdo de atividade antitubulinica e atividade citotoxica em
diferentes células cancerigenas. Todos 0s compostos testados apresentaram atividade
antitubulinica significativa, sendo o composto 28 o mais ativo (ICso= 1,4 + 0,2 uM). Os testes
de atividade citotoxica foram realizados em linhagens de células neoplésicas humanas MCF-7
(mama), HepG2 (figado), B16 - F10 (melanoma murino), HT-29 (célon), PC-3 (préstata), 786-
0 (rim), MDA-MB (mama triplo resistente) e NCI-ADR (ovéario com fendtipo de resisténcia).
Nas trés ultimas linhagens o composto 33 apresentou a melhor atividade com Glso < 10uM.
Todos os diaril dissulfetos pretendidos foram sintetizados, onde, a sintese do composto 31 ainda
ndo foi descrita na literatura. Contudo, entre os cinco diaril tiossulfonatos desejados, 0s
compostos 35 e 36 (inéditos) ndo foram identificados apds as reacdes. Os resultados biologicos
obtidos até o momento, sugerem que os diaril dissulfetos e diaril tiossulfonatos estudados se
apresentam como novas classes de agentes antitubulinicos e contribuem de forma significativa

para a elaboracdo de novos prototipos a farmacos.

Palavras-chave: diaril seleneto; diaril dissulfeto; diaril tiossulfonato; citotoxicidade; tubulina.



ABSTRACT

Cancer is a serious world health problem, especially in developing countries. Microtubules are
some of this disease’s therapeutic targets, formed by the polymerization of tubulin dimers,
which form the cellular cytoskeleton. The natural products Combretastatin A-4 (CA-4) is a
compound which acts on microtubules. It is one of the most powerful inhibitors of tubulin
polymerization as well as its analogs containing sulfur and selenium atoms. Thus, this work
aimed at the synthesis of the selenide analogs 5, 6 and 7, diaryl disulfides 27, 28, 29, 30 and 31,
diaryl thiosulfonates 32, 33, 34, 35 and 36. In order to prepare the selenide analogs
methodologies described in literature were used, where the synthetic route starts with the
diselenide 11 synthesis. However, none of the experiments carried out obtained the expected
product. Therefore, the reaction was discontinued. The synthesis of sulfureted compounds was
carried out though attachments of thiols with acetonitrile, HNOs as oxidant agent and
Al(H2PO4)s as catalyst; such methodology presented good yields. Among the synthetized
compounds 27, 28, 29, 32, 33 and 34 were submitted to antitubulic assay and cytotoxic assay
in different cancer cells. All the tested compounds were significant antitubulinic activity wish
compound 28 as the most active (ICso= 1,4 + 0,2 uM). The cytotoxic activity tests were carried
out in human neoplastic cell lines MCF-7 (breast), HepG2 (liver), B16-F10 (murine melanoma),
HT-29 (colon), PC-3 (prostate), 786-0 (kidney), MDA-MB (triple resistant breast) and NCI-
ADR (ovary with resistance phenotype). In the three latter, compound 33 showed activity with
Glso < 10 uM. All diaryl disulfides intended were synthesized, but the synthesis of compound
31, has not been described in literature yet. Nevertheless, among the five aimed diaryl
tiosulfonates, compounds 35 and 36 (unknowns) were not identified after the reactions. The
biological results obtained so far suggest the the diaryl disulfides and diaryl tiosulfonates
studied appear as new class of antitubulinic agents and significantly contribute to the

elaboration of new pharmaceutical prototypes.

Keywords: diaryl selenide; diaryl disulfide; diaryl thiosulfonate; tubulin; cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer e alvos para o seu tratamento

No Brasil, segundo estudos realizados pelo Ministério da Sadde (2016), as estimativas
para 2016 e 2017 sdo de aproximadamente 600.000 novos casos de cancer. Os estados que
compreendem a regido Sul e Sudeste s&o 0s que apresentam maiores taxas brutas de incidéncias
de céncer no pais, sendo as maiores incidéncias estimadas na regido Sul no Rio Grande do Sul,
seguido pelo Parand (INCA, 2016).

A heterogeneidade genética de tumores avancados € um dos grandes desafios para as
terapias anticancer, devido ao aparecimento de resisténcia a tratamentos quimioterapicos.
Terapias contra alvos especificos sdo atualmente o caminho mais promissor para promover a
necrose de tumores das mais variadas etiologias. Existe uma vertente de estudos que busca
agentes capazes de agir sobre vasos ja consolidados, a essa classe de substancias da-se o nome
de VDAs (do inglés: Vascular Disrupting Agents). Os VDAs causam a obstrucdo ou destroem
seletivamente 0s vasos sanguineos preexistentes que permeiam 0s tumores, causando a
interrupcao do fluxo de oxigénio e nutrientes (PILAT e LORUSSO, 2006).

Um dos alvos de agdo dos VDAs sdo os microtibulos, estruturas formadas pela
polimerizacdo de heterodimeros de a,f-tubulinas (DUMONTET e JORDAN, 2010). A inibicéo
da formacdo de microtibulos leva a interrupcdo da divisdo mitotica celular e promove o
rompimento vascular (PILAT e LORUSSO, 2006). Os microtubulos sdo usados pelas células
para formar uma estrutura dindmica chamada de citoesqueleto, o qual da forma a célula e
determina a posicao das organelas (CARVALHO; TIRNAUER; PELLMAN; 2003).

1.2. Anélogos a combretastatina A-4 contendo selénio ou enxofre

O produto natural combretastatina A-4 (Figura 1) foi isolado da casca da arvore africana
Combretum caffrum (Combretaceae). Apesar da baixa massa molar e simplicidade estrutural, a
CA-4 é um dos mais poderosos inibidores da polimerizacdo da tubulina, um potente VDA que
se liga avidamente ao mesmo sitio de ligacdo da colchicina (Figura 2) na tubulina (LIN et al.,
1988; PETTIT et al., 1989; PETTIT et al., 1995). Estudos extensivos tém sido conduzidos para
examinar a relacdo estrutura-atividade (QSAR) da CA-4 e seus analogos (LI et al., 2011). As
substituicdes trimetoxi no anel A foram relatadas como pré-requisitos para manter a atividade,
enquanto o anel B é tolerante a modificacbes estruturais principalmente na posicdo C-3’
(ZHANG et al., 2007) (Figura 1).
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| Trocaveis

Figura 1: Estrutura da Combretastatina A-4, em destaque 0s grupos essenciais para atividade biologica, bem
como partes susceptiveis a modificacéo estrutural.

Varios esforcos foram direcionados para obtencdo de andlogos com diferentes grupos
espacadores entre 0s anéis aromaticos da CA-4 (substitutos a dupla ligacdo). Dentre eles,
resultaram na preparacdo dos sulfetos (BARBOSA et al., 2009; SANTOS et al.,, 2013)
mostrados na Figura 2. Os sulfetos 1, 2 e 3 foram submetidos a ensaios com a proteina tubulina
isolada, onde mostraram os seguintes resultados de inibicdo da polimerizacdo da tubulina: 1Csg
de 1,2 £ 0,1 uM (BARBOSA et al., 2009), 2,8 + 0,3 uM e 0,74 + 0,04 uM (SANTOS et al.,
2013), respectivamente. Esses resultados revelaram que analogos da CA-4 contendo o 4tomo
de enxofre apresentam atividades muito semelhantes a CA-4 (ICso de 1,1 £ 0,1 uM) e melhores

que a colchicina (Figura 2, ICso de 3,2 + 0,3 uM), que é um ligante padréo de analise do sitio

ativo da tubulina (BARBOSA et al., 2009).
(la s
\o: 'g ‘@ Xo)

° '

-~

(Colchicina)
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\0‘ © \0‘ ©
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Figura 2: Estruturas dos sulfetos 1, 2, 3 e 4 analogos a CA-4.

A partir da sintese desses analogos contendo apenas um atomo entre os dois anéis
aromaticos, foi também elaborado a sintese de um analogo da CA-4 com o dtomo de selénio
como grupo espacador (composto 4, Figura 2), cuja atividade antitubulinica (ICso= 0,62 + 0,08
uM) foi a maior dentre os analogos ja estudados, contendo apenas um atomo entre 0s aneis
aromaticos (SANTOS et al., 2013).
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Figura 3: Estrutura do seleneto 4, andlogo a CA-4.

Estudos de docking molecular dos compostos 1, 3, 4, CA-4 e colchicina com a tubulina
foram realizados (Figura 4) (SANTOS et al., 2013). Em geral, esse estudo mostrou importantes
interacOes através de ligacGes de hidrogénio dos substituintes metoxi (para, anel A com o
residuo de B-Cys 241 e para, anel B com um residuo «-Val 181) para os compostos 1, 3 e 4.
Mas quando se compara o0s resultados de inibicdo da tubulina o analogo mais ativo foi o
selenoéter 4, mesmo sem o grupo amina (meta, anel B) no tioéter 3 que mostra uma importante
interacdo com o residuo de a-Thr 179 (Figura 4) (SANTOS et al., 2013).

Santos e colaboradores (2013) mostraram que o angulo da ligacéo tioéter entre os anéis
Ae B, em 1 e 104,35° enquanto que o angulo do selenoéter correspondente de 4 é 101,19°,
sendo este mais acentuado, o que permite uma maior profundidade de ligagdo no local do
receptor (Figura 3), assim como o volume atdmico do atomo de selénio (maior) resultaria em

um aumento da ocupacao do receptor contra 0 composto 1 (SANTOS et al., 2013).

Figura 4: Estruturas dos compostos 1, 3, 4, CA-4 e colchicina sobrepostas no local de ligacdo de colchicina. A
tubulina esta na cor azul, com sele¢do das cadeias laterais de amino4cidos em vara fina. Os atomos de carbono
do residuo das a-subunidades estdo na cor castanha; carbonos da subunidade  estdo na cor laranja. Os
compostos 2, 3, 4, CA-4 e colchicina sdo descritos em bastdo, com carbonos na cor magenta, trigo, verde, branco
e rosa claro (semi-transparente), respectivamente. Ligagdes de hidrogénio sdo mostradas em linhas tracejadas em
amarelo. Adaptada de Santos e colaboradores (2013)

Estudos envolvendo modificacdes estruturais, a fim de melhorar a interacdo da
substancia com o sitio ativo da tubulina sdo ainda necessarios, bem como a insercao de grupos
NO2, NHz e OH (Figura 5) na posi¢ao 3’ do anel B, conforme ja observado em outros estudos
(ZHANG et al., 2007).
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Figura 5: Modificacéo estrutural na posi¢do C-3’ para a formagao dos analogos 5, 6 e 7.

