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Resumo

O cancer representa uma das principais causas de morte no mundo. Segundo a
OMS, esta doenca foi responsavel por 8,2 milhdes de mortes em 2012 em grande
parte causadas por auséncia de tratamentos eficazes. Sendo assim, torna-se
necessario desenvolver novas substdncias com potencial agdo antitumoral. Dentre
essas malignidades, o cancer de ovario é caracterizado pela alta mortalidade, pois o
diagnostico geralmente é tardio e o tratamento existente, muitas vezes, ndo se mostra
eficiente. Com isso, na busca por tratamentos alternativos cabe citar dois compostos
interessantes, monastrol e ADTOH. O monastrol € um reconhecido inibidor da enzima
Eg5 que impede as células de completarem o ciclo de divisdo. O ADTOH & uma
substancia reconhecida por liberar pequenas doses de H,S em meio bioldgico e
apresenta-se como terapia promissora para o tratamento da inflamagdo. Motivado
pelos efeitos peculiares dessas substancias esse trabalho apresenta a sintese e a
avaliagdo antiproliferativa do hibrido de monastrol-H,S oriundo da unido entre o
derivado acido do monastrol e o ADTOH com um rendimento global de 0,4%. Nao ha
na literatura relatos sobre a sintese desse hibrido bem como de suas propriedades
antiproliferativas. Os ensaios antiproliferativos foram realizados em linhagem de tumor
de ovario humano, TOV-21G (ATCC).

Os testes antiproliferativos em células TOV-21G mostraram que o hibrido de
monastrol possui propriedades citotoxicas mais parecidas com o monastrol que com o
ADTOH. Verificou-se ainda que a viabilidade da TOV-21G nado é concentragio
dependente nas concentragdes avaliadas (1 pg/mL, 5 ug/mL,10 ug/mL e 15 pg/mL) e
que serao necessarios outros testes em diferentes concentragcbes e com um painel

tumoral maior para a analise da atividade antitumoral do hibrido.

Palavras chaves: Monastrol, Sulfeto de hidrogénio, Cancer de ovario, Atividade

antiproliferativa, Adutos de Biginelli.
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Abstract

Monastrol-H,S Hybrid: Synthesis and Antiproliferative Activity Against Ovarian Cancer
Cells

Cancer represents one of the mayor causes of death in the world. According to
OMS, this illness has been responsible for 8,2 million deaths in 2012, mainly due to the
absence of efficient methods and drugs for treatment. Thus, it is necessary to develop
new potential antitumor compounds Among these malignancy, the ovarian cancer is
responsible by high mortality, because the diagnosis usually is late and existing
treatment, it is often not efficient. In the search for alternative treatment could be
mentioned monastrol and ADTOH. Monastrol is a recognized Eg5 enzyme inhibitor that
prevents cells to complete the cell division cycle. ADTOH is a compound recognized for
releasing H,S in small doses in biological media and shows itself as a promising drug
for inflammation therapy. Motivated by these compounds peculiar effects this study
introduce the synthesis and evaluation of hybrid of monastrol-H,S produced from the
coupling between the acid monastrol derivative and the ADTOH with a global yield of
0,4%. There is not any report of the synthesis as well about antiproliferative properties
of this hybrid. The antiproliferative trials were accomplished in human ovarian tumor
lines TOV-21G (ATCC).

The antiproliferative test in TOV-21G cells showed that monastrol hybrid had
cytotoxic properties more similarly to monastrol than to ADTOH. It was confirmed that
the TOV-21G viability is not dose dependent in the evaluated concentrations (1 pg/mL,
5 pg/mL, 10 pg/mL and 15 pg/mL). In addition, it will be necessary another trials with
different concentrations and a bigger tumor panel for antitumor activity’s hybrid

analysis.

Key words: Monastrol, Hydrogen sulfide, Ovarian Cancer Cells, Antiproliferative

Activity, Biginelli Aducts



1- Introducao

1.1 Cancer

Segundo o Instituto Nacional do Cancer, INCA, 576580 novos casos de cancer
foram estimados no Brasil para o ano de 2014'. Habitos como exposicdo a alguns
produtos quimicos (fumo, fuligem de automoveis, entre outros), agentes fisicos
carcinogénicos (radiagdes oriundas do meio ambiente ou do ambiente de trabalho),
habitos alimentares (elevada ingestdo de gorduras saturadas e baixa ingestdo de
fibras), obesidade, uso excessivo de alcool, entre outros, sdo comuns em paises

industrializados e s3o considerados fatores de risco no desenvolvimento do cancer. ?

O cancer, também conhecido como neoplasia, € o conjunto de células
alteradas geneticamente que crescem de maneira desordenada e diferente das células
nao alteradas. Essas alteragbes podem ser devidas a herangas genéticas, ou serem
desenvolvidas em células somaticas, ou seja, adquiridas ao longo da vida do individuo
devido a exposi¢cdo a agentes carcinogénicos. Alguns tipos de alteragdes genéticas
em um tumor permitem uma proliferagdo excessiva e nao regulada de células
modificadas.® O crescimento de um tumor pode ser dividido em quatro fases i)
alteragdo maligna, ii) crescimento das células transformadas iii) invasao local iv)

metastase a distancia.®

Existem dois tipos de tumores, benigno e maligno. O primeiro € aquele que nao
evolui a um cancer e é constituido de células diferenciadas, ou seja, lembram as
células normais tanto morfolégica quanto funcionalmente. O segundo evolui a cancer e
pode ser constituido de células diferenciadas, ou mesmo, indiferenciadas. A falta de
diferenciacdo é chamada de anaplasia. Uma das caracteristicas da anaplasia é o
pleomorfismo (morfologia nuclear anormal), mitoses atipicas que formam fusos
multipolares, crescimento desordenado (perda de polaridade), perda da uniformidade
das células individuais, assim como perda na orientagao arquitetural dessas células

(displasia).®

A divisado celular é dividida em dois grandes grupos, a interfase (G;, S, G,) e
mitose (préfase, prometafase, metafase, anafase e teléfase). * A célula quando esta na
fase Gy encontra-se em processo de senescéncia e desenvolve suas fungdes
especificas.? Se no ambiente extracelular houverem condi¢des apropriadas para a

divisdo, a célula vai para a fase G;. Na fase G; a célula cresce e sintetiza proteinas e



organelas. Nesta fase existe um ponto de controle, enzimas reparadoras verificam se
a célula esta pronta para entrar em processo de divisdo ou se ela deve voltar ao
estado G,.2*° Se as condi¢des forem favoraveis a célula avanca para a fase S, nesta
fase ocorre a sintese de replicacdo do material genético.?*® Apds a replicagdo, a
célula entra na fase G, onde ela cresce e enzimas verificam a integridade do DNA
sintetizado. Deste modo, a célula entra em processo de mitose. Na profase ocorre a
condensagao dos cromossomos e o fuso mitético comega a se formar, em seguida, na
prometafase o nucleo se fragmenta e o material genético é liberado. Na metafase os
cromossomos sao alinhados na equatorial pelos fusos mitéticos, em seguida, na
anafase esses cromossomos sdo separados em cromatides filhas e finalmente na
teléfase a célula se alonga, regenera o nucleo, se divide e da origem a duas novas

células idénticas.>*®

Quando os pontos de verificagdo do ciclo celular falham o risco de
desenvolvimento e formagao de cancer aumentam. °> Células de cancer sdo capazes
de escaparem desse sistema e, portanto, possuem alta taxa de multiplicagdo somada

a alta instabilidade do material genético.’

1.1.1 Cancer de ovario

O cancer de ovario nao esta entre os mais frequentes dos canceres, contudo,
apresenta alta mortalidade, pois o diagnostico geralmente é realizado em estagios

avangados.®

E denominado como cancer de ovario todo o cancer que se desenvolve em
qualquer parte do ovario, indiferente do tipo de célula que lhe deu origem.” O INCA
estima que para o ano de 2014, no Brasil, a ocorréncia de 5320 novos casos de

cancer desse tipo. "

Dentre os fatores de risco para esta doenga pode-se apontar o proprio
processo de ovulagdo. A ovulagédo consiste de um continuo processo de reparagéo da
superficie ovarica, sendo passivel a mutagdo contribuindo com um possivel
surgimento de cancer. Por conseguinte, as mulheres que ovularam pouco ao longo da
vida devido a menopausa precoce, menstruagcédo tardia, entre outros motivos, séo
menos propensas ao desenvolvimento de cancer de ovario.® Cabe mencionar, entre

outros fatores de risco, a endometriose a infertilidade e a obesidade. ®

Mutagoes nos genes BRCA-1 ou BRCA-2 foram relacionados com a

hereditariedade da doenga principalmente em familias que desenvolvem esse cancer



em idades inferiores a 60 anos.’ Entre os casos hereditarios a medida de profilaxia é a
retirada do ovario e das tubas uterinas que, segundo Finch et. al. (2006), reduz o risco

de desenvolvimento do cancer de ovario em até 80%.°

Atualmente a forma mais comum para o tratamento do cancer de ovario é a
cirurgia com a retirada do material canceroso, quimioterapia seguida de radioterapia. "
Esses tratamentos oferecem muito desconforto para o paciente, sao passiveis de
resisténcia celular e inumeros efeitos colaterais sdo descritos como neurotoxicidade,

febres, nauseas, entre outros.

Isto posto, se faz necessaria a busca por um
tratamento mais eficiente e com menores efeitos colaterais. Devido essa deficiéncia no
tratamento do cancer de ovario este trabalho pretende avaliar a agao antitumoral do

hibrido de monastrol-H,S sobre linhagem de cancer de ovario

1.2 O H,S e suas generalidades biolégicas

O H,S é um gas reconhecido devido ao odor de ovo podre e, em concentragdes
acima de 530 ppm, pode ser associado a efeitos toxicos ao homem como intoxicagao

do sistema nervoso central e inibigdo do sistema respiratério.'*'

Os aminoacidos cistina e metionina sdo os precursores da biossintese do H,S. A
biossintese € mediada por trés enzimas: cistationia-x-liase (CSE), cistationina-3-
sintetase (CBS) e 3-mercaptopiruvato enxofretransferase (MPST)."> O metabolismo do
H,S, por sua vez, se passa principalmente pela tiol-S-transferase formando o
dimetilsulfeto ou, ainda, o metabolismo pode ocorrer por processos mitocondriais, visto
que este composto também atua como redutor de espécies radicalares como NO, CIO

entre outros.'®"”

Em meio biolégico o H,S apresenta varias fungbes, a citar, o controle da
concentragdo de calcio nas células da microglias'®, protegéo de células neuronais do
estresse oxidativo (in vivo)', atuagdo na neurotransmissdo®, dilatagdo de vasos
sanguineos (via canais de potassio) *'. Esse gas ainda apresenta curiosa dualidade

quanto aos efeitos sobre a inflamag&o? e sobre o cancer. %

Li e colaboradores, em 2005, mostraram que a injecao de lipopolissacaridios (LPS)
in vivo aumenta a producdo enddgena de H.S e ativa mediadores inflamatérios .**
Ap6s a inibicdo da sintese endégena de H,S (inibicdo da enzima CSE) verificaram que

os tecidos inflamados foram parcialmente protegidos. Para comprovar que o efeito



inflamatoério ocorre por intermédio do H,S, os autores trataram os animais com NaHS
(liberador de H,S) e observaram que a espécie H,S foi capaz de induzir resposta
inflamatodria caracterizada pela infiltragdo de neutréfilos principalmente no pulmao e no

figado.*

Em contrapartida, Wallace e colaboradores (2007) mostraram que o dano gastrico
observado apés a administracao de diclofenaco foi reduzido a menos de 90% quando
foi utilizado o ATB-337 (hibrido do diclofenaco liberador de H,S, Figura 1, pagina 5).
Verificaram ainda que o hibrido inibiu a aderéncia de leucdcitos, bem como a producéao
de TNFa. Além disso, o hibrido se mostrou um anti-inflamatério mais potente que o
diclofenaco, pois exibiu o0 mesmo resultado na diminuicdo do volume da pata do

camundongo no teste de carragenina em dose trés vezes menor.?®

Hellmich e colaboradores (2004) demonstraram dualidade do H,S quanto a
proliferacdo da linhagem HCT116, pois quando altos niveis de NaHS (1-3 mM) foram
avaliados houve inibicdo da proliferagdo contudo, em concentracbes de 10 a 100
vezes menores, foi observada a proliferagdo.?? Os mecanismos de modulagdo da

proliferagao de células HCT116 por H,S ainda nao foram esclarecidos.

