UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS NATURAIS E EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

RAQUEL MELLO DA ROSA

SINTESE E ATIVIDADE ANTITUMORAL E ANTIOXIDANTE DE
CALCOGENO-AMINO TIMIDINAS (CAT)

Santa Maria, RS, Brasil
2016






Raquel Mello da Rosa

SINTESE E ATIVIDADE ANTITUMORAL E ANTIOXIDANTE DE CALCOGENO-
AMINO TIMIDINAS (CAT)

Dissertacdo apresentada ao Curso de
mestrado do programa de POs-
Graduacdo em Quimica do Centro de
Ciéncias Naturais e Exatas, da
Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM, RS), como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em
Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues

Santa Maria, RS
2016



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geracio Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Mello da Rosa, Ragquel

Sintese e Atividade Antitumoral e Antioxidante de
Celecogeno—aming Timidinas (CAT) / Raquel Mello da
Rosa.- 2016,

121 £.; 30 em

Orientador: Oscar Endrigc Dorneles Rodrigues

Coorientedores: Luciano Dornelles, Gilson Rogério Zeni

Dizsertacdo (meatrado) - Universidade Federal de Sante
Maria, Centro de Ciéncias Naturasis = Exatas, Programa de
Pds-Graduagic em Quimica, RS, 201¢

1. Calcogeno-amino Timidinas (CAT) 2. Atividade
antitumeral 3. Atividade antioxidante I. Dorneles
Rodrigues , ©Oscar Endrigo II. Dornelles, Luciesnc IIT.
Zeni, Gilson Rogério IV. Titulo.




Raquel Mellio da Rosa

SINTESE E ATIVIDADE ANTITUMORAL E ANTIOXIDANTE DE
CALCOGENO-AMINO TIMIDINAS (CAT)

Dissertacdo apresentada ao Curso
de mestrado do programa de Pds-
Graduagéo em Quimica do Centro
de Ciéncias Naturais e Exatas, da
Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM, RS), como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Mestre em Quimica.

Aprovado em 29 de julho de 2016:

agm.!

Oscar Endrigo Dorneles Rogfigues, Dr. (UFSM)
(Presidente/Ofigrtador)

7~ Marco Aurelio Mostardeiro, Dr. (UFSM)

X O i oAl M/

~
s3 8 H A

/ " L] | ol ,l' = - (l = —
4 Leonardo rantnei, ur. (UNIFiRA)

Santa Maria, RS
2016






AGRADECIMENTOS

Serei infinitamente grata a todos 0s colegas e amigos que passaram pelo
LabSelen!

A todos os antigos e atuas colegas de trabalho e que sao também amigos. Obrigado
pela amizade, incentivo e compreensao de vocés, MUITO OBRIGADO!
A todos os amigos da FAMILIA LabSelen que sempre me incentivaram e
estiveram dividindo comigo em todos os momentos. A amizade de vocés certamente
sera para a vida toda. Obrigado pela compreensao nos momentos em que eu estava

mal humorada pela manha

Aos professores Drs. Oscar e Luciano pela orientacdo e amizade de anos e
anos e muitos anos. Obrigada pelos valiosos ensinamentos, por estarem sempre
dispostos a nos ouvirem atenderem e compreenderem todos os alunos. Obrigada
mesmo professor Oscar pela confianga e por acreditar que este trabalho pudesse

ser realizado.

Aos amigos e colegas do laboratério do prof. Gilson, Claudio, Hélio e Nilo pela

amizade e por toda ajuda prestada durante este trabalho.

Ao servico de RMN pelas analises, competéncia e agilidade no
desenvolvimento de seu trabalho, principalmente quando eu precisava fazer minhas
amostrar com tellrio e pediu urgéncia. Desculpem-me por estas ndo serem sollveis

em gquase nenhum solventes e vocés sempre faziam minhas amostras super

diluidas.

Aos professores e funcionarios do Departamento de Quimica da UFSM em
especial a tia Tereza que sempre deixou 0 nosso ambiente de laboratério limpo e
organizado e ao Ademir e a Valeria pelo competente trabalho frente & Coordenacéao
do PPGQ, e também por me ajudarem a adquirir bolsa de estudos depois de um

semestre sem auxilio financeiro.

Vil



Aos professores Jodo B. (JB), Gilson e a prof.2 Cristina pela amizade e
incentivo durante este periodo.
Aos professores Marco Aurelio, Leonardo e Luciano me concederem o tempo
de vocés para ler e contribuir com este trabalho!
Obrigada professores pelas sabias palavras de ajuda, sugestdes, opinides e

pontos de vista que fardo muita diferenca nessa dissertacao
“A coragem ndo é a auséncia do medo mas decisao de que algo € mais
importante que o medo, o0 corajoso pode nao viver p sempre, mas o cauteloso nao

vive plenamente”

A agéncia financiadora CAPES pela bolsa concedida.

viii



RESUMO

SINTESE E ATIVIDADE ANTITUMORAL E ANTIOXIDANTE DE
CALCOGENO-AMINO TIMIDINAS (CAT)

AUTOR: Raquel Mello da Rosa
ORIENTADOR: Prof. Dr. Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues

O presente trabalho tem como finalidade apresentar a sintese de uma nova
classe de 5’-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m) contendo derivados de
organocalcogénios do nucleosideo timidina (3-azidotimidina 1) via processo one-pot
envolvendo avaliagdo antioxidante e antitumoral. Planejou-se a elaboragcdo de uma
rota sintética que envolveu duas transformacdes em uma Unica etapa reacional. Os
compostos apresentaram variagdes em posicdes especificas, derivadas da adicdo de
organocalcogénios na posicdo 5 da 3-azidotimidina 1.

A reacédo consiste na clivagem dos respectivos dicalcogenetos arilicos (4a-j)
em THF seguido pela adi¢cado da agente redutor de NaBHa4 e EtOH, levando a formacéo
das espécies nucleofilicas de calcogénio que levou a introdugdo da porcao
organocalcogénio. Adicionalmente nesta mesma etapa, foi realizada a reducdo da
azida do grupamento da 3-azidotimidina mesilada 3 para as respectivas aminas
desejadas, formando as 5’-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m) em rendimentos na
faixa de 20-82%.

Os estudos do tempo reacional e a quantidade do agente redutor foram
realizados visando a otimizacdo para as duas etapas reacionais desejadas, 0 que
propiciou o acesso rapido a uma gama de compostos inéditos. Com 0s compostos
devidamente caracterizados, estes foram submetidos a avaliacbes quanto sua

potencialidade antioxidante e antitumoral.

Palavras-chaves: Nucleosideos. Calcogeno-amino Timidina (CAT). Atividade

Antioxidante e Antitumoral.
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ABSTRACT

SYNTHESIS, ANTIOXIDANT AND ANTITUMORAL ACTIVITIES OF
CHALCOGENO-AMINO THYMIDINE DERIVATIES

AUTHOR: Raquel Mello da Rosa.
Academic Advisor: Prof.Dr.Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues

This work aims the synthesis of new 5'-arilchalcogenil-3-animo-thymidine (5a-
m) derivative containing chalcogenium or thymidines nucleosides derivatives (3-
azidothymidine 1) with potential antioxidant and antitumor evaluation. The
development of a synthetic route involving two transformations in a single reaction step
was planned. The compounds exhibit changes at specific positions consisting in
adding organochalcogenium at position 5 of 3-azidothymidine 1.

The cleavage reaction of the corresponding aryl dichalcogenetes (4a-j) in THF
followed by the addition of the reducing agent NaBH4 and EtOH, leading to the
formation of nucleophilic species to react chalcogen through a bimolecular nucleophilic
substitution reaction, these nucleophiles reacted with 3-azidothymidine mesilada 3 and
along this same protocol, the reduction of the azide grouping of 3-azidothymidine
mesilada 3 to their desired amines was performed forming the 5'-arilchalcogenil-3-
animo-thymidine (5a-m) in yields in the range 20 -82%.

The studies of reaction time and the amount of reducing agent were performed
in order to optimize for the two desired reaction steps, which allowed quick access to
a range of novel compounds. With properly characterized compounds, they have

undergone as its antioxidant and anti-tumor potential

Keywords: Nucleosides. Chalcogeno-aminothymidine. Antioxidant and

Antitumoral Activity.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

Atualmente, a versatilidade entre os diversos ramos da sintese organica tem
instigado o0s quimicos a desenvolverem compostos que apresentam blocos com
diferentes propriedades e que possam levar a um aumento no potencial de tais
propriedades ou no surgimento de novas aplicacdes para estes compostos.

Um excelente exemplo dessa versatilidade é a quimica que envolve compostos
com calcogénios, os quais estédo envolvidos em inUmeros processos biolégicos. Sabe-
se que, 0s organocalcogénios sédo importantes no ponto de vista sintético e medicinal,*
estando presente em diversas classes de compostos.?

Os compostos organocalcogénios tem ganhado destaque na quimica medicinal
como uma alternativa para o tratamento contra o cancer, visto que, a capacidade
desses compostos de inibir o crescimento celular além da apoptose das células
tumorais tem sido uma proposta para a prevencéo do cancer.3

Por outro lado os nucleosideos consistem de uma classe de compostos com
uma variedade de aplicacdes bioldgicas.