1.3. Dissulfetos e Tiossulfonatos

Outra classe de compostos que séo potenciais alternativas para a sintese de compostos
com similaridades estruturais com a CA-4 séo as classes dos diaril dissulfetos 8 e diaril
tiossulfonatos 9 (SANTOS et al., 2012).

Rs
Rs S
R, S, :<< %
S R, . Ra
R} 2
®) R,

Figura 6: Estruturas das classes dos diaril dissulfetos 8 e diaril tiossulfonatos 9.

As ligacOes dissulfeto desempenham um papel importante na manutencéo das estruturas
de algumas proteinas. Sdo estas que estabilizam a conformacédo proteica mantendo porcdes da
proteina ligadas. Exemplos de aminoacidos que contém enxofre em sua estrutura sdo a
metionina e a cisteina, esta Ultima é facilmente oxidada formando a cistina, um amino&cido
dimérico, no qual duas moléculas de cisteina sdo unidas por uma ligacdo dissulfeto (NELSON
e COX, 2002).

Um exemplo de dissulfeto organico é o composto dialil dissulfeto, obtido naturalmente
a partir do alho (Figura 7). E formado quando as células deste sdo esmagadas, havendo

liberacdo da enzima aliinase (alliinase, ou alliin lyase) que converte a substancia aliina (um
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sulféxido) em alicina (sulfoxido ligado a S). Essa substancia é altamente oxidante, podendo

reagir com muitos tipos de moléculas convertendo-se no dissulfeto (CONSTANTINO, 2008).

o)
Aliinase
D N s "o
ﬁ OH acido sulfénico
) NH
Aliina ~
HOS\/\
)
< g
/\/S\S/\/ /\/ \S/\/
dialil dissulfeto Alicina

Figura 7: Formacéo de dissulfeto a partir da aliina.

Existem diversas propostas para obtencdo de dissulfetos organicos (OAE, 1991,
CREMLYN, 1996; CABRERA et al., 2012; ABBASI, MOHAMMADIZADEH, SAEEDI,
2016; WILD et al., 2016). A literatura demostra que a desprotonacéo de tids para formacao de
dissulfetos é uma técnica utilizada ha algum tempo (OAE, 1991). O mecanismo dessa reacdo
compreende a transferéncia de elétrons do tiolato, o que resulta na formacdo de radicais e
dimerizacdo destes tendo como produto o dissulfeto. O tiol e o dissulfeto permutam entre si por
meio de substituicdo nucleofilica. Esta seria uma forma de equilibrio, mas também pode ser
haver oxidacdo do grupo tiol R'SH. E possivel encontrar uma gama de tidis comercialmente
disponiveis para que possam ser utilizados reacdes de conversao para dissulfetos. Cabrera e
colaboradores (2012) relatam sintese de dissulfetos a partir do acoplamento de tidis, na presenca
de Na2COs, glicerol como solvente e irradiagdo da mistura em reator de microondas por 15
minutos a 120°C, uma técnica considerada limpa pela utilizacéo e recuperacdo do solvente além
de rendimentos que variam de 81 a 93%. Outra metodologia (ABBASI,
MOHAMMADIZADEH, SAEEDI, 2016) descreve a sintese de dissulfetos simétricos por
reacdo de halogenetos organicos na presenca de Na»S>03.5H,0 e DMSO, também apresentando
bons rendimentos. Wild e colaboradores (2016) relatam os resultados da reacdo de acoplamento
desidrogenativo de tidis por ativagdo de ligagio 6 com 12*, onde a reagdo, decorrida em ACN
(solvente) a 35°C, necessitou de pouco tempo para formacdo do produto dissulfeto com alto
rendimento (WILD et al., 2016).

A classe dos tiossulfonatos por sua vez, é uma classe de compostos estudada ha muito
tempo com trabalhos datando do inicio do século (TROEGER e VOLKMER, 1904). A

literatura traz diversos trabalhos relacionados a atividade biolégica destes compostos, como
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avaliacdo da atividade antitrombdtica dos tiossulfonatos aroméaticos em plaquetas humanas,
onde foram apontados como um inibidor muito efetivo da agregacdo plaquetéria
(MACDONALD, MARCHAND, LANGLER, 2004). Zhao e colaboradores (2010)
sintetizaram derivados do Metoxi polietilenoglicol (mMPEG) por uma S-alquilacdo em uma etapa
de haleto de mPEG com o tiossulfonato, demonstrando que a modificagdo conferiu atividades
biologicas elevadas, pois o0s derivados de tiossulfonatos de PEG puderam modificar
nanoparticulas com grupos tiol em sua superficie (Figura 8) para formar nanocarreadores
estericamente estabilizados (ZHAO et al., 2010).

>

OOH:CH"O

s,

mPEG5k~20k

Figura 8: Aplicacdo de derivados de tiossulfonato de mPEG (ZHAO et al., 2010).

Existem ainda relatos sobre o potencial fungicida (LANGLER et al., 2001), nematicida
e bactericida (TADA et al., 1988), acaricida (LEE et al., 1997), antiviral (RICE et al., 1996) e
citotoxico (WANG et al., 2001) dos tiossulfonatos.

Os métodos de sintese comumente implementados na obtencdo de tiossulfonatos
“simétricos”, ou seja, que possuem os mesmos ligantes nos enxofres, sdo a oxidacao dos
dissulfetos correspondentes. A oxidacao por acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA) prossegue
sob condicdes suaves formando produto com rendimento muito elevado (até 95%) (ZEFIROV
et al., 1993). Também héa proposta de sintese por acoplamento de ti6is na presenca de cloretos
de &cidos arilssulfonicos em condi¢des brandas (BANDGAR e PANDIT, 2004). Metodologias
recentes (NATARAJAN, 2015) descrevem a oxidacdo de dissulfetos para tiossulfonatos usando
oxone em combinacdo com cloretos e brometos de metais alcalinos e ACN a temperatura
ambiente. Gao e colaboradores (2011) sintetizaram tiossulfonatos a partir de tiofendis e cloreto
ciandrico ativado com dimetilsulféxido, incorporando um grupo SCD3 de dimetilsulféxido-ds,
realizando a primeira sintese de tiossulfonetos deuterados (GAO et al., 2011).

A consulta do estado da arte para essa classe de compostos, revelou a existéncia de

poucos trabalhos sobre a investigacdo da atividade citotoxica e nenhum sobre atividade
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antitubulinica dos tiossulfonatos. Gao e colaboradores (2011) relataram pela primeira vez a
citotoxicidade dos tiossulfonatos para linhagens de células neoplasicas humanas MDA-MB-
231 (cancer de mama) e A549 (cancer de pulméo) com resultados considerados moderados
(GAO et al., 2011).

Frente a pesquisas que comprovam os efeitos citotoxicos, em celulas cancerosas, da
alicina e compostos alifaticos de enxofre relacionados ao alho (HERMAN-ANTOSIEWICZ,
POWOLNY, SINGH, 2007; SHUKLA E KALRA, 2007), Smith e colaboradores (2016)
sintetizaram diversos compostos de dissulfeto de R-propilo e R-tiossulfonato com o intuito de
investigar a importancia da tidlise e, da geracdo de ROS na citotoxicidade de compostos
relacionados ao alho em linhagens de células WHCO1 (cancer de es6fago). Concluiram que a
tiolagdo celular, com dissulfeto relacionado ao alho, parece ser a causa da citotoxicidade nas
células WHCO1 enquanto a geracdo de ROS parece desempenhar papel secundario.
Verificaram ainda que o inibidor de ROS, N-acetil-L-cisteina (NAC) interfere no ensaio, tendo
relacdo entre a producdo de ROS e a citotoxicidade de compostos dissulfeto e tiossulfonato nas
celulas WHCOL1 (SMITH et al., 2016).

Hattori e colaboradores (2016) investigaram a citotoxicidade em linhagens de células
MCF-7 (cancer de mama) e a inibicdo da atividade transcricional de HIF-1a (do inglés:
hypoxia-inducible fator 1a), de tiossulfonatos derivados da Triostina A (Figura 9). No entanto,
estes ndo apresentaram efeito inibitorio de HIF-1a e nem efeito citotoxico em MCF-7, podendo
este resultado estar relacionado a baixissima hidrofobicidade do composto impedindo que

fossem incorporados nas membranas celulares (HATTORI et al., 2016).

@H,”“L

Figura 9: Tiossulfonato derivado da Triostina A (HATTORI et al., 2016).

O grupo de pesquisa SINTMOL vem realizando pesquisas com resultados importantes
quanto a sintese de ariltiossulfonatos (SANTOS et al., 2012; KHODYUK, 2013), utilizando
como metodologia acoplamento oxidativo de tidis empregando AgNOsz, BF3:.OEt; ou

Al(H2POg4)s na presenca de HNOz em ACN anidra, apresentando bons rendimentos. Os
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resultados de atividade inseticida frente a larva de Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae)
também se mostraram promissores (SANTOS et al., 2012).

Essa pesquisa propde a sintese e a investigagdo quanto a atividade citotoxica e
antitubulinica de diaril selenetos, diaril dissulfetos e diaril tiossulfonatos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Preparar compostos contendo similaridade estrutural com a CA-4, contendo os atomos de
selénio ou enxofre e submeter os compostos sintetizados a avaliagdo da atividade bioldgica.

2.2. Objetivos especificos

Sintetizar selenetos, dissulfetos e tiossulfonatos diarilicos.

Investigar se os compostos apresentam atividade antitubulinica e inibem a ligacdo da
colchicina na tubulina.

Avaliar se 0s compostos apresentam atividade citotdxica em células neopléasicas.

Determinar a seletividade dos compostos para células neoplasicas em relacdo a uma linhagem

de células normais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentadas as rotas sintéticas para a sintese dos anéalogos da
combretastatina A-4 contendo selénio ou enxofre. Os resultados estdo divididos em dois topicos
Os espectros dos compostos sintetizados encontram-se no Apéndice A.

3.1. Sintese dos analogos selenados

A proposta de sintese para os andlogos selenados fundamentou-se em metodologias
empregadas anteriormente pelo grupo de pesquisa SINTMOL (SANTOS et al., 2013). O fator
que motivou a proposta de sintese dos compostos 5, 6 e 7 foi a falta de trabalhos correlatos para
estas estruturas, havendo apenas um trabalho (ZHANG et al., 2013) que menciona a sintese e
atividade biologica destes compostos.

A rota sintética proposta para a obtencdo dos analogos selenados iniciou-se com uma
preparacdo do reagente de Grignard a partir de 10 (substancia comercial), utilizando para tal
Mg metélico em THF anidro seguido da adicdo de selénio elementar (SANTOS et al., 2013),
conforme Esquema 1. O proximo passo seria a reducéo de 11 com NaBH4 formando o selenol
(Nu) (NAKANISHI et al., 2001) que atacaria o sal de diazonio (14 ou 15), formado pela reacéo
da amina (12 ou 13) (BANWELL et al., 2006) formando os compostos 5e7.