Outro exemplo da agao anti-proliferativa do H,S foi apresentado por
Chattopadhyay e colaboradores, em 2012. Os autores verificaram que a aspirina
liberadora de H,S (HS-ASA) e o ibuprofeno liberador de H,S (HS-IBU) apresentam
caracteristicas anti-proliferativas interessantes, entre elas a capacidade de aprisionar
as células de cancer de colo, mama, pulmao e leucemia nos estagio Go/G1 do ciclo de
divisdo celular, apresentando IC5, de 1,8-4,2 uM e 1,9-6,2 uM respectivamente (Figura
1).% Um ano mais tarde, Kodela e colaboradores reportaram que os hibridos do
naproxen liberadores de H,S também apresentaram atividade antitumoral com ICs
promissores, AVT-219 (0,08-0,15 pM) e AVT-18A (0,089-0,270uM), quando avaliados,

in vitro, frente as mesmas linhagens testadas por Chattodadhyay (Figura 1).%
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Figura 1. Hibridos liberadores de H,S com aplicagao bioldgica.

Na Figura 2 sao apresentados os compostos liberadores de H,S mais comuns
na literatura. Esses compostos podem ter origem sintética ou natural como os

derivados do alho.?®
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Figura 2. Exemplos de compostos capazes de liberar H,S.

Dentre os compostos liberadores de H,S tem se destaque as 1,2-ditiolano-3-

tionas entre elas o Oltipraz e o ADTOH.(Figura 3, pagina 6)
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Figura 3. Oltipraz e ADTOH exemplos de nucleo de 1,2-ditiolano-3-tionas empregado

como liberadores de H,S.

O Oltipraz foi avaliado por Silvino e colaboradores, em 1986, no hospital das
clinicas de Sao Paulo. Esse composto apresentou eficacia relativa de 59,2% de cura
da esquistossomose, entretanto efeitos colaterais de carater sistémico principalmente
como tonturas, sonoléncia, nauseas e cefaléias foram apresentados por 22% dos
pacientes tratados. Entretanto, este nucleo Oltipraz vem ganhando mais espaco nas
pesquisas, devido suas caracteristicas quimioprotetoras de indugido de enzimas de
desintoxicacdo DTD e GSH transferase em células de cancer como foi mostrado por

O’Dwyeer e colaboradores em 1997. %

1.3 Classe 1,2-ditiolano-3-tiona

As 1,2-ditiolano-3-ditionas sdo substancias capazes de liberarem H,S
lentamente no meio bioldgico.*® Esse mecanismo de liberagdo ainda ndo foi
completamente elucidado, contudo, em 2010, Giustarini e colaboradores sugeriram
alguns dos possiveis metabdlitos para o ADTOH que é um dos representantes mais

comuns dessa classe de compostos (Figura 4).%°
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Figura 4. Proposta adaptada de metabdlitos intermediarios na liberacdo de H,S pelo
ADTOHY.

Landis e colaboradores, em 1965, revisaram os principais reagentes utilizados
para a sintese do nucleo 1,2-ditiolano-3-ditionas (Figura 5, pagina 7).*' Entre os

reagentes mais reportados, se destacam os grupos metilalilicos que geralmente sao



tratados ou com enxofre molecular ou com pentassulfeto de fosforo. Esse tipo de
reacao se processa sob temperaturas elevadas e, geralmente, o produto é obtido em

baixos rendimentos de 20-40%.>2
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Figura 5. Reacbes que formam o nucleo 1,2-ditiolano-3-tionas em uma unica etapa.

Alguns autores ja descreveram propostas de mecanismo para a formagao do
nucleo 1,2-ditiolano-3-tiona. *'** Todos os mecanismos propostos envolvem a adigdo
de um radical alilico juntamente com produtos resultantes da quebra homolitica das
ligacdes entre atomos de enxofre no enxofre molecular. Neto, em 2013, propds o
mecanismo para o nucleo ADT que é precursor metilado do ADTOH, um representante

da classe das 1,2-ditionas. (Figura 6, pagina 8).**
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Figura 6. Proposta mecanistica para a formagdo do ADT (adaptacdo de Neto 2013).%

Em altas temperaturas o enxofre é clivado homoliticamente formando o dirradical A
que abstrai um H*® do trans-anetol originando o composto C. Com a adicdo de Aem C
ocorre a formacao da espécie D. Outro equivalente de C é adicionado em D e forma
um intermediario neutro E que sofre ciclizagado formando um céation com anel de cinco
membros F e liberando o anion G. O préton benzilico do intermediario F é abstraido
pelo par de elétrons n&o ligantes de G, formando o intermediario H. Um equivalente de

A abstrai um H® de H formando o radical J. Em seguida, outro equivalente de A se



adiciona ao radical J formando K que finalmente é convertido no ADT através de um

arranjo intramolecular.

A proposta de criar hibridos moleculares objetiva combinar propriedades
singulares de cada substéncia, de tal maneira que ocorra melhoria nas atividades
medicinais e diminuicdo dos efeitos colaterais.*® A formacdo de compostos hibridos
liberadores de H,S é uma estratégia que vem sendo usada e que visa melhoria na

agao de compostos conhecidos como a aspirina e o diclofenaco, entre outros.

1.4 Monastrol: inibidor seletivo da Eg5 no cancer

Em 1893, foi reportada por Pietro Biginelli a ciclocondensac¢ao do acetoacetato
de etila, benzaldeido e ureia, catalisada por acido cloridrico, em Unica etapa formando

o nucleo de diidropirimidinona (Figura 7).%
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Figura 7. Reacao classica de Biginelli para a formagao de 3,4-diidropirimidin-2(1H)-

ona.

Dentre os adutos de Biginelli se destaca o monastrol (Figura 8, pagina 10) que

é um reconhecido inibidor seletivo da enzima Eg5.%’

Mayer e colaboradores, em 1999, apdés a triagem com 139 compostos
buscando novos alvos para o tratamento de cancer descobriram que o monastrol

apresentava inibigao seletiva da enzima Eg5.%’

A enzima Eg5 é uma proteina da classe das cinesinas que atua na separagao
dos centrossomos, sendo responsavel pela formagdo do eixo bipolar durante a
mitose.*® As cinesinas estdo entre as principais classes de proteinas motoras em
células eucaridticas bem como as miosinas e dineinas. *** No genoma humano
encontram-se descritas 40 cinesinas e essas sao responsaveis pela locomocgao de

proteinas vesiculas e organelas ao longo dos microtubulos.**



As cinesinas hidrolizam ATP na taxa de 80 substancias por segundo e se
locomovem 80 A por substancia de ATP com a velocidade de 6400 A por segundo. O
complexo cinesina/ATP tem grande afinidade por microtubulos. As cinesinas

usualmente realizam o transporte do centro para a periferia celular.**°

Conchran e colaboradores, em 2005, sugeriram que 0 mecanismo de inibicao
da Eg5 seria via interacdo da substancia do monastrol com o sitio alostérico dessa
cinesina. Esse complexo seria capaz de manter o fosfato inorgéanico (Pi) no sitio
catalitico assim, o ATP, apds sofrer hidrélise é reconstituido nesse complexo
monastrol-Eg5. Logo, a liberagdo de energia requerida para os processos de produg¢ao
e manutencdo dos fusos mitéticos é interrompida.®® Nessas condicdes a Eg5 ndo
forma o fuso mitético de maneira apropriada e os cromossomos se apresentam-se

dispersos e, portanto, o ciclo celular & interrompido.

OH

monastrol

Figura 8. Imunofluorescéncia: tubulina (em verde), cromatina (em azul) A) Microtubulo
e fuso mitético normal B) Microtubulo e fuso inibido pelo monastrol; Estrutura do
monastrol.- Adaptado de Mayer(1999).%

Os antimitéticos sao utilizados em terapias para o tratamento do cancer visto
que as células de cancer estdo em constante fase de crescimento.*’ Antimitéticos
como o paclitaxel e vincristina se ligam a tubulina, esses farmacos perturbam o
sistema nervoso periférico, pois inibem os neurdnios sensoriais.*>*" Assim inibidores
de Eg5 como o monastrol sdo uma alternativa para a criagdo de novos antimitéticos

sem a manifestagdo de neurotoxicidade pois ndo atuam diretamente nas tubulinas.

2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Sintetizar o hibrido monastrol-H,S e avaliar a atividade antiproliferativa em células

de cancer de ovario (Figura 9, pagina 11).
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Figura 9. Estrutura do hibrido monastrol H,S (12).

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar o monastrol;

Sintetizar o acido de monastrol;
Sintetizar o ADTOH:;

Acoplar o ADTOH ao espagador;

N X X

Acoplar o 5-(4-(2-aminoetoxi)fenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona (11) com o acido de
monastrol;
v' Avaliar atividade antiproliferativa do hibrido monastrol-H,S e de seus

precursores;

3 Resultados e discussoes

3.1 Anadlise retrossintética

A estratégia utilizada para a sintese do hibrido monastrol-H,S (12) consistiria
na amidagado de (11) com o acido de monastrol (5) (Figura 10, pagina 12). O acido
teria origem na hidrolise do aduto de Biginelli 4. O aduto de Biginelli seria sintetizado a
partir da ciclo-condensacédo do acetoacetato de etila (1), 3-hidroxibenzaldeido (2) e
tioureia (3). O hidrocloridrato de 5-(4-(2-aminoetoxi)fenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona (11)
teria sua origem na reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sy2) entre o
ADTOH (8) (nucledfilo) e a amina protegida (9) (eletrdfilo). Esse nucledfilo seria
formado a partir da O-desalquilagdo do ADT (7). Finalmente o ADT seria sintetizado

pela condensagéao do trans-anetol (6) tratado com enxofre molecular.
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Figura 10. Analise retrossintética para constru¢ao do hibrido liberador de H,S.

3.2 Sintese do monastrol (4)

A sintese do monastrol foi realizada a partir da ciclocondensagdo do 3-
hidroxibenzaldeido, do acetoacetato de etila, tioureia em etanol sob refluxo utilizando
como catalisador o acido p-toluenossulfénico (5 mol%) seguindo o protocolo adaptado
de Biginelli (Figura 11).*

O produto foi purificado por precipitacdo ao adicionar agua ao sistema. Foram

obtidos rendimentos moderados, em torno de 57%, para o monastrol (4).