Neste contexto, o cientista americano, Dr. Horwitz, sintetizou pela primeira vez
em 1964 a 3-azidotimidina 1 (3’-azido-2’,3’-dideoxitimidina) inicialmente sendo
apresentada como uma droga anticancerigena.* Porém, estes estudos iniciais foram
abandonados por ndo apresentarem significativo poder antitumoral. Posteriormente,
estes estudos foram retomados na década de 70, quando sua atividade antiviral foi
relatada pela primeira vez, sendo o primeiro composto a apresentar atividade anti-HIV
passando a fazer parte do coquetel de medicamento da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS).5

A 3-azidotimidina 1 (Figura 1), também conhecida como zidovudina ou retrovir,
€ um nucleosideo que tem ganhado destaque no mercado farmacéutico pela sua

potencialidade bioldgica.®
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Figura 1. Estrutura da 3-azidotimidina 1.

Fonte: Autora

Dessa forma, devido a estrutura da 3-azidotimidina 1 apresentar diferentes
posices capazes de sofrer modificacfes estruturais, novos estudos tém sido feitos
para explorar alguns fatores chave para o aumento do potencial biol6gico destes
novos nucleosideos.’

Através da introducdo de diferentes funcionalizacbes a estes compostos em
2015, nosso grupo de pesquisa relatou a substituicdo do grupo hidroxila presente na
estrutura 3-azidotimidina 1 por derivados de calcogenetos, a fim de observar as
propriedades antioxidante e antitumoral destes novos compostos (Figura 2). Este
estudo demonstrou um aumento expressivo destas propriedades com relacdo ao

padrdo 3-azidotimidina 1.2

Figura 2. Estruturas de novos calcogeno-timidinas derivados da 3-azidotimidina

2 Vr R
= o

Fonte: Autora
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A incorporacéo de atomos de calcogénio, em especial, S, Se e Te as moléculas
biologicamente ativas, bem como, o desenvolvimento de novas rotas sintéticas para
introducéo de tais atomos € um dos principais focos de interesse do nosso grupo de
pesquisa.

Tendo em vista nosso interesse no desenvolvimento de novos nucleosideos
contendo atomos de calcogénios que possuem suas atividades relatadas na literatura,
planejou-se a preparacdo de uma série de moléculas inéditas que possuam em sua
estrutura a molécula de 3-azidotimidina 1 e as varias espécies de calcogénios e
posteriormente realizar as avaliagbes envolvendo as atividades antitumoral
antioxidante destes novos compostos (Esquema 1). Planejou-se otimizar o protocolo
de reacdo para duas transformacdes em uma Unica etapa de reacao, realizar a sintese
de moléculas inéditas de calcogenoaminotimidinas (CATs) bem como a identificacdo

e caracterizacao dos novos compostos sintetizados.

Esquema 1. Sintese de calcogeno-amino timidinas (CATS).

8] 8]
NH NH ANTITUMORAL
\fl \Ifl,g I
0 — g 0 ANTIOXIDANTE |
l;‘.,rtf“ 1 Sintese Te 5a-n  TOXICIDADE | |

Fonte: Autora

Para uma melhor compreensao, essa dissertacao esta dividida em 6 capitulos.
No primeiro sera realizada uma revisdo da literatura relacionando os compostos
estudados nesse trabalho, seguido do segundo capitulo onde serdo descritos os
resultados obtidos pela sintese também as avaliacdes bioldgicas realizadas por
grupos colaboradores desse projeto e pela discussdo dos mesmos. No terceiro serao
realizadas algumas consideracdes finais importantes para o trabalho. No capitulo
quatro sera apresentada a parte experimental da sintese e das analises biologicas
com os procedimentos adotados e equipamentos. No quinto capitulo seréo listadas as

referéncias bibliograficas utilizadas nesta dissertacéo, no sexto capitulo encontra-se
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os espectros de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) selecionados e por ultimo os
espectros de EMAR (Espectroscopia de Massas de Alta Resolucéo) selecionados.
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Capitulo 1

Revisao da Literatura






1. REVISAO DA LITERATURA

Nesta secdo serd apresentada uma revisédo da literatura abordando os temas
referentes a este trabalho. Primeiramente, sera realizada uma revisdo sobre
nucleosideos, em seguida, serdo abordados alguns aspectos referentes a sintese e
aplicacao de compostos organocalcogénios e algumas reducdes de azidas organicas.

1.1 Nucleosideos

Os nucleosideos sao heterociclos essenciais para a construgcdo das
macromoléculas do DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido ribonucleico).

Estruturalmente os nucleosideos sao glicosilaminas constituidas de uma base
nitrogenada, como a purina 6 ou a pirimidina 7, (Figura 3) ligadas a um acucar (ribose

8 ou desoxirribose 9).°

Figura 3. Moléculas que compde os nucleosideos.®

HO HO OH
Ty O (S D
\N H N/) s B S
HO OH HO
6 7 8 9
Purina  Pirimidina Ribose Desoxirribose

Fonte: Autora

Estes acucares ligam-se através da amina da base nitrogenada formando uma
série de nucleosideos, (Figura 4), como por exemplo a citidina 10, uridina 11,

adenosina 12, timidina 13.
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Figura 4. Nucleosideos de ocorréncia natural.®

SN NH N
L G OY L
[ |
HO N" "0 Ho N- 0 k\N N OH HO N/go
] :o: ] :o: o ( W o
HO OH HO OH HO OH HO
10 11 12 13
citidina uridina adenosina timidina

Fonte: Autora

No organismo, os nucleosideos podem ser fosforilados no interior das células,
produzindo nucleotideos e desta forma serem incorporados ao DNA e RNA,
desempenhando fungGes essenciais nos organismos vivos.®

Nos ultimos anos, o uso de analogos de nucleosideos tem ganhado papel de
destaque no tratamento de diversas enfermidades, principalmente devido a
importancia dos nucleosideos enddégenos no organismo.’ Além disso, tem sido alvo
de estudos para tratamento contra diversas doengcas como agentes antivirais e
anticancerigenos.'? Entre estes, pode-se citar a decitabina 14,1 clofarabina 15,%¢e a
5-azacitidina 16,'® nucleosideos aprovados para o tratamento de sindromes

mielodisplasicas e leucemias, (Figura 5).

Figura 5. Nucleosideos com atividade antitumoral 113

NH, NH, )N\Hg
N" N Z N NN
| i\ TS |
HO N™ 0 cI” N7 N OH HO N™ "0
HO F OH HO OH
14 15 16
Decitabina Clorafabina 5-Azacitidina

Fonte: Autora
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Os analogos dos nucleosideos constituem uma importante classe de
compostos biologicamente ativos e estdo sendo amplamente utilizados como novos
farmacos. A Apio-neoplanocin A 17, (Z)-butenil 18, B-Timidina 19 (Figura 6), séo
exemplos de nucleosideos que sofreram alteracbes na sua estrutura basica,

proporcionando efetivos resultados quanto a atividade biol6gica.'*

Figura 6. Analogos de nucleosideos com propriedades biol6gicas.'*

cl
NH, Q
NENGY \kaH
:I ) NS o
N

HO OH Vi N\FO
TrO NH
17

Apio-neoplanocin A (z)-butenil B-Timidina

Fonte: Autora

O nucleosideo mais conhecido atualmente, o AZT (3' -azido-2’, 3 -
dideoxitimidina) foi sintetizado pela primeira vez por Horwitz em 1964 e inicialmente
apresentado como um composto com propriedades antitumorais.* No entanto, por ndo
apresentar o resultado esperado, estes estudos foram abandonados, sendo
retomados no inicio da década de 70 quando foi identificada sua potencialidade como
agente antiviral, sendo que, no ano de 1985 foi o primeiro composto a apresentar acao
anti-HIV.5

Um ano depois, 3-azidotimidina 1 (Figura 7), foi aprovada pelo “Food and Drug
Administration” FDA — érgéo de controle sobre produtos farmacéuticos e alimenticios
tendo sua venda permitida em 1987. Apds a descoberta dessa potencialidade, o AZT,
também conhecido por Azidotimidina, Zidovudina ou Retrovir passou a ser o farmaco

utilizado para o combate ao virus HIV.%®
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Figura 7. Estrutura da 3-azidotimidina 1.

O
| NH
NS

e
+,,N 1
N

N AZT
N

Fonte: Autora

No ano de 1989 a 3-azidotimidina 1 ja estava disponivel para comercializacdo
guando Fletcher e colaboradores® sintetizaram uma classe de compostos com o
objetivo de que estes fossem mais estaveis do que a 3-azidotimidina 1. Para isso,
seria necessario substituir o anel da pentose por uma unidade fluorometilénica,
(Figura 8). Depois de varias etapas o produto 6’-fluorocarbociclico-3-azidotimidina foi
obtido e para a surpresa dos pesquisadores, 0 isémero 20 mostrou-se mais capaz de

combater as células infectadas com HIV que o composto 21.16

Figura 8. Estrutura da 6’-fluorocarbociclico-3-azidotimidina.®

0 o
NH
X Ty
HO v o Ho FoN"No
20 21
N3 N3

Fonte: Autora

Com base nestes resultados, foram preparados os compostos 3-azidotimidina-
trifosfato 22 e também o trifostado 6’-fluorocarbociclico-3-azidotimidina 23 (Figura 9),
com o objetivo de testar a inibicdo da transcripitase reversa do HIV. ApoOs as
avaliacoes, foi observado que o composto 23 mostrou-se mais eficiente com relagcéo

ao analogo 22.
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Figura 9. Estrutura dos trifosfatos sintetizados.16
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Fonte: Autora

A fim de explorar novas funcionalizacdes em anélogos de nucleosideos, no ano
de 1990, Flandort e colaboradores sintetizaram a 3’-deoxi-3’-(2-propinil)-timidina 24 e
a 3’-cianometil-3’-deoxitimidina 25, (Figura 10). Estes novos anélogos da timidina
foram preparados a fim de adicionar uma ligacdo carbono-carbono na posicdo 3 da
porcéo correspondente ao agucar.’