(10) (ll) o) (41)

g

(14) R=NO (12) R=NO:
(15 R=0OH  (13) R=OH

e

(5) R=NO,
(7) R=OH

Esquema 1: Rota sintética para a preparacao dos andlogos 5 e 7. i) Mg, THF (seco), A, N2, Se. ii) NaNO,,
H2S04q) 6 %, 0 °C iii) 1) NaBH., THF ), 0 °C, 14 ou 15.

Alternativamente, 0 composto 5 poderia ser obtido através da rota sintética descrita no

Esquema 2. Primeiramente, seria realizada preparagdo do disselenado 17, através de uma
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reacdo de Grignard utilizando 16 (NAKANISHI et al., 2001). A etapa final seria a reacéo de 17
com o sal de diaz6nio 19 em meio redutor para a preparagdo do composto 5 (BANWELL et al.,
2006).

(e}
86) 17) |
NH, N,
i
. 11
O ! -0 |
(18) (19) |
|
o] Se NO,
JICL
-© ()

Esquema 2: Rota sintética alternativa para a preparagéo do analogo selenado 5. i) Mg, THF seco), S€, A, No; ii)
NaNO2, H2SOuqq), 0 °C; iii) NaBHa4, THF, 0 °C, sal de diazénio 19.

O composto 5 seria submetido a uma reducdo utilizando cloreto de estanho

(GROZINGER et al., 2000) para a producédo do anadlogo 6 (Esquema 3).
(l) Se NO, . (l) Se NH,
o X
\O Cl) \O ?
o o}
© “®

Esquema 3: Rota sintética para a preparagéo do analogo selenado 6. i) SnCl,, HCI, AcOH, t.a.

A primeira etapa da rota sintética do Esquema 1 ¢é a formacdo do composto 11, por
meio de um reagente de Grignard, partindo do composto 10. Entretanto todos os experimentos
realizados objetivando a sintese deste ndo culminaram no produto esperado. As tentativas e
alteracdes no experimento encontram-se descritas na Tabela 1. Parte das reacdes foram testadas
com o 1-bromo-3,5-dimetoxibenzeno 20, haja vista a pequena quantidade disponivel do

composto 10.
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(20) (42) _©O (43) /O
N, NH,
mn
R R
-0 -0
(14) R=NO, (12) R=NO,
\ (15) R=OH (13) R=OH
é. ; ,Se@R
O
(44) R=NO,
(45) R=OH

Esquema 4: Rota sintética alternativa para a preparacéo dos analogos selenados 44 e 45. i) Mg, THF seco), Se, A,
Na; i) NaNOz, H2SOuq), 0 °C; iii) NaBH., THF, 0 °C, sal de diazbnio 14 e 15.



Tabela 1: Tentativas e alteragdes no procedimento de sintese dos disselenetos 11 e 42.

Método Material de Tratamento do Tratamento do Secagem da Resultado
Partida THF Mg vidraria
- N&o houve
Lavado com acido Estufa de formacéo do
1 (10) Hidreto de célcio. sulfarico ¢
secagem reagente de
concentrado. .
Grignard
. o Lavado com acido Ndo h(~)uve
2 (10) Hidreto de célcio e sulfirico Estufa de formacéo do
peneira molecular. secagem reagente de
concentrado. .
Grignard
Hidreto de célcio, - Né&o houve
destilagdo Lavado com acido Estufa de formacéo do
3 (10) . sulfrico
diretamente para secagem reagente de
x concentrado. .
reacao. Grignard
Hidreto de célcio, - Né&o houve
e Lavado com &cido N
destilagdo g Estufa de formacéo do
4 (20) . sulfarico
diretamente para secagem reagente de
x concentrado A
reacao. Grignard
Hidreto de calcio, | Lavado com acido Né&o houve
5 (20) destilagdo sulfarico Estufa de formacéo do
diretamente para concentrado e secagem reagente de
reacao. etanol. Grignard
Sédio metalico sob
atmosfera de Lavado com &cido N&o houve
6 (20) nitrogénio. sulfarico Estufa de formacéo do
Destilacdo concentrado e secagem reagente de
diretamente para etanol. Grignard
reacao.
Sédio metélico sob Possivel
atmosfera de Lavado com &cido formacéo do
Lo L. Chama do
nitrogénio. sulfarico 20%, - reagente de
7 (10) o p bico de .
Destilagdo agua, etanol e Grignard e
; Bunsen Lo
diretamente para acetona. substituicdo
reacao. de Br por H.
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A Figura 10 demonstra a modificacdo da turbidez da reacéo, passando de translucida

para turva apés a aparente formacéo do reagente de Grignard. O selénio foi entdo adicionado e

a reacdo prosseguiu em agitacéo e refluxo por mais 3 horas, sendo posteriormente extraida sua

fase organica e purificada através de placa preparativa utilizando silica gel 60. Apds submeter

as amostras purificadas a analise de RMN de *H foi possivel observar a formagdo do produto

21.
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Figura 10: A esquerda reacdo antes da aparente formagao do reagente de Grignard e & direita apos
possivel formacdo deste.

o)
Figura 11: Produto formado (21) por Esquema 1.

O Espectro 1, RMN de *H mostrou um tripleto em & 6,97 (1H) com J = 8,55 Hz
indicando um acoplamento orto entre hidrogénios. Conhecendo os sinais de deslocamento
quimico dos hidrogénios de 10 no espectro de RMN, foi possivel sugerir que houve modificacéo
no material de partida sendo o composto 21 o produto obtido.

Frente ao insucesso quanto a sintese do composto 11, realizou-se a rota sintética
alternativa (Esquema 2) para obtencdo do composto 16. Esta rota por sua vez, ndo possibilitou
nem mesmo a formacdo do reagente de Grignard. Apos diversas tentativas de sintese sem
obtencdo do composto esperado, as reaces foram descontinuadas e deu-se inicio as reacoes

utilizando enxofre como grupo espacador.
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3.2. Sintese de diaril dissulfetos e diaril tiossulfonatos

A sintese dos diaril compostos contendo enxofre, teve como referéncia metodologias ja
descritas na literatura (SANTOS et al., 2012; KHODYUK, 2013) as quais foram empregadas
primeiramente pelo grupo de pesquisa SINTMOL (CNPq), apresentando produtos com alto
rendimento. A rota sintética inicia-se a partir dos tiois (Esquema 5), que ao acoplarem formam

os diaril dissulfetos e, posteriormente podem sofrer oxidagdo conduzindo aos diaril

R3
Rs
R S
2 \
_ S R,
R1
SH 712%  (27)RyRs=H;R,=CH; Ru
. 57,2% (28) Rlv R3: H; RZZOCHg
i 251%  (29) Ry; Ry; Rg=H

95% (30) Rl, Rz, R3:OCH3
58% (31) R]_:H; RZZOCH3; R3: OH

tiossulfonatos.

Ry Rs
R,

(0]
\ S R3
L L R Y
(22) Ry;R3= H; R,=CHj4 e}
(23) Rl' R3: H, RZZOCH3 R2
(24) Rl’ Rz, R3: H R2
Ry
Rs

(25) Rl! Rz, R3:OCH3
(26) R;=H; R,=OCH3: Rs= OH
9,3% (32) Rl;R3: H; RZZCHg
22,0%  (33) Ry: Rg= H: Ry=0CHj
10,5% (34) Rl’ Rz, R3: H
(35) Rl’ R2, R3:OCH3
(36) Rl:H; RZZOCHg; R3: OH

Esquema 5: Rota sintética alternativa para preparacdo dos anélogos sulfurados. i) Al(H2PO.)s, HNOs, ACN e A.

O Esquema 6 foi proposto na busca de explicar como os tiossulfonatos sao sintetizados
a partir do acoplamento direto de tidis. Estas reacOes levariam a formacdo do intermediario
dissulfeto por meio da acéo do catalisador, um &cidos de Lewis (BFs ou Al(H2PO4)3), seguido
de sua oxidacdo com AgNOz ou HNO3z para formar a-dissulfoxidos instaveis. A etapa seguinte

seria a transferéncia de oxigénio para formar os tiossulfonatos (IRANPOOR et al., 2002).
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~ P
@/ 4cido de Lewis @—
R/ 7
S—S
: @ agente oxidante @ @

S—S \\/
C/< @ e (j S @

Esquema 6: Proposta de esquema para a reagdo de acoplamento de tidis em diaril dissulfetos e oxidacdo destes
em diaril tiossulfonatos (IRANPOOR et al., 2002).

Para sintese dos tidis 25 e 26 realizou-se uma reagédo de Leuckart com 37 e 38, que se
fundamenta na formacgédo do sal de diazbnio e uma SnAr para a inser¢cdo do grupo xantato
(LLAUGER et al., 2005), obtendo-se 39 e 40. Posteriormente foi realizada a hidrolise do
xantato (39 e 40), conforme Esquema 7, a fim de obter os compostos 25 e 26, que seriam
posteriormente submetidos a reacdes de acoplamento resultando nos compostos 30, 31, 35 e

36.

S
SH

2
(25) Ry;Ry:Rs=OCH;
(37) Ry;R;R3=0OCHs 75% (39) Rl,Rz,R3-OCH3 (26) Ry; R;=OCHg; Rg= OH
(38) Ry; R;=OCHg; Rg= OH 5104 (40) R;; R,=OCHjg; Ry= OH

Rs3
Rs3
R S
2 \
S Re
R1
Ry

95% (30) R{;R,;R3=0OCH3

35) Ry;Ry;R3=OCH
58% (31) Ry; R,=OCHs; Ry= OH ( ) 1:R2R; 3

(36) Ry; R,=OCHg; Ry= OH

Esquema 7: Rota sintética para a obtencéo de 39, 40, 25 e 26. i) 1) NaNO2, HCI, H;0,0°C,1h e ?2)
EtOCS:K, H,0, 45 °C, 2 h; ii) KOH(aqg) 2 M, EtOH, 65 °C, 1 h; iii) Al(H2PO4)s, HNO3;, ACN e A.
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No entanto, a etapa ii do Esquema 6 ndo culminou nos produtos 25 e 26, mas sim nos
diaril dissulfetos 30 e 31 apresentando os respectivos rendimentos de 95% e 58%; ndo ha relatos
na literatura da sintese do composto 31 sendo este considerado inédito.