OH OH
2 acido p-toluenosulfénico o
o (5 mol%)
H™0p ) NH
EtO + s EtOH, refluxo 8 h | y /&s
Me 0 HN H
3 457%

1
Figura 11. Sintese do monastrol.

A espectroscopia na regido do infravermelho auxiliou na identificacdo dos
grupos funcionais presentes na substancia de monastrol. Na Figura 12 (pagina 13)
esta apresentado o espectro na regido do infravermelho obtido em pastilha de KBr
para 0 monastrol. Em 3010 cm™ pode-se verificar a banda de estiramento das
ligagdes C,p,2-H do anel aromatico, em 1668 cm™" encontra-se a banda de estiramento

referente a ligagao C=0 caracteristica de ésteres vinilicos. O estiramento da ligagao

12



C=S é representado pela banda em 1192 cm™. Em 3184 cm™ tem-se a banda devida
ao estiramento N-H e em 3308 cm™ aquela devida ao estiramento O-H de fenol. Esses

dados estdo coerentes com os apresentados por Ramos e colaboradores em 2012

(Tabela 1). %

%Transmittance

Op7 [ —
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vyl ggel—

Wavenumber (cm-1)

Figura 12. Espectro na regido do infravermelho (KBr) da amostra de monastrol.

Tabela 1. Bandas na regido do infravermelho em pastilha de KBr observadas versus
encontradas na literatura para o monastrol

Banda observada/cm™ FT-IR (KBr) Banda citada na literatura®*/cm™ FT-IR
(KBr)

3308, 3184, 3010, 2982, 1668,1574, | 3304, 3179, 3109,2982, 1662, 1573,

1474,1286, 1192, 1114, 752 1479, 1375, 1293, 1196, 1117, 747

O espectro de RMN de 'H (Figura 13, pagina 14) também apresentou resultados
coerentes com os encontrados na literatura (Tabela 2, pagina 15). O ftripleto com
deslocamento quimico (8) 1,12 ppm, integrado para trés nucleos de hidrogénio, foi
atribuido ao hidrogénio H16 (Figura 13). H16 acopla com os hidrogénios do carbono
metilénico (H15) com uma constante de J = 7,0 Hz. o sinal de H15 é apresentado
como um quarteto centralizado em 4,02 ppm, constante de acoplamento de J = 7,0 Hz.
O sinal presente em 2,29 ppm é um simpleto e foi atribuido aos hidrogénios da metila
H18. Esse conjunto de sinais evidencia a presenga da unidade estrutural proveniente

do acetoacetato de etila ao produto.
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Centralizado em 5,10 ppm, esta localizado o dupleto (J = 2,8 Hz) que foi
atribuido ao hidrogénio benzilico (H4). Os hidrogénios aromaticos H8, H10, H12 sao
representados pelo multipleto em 6,64-6,67 ppm integrado para trés hidrogénios. O
sinal centralizado em 7,12 ppm, integrado para um hidrogénio, correspondente ao
H11. Este pode acoplar tanto com H10 quanto com H12 formando assim, um tripleto (J
= 7,0 Hz). Em altos valores de deslocamento quimico 9,46 ppm, 9,60 ppm e 10,30
ppm s&o encontrados sinais largos integrados para um hidrogénio cada, atribuidos aos
hidrogénios da hidroxila fendlica (H9a), ao H1 e H3 respectivamente. Estes conjuntos
de sinais s&o caracteristicos da tioureia e 3-hidroxibenzaldeido no esqueleto molecular

do monastrol.
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds) do monastrol (4).
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H do monastrol em DMSO-d versus dados da literatura

200 MHz, DMSO-d¢ 300 MHz, DMSO-d¢
(Ramos et al 2012)*
H S(ppm) M I JHz) | s(ppm) M | J(Hz)
16 1,12 t 3 7,0 1,08 t 3 6,9
18 2,29 s 3 - 2,27 S 3 -
15 4,02 g 2 70 3,98 g 2 67
4 5,10 d 1 2,8 5,09 d 1 2,7
12,8,10 6,63-6,67 m 3 - 6,65 m 3 -
11 7,12 m 1 8,5 7,09 t 1 7,9
9a 9,46 sl 1 - 9,44 s 1 -
1 9,59 sl 1 - 9,59 s 1 -
3 10,29 sl 1 - 10,28 s 1 -

*M=multipleto, I= integragéao, t=tripleto, s=simpleto, g=quarteto, sl=sinal largo.

Os sinais observados no espectro de RMN de "*C (Figura 14, pagina 16) foram
atribuidos com o auxilio do programa ChemBioDraw Ultra 14 ( versao 14.0.0.117) e
estdo coerentes com os observados na literatura (Tabela 3, pagina 16). O sinal em
59,7 ppm esta apresentado em fase negativa do DEPT, logo representa o carbono
metilénico C15. O conjunto de sinais em 113,3 ppm, 114,7 ppm, 117,1 ppm foi
atribuido aos carbonos C8, C10, C12 e os sinais em 129,6 ppm, 144,9 ppm e 157,5
ppm foram atribuidos aos carbonos aromaticos C6=C7, C9 e C11 respectivamente. Os
sinais das metilas representadas pelos carbonos C16 e C18 possuem deslocamento
quimico de 14,1 ppm e 17,2 ppm respectivamente. Em 54,0 ppm verifica-se o sinal

relativo ao carbono benzilico C4.
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Figura 14. Espectro de RMN de °C (abaixo) e subespectro DEPT 135 (acima), do
monastrol (50 MHz, DMSO-dp).

Tabela 3. Dados de RMN de *C do monastrol versus citados na literatura

50 MHz, DMSO-d; 75 MHz, DMSO-d; referéncia literatura®
o (ppm) o (ppm):

174,3; 165,3; 157,5; 144,9; 129,6; 174,6; 165,6; 157,9; 145,3; 145,2; 129,9;

117,15 114,7; 113,3; 100,9; 39,7; 54,0; 117,5; 115,0; 113,7; 101,2; 60,5; 54,4; 17,6;
17,2; 14,1. 14 4.

3.3 Sintese do acido de monastrol (5)

A hidrélise basica do monastrol foi avaliada utilizando as condi¢cdes descritas
na Tabela 4 (pagina 17). Verificou-se que grandes excessos de base ndao eram
interessantes para que a reagao de hidrélise ocorresse, pois nessas condicbes se
observava a formacgdo de uma mistura complexa, muito provavelmente oriunda da
decomposig¢ao do aduto 4. Ao diminuir em dez vezes a relagdo base/aduto de Biginelli
ocorreu diminuigdo dos subprodutos, verificado por cromatografia em camada delgada

(CCD). Como consequéncia, a purificagdo se tornou simples. Com a adi¢do lenta de
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uma solucéo de HCI 2 mol/L o pH do sistema diminui (pH=3) e o acido precipitou puro.
Finalmente, ao variar a base de hidroxido de sddio para hidroxido de potassio nao

observou-se variagao significativa no rendimento

Tabela 4. Avaliagdo de condi¢cdes para a hidrdlise basica do aduto de Biginelli.

OH OH
o Base o
o NH sdims  HO NH
‘ N’gs | N~ ~S8
H H
4 5
Reagente (eq.) Solvente Tempo Rendimento Referéncia
NaOH (33 eq.) Metanol:agua(1:1) 48 h - Kim, J. et al. (2012)*
NaOH (33 eq.) Metanol:agua(1:2) 48 h Tragos Kim, J. et al. (2012)***
KOH (3 eq.) H,0 3dias 80% Klein, E. et al. (2007)*
NaOH (3 eq) H,O 3dias 84% Klein, E. et al. (2007)**°

*adaptada

O mecanismo de hidrdlise basica (Figura 15) consiste no ataque nucleofilico do
"'OH ao carbono da carbonila seguido pelo deslocamento dos elétrons da dupla da
carbonila para o atomo de oxigénio. O par de elétrons do oxigénio restabelece a dupla
ligacdo com a liberagdo de um anion etdéxido. Prontamente o etdxido abstrai o préton
do aduto de Biginelli formando etanol. Ao acidificar o meio as espécies anibnicas sao

protonadas dando origem ao acido derivado do aduto de Biginelli.

OH OH OH OH
o] o]
_ HO ..
NH - (e) NH -~ HO NH
NH EtOH \ Y o
N"s
N S S H ” S
@ (5)

Figura 15. Proposta de mecanismo da hidrdlise basica do aduto de Biginelli.

A espectroscopia na regido do infravermelho auxiliou na identificacdo dos
grupos funcionais do composto 5 (Figura 16). Em 3308 cm™ observa-se uma banda

referente ao estiramento da ligagdo O-H do grupo fendlico. A banda em 1586 cm™ é

17



relativa ao estriamento da ligagdo C=C do alceno conjugado, o estiramento O-H do
acido é representado pela banda em 3192 cm™ até aproximadamente 2500 cm™ e a
banda caracteristica da carbonila do acido esta apresentada em 1672 cm™. Em 3130
cm” tem-se a banda atribuida a ligagdo N-H e finalmente em 1186 cm™” a banda

correspondente ao estiramento assimétrico da ligagao C=S.
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Figura 16. Espectro na regido do infravermelho em pastilha de KBr do acido de

monastrol.

E possivel comprovar a formagdo do acido de monastrol comparando as
diferencas entre os espectros de RMN de 'H do produto &cido (em preto) e do material
de partida (em vermelho), Figura 17 (pagina 19). A auséncia do tripleto préximo a 1
ppm e do quarteto proximo a 4 ppm no espectro em preto indica que o grupo etoxila
nao esta mais presente na substancia do produto. E, além disso, o sinal largo em

12,12 ppm indica a presenc¢a de um hidrogénio acido.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H do acido de monastrol (preto) comparado com o
monastrol (vermelho) (200 MHz, DMSO-dj).

No experimento de RMN DEPT 135 (Figura 18, pagina 20) ndo se observam
sinais com fase invertida, isto posto, confirma a auséncia de grupos metilénicos,

resultado esperado para o produto de hidrélise, 5.

No espectro RMN de *C (Figura 18, pagina 20) foram observados 12 sinais
que podem ser atribuidos aos carbonos do acido de monastrol. O sinal mais blindado
em 17,2 ppm pode ser atribuido ao carbono da metila (C18). O carbono benzilico (C4)
apresentou sinal em 54,1 ppm, os carbonos aromaticos apresentaram sinais na regiao
de 113,4-144)9 ppm. Os outros sinais foram atribuidos aos carbonos néo
hidrogenados, como o carbono da tionila, em 174,3 ppm, o carbono carbonilico, em
167,1 ppm, os carbonos do alqueno conjugado do nucleo da pirimidina, em 101,5 ppm
(C2) e em 157,5 ppm (C3).
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Figura 18. Espectro de RMN de *C (abaixo) e subespectro DEPT 135 (acima), do
acido de monastrol (50 MHz, DMSO-dp).

3.4 Sintese do 5-(4-metoxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona [ADT (7)]

O ADT (7) foi obtido apds o tratamento do trans-anetol com o enxofre molecular
em excesso. O rendimento obtido foi de 15%, coerente ao encontrado na literatura
(26% Sparatore et al. 2009%°)

O espectro na regido do infravemelho para o ADT (Figura 19, pagina 21),
apresentou: uma banda em 3080 cm™ que foi atribuida ao estiramento do Csp?H, uma
banda devia ao estiramento da ligagéo dupla do anel de cinco membros em 1602 cm™

e, finalmente, uma banda devida ao estiramento da ligacdo C=S em 1176 cm™,
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Figura 19. Espectro na regido do infravermelho em pastilha de KBr do ADT (7).

Para confirmar a formagdo do grupo ADT compararam-se o0s espectros de
RMN de 'H obtidos deste composto com o seu material de partida [trans-anetol, (6)]
(Figura 20, pagina 22).