Figura 10. Estruturas de nucleosideos analogos da timidina.’
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Fonte: Autora

Mais recentemente, a pesquisa com analogos de nucleosideos estendeu-se
para inumeros ramos da sintese organica, incluindo a sintese com catalisadores
metalicos em reacdes de acoplamento.

Em 2009, Pschierer e Plenio reportaram a sintese de 6-cloropurinas 26 e f3-o-

ribofuranosil-6-cloropurina 27 utilizando reagcbes de acoplamento de Suzuki-Miyaura
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e Sonogashira utilizando 4gua como solvente, (Esquema 4). Os autores utilizaram

derivados da purina e o ligante de fluorenilfosfina como ligante.!8

Esquema 4. Sintese de derivados da 6-cloropurinas 26 e B-p-ribofuranosil-6-

cloropurina 27.18
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N N N OH H,0/95°C/16h OH
0] 0]
26 OH 27 OH
HO HO

Fonte: Autora

Também em 2009, Wang e Gold reportaram a sintese de analogos da guanina
28 passando pelo intermediario protegido 29. Nesta proposta (Esquema 5) os autores
relataram que em determinadas posi¢cdes das pirimidinas, adeninas e guaninas nao
havia dificuldade para incorporar grupos que proporcionaram um aumento nas
propriedades antivirais e antitumoral'®, porém ndo era possivel até entdo, inserir
grupamento acucar nesses derivados. Os autores puderam realizar a sintese
desejada e os produtos foram obtidos em bons rendimentos, porém empregando

varias etapas e longos tempos reacionais, (Esquema 5).

Esquema 5. Sintese do intermediario protegido com Boc 29.1°

o) R O

Boc,/ DMAP
‘ NH TEA/MeCH 7 | NH
/)\ 48-96h N /)\

R
74
H N~ “NH,
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28
CH,NPh/ CH,OPh

Fonte: Autora
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ApOGs 14 etapas reacionais e rendimento de 6,4%, os autores obtiveram as
aminas desejadas, (Figura 11), porém, por passam por Varios passos de reacgdes, 0S
autores consideram valida a formacéo do produto esperado.

Figura 11. Estrutura a amina 30 derivada da guanina 28 desenvolvida nesse
trabalho.1?

30
HO OH

R=CH,NPh
CH,OPh

Fonte: Autora

Em 2010, Shakya e colaboradores prepararam uma nova classe de pirimidinas
nucleosidicas 31 que apresentou-se com promissor potencial antimicrobiano, inibidor
da bactéria Mycobcterium tuberculosis e com baixa toxicidade.

ApOs 7 etapas reacionais, 0s autores relataram que de todos as 37 variacdes
realizadas o composto 32 e 33 foram os que apresentaram os melhores resultados de

inibicdo da bactéria Mycobcterium tuberculosis, (Figura 12).2°

Figura 12. Analogos da timidina 31 com potencial antimicrobiano.?°
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Fonte: Autora
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Também em 2010, Waushope e colaboradores, sintetizaram um analogo de
nucleosideo 2’-C triciclico 36 (Figura 14) a partir de derivados nucleosidicos 34 (Figura
13), pois ja haviam demonstraram em seus estudos atividade de inibicdo do virus da
hepatite C HCV. Em um primeiro momento, 0s autores ndo obtiveram sucesso na
preparacao do produto desejado, porém foi observado que era necessério passar por
um intermediario chave 35 para dar sequéncia a rota sintética. O produto 36 (Figura
14), foi obtido com sucesso porém o0s autores relataram uma baixa solubilidade do
composto em solventes organicos, o que pode causar o abandono dos estudos

biolégicos deste produto.?!

Figura 13. Estrutura dos composto 34 com atividade contra o virus HCV.?!
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o) N= 34
CH3 NH2

HO OH

Fonte: Autora

Figura 14. Estrutura do intermediario 35 e do produto 2-C’ triciclicos 36.%%
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Fonte: Autora

Em 2012, Hari e colaboradores, sintetizaram analogos da 4’-carboxitimidina 37

(Figura 15), utilizando vérios substituintes no anel do agucar, nos grupamentos
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representados por R e X a fim de observar sua capacidade de inser¢cao na cadeia do
DNA e RNA.??

Figura 15. Estrutura analoga da 4’-carboxitimidina.??

Fonte: Autora

Estes estudos conduziram a um aumento da estabilidade da dupla hélice do

RNA em comparacgado com a timidina natural levando a producéo de novos farmacos.

1.2 Organocalcogénios

Nos Uultimos anos, os compostos organocalcogénios tém sido alvo de interesse
na sintese organica em virtude de sua ampla aplicacdo como reagentes e
intermediarios de reacles, aplicagcbes industriais e de suas propriedades
farmacoldgicas.?

Conhecido desde a antiguidade, o atomo de enxofre ja era relatado pelo filosofo
grego Homero que recomendava evitar o contato com enxofre, pois ele acreditava que
este composto pudesse provocar a proliferacdo de doencas infecciosas, capaz de
atingir proporcdes epidémicas e até mesmo a morte. 23

Somente no ano de 1770, o quimico francés Antoine Lavoisier pode mostrar a
comunidade cientifica da época, que o enxofre era um elemento quimico e ndo um
composto. Hoje, facilmente pode-se notar que este elemento é de suma importancia,
estando presente em alguns aminoacidos naturais, (Figura 16) como a cisteina 38 e

a metionina 39.23
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Figura 16. Amino&cidos que contém o a&tomo de enxofre em sua estrutura.?
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Fonte: Autora

Em 1817, o quimico sueco Jacob Berzelius, descobriu um elemento quimico
gue era caracterizado pela sua dificuldade de manipulacdo, mau cheiro e por ser
altamente prejudicial a satde humana, este elemento era o &tomo de selénio. Porém
em 1957, Schwartz e Foltz encontraram evidéncias que contrap0s os estudos de
Berzelius, relatando que o atomo de selénio era como um elemento essencial para a
dieta dos animais e seres humanos e que sua auséncia causaria danos graves a
satde humana.?* Importantes moléculas possuem atomos de selénio em sua estrutura
(Figura 17), a selenocisteina 40 e a selenometionina 41 sdo alguma delas, pois sdo

percursores importantes para a formacao de seleno-proteinas.?®

Figura 17. Amino&cidos que contém o atomo de selénio em sua estrutura.?®
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Fonte: Autora

O atomo de telario foi descoberto pelo mineralogista Von Reichenstein em
1782, a partir do minério de ouro denominado calaverita (AuTez) provenientes de uma
mina da Transilvania. A preparacdo dos primeiros compostos organicos de telurio foi
descrito por Wohler em 1840, mas sua aplicacéo sintética foi deixada de lado por
muitos anos. Por exemplo, entre 1910 e 1950, somente 50 trabalhos foram publicados

envolvendo a quimica do teldrio. Entretanto, em 1970 este cenario mudou, tendo
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ganhado destaque em 1971 com uma série de conferéncias dedicadas a quimica de
selénio e tellrio.?*

Com isso, a busca por novas estratégias para a preparacao de substancias de
interesse para industria quimica, farmacéutica e de alimentos tem atraido a atencéo
da comunidade cientifica. Estudos contendo atomos de enxofre, selénio ou teldrio tem
sido alvo de intensos estudos do ponto de vista sintético’® e medicinal® por
apresentarem propriedades biol6gicas, como por exemplo, atividade antioxidante,?’
antitumoral 28 e antimicrobiana.?®

Descobriu-se que o &tomo de selénio esta presente no centro ativo de enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx), tioredoxina redutase (Trx-R), 5'-
deiodinases (horménio da tireoide), ressaltando a importancia do selénio como
elemento chave para a reducéo das espécies reativas de oxigénio (EROs).3°

No ano de 1984 foi apresentado composto pioneiro a mimetizar a atividade da
GPx, o Ebselen 42.3! Este composto heterociclico exibe também propriedades anti-
inflamatérias, anti-arterioscleréticas e com uma toxicidade relativamente baixa.3!

Devido a estas propriedades, o Ebselen (Figura 18) tem sido usado como
padrdo para compostos contendo selénio em sua estrutura e que apresentam as
propriedades da GPx, pois esta é uma importante enzima do sistema de defesa do
organismo no combate a substancias formadas durante o metabolismo do oxigénio,

como o caso do peroxido de hidrogénio H20x.

Figura 18. Ebselen 42 e outras derivatizacdes com atividade antioxidante.?

saSo v mlinen
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Fonte: Autora

Nos ultimos anos, diversas estratégias tem sido investigadas para desenvolver

ou potencializar a atividade mimética da GPx em compostos contendo os atomos de
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enxofre, selénio e teldrio. Além do destaque para atividades antioxidante contendo
selénio em sua estrutura, alguns compostos contendo o &tomo de teldrio tem ganhado
merecido destaque, visto que também apresenta-se com capacidade relevante de
mimetizar a enzima glutationa peroxidase (GPX).