Como demonstrado anteriormente, diversos trabalhos descrevem a sintese de
tiossulfonatos utilizando dissulfetos como material de partida (ZEFIROV et al., 1993;
NATARAJAN, 2015). Com o intuito de testar a metodologia sintética do grupo de pesquisa,
utilizando dissulfetos como material de partida, e pretendendo obter os diaril tiossulfonatos, os
produtos 30 e 31 foram submetidos a metodologia de sintese proposta (SANTOS et al., 2012),
Esquema 5. Contudo, ndo foram identificados os compostos 35 e 36 ap0s purificacdo da fase

organica através de placa preparativa utilizando silica gel 60.
3.3. Resultados Espectrais

Os espectros de RMN de *H, *C e infravermelho (V) estdo em Apéndice A sendo a
identificacdo e os célculos dos deslocamentos quimicos foram comparados aos da literatura
(PAVIA, KRIZ, ENGEL, 2015; EWING, 1979; SILVERSTEIN et al., 2014). Nesta secao serdo
apresentados apenas os deslocamentos quimicos (RMN) dos compostos sintetizados nas
Tabelas 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Serdo apresentados ainda o0s espectros de massas de alta resolugédo
para 0s compostos sintetizados.

A confirmacdo do grupo sulfona pode ser observada pelo estiramento S=O assimétrico
(forte) que ocorre proximo a 1300 cm™ e estiramento simétrico (forte) proximo a 1150 cm™ nos
espectros de IV. Para os dissulfetos obtém-se pouca informacdo util, fazendo-se assim a
confirmacdo pela auséncia do grupo sulfona (PAVIA, KRIZ, ENGEL, 2015).

Todos 0s compostos sintetizados foram submetidos ao experimento de espectrometria
de massas com ionizacdo por eletrospray (HR-ESI-MS), realizado no Laboratério de Produtos
Naturais e Espectrometria de Massas (LAPNEM-UFMS).



3.3.1. Identificagdo dos compostos 27 e 32

12

11

10

(27)

12

10

36

(32)

Tabela 2: Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm e correlagdes C—H para 0s compostos 27 e
32 obtidas dos experimentos de RMN de *H e **C, em CDCIs. O solvente deuterado foi usado como referéncia

interna.
Posicéo Composto 27 Composto 32
(Tipo C) dc on; mult (int); J (Hz) dc &n; mult (int); J (Hz)
4(C) 137,4 - 1445 -
10 (C) 137,4 - 142,0 -
1(C) 133,8 - 140,4 -
3,5 (CH) 128,5 7,10; d (2H) J =7,9 Hz 136,5 7,12; d (2H) J=8,0 Hz
8,12 (CH) 129,7 7,38; d (2H) J =8,0 Hz 130,1 7,44;d (2H) J=8,1 Hz
9,11 (CH) 128,6 7,10; d (2H) J =79 Hz 129,3 7,19; d (2H) J =8,7 Hz
2,6 (CH) 129,7 7,38; d (2H) J=8,0 Hz 127,6 7,22;d (2H) J=8,3 Hz
7(C) 1338 - 124,5 -
10 - (CHa) 21,0 2,32; s (3H) 21,6 2,40; s (3H)
4 - (CHs) 21,0 2,32; s (3H) 21,6 2,36; s (3H)

Principal ion observado para o composto 27 no Espectro 1: (C14H14S2) [M+] 246,0553
sendo o valor calculado [M+]: 246,0531.

Intens. | +MS2(368.4291), 35.0eV, 0.4min #54
x104
246.0553

6 -

44

2 1+

1+ 214.0841
182.1118
1+ 199.0590
167.0845
0 T T |l = . T T f T T
120 140 180 220 240 260 m'z

Espectro 1: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 27.
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Principais ions observados para o composto 32 no Espectro 2: (C14H140,S2) M+H]:
279,0496; [M+Na]: 301,0322; [M+K]: 317,0068 sendo os valores calculados [M+H]:
279,0507; [M+Na]: 301,0321; [M+K]: 317,0061.

Intenss. 1+ +MS, 37.8min #8548
X106 279.0496
1+
301.0322
4_
2 - 1+
155.0149
1+ 1+
» 214.0806 14 317.0068
* 263.0551 ¢
186.9879 | 235.1674 : | I
0 | . —L ] ] ] —lil] . L . A

|
120 140 160 180 200 220 240 260 280 300  320mz
Espectro 2: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 32.

3.3.2. Identificacdo dos compostos 28 e 33

3
o 12 (@]
4

2 \18 1 S\S// 2
12 S 1 ] [ AN 3
11 - Ng N0 8 S 4
6 o} s 6 o
~ 8 5
o0~ 10 : |

(28) (33)

Tabela 3: Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm e correlagdes C—H para 0s compostos 28 e
33 obtidas dos experimentos de RMN de 'H e **C, em CDClIs. O solvente deuterado foi usado como referéncia
interna.

Posicéo (Tipo Composto 28 Composto 33
O dc on; mult (int); J (Hz) dc on; mult (int); J (Hz)
4(C) 159,9 - 163,5 -
10 (C) 159,9 - 162,2 -
1(C) 128,4 - 134,8 -
3,5(CH) 114,6 6,82;d (2H) J =8,8 Hz 114,8 6,82; d (2H) J=8,5 Hz
8,12 (CH) 132,6 7,37;d (2H) J =8,7Hz 138,2 7,25;d (2H) J =8,5 Hz
9,11 (CH) 114,6 6,82; d (2H) J =8,8 Hz 1137 6,85; d (2H) J =8,6 Hz
2,6 (CH) 132,6 7,37;d (2H) J =8,7 Hz 129,8 7,48;d (2H) J=8,8 Hz
7(C) 128,4 - 118,8 -
10 - (OCH5) 55,3 3,78; s (3H) 55,4 3,81; s (3H)
4 - (OCHs) 55,3 3,78; s (3H) 55,7 3,85; s (3H)
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Principal ion observado para o composto 28 no Espectro 3: (C1sH140:S2) [M+]
278,0425 sendo o valor calculado [M+]: 278,0429.

Intens. 1+ +MS, 0.4min #56
x104 246.0740
P

6+

4

2— 1+

278.0425
1+
170.9945
205.0877
0 r . r \I r Il r \ TN Inl.ul luli ‘f‘ IL IA . ], (e LIJ.
120 140 160 180 200 220 240 260 280 mz

Espectro 3: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 28.

Principais ions observados para o composto 33 no Espectro 4: (C14H1404S) [M+H]:
311,0400; [M+Na]: 333,0219; [M+K]: 348,9958 sendo os valores calculados [M+H]:
311,0406; [M+Na]: 333,0220; [M+K]: 348,9959.

Intens. | 1+ +MS, 0.3min #48
x105 1 311.0400
] 1+ L 4
5+ 246.0726
: L 2
4]
3]
1 1+
] 333.0219
2]
] 1+
14 348.9958
i 1+
. 155.0141 i
o] - i
s S . o A A B s S B B sy
125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 m/iz

Espectro 4: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 33.



3.3.3. Identificagdo dos compostos 29 e 34

(29)

(34)

Tabela 4: Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm e correlagdes C—H para 0s compostos 29 e
34 obtidas dos experimentos de RMN de *H e **C, em CDCIs. O solvente deuterado foi usado como referéncia

interna.
Posicéo (Tipo Composto 29 Composto 34
C) oc on; mult (int); J (Hz) dc &n; mult (int); J (Hz)
4 (CH) 1271 7,19-7,32; m (2H) 133,6 7,563 -17,58; m (H)
10 (CH) 127,1 7,19-7,32; m (2H) 127,8 7,28 —7,48; m (H)
1(C) 137,0 - 142,9 -
3,5 (CH) 114,6 7,19-7,32; m (2H) 136,5 7,28 —7,48; m (2H)
8,12 (CH) 127,5 7,49; d (2H) J=7,2 Hz 128,7 7,563 —17,58; m (2H)
9,11 (CH) 114,6 7,19-7,32; m (2H) 129,4 7,28 —7,48; m (2H)
2,6 (CH) 127,5 7,49; d (2H) J=7,2 Hz 127,5 7,28 —7,48; m (2H)
7(C) 137,0 - 131,3 -

Principal ion observado para o composto 29 no Espectro 5: (C12H10S2) [M+]: 218,0219
sendo o valor calculados [M+]: 218,0218.

Intens. +M§2(327.0333), 35.0eV, 0.4min #60

4 +
x10
218.0219
6_
4_
1+
2 - 185.0419
1+
154.0759
0 T T T il T T T l A T T T e T — T
120 140 160 180 200 220 240 m'z

Espectro 5: Espectro

de massas (HR-ESI-MS) de 29.
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Principais ions observados para 0 composto 34 no Espectro 6: (C12H100.S2) [M+H]:
251,0210; [M+Na]: 273,0001 sendo os valores calculados [M+H]: 251,0194; [M+Na]:

273,0008.
IntensS._ 1+ +MS, 0.5min #62
x10 251.0210
1+
0.8 273.0001
0.6 1
0.4 1
0.2 1
1+
235.0233 JL JL
\ N Y M J . lu W " | “k Ay lu
0.0 T T T T T T T T T T T 4 T T T T
120 140 160 180 200 220 240 260 280 m/z

Espectro 6: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 34.

3.3.4. Identificacdo do composto 30

0]

~ (30

Tabela 5: Valores de deslocamentos quimicos (3), expressos em ppm e correlagdes C—H para o composto 30
obtidas dos experimentos de RMN de *H e *C, em CDCls. O solvente deuterado foi usado como referéncia interna.

Composto 30
Posicéo (Tipo C) dc on; mult (int); J (Hz)
3,5 (OCH5s) 56,1 3,78; s (12H)
9, 11 (OCHs) 56,1 3,78; s (12H)
4,10 (OCHa) 60,9 3,79; s (6H)
2,6 (CH) 106,4 6,72; s (2H)
8,12 (CH) 106,4 6,72; s (2H)
1,7 (C) 132,0 -
4,10 (C) 137,9 -
3,5 (C) 153,4 -
9,11 (C) 153,4 -
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Principais ions observados para o composto 30 no Espectro 7: (C1gH2206S2) [M+H]:
399,0945 e [M+Na]: 421,0751 sendo os valores calculados [M+H]: 399,0936 e [M+Na]:
421,0755.

'”tenss-: 1+ ING-TIOL-4-M3_pos_1-16_01_6812.d: +MS, 0.3min #49
X107 ] 399.0945
2.0
1.5 1
1+
421.0751
1.0 1 *
| 1+
431.0654
0.5
1 1+ 1+
367.1225 411.0936
: ‘ 416.1217 ‘ |
0.0 | ! 1 | |, | | | | | | .
£ Y yrt:-----—er—r———r——t—— e ey
360 370 380 390 400 410 420 430 miz

Espectro 7: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 30.

3.3.5. Identificacdo do composto 31

12

(1)

Tabela 6: Valores de deslocamentos quimicos (3), expressos em ppm e correlagdes C—H para o composto 31
obtidas dos experimentos de RMN de *H e *C, em CDCls. O solvente deuterado foi usado como referéncia interna.