No espectro RMN de 'H obtido para o composto 6 , verifica-se a presenca de
um dupleto duplo, integrado para trés hidrogénios centralizado em 1,81 ppm,
caracteristico do hidrogénios alilicos (H9). Esse desdobramento € consequente do
sistema rigido do alqueno que permite o acoplamento entre o hidrogénio vinilico (H8)
com uma constante 3J = 6,7 Hz, bem como o acoplamento a longa-distancia com o
hidrogénio H6 (*J = 1,2 Hz). Outro sinal bem caracteristico desse material é o quarteto
duplo centralizado em 6,11 ppm atribuido ao H8. Este sinal é distorcido devido a
influéncia do sinal do dupleto em 6,86 ppm (fendbmeno conhecido como efeito de teto).
O desdobramento de H8 em quarteto duplo é devido ao acoplamento com H9,
constante °J = 6,7 Hz, bem como, o acoplamento com hidrogénio vinilico H7 com
constante ®J = 18 Hz (acoplamento trans). O dupleto aparente centralizado em 6,86

(*J= 16 Hz) foi atribuido ao H7. O acoplamento entre H7 com H9 existe mas ndo é
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observado devido a resolugao do equipamento o sinal se apresentou como um dupleto

aparente.

Como esperado, no espectro de RMN de 'H para o produto ADT (7), esse
sinais destacados anteriormente para 6 ndo estao presentes. No ADT sao observados
dois dupletos na regido de aromaticos caracteristicos da simetria de substituicdo
dessa substancia. Adicionalmente observa-se um simpleto em 7,74 ppm atribuido ao
hidrogénio vinilico (H8) e, em 3,84 ppm, o simpleto observado foi atribuido aos

hidrogénios da metoxila. Desta forma se confirma a formagao do nucleo ADT (7).
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H ADT (preto) comparado com o do trans-anetol
(vermelho) (200MHz, DMSO-d).

Pela espectroscopia de RMN de '*C foram comparados os deslocamentos
entre os sinais do trans-anetol e do produto ADT (Figura 21, pagina 23). Duas
mudangas sdo bastante significativas e caracteristicas da reagcdo de conversdo do
trans-anetol em ADT como: i) Para o trans-anetol o sinal relativo ao carbono da metila
(C8) se apresenta na regido mais blindada do espectro (18,2 ppm). No ADT, o carbono
C8 é hibridizado sp? e esta diretamente ligado ao enxofre, portanto apresenta-se mais
desblindado (214,7 ppm). ii) fendmeno similar ocorre com o carbono C7 que no ADT

apresenta-se bastante desblindado (162,7 ppm) devido a influéncia do enxofre.
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Figura 21. Espectro de RMN de "*C e DEPT 135 do trans-anetol (acima) Espectro de
RMN de "*C e DEPT do ADT (abaixo) (50 MHz, DMSO-dg).
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3.5 Sintese do 5-(4-hidroxifenil)-3H- 1,2-ditiolano-3-tiona [ADTOH(8)]

A O-desmetilagao do ADT foi realizada sem solvente, na presenca do cloridrato
de piridina e com aquecimento por microondas, uma técnica que vem se mostrando
muito interessante na quimica organica, pois reagbes podem ser realizadas em

poucos minutos.

A irradiagcdo de microondas é bastante usada em quimica, o aquecimento por
esse metodo pode seguir dois mecanismos, por rotacao de dipolos ou por condugao
ibnica.*” O primeiro segue o principio no qual o campo oscilante da radiagdo de
microondas (2,45 GHz) é capaz de alinhar os dipolos das substancias (dipolo
permanente ou induzido). A variagdo no campo elétrico induz as substancias a
mudarem a orientacdo de seus dipolos muito rapidamente, essa perda de energia do
dipolo gera calor. O segundo mecanismo considera que o campo elétrico da radiagao
induz a migragdo de ions e o calor é obtido através das friccoes desses ions. O
aguecimento convencional ocorre por irradiagdo, condugao e convecgao, fendbmenos
que ocorrem de fora para dentro do meio reacional. Na radiagcdo de microondas o
aquecimento se propaga do interior para fora do meio reacional por isso muitas vezes
esse método é capaz de diminuir o tempo das reacgdes. Ainda existem controvérsias
se o efeito da radiacdo influencia na cinética ou se apenas este tipo de aquecimento é

mais eficiente.*’

A sintese e purificagdo do ADTOH foram realizadas por diferentes métodos que estao
apresentados na Tabela 5 (pagina 26).
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Tabela 5. Condi¢des e otimizagcbes para a reagao de obtengdo de ADTOH a partir da
O-desmetilacdo do ADT

7 8 66%

entrada Temperatura/°C rampa Método purificagao Rendimento/%
(periodo)
1 200 (13min) 4min Cromatografia Coluna* 40
2 200 (13min) 4min Extracao liquido-liquido 58
3 100 (6 min) 4min Extracao liquido-liquido 66
200 (4min) 3min

*eluente: hexano:acetato (3:1), silica.

Para a sintese foram avaliadas mudangas no aquecimento (temperatura
constante ou rampa até 200°C) e no método de purificacdo (cromatografia em coluna,

ou extragao liquido-liquido.

Durante a purificagdo por cromatografia em coluna foi observado que parte do
bruto de reagdo permanecia retido na silica e ao aumentar a polaridade do eluente a
resolugdo da separagédo diminuia. Sendo assim, parte do produto era perdida, ou

ficava presa na silica, ou contaminada com os subprodutos da reagao.

Ao realizar o procedimento de extragao quimica liquido-liquido a separagao foi
mais eficiente. O ADTOH apresenta-se desprotonado em meio basico (pH =12), nessa
forma ele é soluvel em agua. Contudo, ainda existe em equilibrio a forma protonada
que tem a afinidade com solvente orgénico, como o diclorometano, sendo assim, o
diclorometano deslocou o equilibrio para a obtengao ADTOH protonado que foi
extraido da mistura de reacao enquanto os outros subprodutos permaneceram na fase

aquosa.

O mecanismo de reagao de O-desmetilacdo do ADT em ADTOH se processa
via reacdo S\2 (Figura 22, pagina 26). Como o meio & acido, inicialmente ocorre a
protonagao do oxigénio do grupo metoxila. O carbono da metoxila se torna bastante
eletrofilico e susceptivel ao ataque nucleofilico da piridina com liberagdo do ADTOH

como grupo abandonador.
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Figura 22. Proposta de mecanismo de formagdo do ADTOH.

O espectro no infravermelho obtido para ADTOH (Figura 23) se difere do obtido

para o ADT porque o espectro do ADTOH apresenta uma banda em 3158 cm™

correspondente ao estiramento da ligagdo O-H do anel fendlico. As outras bandas

observadas estdo coerentes com as apresentadas para esse composto na literatura

(Tabela 6).*2
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Figura 23. Espectro na regido do infravermelho em pastilha de KBr para o ADTOH.

Tabela 6. Bandas na regido do infravermelho em KBr observadas para o composto

ADTOH versus citadas na literatura

Banda observada (KBr) Banda citadas na literatura*®/cm™(KBr)

3158, 3050, 1608, 1476, 1197, 1022 cm™ | 3179, 3050, 1608, 1474, 1197, 1023 cm’
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O ADTOH foi caracterizado por espectroscopia de RMN de 'H (Figura 24).
Como esperado, no espectro foi observada a auséncia do sinal em 3,84 ppm
correspondente aos hidrogénios da metila. O sinal mais caracteristico da obtencao
desse composto aparece em 10,50 ppm e foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila
fendlica. Os outros sinais obtidos neste experimento sdo bastante similares aos

obtidos para o ADT devido as poucas modificagbes estruturais.
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Figura 24. Espectro de RMN de 'H do ADTOH (200 MHz, DMSO-db).

O espectro de RMN de "°C (Figura 25, pagina 28) também nao apresentou
grandes mudangas quanto aos deslocamentos quimicos se comparado com o do
material de partida (ADT). A diferenga mais importante é a auséncia do sinal em 55,64
atribuido a metila do grupo metoxila do ADT, comprovando, assim, a eficiéncia da O-

desmetilagao.
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Figura 25. Espectro de RMN de *C (abaixo) e subespectro DEPT 135 (acima), do
ADTOH (50 MHz, DMSO-d).

3.6 Sintese do terc-butil(2-(4-(3-tioxio-3H-1,2-ditiolano-5-ila)fenoxi)etil)carbamato
(10)

As aminas primarias sdo melhores nucledfilos que os fendis uma vez que
essas possuem os elétrons ndo ligantes mais disponiveis para o ataque que os fendis
que possuem seus elétrons livres deslocalizados sobre o sistema aromatico. Deste
modo, foi necessério proteger a amina primaria do composto 2-bromoetilamina antes
de realizar a reagdo de acoplamento com o ADTOH para, desta forma, evitar que
reagdes paralelas ocorressem. Assim sendo, a amina primaria foi convertida em terc-

butil carbamato.

A proposta de mecanismo para essa reagcdo é apresentada na Figura 26
(pagina 29). Na presenca de trietilamina, ocorre o ataque nucleofilico do par de
elétrons livres do nitrogénio da amina a carbonila, seguido pelo deslocamento do par
de elétrons da ligagao 1 para o oxigénio (Figura 26). Em seguida, o par de elétrons

restabelece a ligagao dupla com liberagdo do grupo terc-butil carbonato. Este grupo
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abstrai o proton do nitrogénio, formando o bicarbonato de ferc-butila que €

rapidamente convertido em CO, e alcool terc-butilico.
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Figura 26. Proposta de mecanismo da prote¢ao da amina primaria.

Apds a etapa de protegdo da amina, realizou-se uma reacédo de substituicao
nucleofilica Sy2 com o objetivo de acoplar o espacador ao grupo ADTOH para formar o

composto 10.

Foram utilizados o ADTOH e o carbonato de césio em condicbes de refluxo
utilizando acetonitrila anidra e iodeto de potassio como ativador. Apds elaboragao e
purificacdo por cromatografia em coluna utilizando como eluente a mistura cloroférmio

e metanol (100:1), o produto 10 foi obtido 62% de rendimento.

A proposta de mecanismo para essa reagdo esta apresentada na Figura 27
(pagina 30). Inicialmente ocorre a desprotonacdo do ADTOH pela base, formando o
ion fendxido correspondente. O composto 9 sofre o ataque do iodeto e libera o
brometo em uma substituicdo nucleofilica bimolecular. O iodeto é melhor grupo
abandonador que o brometo, pois € mais polarizavel. Assim, essa substituicao é
meramente catalitica e facilita a reagcdo com o ADTOH. Isto posto, o ADTO realiza o
ataque nucleofilico ao carbono primario com a liberacido do lodeto e formacédo do
produto desejado 10.
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Figura 27. Proposta de mecanismo para o acoplamento do ADTOH com o espagador

formando o composto 10.

A espectroscopia no infravermelho fornece informagdes importantes para a
confirmagao estrutural dos grupos funcionais (Figura 28, pagina 31). O estiramento
C.p2-H de aromaticos apresentou banda em 3044 cm™. Em 1694 cm™ foi observado a
banda de estiramento de C=0 de carbonila e finalmente em 1078 cm™ a banda devida

ao estriamento assimétrico da ligacao C=S.
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Figura 28. Espectro na regiao do infravermelho em pastilha de KBr para o composto
10.

Pelo espectro de RMN de 'H obteve-se a comprovacdo da formagdo do
composto 10 (Figura 29, pagina 32). Em 1,44 ppm é observado um sinal integrado
para nove hidrogénios caracteristico do grupo da metila da terc-butoxila (H8a). Os
hidrogénios do grupo metilénico (H3a) correspondem ao quarteto (J = 5,2 Hz)
centralizado em 3,55 ppm e integrado para dois hidrogénios. Este desdobramento se
deve ao acoplamento tanto com os hidrogénios (H2a) grupo metilénico vizinho, quanto
com o hidrogénio H4a. O tripleto centralizado em 4,07 ppm (J = 5,2 Hz), integrado
para dois hidrogénios, corresponde aos hidrogénios do grupo metilenico (H2a). O sinal
largo em 5,02 ppm € caracteristico do hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo
carbamato. Os outros sinais obtidos foram similares aqueles encontrados para o
ADTOH (pagina 27), contudo, verifica-se a auséncia do sinal em 10,50 ppm que indica
a auséncia de hidrogénio fendlico do ADTOH e confirma a eficiéncia da reagéo de

acoplamento .
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Figura 29. Espectro de RMN de ferc-butilcarbamato de (2-(4-(3-tioxo-3H-1,2-ditiolano-
5-ila)fenoxi)etila (10) (200MHz, CDCI3).