Messali e colaboradores, relataram em 2007 a preparacdo de derivados do
Ebselen (Figura 19). Os autores puderam mostrar a capacidade antioxidante do
composto 43 pois este veio a aumentar a taxa de reducédo de H202 em comparacéo

com Ebselen 42, utilizado como farmaco de controle.33

Figura 19. Estrutura do composto derivado do Ebselen 43.
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Fonte: Autora

Ja em 2009, Alberto e colaboradores relataram a preparacao de
teluroaminoacidos 44 como miméticos da glutationa peroxidase (GPx). Os autores
prepararam derivados de teluroaminodcidos (Figura 20) onde puderam utilizar varios
aminoacidos como representados pelo grupamento R, bem como modificar o nUmero

de carbonos (dois e trés carbonos) no grupamento representado por n.3

Figura 20. Estrutura do teluroamino&cidos sintetizados neste trabalho.3

R R=Valina
Te o Alanina
WN&( ~ Leucina
H o) Fenilalanina

44
teluroaminoécidos

Fonte: Autora
Mais recentemente, no ano de 2015, a sintese de analogos da adenina 45 foi

realizada por Hua e colaboradores que adicionaram organocalcogénios em derivado
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de nucleosideos (Figura 21). Os derivados contendo calcogénio substituidos na
posicdo 9 ndo foram relatados em estudos anteriores. Neste trabalho, uma série de
novos derivados 46 a 48 contendo S, Se ou Te na posicao 9 da adenina foram obtidos

em rendimentos satisfatorios, na faixa de 65% a 93%.3°

Figura 21. Sintese de analogos da adenina 45 contendo S, Se, Te.%®
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Fonte: Autora

Em 2000, Chu e colaboradores sintetizaram derivados de dioxolanas
oxatiolanas para a obtencé@o de uma nova classe de nucleosideos de oxasselenolanas
(Figura 22). Este estudo mostrou-se interessante pois os compostos 49 e 50
apresentaram atividade antiviral para o virus da HIV-1 e também para a o virus da
hepatite B (HBV). Estes compostos sdo racémicos da B-seleno citosina, B-seleno
fluorocitosina, e também da B-seleno guanina que apresentam potencial inibitorio para
ambos os virus (HIV-1 e HBV).36
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Figura 22. Derivados da B-seleno citosina.®
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Fonte: Autora

Em 2009, nosso grupo de pesquisa

Esguema 6. Sintese de calcogenonucleosideos derivados da uridina.3’

realizou

rendimentos na faixa de 60 a 78%, desejados conforme esquema 6.3’
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51 52

Fonte: Autora

a preparacao de
calcogenucleosideos a partir da uridina 51. Primeiramente, realizou-se uma reacao de
tosilacéo onde havia o grupamento hidroxila (OH) para que depois este intermediario
fosse substituido por calcogenolatos para a obtencdo dos calcogenosideos 52 com
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Em 2013, Pesarico e colaboradores, relataram uma seérie de derivados de
organoselénio que apresentaram-se como potentes agentes farmacologicos. Diversas
avaliacdes foram realizadas visando determinar suas acfes como antioxidantes,
inibidores de enzimas, neuroprotetores, antitumorais, anti-infecciosos,
imunomoduladores e antifingicos.3®

Além de estudos contendo nucleosideos, outros trabalham relatam as
propriedades que os organocalcogénios podem apresentar quando ligados a outras
classes de compostos, como € o caso dos heterociclos contendo oxigénio em sua
estrutura.

Shaaban e colaboradores, relataram que muitos tipos de células cancerigenas
estdo associados a um equilibrio redox e stress oxidativo (SO). Entre os agentes
utilizados para modular o estado redox intracelular, catalisadores redox contendo
quinona e calcogénio mostraram-se promissores quando incubados em diferentes
células cancerigenas, inibindo o crescimento celular e induzindo a morte das células
por apoptose.3?

Foram sintetizados os compostos de 53 (a-d), (Figura 23) obtidos por reacdes
multicomponentes tipo Passerine®> ndo qual apresentaram-se como catalisadores

redox contendo quinona e calcogénio.
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Figura 23 — Estrutura de alguns compostos contendo multiplos locais redox de

quinona e calcogénio.*®
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Fonte: Autora

Foram realizados testes biolégicos com 0s compostos contendo quinona e
calcogénio 53 (f) e 54 (a-c) (Figura 23 e Figura 24, respectivamente), onde estes foram
adicionados a 58 linhas de células de cancer de mama, renal, préstata, célon, ovario,
sistema nervoso central (SNC), pulméo, leucemia e linhas de células de melanoma.

Posteriormente, foi realizada a avaliacdo toxicologica destes compostos. Os
resultados demonstraram que todos o0s compostos testados exibiram uma
citotoxicidade significativa contra as linhagens testadas.3°

Foi encontrada uma correlacdo entre as estruturas quimicas e as atividades
toxicas para os compostos 53 (c) e 53 (d) (Figura 23), com quatro centros redox,
sendo estes dois mais citotoxico do que os seus homologos com dois e trés centros
redox.
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Adicionalmente, os compostos que possuem uma conexao direta do selénio
com a molécula de quinona apresentaram-se mais toxicos, como € o caso dos
compostos 53 (d) e 53 (f) (Figura 23) que os compostos 53 (a), 53 (b), 53 (c) e 53 (e)
(Figura 23), onde o atomo de selénio esta localizado mais longe do grupamento

quinona.

Figura 24. Compostos que apresentaram atividade antitumoral.®®

Fonte: Autora

Mais recentemente em 2015, Balkrishna e colaboradores reportaram a
preparacdo de novas isoselenazolonas 55 derivados do Ebselen 56 passando pelo
intermediario chave, selenol 57, a fim de mimetizar a glutationa peroxidase GPx. Os
autores citam gue as isoselenazolonas juntamente com a benzoamida funcionalizada
nao haviam sido alvo de estudos como miméticos da GPx, devido a dificuldades na
sua sintese.*°

A reagdo do KSeO'Bu com a 2-iodo-arilbenzamidas forneceram as
isoselenazolonas desejadas, conforme esquema 7. Os compostos isoselenazolonas

55 sintetizados nesse trabalho exibiram elevada atividade mimética dos da GPx e
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passam pelo intermediario selenol, assim, 0s autores sugerem que a presenca de um
grupamento impedido da amina N-quinina substituida e da orto-metil-benzamina
substituida, deu a estabilidade necessaria para o intermediario selenol, demonstrado

no esquema 8.4°

Esguema 7. Sintese das isoselenazolonas 55.4°
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Fonte: Autora

Esquema 8. Proposta para a geracéo do selenol 57.4°
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Fonte: Autora
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Em 2010 Ib&nez e colaboradores, reportaram a preparacdo de uma série de
derivados de imidaselenocarbamatos e imidaticarbamatos e realizaram a avaliacdo
destes 5 tipos de células antitumorais: adenocarcinoma (MCF-O7), carcinoma de
coélon (HT-29), leucemia (K-562), hepatocarcinoma (Hep-G2) cancer de prostata (PC-
3) e células tumorais de mama (MCF-10A).

Os autores reportaram a preparacdo das S-imidacarbamatos, Se-metil-
imidaselenocarbamatos ou Se-benzil- imidaselenocarbamatos para a obtencdo dos

alquil-calcogenil-imidacarbamatos 58, conforme esquema 9.4

Esquema 9. Sintese de alquil-calcogenil-imidacarbamatos 58.4
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Fonte: Autora

Na Figura 25 estdo apresentados os compostos 58 (a) e 58 (b) que
apresentaram-se promissores para o desenvolvimento de uma nova classe de
agentes antitumorais para adenocarcinoma (MCF-O7) e células tumorais de mama
(MCF-10A).

Figura 25. Compostos que apresentaram inibicdo do crescimento de células

tumorais.
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Fonte: Autora
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Arsenyan e colaboradores, no ano de 2011 prepararam uma série de derivados
de selenofenos com atrativo potencial biolégico em células cancerigenas.

Apés a sintese destes policiclos, 0s compostos passaram por testes in vitro e
exibiram atividade antitumoral para fibrosarcose humana (HT-1080) e células
hepaticas (MG-22a).4* Os autores acreditam que este resultado seja possivelmente
pelos selenofenos 59 assemelharem-se com um agente antitumoral conhecido,
Batracilin. O Esquema 10 mostra 0s composto que apresentaram bons resultados
citotoxicos nas linhagens de células tumorais, embora a insercdo do atomo de

nitrogénio néo exibiu nenhum efeito sob as células.*?

Esquema 10. Protocolo reacional para a preparacéo dos selenofenos 59.42
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Fonte: Autora

Plano e colaboradores, prepararam uma série de imidatiocarbamatos e
imidaselnocarbamatos 60 (Esquema 11) com potencial antitumoral e relataram as
avaliacOes citotoxicas destes produtos utilizando células tumorais de prostata (PC-3).
Os autores destacam o resultado para atividade antitumoral do composto 60 e que
este pode ser um candidato a novos farmacos para o tratamento contra o cancer.