Composto 31
Posicéo (Tipo C) dc on; mult (int); J (Hz)
4,10 (OCHa) 56,0 3,85; s (6H)
3,9 (OH) - 5,59; sl (2H)
5,11 (CH) 110,9 6,75; d (2H) J =8,4 Hz
6, 12 (CH) 122,0 6,96; dd (2H) J=8,4e 2,2 Hz
8,2 (CH) 116,2 7,08;d (2H) J=2,2 Hz
1,7 (C) 129,3 -
9,3(C) 145,9 -
4,10 (C) 146,7 -
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Principais ions observados para o composto 31 no Espectro 8: (C14H1404S2) [M+H]:
311,0407; [M+Na]: 333,0223; [M+K]: 348,9972 sendo os valores calculados [M+H]:
311,0412; [M+Na]: 333,0231; [M+K]: 348,9971.

Intens. ING-TIOL-5C5_pos_1-68_01_7202.d: +VS, 0.4min #51
X104 *

333.0223

4 1+
2.0+ 311.0408

1.54

1.04
7 1+

348.9972
1+

340.9981
1+

328.0665
1301.1472

l 1 323.0287 ‘ AA ‘
ool dy o |11 ’.Llr*w.wh‘.‘.*.".’t“*.‘. —

360 310 320 330 340 350 mz

0.54

Espectro 8: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 31.

3.3.6. Identificacdo do composto 39
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Tabela 7: Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm e correlagdes C—H para o composto 39
obtidas dos experimentos de RMN de *H e *3C, em CDCls. O solvente deuterado foi usado como referéncia interna.

Composto 39
Posicéo (Tipo C) dc &n; mult (int); J (Hz)
3,5 (OCHa) 56,3 3,84; s (6H)
4 (OCHs) 60,4 3,87; s (3H)
1 (CHs) 14,2 1,33; t (3H) J=7,1 Hz
1 (CH2) 70,3 4,60; g (2H) J=7,1 Hz
2,6 (CH) 112,2 6,74; s (2H)
35(C) 153,3 -
4 (C) 139,6 -
1(C) 1245 -
1(C=S) 213,18 -

Principais ions observados para o composto 39 no Espectro 9: (C12H1604S2) [M+H]:
289,0571; [M+Na]: 311,0387; [M+K]: 327,0126 sendo os valores calculados [M+H]:
289,0568; [M+Na]: 311,0388; [M+K]: 327,0127.

Intens.
x10°]

1.0

0.8+

0.6+

044

1+
0.2-973.0784

00—+
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Espectro 9: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 39.
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3.3.7. Identificagdo do composto 40

(40)

Tabela 8: Valores de deslocamentos quimicos (8), expressos em ppm e correlagdes C—H para o composto 40
obtidas dos experimentos de RMN de *H e *3C, em CDCls. O solvente deuterado foi usado como referéncia interna.

Composto 40
Posicéo (Tipo C) dc &n; mult (int); J (Hz)
1 (CHs) 13,63 1,32; t (3H) J=7,1 Hz
4 (OCHs) 55,94 3,91; s (3H)
1 (CH>) 70,24 4,59; q (2H) J=7,1 Hz
3 (OH) - 5,63; s (1H)
5 (CH) 110,81 6,86; d (1H) J=8,3 Hz
6 (CH) 127,58 6,99; dd (1H) J=6,3 e 2,0 Hz
2 (CH) 121,17 7,05; d (1H) J=2,0 Hz
1(C) 121,95 -
3(C) 145,86 -
4 (C) 148,14 -
1(C=S) 214,37 -

Principais ions observados para o composto 40 no Espectro 10: (C10H1203S2) [M+H]:
245,0317 e [M+Na]: 267,0135 sendo os valores calculados [M+H]: 245,0306 e [M+Na]:
267,0126.
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Espectro 10: Espectro de massas (HR-ESI-MS) de 40.

3.4. Avaliagéo biologica
3.4.1. Ensaios antitubulinicos e de inibicdo competitiva pela ligagdo com a colchicina

Os compostos 27, 28, 29, 32, 33 e 34 foram submetidos aos ensaios antitubulinicos, de
inibicdo da ligacdo da colchicina na tubulina e de citotoxicidade sobre a linhagem MCF-7
(cancer de mama). Estes ensaios foram realizados no National Cancer Institute (NCI) em
Frederick-USA, em parceria com o professor Ernest Hamel.

Considerando a falta de trabalhos relacionados a atividade biolégica para os compostos
sintetizados, foram utilizados como referéncia a atividade da CA-4 (Tabela 9) e de compostos
analogos contendo o atomo de enxofre como grupo espacador (BARBOSA et al., 2009;
SANTOS et al., 2013).

Todos os compostos testados apresentaram atividade antitubulinica significativa, sendo
0 composto 28 o0 mais ativo (ICso=1,4 + 0,2), seguido de 29 (1Cs50=1,8 £ 0,1) e 33 (IC50=2,3 =
0,1). Esses valores sdo muito proximos dos obtidos por Barbosa (2009) e Santos (2013) para
analogos da CA-4 com enxofre como grupo espacador, contendo um anel trimetoxilado e outro
com substituinte nas posicGes meta e/ou para.

Zhang e colaboradores (2007) relatam que os substituintes metoxila sdo essenciais para
uma boa atividade de inibicdo da tubulina; isto esté ligado ao fato dos heterodimeros a e -
tubulinas organizarem-se para formar os microtbulos atraves de ligacdes de hidrogénio pela
regido — CO2H terminal da B-tubulina e a regido -NH> da a-tubulina (NELSON e COX, 2002).
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Composto que possuam substituinte que realizam essas ligagdes de hidrogénio mais
vigorosamente com a « e p-tubulinas, conseguem impedir que estes heterodimeros
polimerizem-se, 0 que caracteriza essa atividade antitubulinica. O composto 28 que apresentou
a melhor atividade, possui 0s grupos metoxilas em posi¢do para nos dois anéis aromaticos de
sua estrutura, enquanto o composto 29 apresentou valor de 1Csp muito proximo de 28, sem
possuir substituintes ligados aos anéis aromaticos de sua estrutura. Esse comportamento pode
estar relacionado a outras caracteristicas da estrutura, sendo que estudos teéricos e de docking
molecular podem ser realizados na tentativa de explicar outras relagdes para atividade inibitéria
dos compostos.

Para a atividade de inibicdo da ligacdo da colchicina na tubulina, os compostos que
apresentaram melhores resultados foram 32 e 33 com 40 + 3 % e 39 = 08 % de inibicéo,
respectivamente, para uma concentracdo de 5 pM do inibidor. Quando a concentracdo do
inibidor foi aumentada em dez vezes (50 uM) a porcentagem de inibi¢ao para alguns compostos
aumentou significativamente (27 e 28), enquanto para outros reduziu em metade (29). Para o
composto 34 essa concentragdo aumento em torno de vinte vezes em relacdo a de 5 M. Essas
relacbes sdo incoerente e podem estar relacionadas a um problema de solubilizacdo das
amostras.

Os compostos ndo foram ativos contra a linhagem MCF-7, quando comparados a CA-

4, apresentando 1Cso superior a 10 pM.

Tabela 9: Avaliacdo biolégica dos compostos 27, 28, 29, 32, 33 e 34.

Inibi¢ao da % de inibicio da ligacio da | 'Miicdo de crescimento
polimerizagéo da Yo de Inibicdo daligagao da | oy 1 MCF-7 (cancer
Composto tubulina Colchicina de mama)
ICs0 (uM) + DP Ei)nlill!)\{ldglc’) Si?]iﬁg c?ro ICs0 (uM) + DP
CA-4 0,54 + 0,06 100+ 0,4 - 0,039 + 0,006
27 6,3+1 99+5 25+5 >10
28 1,4+0,2 29+1 47 +1 >10
29 1,8+0,1 105 5+4 >10
32 25+0,3 40+ 3 - >10
33 2,3+0,1 39+0,8 - >10
34 3,5+0,3 40+3 82+5 >10
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3.4.2. Ensaio citotoxico sobre linhagens de células cancerigenas e indice de Seletividade (IS)
realizado na FACFAN-UFMS

O ensaio de atividade citotoxica foi realizado pela aluna de mestrado Camilla Izabela
Nantes sob orienta¢do da Profa. Dra. Danielle Bogo na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Alimentos e Nutricdo (FACFAN) da UFMS.

Os testes com os compostos 27, 28, 29, 32, 33 e 34 foram realizados em linhagens de
células neoplasicas humanas MCF-7 (mama), HepG2 (figado), HT-29 (c6lon), PC-3 (préstata),
786-0 (rim), MDA-MB (mama triplo resistente), NCI-ADR (ovario com fenotipo de
resisténcia) (Tabela 10) e para a linhagem B16 - F10 (melanoma murino). Os valores sdo
expressos em Glsg e referem-se a concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular e
foram utilizadas para classificar as amostras em inativas quando Glso>100uM, atividade
moderada quando Glso entre 10 e 100uM e ativas quando Glso<10uM (MAXIMO DA SILVA
et al., 2015).

Todos os compostos testados apresentaram atividade moderada em pelo menos uma
linhagem de célula tumoral. O composto 33 foi 0 mais ativo, com valores de Glsp < 10uM
apresentados contra trés linhagens de células neoplasicas; NCI/ADR, 786-0 e MDA-MB e, além
de apresentar o melhor potencial antiproliferativo, este composto ndo foi citotoxico para
linhagem de célula normal NIH/3T3 (fibroblasto murino) (Glso>100uM).
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Tabela 10: Inibigdo de crescimento celular Glso (UM) para os compostos 27, 28, 29, 32, 33 e 34.

Linhagens Compostos Avaliados
de células 27 28 29 32 33 34
B16-F10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
PC-3 >10 >10 >10 >10 >10 >10
MCF-7 >10 >10 >10 >10 >10 >10
786-0 >10 >10 >10 >10 <10 >10
HT-29 >10 >10 >10 >10 >10 >10
MDA-MB >10 >10 >10 >10 <10 >10
HepG2 >10 >10 >10 >10 >10 >10
NCI/ADR >10 >10 >10 >10 <10 >10

A investigacdo da citotoxicidade dos compostos em células ndo neoplasicas NIH/3T3
permitiu a determinacao do indice de seletividade (IS) (Glso NIH/3T3/ Glsg célula neoplasica).
Os resultados de IS apresentados na Tabela 11 mostram que o composto 33 foi 13,47 vezes
mais seletivo para células de cancer de mama triplo resistente e 13,71 vezes para linhagem de
cancer renal em relacéo as celulas ndo tumorais (NIH/3T3). A melhor seletividade, ainda de 33,
foi em células de cancer de ovario com fendtipo de resisténcia onde se mostrou 19,11 vezes
mais seletivo. Valores de IS superiores ou iguais a 2,0 indicam que o composto avaliado € duas
vezes mais ativo em linhagens de células neoplasicas do que em células ndo neoplasicas
(SUFFNESS e PEZZUTO, 1991).