A espectro de RMN de ">C também foi muito importante para a confirmagao da
estrutura do composto 10 (Figura 30, pagina 33). Além dos sinais caracteristicos do
ADTOH, sao apresentados os sinais caracteristicos da presenca do espacador. O
sinal em 28,5 & caracteristico dos carbonos das metilas (C8a), em 40,0 ppm e 67,6
ppm sdo observados sinais atribuidos aos carbonos metilenicos, pois esses sinais
apresentam-se com fase invertida no experimento de DEPT 135. O sinal do carbono
nao hidrogenado da terc-butila (C7a) e o carbono da carbonila (C5a) apresentam-se
em 79,8 ppm e 155,9 ppm respectivamente. Os demais sinais estdo atribuidos no

espectro.
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Figura 30. Espectro de RMN de "°C (abaixo) e subespectro DEPT 135 (acima) do
composto 10 (50 MHz, CDCl3), os sinais destacados no espectro foram atribuidos as

modificacdes estruturais observadas no produto.

A desprotegdo do composto 10 foi realizada com adigao de HCI em acetato de
etila a temperatura ambiente, a reagdo foi acompanhada por CCD. Quando se
verificou que todo o material de partida foi consumido, cessou a agitacdo e a solugao
reacional foi mantida em geladeira até a precipitagdo do produto com rendimento de
62%.

As mudangas funcionais apds a reagao de formagao do cloridrato do composto
11 podem ser verificadas pela espectroscopia de infravermelho (Figura 31, pagina 34).
As bandas devidas ao estiramento N-H sdo observadas em 3434 cm™. Em 1200 cm”

observa-se a banda do estiramento de C=S.
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Figura 31. Espectro na regido do infravermelho em pastilha de KBr do composto 11.

Ao comparar com o espectro de RMN de 'H do composto 10 (pagina 32)
verifica-se no respectivo espectro do composto 11 a auséncia do simpleto em 1,44
ppm que é uma das evidéncias da retirada do grupo protetor (Figura 32, pagina 35). O
aparecimento de um sinal largo 8,46 ppm, integrado para trés hidrogénios €
caracteristico de amina primaria protonada, o que também é uma forte evidéncia do

sucesso na reacao de desprotecao.
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Figura 32. Espectro de RMN de "H do composto 11 (200 MHz, DMSO-dj).

Pelo espectro de RMN de "®C juntamente com o espectro de DEPT 135 de 11
(Figura 33, pagina 36) pode—se verificar a auséncia apenas dos sinais
correspondentes aos carbonos do grupo terc-butoxicarbonila em 28,5 ppm, 79,8ppm e
155,9 ppm no espectro do composto 10 (pagina 33). Assim, se pode confirmar a

eficiéncia na remogao do grupo protetor.
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Figura 33. Espectro de RMN de "*C (abaixo) e subespectro DEPT 135 (acima) do
composto 11 (50 MHz, DMSO-d).

3.7 Sintese do Hibrido monastrol-H,S

O hibrido foi obtido de monastrol a partir da reagdo de acoplamento do
composto 11 com o acido de monastrol (5) na presenga de N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) e com o auxilio do agente de acoplamento de aminas o benzotriazol-1-

iloxitri(pirrolidino)fosfonio hexafluorofosfato (PyBOP).

Foram realizadas varias cromatografias em coluna, empregando silica como
suporte, utilizando diversas misturas de solventes, uma resolugado razoavel foi obtida
utilizando como eluente acetato de etila’lhexano (3:1) foi necessario ainda uma
segunda cromatografia em coluna utilizando como eluente diclorometano/etanol (15:1).

Contudo, essa metodologia ndo se apresentou reprodutivel.

Entdo percebeu-se que a adi¢gdo de etanol ao bruto de reacdo ocasionava a
precipitagdo de um sélido laranja rico no produto 12. Assim, realizou-se a
cromatografia em coluna desse sdlido utilizando como eluente a mistura de cloreto de

metileno/etanol (15:1) e obteve-se o produto 12 com o rendimento de 11%.
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O mecanismo sugerido (37Figura 34) é que a DIPEA abstrai o proton do acido
de monastrol, em seguida o par de elétrons nao ligantes do oxigénio do acido ataca o
fésforo do PyBOP com liberagdo do grupo 1H-benzo[d][1,2,3]trial-1-olato. Este por sua
vez, ataca a carbonila e em seguida ocorre o deslocamento da dupla para o oxigénio e
quando a dupla ligagéo é restabelecida, ocorre a liberagcao do fosfato. Finalmente, o
par de elétrons nao ligantes da amina primaria ataca o carbono carbonilico
prontamente e ocorre o deslocamento da dupla para o oxigénio. Quando a dupla
ligacéo é restabelecida ocorre a liberagdo do 1H-benzo[d][1,2,3]trial-1-0l que abstrai o

hidrogénio da amida formando assim o hibrido monastrol-H,S (12).

N b - L R

= i o - ° -

YUY = PN o "y e o
DIPEA ©: N @ N

N N

Figura 34. Proposta para o mecanismo de formacao do hibrido de monastrol-H,S.

No espectro obtido na regido do infravermelho para o hibrido monastrol-H,S
(Figura 35 pagina 38) foi possivel observar uma banda em 3200 cm™ atribuida ao
estiramento da ligagdo O-H do fenol; em 1602 cm™” uma banda referente ao

estiramento da carbonila da amida e em 1180 cm™ o estiramento C=S da ditiona.
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Figura 35. Espectro na regido de infravermelho (KBr) do hibrido de monastrol.

Como esse composto é inédito, realizaram-se experimentos de RMN
bidimensional COSY e HSQC além dos experimentos usuais em uma dimensao de H,

3C e 0 DEPT-135.

No espectro de RMN de 'H (Figura 36, pagina 39) foi observado um simpleto
integrado para trés hidrogénios em 2,00 ppm, caracteristico dos hidrogénios da metila
(H12). Em 3,55-3,34 encontra-se um multipleto que foi atribuido aos hidrogénios H3a
que nao sado magneticamente equivalentes, pois pelo mapa de contornos COSY
(Figura 37, pagina 40) verificou-se que ha correlagdo entre eles (3,49 ppm e 3,38
ppm). No COSY os hidrogénios H3a apresentam correlagdo com o hidrogénio da
amida (H4a) em 7,98 ppm bem como apresentam correlagbes com os hidrogénios do

grupo metilénico vizinho (H2a) em 4,05 ppm.

O dupleto (J ® = 3,2 Hz), integrado para um hidrogénio, em 5,18 ppm.
corresponde ao hidrogénio benzilico (H4). Essa atribuicdo foi confirmada pela

correlagdo observada no COSY com o hidrogénio pirimidinico (H3) em 9,31 ppm.

O hidrogénio pirimidinico (H1) apresenta sinal em 9,80 ppm, confirmado pelas
correlagbes do COSY com 9,31 ppm que o relaciona com H3. Os hidrogénios do anel
aromatico do monastrol H8, H10 e H12, se superpbéem formando um multipleto,

integrado para trés, na regido de 6,61-6,64 ppm. Eles se correlacionam no COSY com
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(6,61 ppm, 7,01 ppm e 7,79 ppm) regidao do multipleto devido a H11. O sinal de H11

apresenta-se sobreposto no espectro de 'H com o dupleto atribuido ao H2’ e H6'. Este

dupleto centralizado em 7,03 ppm (J = 8,8 Hz) correlaciona no COSY com dupleto,

integrado para dois (J = 8,8 Hz) centralizado em 7,86 ppm do H3’ e H5’. O simpleto em

9,41 ppm foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila (H9a) e o simpleto em 7,74 ppm foi

atribuido ao H8'.
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Figura 36. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d;) obtido para o hibrido de

monastrol (12).
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Figura 37. Mapa de contornos COSY obtido para o hibrido de monastrol (400 MHz,
DMSO-dp).

Os sinais de RMN de *C do hibrido de monastrol (Figura 38, pagina 41) foram
atribuidos com o auxilio dos experimentos de DEPT 135 e de HSQC (Figura 39,
pagina 42). Pelo DEPT 135 verificou-se que os sinais em 66,34 ppm e em 38,18 ppm
eram referentes a carbonos do tipo CH,. O mapa de contornos HSQC também
apresenta essa informagao, pois essa correlagdo apresenta cor diferente indicando

mudanga na fase.

Comparando os dados do HSQC com os do espectro de hidrogénio
verificaram-se as seguintes correlagoes C13-H13(o 16,26 ppm, 2,01ppm), C3a-H3a(s
39,72 ppm, 2,51 ppm), C2a-H2a (6 66,28 ppm, 4,05 ppm), C4-H4 (6 54,74 ppm, 5,20
ppm), C2',6’-H2’,6’ (6 115,43 ppm, 7,04 ppm), C8-H8 (5113,16 ppm, 6,64 ppm), C11-
H11 (6 129,30 ppm, 7,03 ppm), C3’,5-H3’,5’ (5 128,90 ppm, 7,86 ppm), C8-H8'(5 134
ppm, 7,76 ppm). Os carbonos ndo hidrogenados foram atribuidos com o auxilio do

programa ChemBioDraw Ultra 14 ( versao 14.0.0.117).
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Figura 39. Mapa de contornos HSQC do hibrido de monastrol (400 MHz, DMSO-d).

Apés a obtengdo do hibrido de monastrol foi avaliada a atividade
antiproliferativa do mesmo frente a linhagem TOV-21G (cancer de ovario). Também
foram avaliados os precursores acido de monastrol, ADTOH e como controle utilizou-

se o proprio monastrol.

3.8 Atividade citotoxica do hibrido de monastrol.

A Célula TOV-21G é uma linhagem de cancer de ovario de origem epitelial, que
pode ser mantida em cultivo em passagens superiores a 70 *°. Essa linhagem
apresenta o gene p-53 ativo™. Este gene é responsavel pela sintese da proteina p-53.
Essa proteina é capaz de aumentar o tempo do processo de divisdo celular, dessa
maneira, a célula verifica os danos no DNA e ativa os mecanismos de reparagao do
mesmo, antes de entrar na fase S da divisdo celular. O gene p-53 também é

responsavel por acionar o processo de apoptose quando o reparo no DNA nao é
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realizado.’’ Nesse contexto, a TOV-21G se apresenta como uma linhagem resistente

ao mecanismo de danificacdo do material genético.

Essa linhagem é caracterizada como uma subcultura continua, ou seja, escapa
dos processos de senescéncia (envelhecimento celular)*. Logo, pode ser expandida
diversas vezes e o numero de passagens desde que ela foi descongelada é muito
importante para a reprodutibilidade no comportamento observado para a linhagem em

um dado experimento.

A manutencdo da linhagem TOV-21G foi realizada em periodos de 48h, pois,
esse periodo era suficiente para a formacdo de monocamada. Apds formagédo de
monocamada, o repique (clivagem por agdo enzimatica das proteinas de adesao®?) foi
realizado. O ciclo de manutencido foi repetido até que quantidades suficientes de

células viaveis fossem acumuladas.

Quando bastante células foram acumuladas (passagem 59), realizou-se o
calculo da viabilidade utilizando azul de tripan e camara de Neubauer. Apos o calculo

foram encontradas 690,5 X 10* células/mL.