Quando os autores compararam as atividades dos composto com relagao ao
atomo de selénio e enxofre, foi observado que apesar de serem quimicamente muito

semelhante, o selénio apresenta maior atividade contra células tumorais.*?
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Esquema 11. Sintese de imidatiocarbamatos e imidaselnocarbamatos 60 com

propriedades antitumorais.*3
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Fonte: Autora

Romano e colaboradores, relataram uma série de derivados de carbamatos 61
contendo metilselénio como organocalogénio (Figura 26). Os testes contaram com
avaliacdo de inumeras células humanas para a avaliacdo tumoral que incluiram
células tumorais leucémicas (CCRF-CEM e K-562), carcinoma de célon (HT-29),
carcinoma de pulméao (HTB-54), carcinoma de prostata (PC-3), carcinoma de mama
(MCF-7), células tumorais belignas de mama (184B5) e células tumorais de bronquios
(BEAS-2B).*4

Figura 26. Estrutura geral para os selenocarbamatos 61.44
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Fonte: Autora

As reacOes foram preparadas conforme esquema 12, e avaliaram as condigoes
de temperatura, catalisadores e solventes obtendo bons rendimentos e puderam

variar o grupamento representado por R como alifatico, aromatico e heteroaromatico.
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Esquema 12. Sintese dos derivados de metilselenocarbamatos 61.44

7~
Se Se
HON™ “NH, +1=Me  _EOH _  NSNH 61(a)
Refluxo, 2h
7 7
jf 0 CHCI, Se i
o -
HNZ ONH, o HI + C|)J\ORM» H,N” N~ “OR 61(b)
t.a/ 24-72h
7~ e

0 CHCI, 0O Sé O
PN Piridina o
OR — > RO™ N

HNZ >NH, < HI + 2l N
t.al 24-72h H

Fonte: Autora

1.3 Reducbes de azidas organicas

As azidas 62 participam de diversas reagbes para a formacdo de novas

ligagBes carbono-nitrogénio ou nitrogénio—heteroatomo.*® Sua reatividade tem

despertado um interesse significativo desde a descoberta da fenilazida por Roesky no

ano de 1864.46

Evers e colaboradores relataram em 2011, que a estrutura de ressonancia da

azida representado por B é a mais importante delas, (Figura 27). A distancia da ligacdo

Na-NB é de 1,233°A, que sugere uma maior ordem de ligagdo na estrutura B.*’

Figura 27. Estrutura de uma azida organica 62.4’
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Fonte: Autora

Nos ultimos anos, as azidas (Figura 27) tem sido foco de estudos desde que foi

reconhecido seu potencial em “reagdes click”, - reacdo que une o grupamento azida a



um alcino, formando um anel triazodlico. Outro exemplo a ser destacado foi a
preparacéo da 3-azidotimidina 1 reconhecida no tratamento da SIDA.®

Entretanto, deve-se lembrar que as azidas devem ser manuseados com
cuidado, pois alguns membros desta classe de compostos sdo explosivas, por
conseguinte, a pratica prudente deve ser respeitada no laboratério.*’

Scriven e Turnbull, em 1988, propuseram uma discussao para a preparacéao e
aplicacao de diversos tipos de azidas organicas, pois acreditavam gque estas seriam
intermediarios-chave para novos compostos com promissoras aplicacdes, pois ja
havia sido relatado as propriedades biolégicas do AZT, 3-azidotimidina 1.6 Os autores
demonstram uma série de preparacdes das reducdes de Staudinger e Schmidt, que
utilizam fosfinas como redutores de azidas.*®

Em 1989, Rola e colaboradores relataram a reducdo de azidas 62 com
borohidreto de sodio (NaBHa4) para a obtencéo de aminas organicas 63, Esquema 13,
porém essas reacfes ndo poderiam ser realizadas na auséncia de um catalisador.
Nesse estudo foi utilizado hexadeciltributilfosfiona de bromo (C2sHesoPBr) como
catalizador de transferéncia de fase (CTF) para que fosse possivel obter os produtos

desejados.*?

Esquema 13. Reducéo da azida organica na presenca CTF.*°

R—N:N:Ne NaBH4/ Hzo _ R_NH2

62 Tolueno/ catalizador 63

R= arila, alquila, arilsulfonila

Fonte: Autora

Lin e colaboradores, em 1985 relataram a reducdo de ambas azidas
provenientes de derivadas da timidina 64 utilizando catalise de paladio para a
obtencéo das aminas representadas no esquema 14. Os produtos foram obtidos com
97% de rendimento e apresentaram promissores resultados para inibicdo contra

células tumorais leucémicas.>°
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Esquema 14. Sintese de analogos da timidina 64.5°

o)
oy C Jy
A ) NS0
N, N0 10%Pd _HoN
0 H, / EtOH/ 70°C o
64 65
N\, NH,

Fonte: Autora

Shiuau e colaboradores, em 1980 relataram a reducao de azidas derivada da
timidina 13 para as respectivas aminas 66 (Figura 28) no qual foi submetido a
hidrogenacdo com alumina de rédio. Essas aminas apresentaram atividade

antitumoral e antiviral, para o virus da herpes tipo 1 (HSV-1).%!

Figura 28. Estrutura da aminas 66 derivadas da timidina com potencial

biolégico.!
OH O

NH
| IS
H,N N" "0

o)
66

OH

Fonte: Autora

No ano de 2000, Pearson e colaboradores, relataram a sintese de diversas
aminas 68 (a-c) utilizando azidas organicas alifaticas 67 e sais de mercurios |l
(azidomercuracéo de alcenos), por reacGes de Reducdo de Schmidt (Esquema 16).52
Os autores demonstram que nao era possivel obter o produto desejado utilizando
apenas o reagente de boro como redutor, isso acarretaria na obtencédo de isémeros
68, (Esquema 15).52
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Esquema 15. Reducéo de azidas utilizando apenas reagentes de boro.>?

1) TFOH
_ _CHyCl, _
2)NaBH4

MeOH

Fonte: Autora

Esquema 16. Reduc¢bes de Schmidt para a obtencédo das aminas desejadas.>?

67 (a) é/\/\ é/\/\ 68 (a)
67 (b)
68 (¢)
67 (c) Hg(CIO4),. HyO/THF _
NaBH,/NaOH

Fonte: Autora

Dhawan e colaboradores, no ano de 2000, reportaram a sintese do polimero
acido 14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecanodico (ATTAnN) a partir de polimeros que
continham o grupamento azida, (Esquema 17). Além das reacdes serem basicamente
exotérmica, ndo era possivel utilizar com polimeros menores (4 carbonos), pois estes
levavam a formagé&o de impurezas na reac¢ao que nao foram identificadas, acarretando
na perda do catalizador. A reducdo das azidas 69 para as aminas desejadas 70
ocorreu atraves de reacfes com catalisadores de paladio e acido férmico como fonte

de hidrogénio.>?
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Esquema 17. Sintese das 14-amino-3,6,9,12-tetraoxatetradecandico 70
utilizando catélise de paladio.>®

0]

o
69 /\Ok%o\%\Na 10% Pd/C /\OMO\%\NHZ 70
4 HCOOH/ EtOH 4

Fonte: Autora

Em 2002, Arstad reportaram a sintese de aminas 72 (Figura 29), a partir de
azidas orgéanicas com excelentes rendimentos (%) utilizando reagentes com fésforo

71 através das reducées de Staudinger.>*

Figura 29. Reagente de fosfina 71 e algumas aminas preparadas nesse
trabalho 71 (a-c).>*

Ph
4
NH, NH,
Ph/I\Ph F2N N“@‘OMG
90% 90% O 98%
P(7Plh)2 72 (a) 72 (b) 72 (c)

Fonte: Autora

Também em 2002, Tanmaya Pathank apresentou varias preparacdes de azidas
utiizando anélogos de nucleosideos, (Figura 30). Neste trabalho sobre
azidonucleosideos, o autor relata a reducao das azidas para a obtencédo de aminas a
fim de demonstrar umas das transformagdes possiveis de ocorrer. Excepcionalmente,
umas das azidas preparadas 73, destacou-se entre as demais pois apresentou
potencial inibitério para o virus da imunodeficiéncia do tipo 1 (HIV-1). Cabe salientar
gue o autor utilizou para as reacdes a guanina, timidina, uracila e também a adenina

como bases nitrogenadas.>®
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Figura 30. Estrutura da azida 73 com atividade antiviral.5®

HO
(e) B B=guanina, timina,
N uracila, adenina

HO R 73 R=H, OH

Fonte: Autora

Apés a obtencdo da azida 74 (a-c), os autores realizaram a sintese das
reducdes das azidas para as respectivas aminas, como demonstrado no esquema 18.
O autor utiliza uma liga metdlica de niquel e aluminio (Ni Raney) e também uma
mistura de Azobisisobutironitrila (ALBN) com hidreto de tributilestanho BusSnH
(tributilestanho-ITUPAC). A obtencdo das aminas desejadas 75 (a-c) através de
reagentes estanho, porém neste trabalho o autor relatou que apesar de obter as
respectivas aminas com sucesso (Esquema 18), os reagentes que utilizam silicio,

como PhsSiH ainda eram a melhor alternativa.>®

Esquema 18. Reducdo de azidas 74 (a-c) utlizando Niquel e
Azobisisobutironitrila (ALBN) e estanho (Sn).>

HO A HO A
%O% N,H,/ Ni Raney %O#
—_—
74 (a) HO N,  Benzeno HO  NH, 75(a)
HO U HO U
0 BU3SI’]H e}
AIBN/Benzeno
74 (b) HO N HO  NH, 75(b)
Tro U 1 )Mi?FS iNg/ 0 U
) —=F 5 0
2)SnCl,
EtsN

Fonte: Autora
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Deng e colaboradores, em 2002 relataram a sintese de B-B-difluorotriptaminas
a fim de estudar os efeitos de substituicdo de flior sobre as atividades biol6gicas
neuroativas de aminas.>®

Primeiramente, 0s autores protegeram o grupo amina contido na estrutura com
a posterior reducdo dessas azida 76 para as aminas 77 desejadas, (Esquema 19).
Porém este produto mostrou-se instavel ndo sendo possivel de ser caracterizado por
RMN ou EM. Os autores encontraram como alternativa para seguir a sintese que
compreendia na formacdo de novos ciclos, 2-metil-5-[3-(5-metoxindoil)]joxazol,
(Esquema 19). Neste trabalho também foi utilizado catalise de palddio e as aminas
obtidas apresentaram atividade biolégica.>®