Tabela 11: indice de Seletividade (1S) (G150 NIH/3T3/ GI50 célula neoplésica) dos compostos 27, 28, 29, 34, 32
e 33.

Linhagem celulares
Compostos MDA.-
MCF-7 | 786-0 | PC-03 HT-29 [ NCI/ADR HepG2 B16 F-10
(mama) | (rim) | (préstata) | (c6lon) (ovario) (figado) M8 (melanoma)
(mama)
29 - - - - - 5,41 -
27 1,09 - - - 1,04 1,71 - -
28 2,52 9,57 2,33 1,95 2,07 6,25 5,51 5,43
34 2,45 2,22 2,50 1,95 2,40 2,12 2,12 2,86
32 - - - - - 1,12 - -
33 1,91 13,71 1,35 19,11 9,23 13,47 4,39

As linhagens celulares para as quais o composto 33 apresentou melhor atividade
antiproliferativa tém em comum a resisténcia a maltiplas drogas (MDR do inglés: Multiple drug
resistance); esse fendmeno é identificado pela auséncia de resposta das células neoplasica aos

diferentes agentes quimioterapicos, ndo havendo relacdo estrutural e funcional entre estes
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altimos (WAGNER-SOUZA et al., 2003). Como exemplo, o0 mecanismo melhor definido para
esse fendmeno, envolve a manifestagdo do produto do gene MDR-1 de 170 KDa denominado
glicoproteina P ou P-gp (GOTTESMAN e PASTAN, 1993). Esta proteina presente na
superficie celular, funciona como uma bomba de efluxo, transportando farmacos para 0 meio
extracelular. Quando tem sua expressdo aumentada, confere o fenotipo de resisténcia a
multiplas drogas (GROS, CROOP, HOUSMAN, 1986) gerando problemas no transporte de
farmacos através da membrana plasmética. Ainda existem outros diversos problemas
relacionados a MDR como a incapacidade da célula de sofrer apoptose (HANNUN, 1997).
Muito esforgos foram voltados para a descoberta de farmacos eficazes que possam
reverter essa resisténcia, denominados de moduladores da MDR ou quimiossensibilizadores
(WAGNER-SOUZA et al., 2003). A excelente atividade citotoxica e a seletividade do
composto 33 o apontam como um possivel prototipo a farmaco, sendo necessaria uma

investigacdo aprofundada de outras atividades biologicas deste composto.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Material e métodos

As analises cromatograficas em camada delgada (ccd) foram realizadas utilizando-se
cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 e para a visualizagdo dos componentes nas analises
em ccd utilizou-se ldmpada ultravioleta (254 nm).

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos em modo de insercéo direta. A
analise foi realizada em um espectrometro de massas ESI-gTOF microTOF-Q Il
(BrukerDaltonics) no Laboratorio de Produtos Naturais e Espectrometria de Massas (CCBS-
UFMS) operado em modo positivo (120-1200 Da).

As purificacdes dos produtos foram realizadas por cromatografia em placa preparativa
de silica gel 60 F254 (0,063-0,2 mm). As amostras submetidas aos experimentos de RMN de
'H e BC foram dissolvidas em CDClIs e este usado como referéncia interna. Os espectros de
RMN de *H em 300 MHz e de **C (BBD) em 75 MHz foram obtidos usando espectrémetros
nos modelos Bruker AVANCE DPX-300 (UFMS).

Os espectros de IV foram obtidos usando o método de pastilhas de KBr em um
espectrometro modelo FTIR MB100 Boomen (UFMS). Os solventes utilizados nos processos
de extracdo e sintese foram tratados em laboratério. Os solventes deuterados utilizados foram:
CDClz Sigma 99,8 %, Merck 99,8 % e Cil 99,8 %.

Os espectros de RMN e IV foram tratados utilizando o programa ACDLABS 12.0
versdo livre e os espectros de massas de alta resolucdo foram tratados utilizando o programa

Bruker Compass Data Analysis versdo 4.2.383.1.
4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1. Procedimento geral para sintese de 11 e 41:

Br | | O/
O Se (@]
O—
I +
© se /

o) o) ? (|3 / Se o

| o | _0 _0 —3
(@]

(10) (41) (11) /

Dissolveu-se 10 (5,347 mmol) em THF anidro (6 mL). Parte desta solucdo (1 mL) foi
adicionado em um baldo contento Mg metalico em fita (7,397 mmol) sob atmosfera de No. Um

pequeno cristal de iodo foi adicionado para iniciar a reagdo. A seguir, a mistura foi agitada por
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alguns minutos até a descoloracdo do iodo na reacdo. A solucdo restante do brometo 10 foi
acrescentada rapidamente gota a gota para sustentar um refluxo suave na reagdo. Manteve-se a
reacdo sob refluxo durante 1 h, sendo acompanhada por ccd (eluente: hexano/AcOEt 9:1,
revelador: luz UV). A mistura reacional foi resfriada a t.a., adicionou-se Se em p6 (422 mg,
5,347 mmol) e agitou-se sob refluxo por 3 h. Resfriou-se a mistura a 0 °C e acrescentou-se
solucéo saturada de NH4Cl@g) (5 mL). A solucéo foi filtrada em Celite, depois lavou-se a Celite
com solucdo saturada de NH4Clg) (25 mL) e Et,O (60 mL). Transferiu-se a mistura para um
funil de extracdo e separou-se a fase orgéanica, sendo lavada com solugédo saturada de NaCl(aq)
(40 mL) e seca com MgSOa4. A mistura foi purificada através de cromatografia em placa
preparativa de silica gel 60 ccd, sendo eluida com uma mistura de hexano/AcOEt 9,5:0,5.
(SANTOS et al., 2013). Para este procedimento ndo houve formagédo dos produtos 11 e 41
esperados.

4.2.2. Procedimento geral para sintese de 42 e 43:

O—0T QMQ

(20) A2 g ~° —°

Dissolveu-se 20 (5,347 mmol) em THF anidro (6 mL). Parte desta solucdo (1 mL) foi
adicionado em um baldo contento Mg metalico em fita (7,397 mmol) sob atmosfera de No. Um
pequeno cristal de iodo foi adicionado para iniciar a rea¢do. A seguir, a mistura foi agitada por
alguns minutos até a descoloracdo do iodo na reacdo. A solucdo restante do brometo 20 foi
acrescentada rapidamente gota a gota para sustentar um refluxo suave na reacdo. Manteve-se a
reacdo sob refluxo durante 1 h, sendo acompanhada por ccd (eluente: hexano/AcOEt 9:1,
revelador: luz UV). A mistura reacional foi resfriada a t.a., adicionou-se Se em pé (422 mg,
5,347 mmol) e agitou-se sob refluxo por 3 h. Resfriou-se a mistura a 0 °C e acrescentou-se
solucéo saturada de NH4Clag) (5 mL). A solucéo foi filtrada em Celite, depois lavou-se a Celite
com solucdo saturada de NH4Clg) (25 mL) e Et,O (60 mL). Transferiu-se a mistura para um
funil de extracdo e separou-se a fase organica, sendo lavada com solucéo saturada de NaCl(aqg)
(40 mL) e seca com MgSO4. A mistura foi purificada através de cromatografia em placa

preparativa de silica gel 60 ccd, sendo eluida com uma mistura de hexano/AcOEt 9,5:0,5.
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(SANTOS et al., 2013). Para este procedimento ndo houve formacdo dos produtos 42 e 43
esperados.

4.2.3. Procedimento geral para sintese de 17:

Br
NO,
O—<E :}—
Se O
N02 02N
O\
(16) 17)

Dissolveu-se 16 (5,347 mmol) em THF anidro (6 mL). Parte desta solucdo (1 mL) foi
adicionado em um baldo contento Mg metalico em fita (7,397 mmol) sob atmosfera de N2. Um
pequeno cristal de iodo foi adicionado para iniciar a rea¢do. A seguir, a mistura foi agitada por
alguns minutos até a descoloracdo do iodo na reacdo. A solucdo restante do brometo 16 foi
acrescentada rapidamente gota a gota para sustentar um refluxo suave na reagdo. Manteve-se a
reacdo sob refluxo durante 1 h, sendo acompanhada por ccd (eluente: hexano/AcOEt 9:1,
revelador: luz UV). A mistura reacional foi resfriada a t.a., adicionou-se Se em pé (422 mg,
5,347 mmol) e agitou-se sob refluxo por 3 h. Resfriou-se a mistura a 0 °C e acrescentou-se
solucéo saturada de NH4Cl@gg) (5 mL). A solucéo foi filtrada em Celite, depois lavou-se a Celite
com solucdo saturada de NH4Clg) (25 mL) e Et,O (60 mL). Transferiu-se a mistura para um
funil de extracdo e separou-se a fase organica, sendo lavada com solugédo saturada de NaClaq)
(40 mL) e seca com MgSO4. A mistura foi purificada através de cromatografia em placa
preparativa de silica gel 60 ccd, sendo eluida com uma mistura de hexano/AcOEt 9,5:0,5.

(SANTOS et al., 2013). Para este procedimento ndo houve formacao do produto 17 esperado.
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4.2.4. Procedimento geral para sintese de 27 a 36.

Rs
R2_</ >—
2
SH
Al(H2PO4)3/HNO3 / (27) Ri1; Rs= H; R.=CH3s
ACN/A (28): Ry; Rs= H; Rz—OCH3
Ry R; \ (29): Re: Re: Re= H
R2 (30): Ry; R2; Rs= OCHs
(22): Re; Re= H; Rz=CHs (31): R1:H; R2=0CHs; Rs= OH

(23): Ri; Rs= H; R;=OCHs

(24): R1; R2; Rs=H
(25): R1; R2; Rs= OCHs

(26): Ri=H; R;=OCHs; Rs= OH

(32): R1 Rs= H; R2=CHs3

(33): Ry; Rs= H; R==0OCH3
(34): R1; R2; Rs=H

(35): R1; R2; Rs= OCHs

(36): Ri=H; R2=0CHs; Rs= OH

Adicionou-se em um baldo o tiol (32 mmol), Al(H2PO4)s (0,16 mmol) preparado
anteriormente pelo grupo de pesquisa (SANTOS, 2011) e HNOs concentrado (3 mL). A reacao
foi mantida em agitacdo sob refluxo por 2 horas e acompanhada por ccd (eluente:
hexano/AcOEt 9,5: 0,5, revelador: luz UV). A mistura foi transferida para um funil de separacao
e adicionou-se AcOEt (70 mL). O pH foi elevado a 7 adicionando cuidadosamente solucao
saturada de NaHCOgz(q). A fase organica foi lavada com H,O destilada (40 mL), solugédo
saturada de NaClgg) (40 mL), seca com MgSO;, e filtrada. O solvente foi retirado em um
evaporador rotativo e o produto foi purificado por cromatografia em placa preparativa de silica
gel 60 ccd, eluida com uma mistura gradiente de hexano/AcOEt 9,5: 0,5 (SANTOS et al., 2012).
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4.2.5. Procedimento geral para sintese de 39 e 40.