A placa de 96 pocos foi preparada aplicando 10° células por pogos. Os
compostos testes (acido de monastrol, ADTOH e hibrido de monastrol) foram
distribuidos em triplicatas e foram avaliados pelo teste do MTT, como controle foi

utilizado o monastrol que possui reconhecida atividade citotdxica.*?

A absorbancia média do controle de vida obtido apés o teste do MTT foi de
1,5095 = 0,080456. Este resultado foi utilizado para obtengdo da viabilidade dos
compostos testados usando Equacgédo 1 (pagina 61). Os resultados de viabilidade
obtidos apds o tratamento com o monastrol, acido de monastrol, ADTOH e hibrido de

monastrol estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados de viabilidade para a linhagem de TOV-21G obtidos apods
tratamento com monastrol (4), acido de monastrol (5), ADTOH (8) e hibrido de

monastrol (12) utilizando método do MTT.

Viabilidade média (%)t desvio padrao

concentragao(ug/mL) 4 5 8 12
15 73+6 115+ 5 187 £ 19 96 + 2
10 779 104 £ 8 184 £ 13 77 £ 21
5 43+9 47 £ 4 120 £ 27 57+6
1 43+3 43 t4 89+10 55+4
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Utilizando programa OriginPro 9°, foram construidos os graficos que
relacionam a viabilidade e a concentracdo dos compostos avaliados. O ajuste
matematico a partir de uma curva sigmoidal foi utilizado seguindo a distribuicdo de
Boltzman. Esse ajuste foi adequado, pois, descreveu o evento observado de maneira

satisfatoria.

A anadlise dos graficos apresentados na Figura 40 (pagina 45) mostra que o
aumento da concentragdo dos compostos causa diminuicdo da citotoxicidade e para o

ADTOH, inclusive, ocorre o fenbmeno de proliferacéo celular.

Pela curva obtida com o programa OriginPro 9° para o monastrol e seu acido
foi possivel estimar os ICsy, concentracéo necessaria para matar 50% da populacao de
células, de 6,6 yg/mL e 6,3 pg/mL respectivamente. O hibrido na menor concentracao
avaliada foi capaz de matar 45% das células, assim essa concentracdo tem

caracteristicas proximas do 1Csxp.

O valor de IC5, = 6,6 pg/mL para o monastrol avaliado para a linhagem de TOV-
21G apresenta-se na faixa de ICsq encontrada por Silva e colaboradores em 2012
entre 4-29 ug/mL quando avaliaram esse composto frente a diversas linhagens de
cancer como U251(glioma), NCI-ADR/RES (cancer de ovario resistente a adrimicina),
786-0 (cancer de rim), NCI-H460 (pulm&o), PC-3 (cancer de prostata), OVCAR-03

(cancer de ovario), HT29 (colon).*?

O acido de monastrol apresentou atividade citotoxica frente a linhagem de
TOV-21G. Klein, em 2007, reportou que a citotoxicidade do acido de monastrol ocorre

via inibigdo da enzima Eg5 apresentando ICs, = 32,0+4,5 uM.*
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Figura 40. Analise grafica sigmoidal pela distribuicdo de Boltzmann: A) monastrol com
ICs0, B) ac. monastrol com 1Cs,; C) ADTOH; D) hibrido do monastrol.

Ainda que Chattopadhyay, em 2012, tenha mostrado que ADTOH apresenta
comportamento citotoxico (ICso = 0,027 mM) frente a linhagens de HT-29 (células de
cancer de colon humano), o presente estudo mostrou que nas concentragdes
avaliadas este composto induziu a proliferagdo da linhagem de TOV-21G. Esse
fendmeno deve ser devido a resisténcia da linhagem de TOV-21G, portanto mesmo
em concentracdes mais elevadas que as testadas por Chattopadhyay, até 0,067 mM

ndo foi possivel definir o ICg,.%°

Inicialmente, foi construido um grafico relacionando a viabilidade e a

concentracao de cada composto avaliado (Figura 41, pagina 46).

Em baixas concentragbes tanto o monastrol como o Aacido derivado
apresentaram-se citotoxicos, o hibrido de monastrol n&o apresentou citotoxidade nas

concentragdes avaliadas e o ADTOH induziu proliferagcao celular.
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Figura 41. Relagdo entre a viabilidade média da linhagem TOV-21G frente as
diferentes concentracdes dos compostos ADTOH (bege), monastrol (roxo), acido de
monastrol (azul) e hibrido de monastrol (verde). A linha tracejada indica a viabilidade

celular de 50%.

Para verificar matematicamente se existe diferengca significativa entre os
resultados observados foi realizada a analise de ANOVA com um fator post-hoc com
método LSD (teste da diferenca minima de significAncia) (Figura 42, pagina 47). O
resultado obtido foi que nao existem diferengas significativas entre as concentragao
avaliadas de 1 pyg/mL e 5 ug/mL nem entre as concentragdes de 10 ug/mL e 15 pg/mL.

Contudo, existem diferencas significativas entre esses dois conjuntos de grupos.
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Figura 42. Andlise entre a viabilidade celular e as concentracdes avaliadas. As
diferengas significativas foram indicadas pelas letras, onde mailusculas e minusculas
se diferem entre si. A linha tracejada indica a viabilidade de 50% da linhagem de TOV-
21G.

Também foi avaliado pelo método Kruskal-Wallis a relagdo entre os compostos
avaliados e as viabilidades observadas (Figura 43, pagina 48). Verificou-se que o
ADTOH nao apresentou atividade citotoxica e mostrou diferengas significativas em
relacdo a todos os outros compostos avaliados. O hibrido de monastrol também nao
apresentou atividade citotoxica, contudo, seu comportamento matematicamente nao
diferiu do comportamento observado para o monastrol e para o acido de monastrol.
Assim, sugere-se que o hibrido de monastrol, que estruturalmente mimetiza tanto o
monastrol quanto o ADTOH, tenha a atividade citotoxica regida, principalmente, pela

unidade equivalente ao monastrol.
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Figura 43. Analise entre a viabilidade celular e os compostos avaliados e
representacao das diferengas significativas indicadas pelas letras, onde maiusculas e

minusculas diferem entre si. A linha tracejada indica a viabilidade de 50%.

O ADTOH na concentragao (0,004-0,067 mM) induziu a proliferagdo da
linhagem TOV-21G. Segundo Hellmich e colaboradores em concentragdes entre 0,03-
0,3 mM o NaHS e o0 GY4137, também liberadores de H,S, estimularam o crescimento
da linhagem HCT116 (linhagem de cancer de colon humano).? Esses dados estdo de

acordo com os resultados do presente trabalho.

Czabo e colaboradores sugeriram alguns possiveis mecanismos para o H,S,
em baixas concentragdes, induzir a proliferagdo celular. Por exemplo, a atuagao do

53
I

H,S como fator bioenergético doador de elétrons para cadeia mitocondrial®®, como

ativador da quinase PI3K (responsavel pela manutengéo do ciclo de divisdo celular),
além de inibigdo da enzima p21°"* (responsavel pela restricdo no controle G/Gy).>**°
Ainda nao foi estabelecida uma via concreta de indugédo de proliferagao celular pelo

H,S, sendo necessario o desenvolvimento de estudos nessa area.

De posse desses resultados, pode-se sugerir que o ADTOH e o hibrido devem
estar causando danos no DNA ativando mecanismos de reparo da TOV-21G. Este
fendbmeno justificaria a diminuicdo da citotoxicidade dos mesmos ao aumentar a
concentragdo. Pois, em baixa concentracdo desses compostos, o gene p-53 nao €
ativado e a célula néo repara os danos de DNA ocasionando a morte celular. Em

concentragdes mais elevadas esse mecanismo de protegao e reparo € acionado e a
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célula repara o dano do DNA, consequentemente, a morte celular diminui e

citotoxicidade observada também.

4 Conclusao.

A metodologia empregada foi eficiente para a sintese do hibrido de monastrol
liberador de H,S. Contudo, ainda sido necessarios estudos para melhorar os
rendimentos das reagdes intermediarias, bem como, o método de purificagao da ultima

etapa.

Testes iniciais sobre a atividade citotoxica dos compostos monastrol, acido de
monastrol, ADTOH e hibrido de monastrol, foram realizados e permitiram verificar que
nas concentragdes avaliadas apenas o0 monastrol e o acido de monastrol
apresentaram ICs,. Além disso, foi mostrado por calculos estatisticos que o
comportamento citotoxico do hibrido de monastrol € mais parecido com o do monastrol
que com o ADTOH.

Como perspectiva, espera-se que ao aumentar a concentracdo dos compostos
avaliados, sejam saturados os mecanismos de reparo. E assim, provavelmente fossem

obtidos melhores resultados quanto a citotoxicidade, principalmente, do ADTOH.

Ainda é necessario conhecer qual é a citotoxicidade desses compostos frente a
uma linhagem de células normais, bem como: i) confirmar se os alvos moleculares nas
concentragdes avaliadas para a linhagem de TOV-21G sao realmente a Eg5 e a
mitocondria, ii) se a Eg5 esta sendo inibida e iii) se 0 composto hibrido realmente esta

liberando H,S em meio bioldgico.

5 Materiais e Métodos

5.1 Consideragodes gerais

Na sintese dos compostos foram utilizados reagentes de grau P.A.. As analises

por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando placas
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POLYGRAM-UV2540, 20 mm MACHEREY — NAGEL (20 x 20 cm). As placas de CCD,
com suporte em silica gel, foram reveladas com vapores de iodo (l,), solugdo de
alcodlica de vanilina [(4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (6 g) + etanol (100 mL) +
H2SO4(conc) (1 ML)], e solugdo de KMnO, [KMnO4 (6g) + Ko.CO5 (20g) + 5% NaOH(aq)
(5 mL) + agua (300 mL)] , apds terem sido observadas sob Iampada de ultravioleta (A
= 254 e 365 nm). Quando necessario, os solventes foram tratados, secados e
purificados seguindo a metodologia previamente descrita por Perrin.®® As
cromatografias em colunas empregadas neste trabalho, foram realizadas utilizando

silica como suporte e em cada caso a mistura do eluente usada foi especificada.

5.1.1 Temperaturas de fusao

As temperaturas de fusdo, ndo corrigidas, foram determinadas em um aparelho
GEHAKA-PF1500.

5.2 Técnicas espectroscopicas e espectrométricas

5.2.1 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros na regidao do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrofotdmetro Spectro One Perkin Elmer (Instituto de Ciéncias Exatas -
Departamento de Quimica - UFMG) utilizando pastilha de KBr na regido de 400-4000

cm™.

5.2.2 Espectrometria de massas de alta resolucao

Os espectros de massas de alta resolugao foram obtidos em Espectrometro de
Massas com Fonte de lonizacdo Electrospray (ESI-MS) modelo SHIMADZU LC-ITTOF

(Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG).
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5.2.3 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H, 200
MHz), de carbono (RMN de "*C, 50 MHz) e DEPT- 135 (50 MHz) foram obtidos em
espectrémetro Bruker AVANCE DPX 200 (Instituto de Ciéncias Exatas - Departamento
de Quimica - UFMG). Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por

milh&o (ppm) e referenciados pelos sinais dos respectivos solventes.

Apenas o hibrido monastrol-H,S foi analisado no espectrometro Bruker AVANCE-
[11 400 (Instituto de Ciéncias Exatas - Departamento de Quimica - UFMG).