Esquema 19. Preparacdo das B-B-difluorotriptaminas 77 sob catalise de

paladio.>®
F F
F F
R N No pgic,H, R § NH;
\BOC :
76 77 Boc

Fonte: Autora

Kamal e colaboradores, sintetizaram a partir de azidas organicas 78 aminas
aromaticas e alifaticas 79, (Figura 25). Este protocolo utilizou-se de cloreto de ferro e
iodeto de sb6dio como para obter as respectivas aminas em bons rendimentos,
conforme representado no esquema 16. Este mesmo protocolo de reacgéo, estendeu-
se para aminas ciclicas, (Esquema 20).%’
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Esquema 20. Sintese de aminas 79 envolvendo FeCls.%’

FeC|3
78 R—Nj3 L R-NH, 78
MeCN, t.a
Ns N 79
02N OZN

Fonte: Autora

Hays e colaboradores, prepararam aminas a partir de azidas 80 organicas
empregando catalizadores de estanho com bons rendimentos, conforme observado
no esquema 21. Embora, os autores relatam que ndo puderam definir 0 mecanismo
gue ocorre nessa transformacoes, eles relatam que este € um caminho viavel para

reducdes de azida.>®

Esquema 21. Preparacdo de aminas 81 utilizando reagentes de estanho.>®

Bu3SnH (excesso)

80 R_N3 S R_NH2 (1)
AIBN/ Benzeno,
refluxo
BusSnH (5%
80 R-Nj aSnH (O%) R-NH, (2
PhSiH; ou PMHS
n-PrOH, AIBN NH,
NH,

NH
n-Dec” > 2 n-Oct/\)\Me

OMe
95%=PhSiH; 92%=PhSiH; 94%=PhSiH;
94%= PMHS 94%= PMHS 91%= PMHS
81 (a) 81 (b) 81 (c)

Fonte: Autora
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Em 2014, Zang e Edgar, relataram a preparacao de 6-amino-6-deoxicurdlans
82, aminopolissacarideos sollveis em &gua a partir de azidas reduzidas por
borohidreto de sédio, (Esquema 22). Conhecido também como curdlan, os
aminopolissacarideos naturais sé@o hidrofilicos, pois contém grupos como hidroxilas,
amidas, aminas. A habilidade desses compostos apresentaram solubilidade em agua

mostrou-se um caminho interessantes para os autores para aplicacdes bioldgicas. >°

Esquema 22. Sintese de 6-amino-6-deoxicurdlans 82.59

N3 NH,

0
X o)

OH N DMSO/M00°C/24h X oy n
82

Fonte: Autora

Neste ano de 2016, Du e colaboradores, prepararam aminas 83 (a-c) através
da reducao de azidas organicas, utilizando borohidreto de sédio e sal quaternério de
amonio (A-Hp-Br) como catalisador de transferéncia de fase, (Esquema 23). Os
autores estenderam este protocolo para reducdes de carbonilas, bem como cetonas

e aldeidos benzilicos com bons rendimentos e utilizaram para estas reacfes agua
como solvente.5°

Esquema 23. Sintese de aminas em meio aquoso.®°

N3 NaBH,4 NH 83(a)
_—
©/ H,0/ 50°C/ 5h

NH,

worean
OO H,0/ 50°C/ 4h
Ng NaBH, NH,
_
/@ H,0/ 50°C/ 4h /©/ 83(c)
MeO MeO

Fonte: Autora
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Capitulo 2

Apresentacao e Discussao dos Resultados






2. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Atualmente, a incorporacdo de atomos de calcogénio a moléculas
biologicamente ativas, bem como, o desenvolvimento de novas rotas sintéticas para
a introducao de tais atomos € um dos principais focos de interesse do nosso grupo de
pesquisa.

Outra linha de pesquisa que vem despertando o interesse de nosso grupo diz
respeito aos nucleosideos, que além de terem grande aplicabilidade na industria
farmacéutica possuem centros reativos capazes de sofrerem diversas modificacoes.

Levando em consideracdo a essa reconhecida importancia biolégica dos
organocalcogénios e as versateis transformacdes nas estruturas dos nucleosideos,
planejou-se a sintese de uma série de compostos derivados da 3-azidotimidina, a
incorporacao de calcogénios a esses compostos e 0s testes das atividades biolégicas
pretendidas.

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a
realizacdo do presente trabalho. Sera apresentado a sintese dos 5’ —arilcalcogenil-3-
amino-timidina 5a-m e para finalizar, serdo discutidos os dados de caracterizagéo dos
compostos obtidos.

2.1 Anélise Retrossintética

Para a sintese das moléculas alvos deste trabalho, foi proposta uma analise
retrossintética, onde pode-se observar os equivalentes sintéticos precursores do
produto final desejado (Esquema 24).

A 5’- arilcalcogenil-3-animo-timidina 5a-m pode ser obtida como o produto da
reacao entre os dicalcogeneto 4a-j com a 3-azidotimidina mesilada 3, onde a conexao
destas unidades pode ser realizada a partir da substituicdo de 3-azidotimidina
mesilada 3 pela espécie nucleofilica de calcogénio.

O fragmento da amina dos compostos 5a-m teria como equivalentes sintéticos
a azida organica do derivado da 3-azidotimidina mesilada a qual é obtida atraves de
uma reacgédo de reducao pelo borohidreto de sédio, disponivel comercialmente.

Para a sintese da azidotimidina mesilada 3, é necessaria uma reagcdo de

substituicdo entre a 3-azidotimitida 1 (AZT) com o cloreto de mesila 2.
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Esquema 24- Equivalentes sintéticos percursores da 5’-arilcalcogenil-3-animo-

timidina derivados da 3-azidotimidina.

0 o)
NH NH
| /g ~/ | C)
IGF s P +  NaBH, + RY
RY N~ ~0 /7 AJJ:o N~ ~0 4
N o —>o 5
NH, ﬂ
+, N
- 3
N”N7YL
NaBH, 1 RY),
4a-j
R= Aril
Y= Se, S, Te
0
T'ANH )
HO N/go + Cl—S—Me
#oj 3
N1 2
N
N™" Azt

Fonte: Autora

2.2 Obtencao da 5’-O-(metanosulfonil)-3-azidotimidina (3)

Para a obtencdo do produto desejado, a primeira etapa realizada foi a
preparacdo do composto 3 a partir da 3-azidotimidina.

As reacdes de mesilacdo sdo amplamente utilizadas para substituir
grupamentos que ndo sdo considerados bons grupos de saida, como por exemplo da
hidroxila OH. No caso da 3-azidotimidina 1, a hidroxila esta localizada em uma posicao
passivel das transformacgéo desejadas, porém, para que tais modificagbes possam
ocorrer, realizou-se a modificacdo desta hidroxila para um grupamento mesilato, que
consiste de um grupo abandonador eficiente para a transformacao desejada.
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Esquema 25. Sintese de 5’-O-(metanosulfonil)-3-azidotimidina 3.

o)
0
\fk/'l* CH3SO,CI NH
HO N™ -0 2 - \\éj | /Lb
o THF/ EtsN, g0 N" 0
ta., 2h 0
+ N
NN ! + N 3
_ e
N/

Fonte: Autora

2.3 Obtencéao dos 5’-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m)

Dando sequéncia ao planejamento anteriormente apresentado, seguiu-se
entdo para o proximo objetivo proposto, que consiste nas reac¢des de substituicdo
nucleofilica bimolecular, empregando diferentes calcogenolatos arilicos juntamente
com a reducao da azida do composto 3.

Para isso empregou-se o disseleneto de difenila como dicalcogeneto padréo,
borohidreto de sédio (NaBH4) como agente redutor em uma mistura de etanol e THF
como solventes (Esquema 26).

Esquema 26. Sintese dos 5’-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m)

o o)

NH Se);  NaBH NH
Fo Who r MmO, T
g o N™ ~0 TFH/EtOH, 70°C Se NIN)
o) ] :o:
3 4-a

NH, Sa

N

+/
- N°
N~

Fonte: Autora
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Apdés, adicionou-se uma solugéo do respectivo mesilato 3 em THF e o sistema
permaneceu sob agitacdo a temperatura de 70°C em tempos que variaram de 5 a 24
horas, conforme esquema 26.

Este dicalcogeneto foi utilizado como padrao para a otimizacdo das condicdes
reacionais e a variagéo dos solventes nao foi realizada, pois o emprego desta mistura
THF/EtOH consiste de um sistema de solvente j& bem estabelecido para estas
reacoes.!

Inicialmente, foi empregado 2,5 equivalentes do agente redutor NaBH4 no
periodo de 5 horas de reagdo (Tabela 1, entrada 1). A reacao foi acompanhando por
placa cromatogréfica em camada delgada (CCD) onde observou-se que, apds este
periodo, o material de partida ndo foi convertido no produto desejado, levando a
formacdo apenas do produto de substituicdo, ja descrito pelo nosso grupo de
pesquisa.t

Visto esse resultado, elevou-se a quantidade do agente redutor para 5
equivalentes (Tabela 1, entrada 2), para que seja observado além do produto de
substituicdo, também a formacéo da amina desejada, nesta nova condi¢éo reacional
foi possivel observar a formagédo do composto 5a com 38% de rendimento. Buscando
uma maior eficiéncia deste produto, o tempo reacional desta reacao foi estendido para
12 horas (Tabela 1, entrada 3) levando a formagéao do produto 5a com um rendimento
de 66%. Este resultado pode ser atribuido a eficiéncia na reducéo da azida, levando
a formacéo mais efetiva do produto em questao.