NH, S

1) Na NO2/HCI(conc)/HZO/O OC -
2) KSCSOC;Hs/ 50-55 °C

Ry Rs A R{ Rs
R, R>
(37): R1;R3;R2=0CHs (39): R1;R3;R2=0OCHj3
(38): Ri=H; R2=0OCHs3 R3s=0OH (40): R1=H; R2=0OCH3s R3=0OH

Em um baldo contendo o material de partida (1,0 g, 5,464 mmol) a temperatura O °C,
adicionou-se uma solucao de HCI (4,5 mL de HCI para 4,0 mL de H>O destilada). A mistura
foi agitada por 1 min e acrescentou-se lentamente NaNO; (453 mg, 6,567 mmol),
permanecendo sob agitacdo por mais 10 min a 0 °C. A um segundo baldo adicionou-se
EtOCS2K (2,623 g, 16,392 mmol) dissolvidos em H,O destilada (5 mL) e, gotejou-se a solugéo
contendo o sal de diazénio preparada anteriormente. A reacao foi aquecida a 50-55 °C durante
40 min, sendo acompanhada por ccd (eluente: hexano/AcOEt 7:3, revelador: luz UV e vanilina
1%). A reacdo foi resfriada a t.a. e adicionou-se cuidadosamente uma solucdo de NaOH(aq) 20
% para elevar o pH a 7. Transferiu-se a mistura para um funil de extragdo e extraiu-se com
AcOEt (3x 30 mL). A fase orgénica foi lavada com H,O destilada (30 mL), solugdo saturada
de NaClg (30 mL) e em seguida seca sobre MgSQg e filtrada, removendo o solvente em um
evaporador rotativo. O produto foi purificado através de coluna cromatografica do tipo “flash”,
eluida com uma mistura de hexano/AcOEt 8:2, onde obteve-se 0 composto 51 (972 mg, 3,375
mmol) (SANTOS, 2011).

4.2.6. Procedimento geral para sintese de 39 e 40.

)SJ\
S O/\ Ry
NaOH/EtOH Ra
| R2 S
65 °C N\
R R S R,
1 3 .
Rs
R
2 Rl
(39): R1; R3; R==OCH;s (30): Ry; Rs; R;=OCHs

(40): R1=H; R2=OCHs R3=0OH (31): Ri=H; R2=OCH3 Rs=OH
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Adicionou-se em um baldo 39 ou 40 (0,694 mmol) dissolvidos em EtOH (5 mL) e
acrescentou-se solugdo de NaOH@ g 3 M (3 mL). A reacdo foi aquecida a 65 °C por 3 horas,
sendo acompanhada por ccd (eluente: hexano/AcOEt 8:2, revelador: luz UV e vanilina 1 %). A
reacdo foi resfriada a t.a. e adicionou-se uma solugdo de HClag) 3 % até pH= 3. Transferiu-se
a mistura para um funil de separacdo e extraiu-se com AcOEt (2x 35 mL), lavou-se a fase
organica com solucdo saturada de NaClag (40 mL), secou-se sobre MgSQOs e filtrou-se. O
solvente foi retirado em um evaporador rotativo, a mistura foi purificada através de
cromatografia em placa preparativa (silica gel), eluida com uma mistura de hexano/AcOEt 7:3
(SANTOS, 2011).

4.3. Ensaios Biologicos
4.3.1. Ensaios antitubulinicos e de inibicdo competitiva pela ligacdo com a colchicina

Os compostos 27, 28, 29, 32, 33 e 34 foram submetidos aos ensaios de avaliacdo da
atividade antitubulinica e de inibicdo da ligagcdo da colchicina no sitio ativo da tubulina, sendo
estes realizados no National Cancer Institute (NCI) em Frederick — EUA sob a coordenacao
do Prof. Dr. Ernest Hamel. Com o intuito de avaliar o efeito dos compostos no ensaio de
montagem da tubulina in vitro (HAMEL, 2003), tais substancias (em diferentes concentracdes)
foram pré-incubadas sem GTP por 15 min a 30 °C, juntamente com tubulina cerebral bovina
10 uM em glutamato monossodico 0,8M a 30 °C (pH ajustado para 6,6 com HCI numa solucao
estoque a 2,0 M) e depois resfriado a 0 °C. Apoés a adicdo de GTP 0,4 mM, as misturas foram
transferidas para cubetas num espectrofotometro de gravacao (Beckman DU7400 e DU7500) e
aquecidas até 30 °C. O ensaio de montagem da tubulina foi seguido turbidimetricamente em
350 nm sendo que a I1Cso foi definida como a concentracdo do composto que reduziu a leitura
da turbidez em 50% ap06s uma incubacdo de 20 min, tendo como referéncia uma mistura
reacional controle sem o composto. A capacidade das substancias testadas para inibir a ligacao
da colchicina a tubulina foi medida como descrito (VERDIER-PINARD et al., 1998).

4.3.2. Ensaio citotoxico sobre a linhagem MCF-7 (National Cancer Institute)

As linhagens de células neoplasicas de mama (MCF-7) cresceram em meio DMEM
(Gibco, Milano, Italia), suplementadas com 115 unidades/mL de penicilina G (Gibco, Mildo,
Italia), 115 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen, Milano, Italia) e 10% de soro bovino fetal

(FBS, Invitrogen, Milano, Italia). As solucdes estoque (10 mM) dos diferentes compostos foram
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obtidas dissolvendo-os em Dimetilsulféxido (DMSO). Os pogos individuais de uma placa de
cultura de tecidos, de 96 pogos foram inoculados com 100 uL. de meio completo contendo 8 x
103 células. As placas foram incubadas a 37 °C, numa incubadora de CO umidificada a 5%
durante 18 horas antes das experiéncias. Apds a remocdo do meio, foram adicionados 100 uL
de meio fresco contendo o composto analisado em diferentes concentragfes em triplicata e
incubados a 37 °C durante 72 horas. A porcentagem de DMSO no meio nunca ultrapassou
0,25%. A viabilidade celular foi analisada pelo teste MTT como descrito (ROMAGNOLI et al.,
2013). ICso foi definida como a concentra¢do do composto necessario para inibir a proliferacéo
celular em 50% em comparacdo com células tratadas com a quantidade maxima de DMSO
(0,25%) e consideradas como 100% de viabilidade.

4.3.3. Ensaio citotoxico sobre linhagens de células cancerigenas e indice de Seletividade (IS)
realizado na FACFAN-UFMS

O ensaio de atividade citotoxica foi realizado pela aluna de mestrado Camilla 1zabela
Nantes sob orientagcdo da Profa. Dra. Danielle Bogo na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Alimentos e Nutricdo (FACFAN) da UFMS. Os testes foram realizados em linhagens de células
neoplasicas humanas MCF-7 (mama), MDA-MB (mama triplo resistente), HepG2 (figado), PC-
3 (prostata), 786-0 (rim), HT-29 (cdlon), NCI-ADR (ovéario com fenotipo de resisténcia) e
também na linhagem de células B16-F10 (melanoma murino). Foi investigada ainda a
citotoxicidade dos compostos em células ndo neoplasicas NIH/3T3 (fibroblasto murino); este
teste permitiu a determinacéo do indice de seletividade (IS) que € a razdo entre o valor da Glsg
de cada amostra na linhagem de células ndo neoplasicas NIH/3T3 e o valor da Glso de cada
amostra em linhagem de células neoplasicas (Glso NIH/3T3/ Glso célula neoplasica). Se o valor
de IS for maior ou igual a 2,0 diz-se que, a amostra testada é duas vezes mais ativa na linhagem
de células neoplésicas do que em células ndo neoplasicas (SUFFNESS e PEZZUTO, 1991).

Inicialmente as células foram descongeladas e cultivadas em frascos estéreis de 25 cm?
de area contendo meio de cultura RPMI 1640 ou DMEM, penicilina-estreptomicina 1%,
suplementados com 10% de soro fetal bovino - SFB (meio completo). Estas foram incubadas
em meio adequado (37 °C, umidade de 5% em atmosfera de CO.) até aderirem a superficie de
contato do frasco de cultivo ocupando em torno de 80% da area disponivel (FRESHNEY,
2005). As células sdo entdo desagregadas por meio da acéo de tripsina e transferidas para um
frasco maior para que possam continuar se proliferando, esse processo € conhecido como

repique. Essa proliferacdo segue até a realizacdo do segundo repique.
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Posteriormente, foi preparada uma suspensdo com 7.500 células (contadas em Cémara
de Neubauer) em 100 puLL de meio (Trypan Blue® 1:5) que foi dispersa em placas de 96 pocos;
estas permaneceram incubadas por um periodo de 24 horas antes dos compostos sintetizados
serem incorporados. Paralelo a este experimento, foi preparada também uma placa denominada
de TO que ndo recebeu 0s compostos citados, somente as células e 0 meio completo. A leitura
da TO permitiu calcular quanto as células cresceram no periodo de 24 horas e, obtida essa
informagdo, os compostos foram incorporados as placas-teste. Estes foram dissolvido em
DMSO e adicionados as placas nas concentragdes de 0,25; 2,5; 25 ¢ 250 ug/mL, em triplicata
para cada concentracdo, sendo que a maior concentracao de solvente utilizada foi de 0,25% e
entdo foram incubadas novamente por 48 horas.

Apo6s o tempo de incubacdo realizou-se a leitura das placas-teste. O meio foi aspirado
permanecendo apenas as celulas aderidas, estas foram fixadas com 100 uL de acido
tricloroacético (TCA) 20% durante 30 minutos a 4°C. O TCA foi descartado e as placas lavadas
5 vezes em agua corrente. Estas foram secas em capela de fluxo vertical e fez-se entdo adicao
de 50uL de sulforodamina B (SRB) 0,1%, diluida em acido acético 1%, para coloracdo das
proteinas durante 30 minutos. Em seguida as placas foram lavadas 4 vezes com &cido acetico
1% a fim de retirar o excesso de SRB, secas, e preenchidas com solu¢do tampéo Trizma® base
(10 mM, pH 10,5) que solubilizou o corante das celulas fixadas e possibilitou a analise no
espectrofotometro em 540 nm.