5.3 Procedimentos:

5.3.1 Obtencao do monastrol (4)

Para a sintese do composto 4 foi utilizada a metodologia adaptada de Silva e

colaboradores 2012.4

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL foram adicionados 41 mmol do 3-
hidroxibenzaldeido, 62 mmol de acetoacetato de etila, 62 mmol de tioureia e 2,2 mmol
de acido p-toluenosulfénico em 34 mL de etanol. O sistema de reagao foi aquecido até
a temperatura de refluxo e mantido sob agitagdo magnética durante 8 horas. Apds
esse periodo, o aquecimento foi desligado. Quando o sistema atingiu a temperatura
ambiente, pequenos volumes de agua foram adicionados lentamente até a turvacao.
Apo6s aproximadamente 30 min, o sdlido branco foi isolado por filtracdo e lavado com

agua destilada. O rendimento obtido foi de 57%.

Formula molecular: C4H1gN>,O3S
Aspectos: solido branco

Rendimento: 57%
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Faixa de temperatura de fusdo: 180-183°C [lit 183-185°C (Glasnov et al. 2008)] *

IV /v (KBr): 3308 (fenol O-H), 3184 (N-H), 3010 (C,,2-H), 1668 (ester C=0), 1474 (ar.
C=C), (1286 C-N), 1192 (C=S).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds;, § » (ppm), multiplicidade, integragdo, J (Hz),
atribuicao) 1,12 (¢, 3H, J= 7,0 Hz, H16), 2,29 (s, 3H, H18), 5,10 (d, 1H, J = 2,8 Hz, H15)
4,02 (q, 2H, J = 7,0 Hz, H4), 6.63-6,67(m, 3H, H8-H10-H12), 7,12 (m, 1H, J = 8,5 Hz
H11), 9,46 (s, 1H, H9a), 9,59 (s/,1H, H1),10,29 (s/, 1H, H3).

RMN de 3C (50 MHz, DMSO-ds, & ¢ (ppm), atribuicdo), 14,1 (C16), 17,2 (C18), 54,02
(C4), 59,7 (C15), 100,9 (C5), 113,3 (C8), 114,7 (C10), 117,1 (C12), 129,6 (C11), 144,9
(C7-C8), 157,5(C9), 165,3 (C13), 174,3 (C2).

HRMS (ESI): calculado m/z [M+1]: 293,0882; encontrado m/z [M+1]: 293,1116 erro: -
80 ppm; calculado m/z [M+Na]:315,0779; encontrado m/z [M+Na]: 315,0683 erro: -31

ppm.

5.3.2 Obtencgao do acido de monastrol (5).

A hidrélise do monastrol foi realizada utilizando metodologia adaptada de Klein
e colaboradores (2007).*° Em um bal&o de fundo redondo de 10 mL foram adicionados
1,7 mmol do monastrol, 5 mmol do KOH em 6mL de agua. O sistema foi mantido sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 3 dias. Ao final deste periodo,
foram adicionados gota a gota uma solugéo de 2 mol.L™" de HCI até que houvesse
turvacéo da solucéo. O sistema de reagao foi mantido sob agitacéo e apdés 30 minutos
o solido amarelado formado foi filtrado e lavado com &agua destilada. O rendimento
obtido foi de 80%.

Formula molecular: C;,H3N,03S

52



Aspectos: solido amarelado
Rendimento: 80%
Faixa de temperatura de fusao:195-198°C

IV /v (KBr): 3308 (fenol O-H), 3192 (acido O-H) ,3130 (N-H), 1672 (acido C=0), 1586
(alceno conjugado C=C), 1482 (ar. C=C) ,1268 (C-N), 1186 (C=S).

RMN "H: (200 MHz, DMSO-dg, & (ppm), multiplicidade, integragéo, J (Hz), atribuigéo)
2,26 (s, 3H, H15), 5,08 (s/, 1H, H4), 6,64 (s/, 3H, H8-H10-H12), 7,12 (t, 1H, J = 8Hz,
H11), 9,54 (s/, 2H, 9a, 2),10,20 (s/, 1H, 3), 12,12 (sl, 1H,14).

RMN de ™*C (50 MHz, DMSO-dg): ¢ (ppm), 17,2 (C15), 54,1 (C4), 101,5 (C5), 113,4
(C8), 114,6 (C10), 117,1 (C12), 129,6 (C11), 144,4 (C7), 144,9 (C6),157,5 (C9), 167,1
(C13), 174,3 (C2).

HRMS (ESI): calculado m/z [M-1]: 263,0569; encontrado m/z [M-1];: 263,0446 erro: -
46,7ppm .

5.3.3 Obtencao do terc-butilcarbamato de 2-bromoetila (9)

O terc-butilcarbamato de 2-bromoetila foi obtido utilizando metodologia
adaptada de Li et al. 2009.%®

Um baldo de fundo redondo de 100 mL foi resfriado em banho de gelo e nele
foram adicionados 29 mmol de bromidrato de 2-bromoetilamina em 40 mL de dioxano
sob agitagdo. Em seguida, foram adicionados 27 mmol de dicarbonato de di-terc-butila

e 25 mmol de trietilamina (gota a gota, durante aproximadamente 2 minutos).

O sistema de reagdo foi mantido em banho de gelo por mais 50 minutos e
posteriormente foi aquecido até temperatura ambiente, e permaneceu a essa
temperatura por 48 horas. Ao final deste periodo, o bruto de reagao foi concentrado a
pressao reduzida utilizando evaporador rotatério. A mistura de reagao foi solubilizada
em 100 mL de diclorometano e foi realizada uma extragao liquido-liquido com agua
destilada (2 x 50 mL) .
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A fase organica, finalmente, foi seca com sulfato de magnésio e concentrada no
evaporador rotatorio. Foi obtido um liquido viscoso amarelado com 54% de

rendimento.

5.3.4 Obtenc¢ao do 5-(4-metoxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona (ADT) (7)

O 5-(4-metoxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona foi obtido utilizando metodologia

adaptada de Sparatore et. al. 2009.%¢

Em um balédo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 8 mmol de trans-
anetol e 56 mmol de enxofre molecular em 7mL de dimetilacetamida (DMA). O sistema
foi aquecido até temperatura de refluxo, sob agitagcdo durante 6 horas. Apds esse
periodo, o aquecimento foi desligado e manteve-se apenas a agitagdo durante mais 18

horas.

O bruto de reacdo foi filtrado com a finalidade de retirar o enxofre residual. A
agua mae foram adicionados 30 mL de agua destilada gelada. Esta solugéo foi
mantida em banho de gelo durante 5 horas. Realizou-se nova filtragdo e o residuo
formado foi lavado com 30 mL de éter etilico. O residuo obtido foi purificado por
cromatografia em coluna (suportada em silica) empregando-se, como eluente, a

mistura hexano e acetato de etila (7:1). O rendimento final obtido foi de 15%.

Formula molecular: C;,HsOS;

Aspectos: solido laranja

Rendimento: 15%

Faixa de temperatura de fusio: 106-108°C [lit. 118°C*°]
IV/v (KBr): 3080 (C¢,2-H ar), 1602 (C=C), 1176(C=S) cm"".

RMN "H: (200 MHz, DMSO-d,, & 1 (ppm), multiplicidade, integragéo, J (Hz), atribuigéo)
3,84 (s, 3H, H2a), 7,05 (d, 2H, J = 4Hz, H2-H6), 7,74 (s, 1H, H8), 7,84 (d, 2H, J = 4Hz,
H3-H5).
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RMN de "*C (50 MHz, DMSO-ds): &¢ (ppm), 55,6 (C2a),115,0 (C2-C6), 123,6 (C4),
128,9 (C5-C3), 134,11 (C8), 162,7 (C7), 173,7 (C1), 214,7 (C9).

5.3.5 Obtenc¢ao da 5-(-4-hidroxifenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona (ADTOH) (8)

O ADTOH foi obtido utilizando metodologia adaptada de Li e colaboradores
2010

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 4,16 mmol de
ADT e 24 mmol de cloridrato de piridina. O sistema de reacdo foi submetido ao
aquecimento por irradiagdo de microondas com poténcia de 300 W e agitagao
magnética. O aquecimento foi programado com uma rampa de 4 minutos até a
temperatura de 100 °C permanecendo nesta temperatura durante 6 minutos e entéao,
iniciou-se uma nova rampa de 3 minutos até a temperatura de 200°C, permanecendo
a esta temperatura durante 4 minutos. Ao final, foi adicionado ao bruto de reagao, de
aspecto negro, oleoso e forte odor de H,S, agua destilada proxima a fervura até que o
Oleo fosse adquirindo o aspecto de um sdlido marrom. O sistema foi filtrado e o sdlido
obtido solubilizado em 80 mL de solugéo de carbonato de potassio 10%. Essa solugao
foi lavada com (4 x 500 mL) diclorometano. A fase organica foi secada com sulfato de
magneésio e em seguida o solvente foi evaporado utilizando evaporador rotatério. O

produto (sdlido laranja) foi obtido com 66% de rendimento.

Formula molecular: CgHgOS;

Aspectos: sdlido laranja

Rendimento: 66%

Faixa de temperatura de fusdo: 178-180°C [lit. 172-174°C™

IV/v (KBr): 3158 (Ar-OH), 3050 (Cy,2-H ar), 1608 (C=C), 1476 (O-Ho), 1197 (C=S), cm’

1
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RMN 'H: (200 MHz, DMSO, & , (ppm), multiplicidade, integragéo, J (Hz), atribuigdo)
6,86 (d, 2H, J = 6Hz, H1-H6), 7,68 (s, 1H, H8), 7,76 (d, 2H, J = 4Hz, H3-H5), 10,50 (s,
1H, 1a)

RMN de *C (50 MHz, DMSO): & ¢ (ppm), 116,4 (C2-CB), 122,2 (C4), 129,2 (C3-C5),
133,5 (C8), 161,8 (C7), 174,4 (C1), 214,4 (C9).

HRMS (ESI): calculado m/z [M-1]: 224,9581, encontrado m/z [M-1]: 224,9477 erro:
46ppm .

5.3.6 Obtencdao do terc-butilcarbamato de (2-(4-(3-tioxo-3H-1,2-ditiolano-5-
ila)fenoxi)etila (10)

O terc-butilcarbamato de (2-(4-(3-tioxo-3H-1,2-ditiolano-5-ila)fenoxi)etila foi

obtido utilizando metodologia adaptada de Georgiades, et. al. 2006.%°

Em um baldo de 50 mL de trés vias com fundo redondo foram adicionados 2
mmol de ADTOH, 2,86 mmol de Kl e 6 mmol de Cs,CO; em 4 mL de acetonitrila
anidra. A mistura foi mantida sob temperatura de refluxo e agitacdo durante 20
minutos, e entdo foi adicionada uma solucédo contendo 8 mL de acetonitrila € 6 mmol
de 9.

Apds 48 horas, o solvente foi removido utilizando evaporador rotatério e
obteve-se um material oleoso de coloragdo escura. Este material foi solubilizado em
40 mL de diclorometano e foi lavado com solugédo de NaOH 10% (2 X 30 mL). A fase
organica foi secada com sulfato de magnésio e o solvente removido em evaporador
rotatério. Finalmente, foi realizada uma cromatografia em coluna empregando como
suporte silica e utilizando como eluente cloroférmio:metanol (100:1). O composto foi

purificado com 62% de rendimento.

S—S 9
4a ) 3 7 ~ S
8 ba 2a 4 8
a
8a fe) 3a 1a 6

8a
Formula molecular: CsH1gNO3S;

Aspectos: sdlido laranja
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Rendimento: 62%
Faixa de temperatura de fusao: 116-117 °C
IV/v (KBr): 3044 (C,,2-H), 1694 (carbamato C=0), 1602 (C=C), 1078(C=S) cm""

RMN 'H: (200 MHz, CDCl;, § H (ppm), multiplicidade, integracdo, J (Hz), atribuigéo)
1,44 (s, 9H, H8a), 3,54 (q, 2H, J= 5,2Hz, H3a), 4,07 (t, 2H, J= 5,2, H2a), 5,02 (s,
1H,H4a), 6,94 (d, 2H, J= 8,8 Hz, H2'-H6’), 7,35 (s, 1H, H8’), 7,58 (d, 2H, J=8,8 H3',5’)

RMN de ™*C (50 MHz, CDCly): 6 C (ppm), 28,5 (C8a), 40,0 (C3a), 67,6 (C2a), 79,8
(C7a), 115,5 (C2-C6'), 124,5 (C4’), 128,7 (C3-C5’), 134,7 (C8), 155,9 (C5a),162,0
(C7’), 172,9 (C1’), 215,1 (C9)).