Como houve um aumento expressivo do rendimento do produto isolado com o
aumento do tempo reacional de 5 para 12 horas, uma nova reagédo empregando 24
horas foi realizada, levando a obtencdo do produto com um rendimento de 78%
(Tabela 1, entrada 4). Com esta condicéo reacional obtida, foi realizado o aumento da
guantidade de NaBH4 para 10 equivalentes que também levou a formacao do produto
desejado, com valor de rendimento de 74% (Tabela 1, entrada 5).
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Tabela 1. Otimizagéao do tempo de reacao e do agente redutor para a obtencéo
do produto 5a.

0
NH Se) NH
£ LG O e QL %
g o N™ ~O TFH/EtOH, 70°C Se o
o)
N 3 4-a NH, 5a
N’/

(Esquema 26) Sintese dos 5'-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m).

Tempo Agente Solvente Rendimento?
Redutor (%)
1 5h NaBH4 THF:EtOH -b
(25eq.)
2 5h NaBHa4 THF:EtOH 38%
(5eq.)
3 12h NaBHa4 THF:EtOH 66%
(5eq.)
4 24h NaBH4 THF:EtOH 78%
(5eq.)
5 24h NaBH4 THF:EtOH 74%
(10 eq.)

2Rendimentos dos produtos purificados por coluna cromatografica.

®N&o observou-se a formac&o do produto desejado.

A fim de verificar a influéncia da temperatura na formacéo do produto desejado,
realizou-se um teste a temperatura ambiente utilizando 5 equivalentes de NaBHa,
sendo o consumo dos matérias de partida bem como a formacéo do produto foram
monitorados por CCD. Cabe ressaltar que foi observado a formacao do produto porém
com diversos subprodutos com valores de retencédo (rf) muito préximos ao do
composto 5a, ndo sendo possivel isola-lo para analise.

Com este estudo, observou-se que houve a necessidade de fornecer uma

maior energia ao sistema de reagéo para a obtencdo do produto desejado 5a.
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Adicionalmente foi possivel verificar que ndo houve a necessidade de uma
guantidade expressiva do reagente redutor, pois na Tabela 1, entradas 4 e 5, néo
ocorreu um acréscimo no rendimento quando dobrou-se a quantidade do NaBHa.

Desta forma, pode-se comprovar a eficiéncia da condicdo reacional
estabelecida para sintetizar os produtos 5a-m, utilizando NaBH4 na preparacao dos
produtos 5a-m.

De posse destes estudos, estabeleceu-se a condicdo para a reacao de
substituicdo nucleofilica e reducéo utilizando-se NaBHs4 como agente redutor, (5
equivalentes), THF e etanol como solvente (7mL:3mL), 0,5 mmol do dicalcogeneto e
1mmol da 3-azidotimidina mesilada 3, a temperatura de refluxo. A partir disso, seguiu-
se a sintese da 3-azidotimidina mesilada 3 e variando-se a fonte de calcogénio 4a-j,

todas acompanhadas por CCD (Tabela 2).

Tabela 2. Estruturas e rendimentos obtidos dos compostos calcogeno amina 5a-m

derivados da 3-azidotimidina 1.

TFH/EtOH, 70°C

0
NH Se);  NaBH NH
~g \fk/& + — =© L
0

4-a

~+N 3 NH, 5a
NN
(Esquema 26) Sintese dos 5’-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m).
Entrada Composto Produto R Rendimento
(%) @
1 O 5a CeHs 78
@ \f‘\NH
Se N/go
kiﬂ
NH,

62



NH,

5b

5c

5d

5e

5f

59

5h

5i

4-MeO-CesHa4

4-Cl-CeH4

4-Me-CsHa

CeHs

2-Me-CeHa

4-MeO-CesH4

4-Cl-CesHa4

4-Me-CesHa4

60

20

47

82

70

68

40
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10 1% 5j 2-Cl-CsH4 62
¢ O
|
Se N/go
o)
NH,
11 Q 5k 4-F-CsHa 62
F\©\ \kaH
Se N/J%O

NH,

12 O 5] C1oH7 42

SRS

(T oy
kﬁ

SR8
1=

NH,

13 5m CeHs 48

Fonte: Autora
2Rendimentos dos produtos purificados por coluna cromatografica.

Analisando os valores descritos na Tabela 2, pode-se fazer algumas
consideracdes. Por exemplo, com relacdo ao atomo de calcogénio, é possivel
observar que a maioria os compostos foram obtidos em bons rendimentos sendo que
os selenetos foram obtidos com um rendimento levemente superior aos sulfetos
(Tabela 2 Entradas 1, 3-5 e Entrada 9, 10-12 respectivamente). Isso pode ser
explicado, devido ao &tomo de selénio ser mais nucleofilico quando comparado com
o atomo de enxofre. Com relacdo ao atomo de telurio, o respectivo produto 5m,
(Tabela 2, Entrada 13) foi obtido com um decréscimo no rendimento quando
comparado com os atomos de selénio e enxofre, isso pode ser explicado devido a
instabilidade do anion teluroato no meio reacional.

Em termo de efeito eletrdnico do substituinte ligado ao anel aromatico, grupos
doadores de elétrons levaram a formacgédo dos produtos com rendimento levemente

superiores aos grupos retiradores de elétrons. Essa diferenca pode ser atribuida ao
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efeito de nucleofilicidade dos calcogenolatos com grupamentos ativantes de elétrons
ligados ao anel aromatico (Tabela 2, Entrada 2, 6 e 7).

Os rendimentos obtidos para os produtos 5a e 5e sem substituintes no anel
aromatico podem ser atribuidos devido a nao existéncia dos efeitos dos grupos
desativantes e ativantes. Por exemplo, a presenca de grupamentos ativantes podem
aumentar a nucleofilicidade do calcogenolato formado, mas por outro lado podem
dificultar a clivagem do disseleneto para gerar o anion, enquanto que por sua vez, 0S
grupamentos desativantes podem auxiliar na clivagem do dicalcogeneto mas de
contra partida diminuem a nucleofilicidade do calcogenolatos Pode-se observar que
na presenca de grupamentos eletronicamente neutros, neste caso um atomo de H,
(Entradas 1, 5 e 13) o somatério destes efeitos parece ser favoravel quanto a
reatividade dos calcogenolatos formados, levando a formacéo dos produtos com uma
alta eficiéncia.

A fim de exemplificar os efeitos dos substituintes, além dos efeitos eletrénicos
citados anteriormente, foi realizado um teste com o grupamento naftila e este
apresentou um menor rendimento quando comparado com o grupamento fenila como
substituinte (Tabela 1, Entradas 1 e 12). Este fato pode ser atribuido ao maior
impedimento estérico do substituinte naftila que interfere na aproximacao do centro
eletrofilico acarretando uma diminui¢cdo no rendimento.

Cabe destacar que foram realizados testes com ditelureto de arila com
substituintes ativantes e desativantes, (4-CHs-CsHa, 4-Cl-CeH4) respectivamente e
para estes nao foi observado a formacao do produto desejado, ndo sendo realizado o
procedimento de extracdo do produto bruto tdo pouco o de purificacdo, jA que ao
desligar o sistema de reacdo observou-se um p6 de cor cinza escuro Suspenso na
solucdo que pode tratar-se de tellrio elementar. E importante ressaltar o apelo verde
para esta metodologia, uma vez que sao realizadas duas transformac¢dées em uma
Unica etapa reacional: uma substituicdo nucleofilica do mesilato pelos respectivos
calcogenolatos e a reducdo da azida para a amina desejada. Este processo one-pot,
para duas transformagdes faz com que somente uma etapa de extracao e purificagao
para ambas as modificagcbes quimicas seja realizada, diminuindo assim o uso de

solvente e silica para as etapas descritas.
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E importante salientar que todos os compostos 5a-m sintetizados s&o inéditos
e foram identificados por ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono 13 e
através de analise de massas de alta resolucéo.

Uma proposta mecanistica para a obtencdo das aminas sintetizado neste
trabalho, pode ser observado no Esquema 27.

Primeiramente, o nucledfilo hidreto, proveniente do agente redutor borohidreto
de sdodio ataca o centro eletrofilico da azida deslocando a carga para o nitrogénio
seguinte. O nitrogénio nucleofilico ligado diretamente ao AZT, captura um proton
proveniente do etanol previamente adicionado no meio reacional. Concertadamente,
uma espécie de etdxido captura o préton do nitrogénio que desloca a ligacdo para a
eliminacao de nitrogénio na forma de gas, enquanto que outro proton é capturado pelo
nitrogénio ligado diretamente ao AZT para a formacéo da amida final.