Foram determinadas as absorbancias das placas-teste (T), do controle negativo (CN) ou
células ndo tratadas, branco das amostras-teste e a leitura do inicio da incubacdo (T0), sendo
gue em todos os experimentos incluiu-se um controle positivo (CP) que foram as células
tratadas com Doxorrubicina (Eurofarma) nas concentracGes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug/mL
durante 48 horas de incubacéo. A inibicdo de crescimento - Gl (%) foi calculada em programa
Microsoft Office Excel 2007, por meio das formulas (MONKS et al.,1991):

Se T > T0 e < CN: Glso = 100. [(T-TO) / (CN-TO0)]
Se T< TO: Glso = 100. [(T-TO) / (TO)]

Considerou-se potencialmente ativos 0s compostos com Glsg <10 uM e inativas quando

Glso > 10 uM (MAXIMO DA SILVA et al., 2015).
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5. CONCLUSOES

As reagOes para obtencdo dos compostos com selénio ndo culminaram no produto
esperado, sendo as reagdes descontinuadas. Em contrapartida, a sintese de diaril compostos
contendo &tomos de enxofre resultou em oito produtos (27 ao 34), sendo que para o
composto 31 ndo ha relatos de sintese na literatura. Os compostos 35 e 36 ndao foram
identificados entre os produtos resultantes das reacdes de oxidagéo de 30 e 31.

Os produtos 27, 28, 29, 32, 33 e 34 foram submetidos a testes de atividade bioldgica
onde todos apresentaram atividade antitubulinica significativa. Para os ensaios de
citotoxicidade o composto 33 apresentou atividade significativa para as linhagens de células
786-0, MDA-MB e NCI/ADR, as quais sdo consideradas resistentes a maltiplas drogas. A
préxima etapa é a avaliacdo da atividade citotoxica in vivo. Os compostos 30 e 31 serdo
submetidos aos ensaios de atividade antitubulinica e citotoxica, para investigacdo da relagéo
estrutura-atividade, frente ao excelente resultado de 33 e a semelhanca estrutural que

possuem com essa estrutura.
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Espectro 17: Espectro de RMN de *C de 27 em CDCI3.




Title brasileiro de verdo (GMT-2:00) Comment Amostra 030 por Iscm data quarta-feira, novembro 30 2016
Origin brasileiro de verdo (GMT-2:00)

File Name D:\DOCUMENTS\DOCUMENTS\MESTRADO\PROJETO EDSON\INFRAVERMELHO\INGRID\ING-TIOL-2-1_1.SP
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Espectro 18: Espectro de IV (KBr) de 33.
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Date 16 Aug 2016 08:46:08
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL2-1N_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
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Espectro 19: Espectro de RMN de *H de 33 em CDCls.
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Acquisition Time (sec) 0.8700 Comment 13C -CDCI3 - ING-TIOL2-N1- DPL - Ingrid cx
Date 16 Aug 2016 08:56:06
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL2-1N_003001r
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Espectro 20: Espectro de RMN de *C de 33 em CDCls.



Title brasileiro de verdo (GMT-2:00) Comment Amostra 028 por Iscm data quarta-feira, novembro 30 2016
Origin brasileiro de verdo (GMT-2:00)
File Name D:\DOCUMENTS\DOCUMENTS\MESTRADO\PROJETO EDSON\INFRAVERMELHO\INGRID\ING-TIOL-2-2_1.SP
Date Stamp wed nov 30 15:00:23 2016 Horario brasileiro de verdo (GMT-2:00)
Date wed nov 30 15:00:32 2016 Horario brasileiro de verdo (GMT-2:00)
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Espectro 21: Espectro de IV (KBr) de 28.



75

Acquisition Time (sec) 6.8420 Comment 1H -CDCI3 - ING-TIOL2-2N- DPL - Ingrid cx
Date 16 Aug 2016 09:11:28
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL2-2N_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
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Espectro 22: Espectro de RMN de *H de 28 em CDCl.
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Date 16 Aug 2016 09:25:46
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL2-2N_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 637
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Espectro 23: Espectro de RMN de *C de 28 em CDCls.



Title brasileiro de verdo (GMT-2:00) Comment Amostra 029 por Iscm data quarta-feira, novembro 30 2016
Origin brasileiro de verdo (GMT-2:00)
File Name D:\DOCUMENTS\DOCUMENTS\MESTRADO\PROJETO EDSON\INFRAVERMELHO\INGRID\ING-TIOL-3-3_1.SP
Date Stamp wed nov 30 15:09:32 2016 Horario brasileiro de verdo (GMT-2:00)
Date wed nov 30 15:09:37 2016 Horario brasileiro de verdo (GMT-2:00)
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Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1)
Y Axis %Transmittance Spectrum Range 400.0000 - 4000.0000
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Espectro 24: Espectro de IV (KBr) de 29.
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File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL3-3_001001r

Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.000

Chloroform-d

o
—
23 2
q:g 2 4
'\\7 12
1
S 5
11 ~N
7 S 5
N 8
3 10 8
N~ [Te) 9
i
N
N~
o
Chloroform-d
I
g 3
,:l' — 0O (o]
— ~ < N o
N O~ ~ O
~ o 1 &5
~ 0 <
/ § S~ o
o/ N
| ~ ~
| \
bt 4.00 6.62
> ] [
I AR A ARARRARR AR A AR R ARRRRARARERRENRERRNNS:
~ 7.6 75 74 7.3 7.2 7.1
- Chemical Shift (ppm)
6.62

S

0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 25: Espectro de RMN de *H de 29 em CDCls.
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Acquisition Time (sec) 0.8700 Comment 13C- CDCI3 - ING-TIOL3-3-DPL - Ingrid cx
Date 30 Jul 2016 13:47:36
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL3-3_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 482
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 26: Espectro de RMN de **C de 29 em CDCls.



Title brasileiro de verdo (GMT-2:00) Comment Amostra 036 por Iscm data quinta-feira, fevereiro 09 2017
Origin brasileiro de verdo (GMT-2:00)
File Name D:\DOCUMENTS\DOCUMENTS\MESTRADO\PROJETO EDSON\INFRAVERMELHO\INGRID\TIOL-3M2_1.SP
Date Stamp thu feb 09 16:39:49 2017 Horario brasileiro de verdo (GMT-2:00)
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Espectro 27: Espectro de IV (KBr) de 34.
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File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL3-1_001001r
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Espectro 28: Espectro de RMN de *H de 34 em CDCls.



82

Acquisition Time (sec)

0.8700

Comment

13C- CDCI3 - ING-TIOL3-1-DPL - Ingrid cx

Date 30 Jul 2016 13:30:32
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL3-1_003001r
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Espectro 29: Espectro de RMN de *C de 34 em CDCls. .
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Title cial do Brasil (GMT-3:00) Comment Amostra 010 por Iscm data quarta-feira, maio 10 2017
Origin cial do Brasil (GMT-3:00)

File Name C:\USERS\USUARIO\DESKTOP\INFRA SPECTROS\10-05-2017\ING-TIOL 4P_1.SP

Date Stamp wed may 10 15:02:40 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)

Date wed may 10 15:03:01 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)
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Espectro 30: Espectro de IV (KBr) de 39.
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Acquisition Time (sec) 6.8420 Comment 1H -CDCI3 - ING-TIOL4-P - EDSON - Ingrid
Date 31 Jan 2017 10:12:32
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL4-P_001001r
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Espectro 31: Espectro de RMN de *H de 39 em CDCls.



Acquisition Time (sec) 0.8700 \ Comment 13C -CDCI3 - ING-TIOL4-P - EDSON - Ingrid
Date 31 Jan 2017 11:37:52
File Name C:\Documents and Settings\REJANE\Desktop\INGRID\EDITADOS\ING-TIOL4-P_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C
Number of Transients 1309 Original Points Count 16384
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Espectro 32: Espectro de RMN de *C de 39 em CDCls. .
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Title cial do Brasil (GMT-3:00) Comment Amostra 006 por Iscm data quarta-feira, julho 12 2017
Origin cial do Brasil (GMT-3:00)
File Name D:\DOCUMENTS\DOCUMENTS\MESTRADO\PROJETO EDSON\INFRAVERMELHO\TIOL_4_M3C_1.SP
Date Stamp wed jul 12 16:52:46 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)
Date wed jul 12 16:53:10 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)
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Espectro 33: Espectro de IV (KBr) de 30.
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File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\TIOL4-M3C_011001r
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Espectro 34: Espectro de RMN de *H de 30 em CDCls.
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Date 11 Jul 2017 11:09:34

File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\TIOL4-M3C_033001r

Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 896
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Espectro 35: Espectro de RMN de **C de 30 em CDCls.
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Title cial do Brasil (GMT-3:00) Comment Amostra 028 por Iscm data quarta-feira, maio 31 2017

Origin cial do Brasil (GMT-3:00)

File Name D:\DOCUMENTS\DOCUMENTS\MESTRADO\PROJETO EDSON\INFRAVERMELHO\TIOL 5 E TIOL AING_TIOL5C5_1.SP
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Espectro 36: Espectro de IV (KBr) de 31.
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Espectro 37: Espectro de RMN de 1H de 31 em CDCI3.
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Espectro 38: Espectro de RMN de **C de 31 em CDCls.
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Title cial do Brasil (GMT-3:00) Comment Amostra 009 por Iscm data quarta-feira, maio 10 2017
Origin cial do Brasil (GMT-3:00)

File Name C:\USERS\USUARIO\DESKTOP\INFRA SPECTROS\10-05-2017\ING-TIOL 5M4_1.SP

Date Stamp wed may 10 14:50:19 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)

Date wed may 10 14:50:46 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)

Technique Infrared Instrument Frontier FT-IR

Spectral Region IR X Axis Wavenumber (cm-1)

Y Axis %Transmittance Spectrum Range 400.0000 - 4000.0000

Points Count 3601

Data Spacing 1.0000
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Espectro 39: Espectro de IV (KBr) de 40.



Acquisition Time (sec) 6.8420 Comment 1H - CDCI3 - ING-TIOL 5-M4- DPL - Ingrid cx
Date 11 Feb 2017 12:17:40
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL 5-M4_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 40: Espectro de RMN de 'H de 40 em CDCls.
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6 Mar 2017

Acquisition Time (sec) 0.8700 Comment 13C - CDCI3 - ING-TIOL 5-M4- DPL - Ingrid cx
Date 11 Feb 2017 12:57:36
File Name D:\Documents\Documents\Mestrado\Projeto Edson\RMN\ING-TIOL 5-M4_033001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 1684
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Espectro 41: Espectro de RMN de *C de 40 em CDCls.