HRMS (ESI): calculado m/z [M+1]: 370,0527, encontrado m/z [M+1]: 370,0050 erro: -
129 ppm; calculado m/z [M+Nal]: 391,9872, encontrado m/z [M+Na]:392,0425 erro:-141

ppm.

5.4 Obtenc¢dao do cloridrato de 5-(4-(2-aminoetoxi)fenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona
(11)

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL foi adicionado 1 mmol de 10 em 19 mL
de acetato de etila. Em seguida, foram adicionados 16 mL de uma solugéo de HCI 4

mol/L.

O sistema de reacgao foi mantido sob agitagdo magnética a temperatura ambiente
durante 3 horas. Ao final, o baldo de fundo redondo foi armazenado em geladeira e
houve a formacao de um precipitado laranjado. Este foi isolado por filtracao e lavado

com agua destilada com rendimento de 56%.

S’S 9
) 3 7 =~ S
- + 2a 4 8
Cl H3N\/\o . 5
4a 3a 1a 6 7

Formula molecular: C,,H,,NOS;"CI’

Aspectos: solido laranja
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Rendimento: 56%
IV/v (KBr): 3434 (N-H), 3200 (NH;"), 3046 (Cs,2-H ar), 1602 (C=C), 1200 (C=S) cm™.

RMN "H: (200 MHz, DMSO-dj, & 1 (ppm), multiplicidade, integracéo, J (Hz), atribuigéo)
3.22 (sl, 2H, H3a), 4,31 (sl, 2H, H2a), 7,11 (d, 2H, J = 8,0Hz, H2'-HE’), 7,74 (s, 1H,
H8), 7,88 (d, 2H, J = 8,0 Hz, H5-H3’), 8,46 (s/, 3H, H4a).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-dq): S ¢ (ppm), 38,1 (C3a), 64,7 (C2a), 111,7 (C2-C6),
124,2 (C4), 129,0 (C3-C5), 134,4 (C8), 161,2 (C1), 173,6 (C7), 214,8 (C9).

HRMS (ESI): calculado m/z [M+1]: 270,0076, encontrado m/z [M+1]: 269,9589 erro: -
180 ppm .

5.5 Obtencao do 4-(3-hidroxifenil)-6-metil-2-tioxo-N-(2-(4-(3-tioxo-3H-1,2-dithiol-5-

il)fenoxi) etil)-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-carboxamida (H,S-monastrol) (12)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL (A) foram adicionados 0,4 mmol do
acido de monastrol e 0,4 mmol de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfénio
hexafluorofosfato (Pybop) em 5 mL de tetrahidrofurano (THF) anidro. O sistema foi

mantido sob atmosfera de argbnio e temperatura ambiente.

Em outro baldo de fundo redondo de 25 mL (B) foram adicionados 0,39 mmol de
hidrocloridrato de 5-(4-(2-aminoetoxi)fenil)-3H-1,2-ditiolano-3-tiona, 3 mmol de (N,N-di-
isopropiletilamina) DIPEA e 7 mL de THF. Apés 5 min a suspensao do baldo A foi
lentamente transferida (3 min) para o baldo B por intermédio de uma seriga de vidro.
Finalmente a reagdao foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente

durante 24 horas.

Ao final, foi evaporado o solvente obtendo-se um dleo laranjado. Ao 6leo obtido
foram adicionadas algumas gotas de etanol até que se verificasse a formagdo de um
sélido laranja. Esse sélido foi isolado por filtragdo e purificado por cromatografia em
coluna utilizando a mistura diclorometano:etanol (15:1) como eluente. Para averiguar a
pureza das fragbes obtidas na cromatografia em coluna foi necessaria a utilizagdo de
dois reveladores distintos: a vanilina indicava bem o subproduto remanescente e o
iodo indicava bem os derivados de ADTOH. O rendimento obtido do composto 12 foi
de 11%.
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Formula molecular: C,3H,1N303S,
Aspectos: sélido laranja
Rendimento: 11%

IV/v (KBr): 3200 (OH-Ar), 2968(Cs,2-H), 2868(C-H), 2880 (C-O-C-H), 1602(C=0) 1198
(C=S), 1180(C=S ditiolano-tiona)

RMN "H: (400 MHz, DMSO-ds, § 4 (ppm), multiplicidade, integragao, J (Hz), atribuigéo)
2,00 (s, 3H, H13), 3,55-3,338 (m, 2H, H3a), 4,05 (g, 2H, J *= 5,6 Hz, H2a ), 5,18 (d,
1H, J 3 = 3,2 Hz, H4), 6,61-6,64 (m, 3H, H8,H10, H12), 7,03 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H2' e
H6’), 7,14 (sl, 1H, H8’), 7,86 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H3',H5’), 7,97(t, 1H,J = 5,2 Hz,
H4a),9,28 (s, 1H, H3) 9,41 (s, 1H, H9a), 9,80(s/, 1H, H1).

RMN de "3C (100 MHz, DMSO-ds): §¢ (ppm) 16,3 (C13), 38,2 (C3a), 54,8 (C4), 66,4
(C2a), 106,8 (C5), 113,2 (C8), 114,5 (C10), 155,5 (C2,C6’), 166,9 (C12), 123,7 (C7),
129,0 (C3',C5),129,3 (C8),134,2 (C11),134,7 (C8), 144,5 (C1’), 157,5 (C6), 161,8
(C5a), 166,3 (C4'),173,8 (C2), 174,1 (CT’), 214,8 (C9").

HRMS (ESI): calculado m/z [M-1]: 514,0466, encontrado m/z [M-1]: 514,0347 erro: 23
ppm .

5.6 Avaliacgao da atividade antiproliferativa em células de ovario.

Estes experimentos foram realizados no Servigo de biologia celular da Diretoria de

Pesquisa e Desenvolvimento da FUNED (Fundacao Ezequiel Dias).
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5.6.1 Metodologia geral para cultivo das linhagens celulares in vitro

Foi utilizada a Linhagem TOV-21G (ATCC® CRL-11730™ - adenocarcinoma de
ovario). As células foram manipuladas com materiais esterilizados em uma sala
contendo cabine de seguranca bioldgica.

Essa linhagem foi cultivada em garrafas prdoprias para o cultivo celular. O meio
de cultura utilizado foi o DEMEM alta glicose suplementado com 15% de soro fetal
bovino e 1% de L-glutamina. A esterilidade do meio de cultura foi comprovada através

de testes microbioldgios.

5.6.1.1 Expansao da linhagem

As células de TOV-21G apds serem descongelas foram incubadas em estufa a
37°C e atmosfera enriquecida com 5% de CO, Apds a formagdo de uma monocamada
celular, o meio de cultura foi retirado do recipiente contendo as células. Em seguida,
foram adicionados 4 mL de tripsina 0,025%, o sistema foi mantido em repouso durante
5 min, em estufa, para desprendimento das células. A solugédo contendo as células e a

tripsina foram centrifugadas a 800 rpm durante 5 min e o sobrenadante foi descartado.

A viabilidade celular foi calculada utilizando o método colorimétrico de azul de
tripan 1% em cémara de Neubauer. A distingao entre células vivas e células mortas foi
realizada com o auxilio do reagente azul de tripan. Este composto é capaz de corar as
células que possuem danos na membrana. ®' As células vivas que ndo possuem danos
na membrana, portanto, sdo capazes de excluir o azul de tripan de seu interior®. Isto
posto, as células coradas sao consideradas mortas e as células translucidas séao
consideradas vivas. Esse mecanismo colorimétrico € muito rapido e permite que

células sejam contadas, prontamente, na camara de Neubauer®'.

De posse da concentragdo de células viaveis por mililitro, as células foram

destinadas ao experimento de citotoxicidade.
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5.6.2 Teste de viabilidade celular por brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazéleo) (MTT)

Foi utilizada uma placa de 96 pocgos, cada aplicagdo desse teste foi realizada

em triplicada e o controle de vida foi realizado em hexaplicata.

Para o experimento, 10° células viaveis foram colocadas em cada pogo. O
volume total de cada pogo foi de 200 uL. Apds a aplicagao das células, a placa foi
mantida em estufa 37°C com fluxo de CO, (5%) durante 24 horas. O meio foi retirado

com pipeta e lavado com 100 yL de PBS 1X.

As amostras acido de monastrol, ADTOH, e a mistura rica do hibrido de
monastrol foram solubilizadas em 1% de DMSO, meio de cultura e gentamicina. Como
droga controle foi utilizado o proprio monastrol. Cada composto foi avaliado nas
concentragdes de 1 pg/mL, 5 yg/mL, 10 ug/mL e 15 pg/mL. No controle de vida foi
adicionado apenas as células com o meio de cultura e no controle de morte foi

adicionado as células em meio de cultura contendo peroxido de hidrogénio 30 mM.

Apos incubagao o meio de cultura foi descartado, os pogos foram lavados com
solugéo de PBS 1X seguido da adicdo de 100 pL da solugdo de MTT. O sistema foi
incubado durante 3 horas. Ao final, a placa foi centrifugada por 10 min a 1000 rpm e o
sobrenadante foi retirado e foram adicionados 50 pL de DMSO. A leitura foi realizada a
540 nm em um monocromador SpectramaxM5°, Molecular Devices Corporation® e a

viabilidade foi calculada utilizando a Equacéo 1.

O MTT, em contato com células vivas, é reduzido a formazan, pois reage com
metabolitos dessas células.®® O formazan é um cristal azul, quando solubilizado pode
ser quantificado por espectrofotometria®®. Diante desse quadro, a absorbancia
observada € diretamente proporcional a quantidade de formazan e,

consequentemente, é proporcional a quantidade de células viaveis®.

absorbancia da amostra de células tratadas X100
viabilidade celular =

absorbancia do controle de vida

Equacao 1. Equacgéao da viabilidade pelo método do MTT.
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5.6.3 Calculos estatisticos

Os calculos estatisticos foram realizados com auxilio do programa OriginPro 9°, e

com o programa IBM SPSS Statistics 20 para Windows.

Os métodos estatisticos empregados permitiram obter informagbes sobre a

variabilidade, a simetria dos dados obtidos, ponto de minimo e ponto de maximo.

Para verificar matematicamente se existem diferengas significativas entre os
resultados observados foi realizada a analise de ANOVA com um fator post-hoc com

método LSD (teste da diferenga minima de significancia).

A analise de ANOVA, variacdo do teste t, avalia se as diferengas sao realmente
confiaveis ou sdo simplesmente eventos oriundos do acaso®. Este teste relaciona os
intervalos de confianga e mostra se existem, ou nao, diferengas entre os conjuntos de
dados avaliados®®. Para evidenciar, qual o grupo no conjunto de dados apresenta
diferenga é necessario outro teste. No caso foi usado o teste LSD que determina as
diferengas significativas por comparagao entre todos os grupos testados com uma
confiabilidade de 95%"°°.

Também foi avaliado os testes nao paramétricos por Kruskal-Wallis para
relacdo entre os compostos avaliados e as viabilidades observadas. O teste de
Kruskal-Wallis € um teste ndo paramétrico utilizado pra conferir se um conjunto de

amostras provém da mesma distribuicdo.®
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