Juntamente com a reducdo da azida, ocorre a clivagem do dicalcogeneto
diarilico também com o mesmo agente redutor de boro. Por conseguinte, desta
clivagem é gerado duas espécies: o0 selenolato e o selenol. Através de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular, o selenolato atuara como nucleoéfico e ira atacar
o carbono eletrofilico a fim de substituir o grupamento mesilato pela espécie de
organocalcogénio (Esquema 27).
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Esquema 27. Mecanismo proposto para a formacéo das aminas desejadas.
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Fonte: Autora

A titulo de exemplo, sera discutida a atribuicdo dos sinais do espectro de
ressonancia magnética nuclear do hidrogénio (RMN *H) e carbono 13 (RMN *3C) do
composto derivado da azidotimidina mesilato 3, Figura 27

A Figura 31 mostra o espectro de RMN 'H do mesilato 3 derivado a
azidotimidina 1, em DMSO-ds a 400 MHz, onde pode-se observar o simpleto em 11,27
ppm, referente ao hidrogénio 2 do grupamento NH-2 e em 7,47 ppm o dupleto
referente ao H-4 da base nitrogenada do composto 3. Em 6,14 ppm observa-se o
tripleto referente ao hidrogénio H-7 do anel nucleosideo e em 4,46—4,41 ppm pode-se
observar os multipleto referentes aos hidrogénios H11- H11’ do CH: ligados ao
mesilato, ja em 4,09 — 4,04 ppm observa-se o multipleto que referem-se ao hidrogénio
H-9 do anel nucleosideo. Logo em seguida observa-se o simpleto referente a metila
do mesilato CHz-12. O multipleto na regido de 2,47-2,31 ppm € referente ao hidrogénio
H-10 ligado a azida e o CH2 -8 do anel nucleosideo. E por fim, na regido de 1,79 ppm

observa-se o dupleto referente a metila CHs-6 da base do composto 3.
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Figura 31. Espectro de RMN *H do composto 3 em DMSO-ds a 400 MHz.
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Fonte: Autora

A segquir, serd discutida a atribuicdo dos sinais de carbono no espectro de
ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN *3C), utilizando o composto 3-
azidotimidina mesilada 3.

A Figura 32 apresenta o espectro de 13C do mesilato 3, onde pode-se observar
em 164,42 ppm e 151,18 ppm os carbonos carbonilicos C-1 e C-3, respectivamente
nos deslocamentos quimico de 136,71 e 110,81 ppm, visualiza-se 0s sinais de
carbonos C-4 e C-5. Na regidao compreendida entre 84-60 ppm, mais precisamente
nos deslocamentos de 84,87; 81,34; 69,72 e 60,86 ppm pode se observar os carbonos
C-10, C-7, C11 e C-9, respectivamente, estes referem-se ao anel nucleosideo e ao
CH:2 ligado ao mesilato e em 37,75 e 12,73 ppm observa-se as metilas C-12 e C-6,
respectivamente. E por fim, no deslocamento quimico de 36,37 ppm encontra-se o

sinal referente ao carbono C-8, do anel nucleosideo.
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Figura 32. Espectro de RMN 3C do composto 3 em DMSO-ds a 100 MHz.
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Fonte: Autora

Na sequéncia, sera discutida a atribuicdo dos sinais do espectro de ressonancia
magnética nuclear do hidrogénio (RMN 'H) e carbono 13 (RMN 3C) utilizando
composto calcogeno amina 5a como exemplo.

A Figura 33 visualiza-se o espectro de RMN 'H do composto 5a, em CDClz a
400 MHz, o qual foi obtido através de reacéo de reducao e substituicdo do composto
3a com o dicalcogeneto 4a. Neste espectro é possivel observar o0s sinais
caracteristicos do dupleto em 7,43 ppm referente ao hidrogénio H-4, seguidos dos
cinco hidrogénios H-12 do anel aromético desdobrados em um multipleto entre 7,57
ppm e 7,18 ppm, mostrando que houve a substituicdo do mesilato pelo grupamento
SePh. Apds, o duplo dupleto em 6,16 ppm referente ao hidrogénio H-7; em 3,93 ppm
e 3,84 ppm pode-se observar o multipleto referentes ao hidrogénio H-10 e em 3,55
ppm e 3,48 ppm o multipleto referente ao hidrogénio H-9. Identifica-se outro multipleto
referente aos hidrogénios H-11 localizado no deslocamento quimico na faixa de 3,29

ppm e 3,24 ppm.
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Jaem 2,31 ppm e 2,13 ppm observa-se um multipleto com integral relativa para
dois hidrogénios que correspondem ao H-8 do CH: ligado aos substituinte SePh, por
fim, verifica-se a presenca de um dupleto com integral relativa a trés hidrogénios do

H-6 no deslocamento quimico de 1,82 ppm, o qual foi atribuido aos hidrogénios
pertencentes a metila da base nitrogenada.

Figura 33. Espectro de RMN 'H do composto 5a em CDCIlz a 400 MHz.
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Fonte: Autora

Apods essas atribuicdes, fica claro que ha uma diferenca no espectro de RMN
H do composto 5a e do composto 3-azidotimidina mesilada 3 principalmente em
relacdo ao aparecimento dos sinais na regido dos hidrogénios ligados ao anel
aromatico. Também néo foi observado nos espectros de RMN 'H o hidrogénio da
amina, proveniente do grupamento azida da 3-azidotimidina 1 cuja transformacéo foi
um dos principais alvos desta sintese, com excecdo do composto 5¢ que exibiu o
simpleto largo da amina no deslocamento quimico na faixa de 4.28 ppm. Isso pode

ser explicado pela diferenca de solvente utilizado no preparo da amostra da 3-
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azidotimidina mesilada 3 (DMSO-ds) e pela concentragdo da amostra do composto 5c¢
preparada com CDCls.

Na Figura 34, podemos observar os sinais de RMN 13C para o composto 5a,
em CDClz a 100 MHz, onde pode-se observar que em relacdo ao espectro de RMN
13C do composto 3, o espectro de RMN 13C para o composto 5a apresenta os sinais
referentes ao anel aromético na regido entre 132 ppm a 127 ppm e no deslocamento
quimico de 30 ppm observa-se o sinal do CH: referente aos C-11. Na regido
caracteristica para atomos de carbonos pertencentes a grupamentos alquilicos e
ligados a heteroatomos, observa-se a presenca do sinal do carbono C-9 localizado no
deslocamento quimico de 54 ppm.

Figura 34. Espectro de 13C do composto 5a em CDCls a 100 MHz.
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Fonte: Autora

Adicionalmente, foram realizados experimentos de RMN em duas dimensdes,
com a finalidade de confirmar as atribuicfes realizadas nos espectro de ressonancia
magnética nuclear do hidrogénio (RMN 'H) e carbono 13 (RMN 2C). Para isso,

experimentos de RMN-2D HSQC e COSY do composto 5a foram realizados.
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No experimento de RMN-2D COSY homonuclear *H-'H do composto 5a, séo
observadas as correlacdes entre hidrogénios pertencentes a um mesmo sistema de
spins. No espectro resultante, observa-se a formacéo de uma diagonal que representa
0 espectro em uma dimenséao, e sinais fora da diagonal sob forma de pares simétricos,
representam os sistemas de acoplamento dos hidrogénios.

No espectro COSY homonuclear *H-'H, em DMSO-ds (Figura 35), pode-se
observar sistemas de spins distintos. Em um primeiro momento, observa-se um
sistema de spins no qual apresenta relacdo entre hidrogénios ligados os anel
aromatico presentes no deslocamento entre 7,5 ppm e 7,1 ppm. Observa-se um
segundo sistemas de spins que correlaciona os hidrogénios H-7 com o H-8. Por fim,
identifica-se os acoplamentos dos hidrogénios do anel nucleosidico da regido na faixa
de 4,0-3,0 ppm e outro sistemas de spins que corresponde aos hidrogénios H-10, H-
9eoH-11.

Figura 35. Espectro de COSY-2D do composto 5a em DMSO-de.
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No espectro de RMN-2D heteronuclear HMQC (Figura 35), foram analisados
os acoplamentos carbono-hidrogénio, a distancia de uma ligacéo.

A fim de confirmar a atribuicdo realizada nos espectros de hidrogénios e
carbono-13 do composto 5a, um espectro de em duas dimensdes

Analisando as correlagbes presentes no espectro, pode-se observar as
correlagbes dos carbonos com seus respectivos hidrogénios, demonstrando as
atribuicdes anteriormente realizadas. Cabe destacar os hidrogénios H-11 presentes
no deslocamento de 3,26 ppm e os hidrogénios H-8 em 2,23 ppm que estdo

relacionados com os carbonos C-11 e C-8.

Figura 35. Espectro de HMQC-2D do composto 5a em CDCls.
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Fonte: Autora

2.4 Analise da atividade antitumoral

Os ensaios de atividades biolégicas foram realizados na Universidade Federal

de Pelotas (UFPel), no grupo de pesquisa em Oncologia Celular e Molecular — GPO,
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sob coordenacao do Prof. Dr. Tiago Collares e Prof. Dr. Fabiana Seixas. Todos os
compostos inéditos sintetizados neste trabalho foram testados para avaliar sua
atividade biolégica. O composto que apresentou atividade antitumoral para -5637-
(células de carcinoma de bexiga humano) foi composto 5’-Teluro-(fenil)-3-(amino)-
timidina 5m.Observa-se que os derivados 5a, 5b, 5c¢, 5d (Figura 36), 5e, 5f, 5g, 5h e
5i (Figura 36), os quais contém em sua estrutura moléculas de enxofre (S) e selénio
(Se), ndo demonstraram toxicidade em comparacdo com o derivado 5m (Figura 37).
O composto 5m foi exposto a concentracdes de 0,78 a 100 uM, também nos tempos
24 he48h.

Figura 36. Porcentagem de inibicdo do crescimento celular de 5637 apds o
tratamento com doses de 6,25 a 100 uM dos derivados 5a, 5b, 5¢ e 5d por 48 h.
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Figura 37. Porcentagem de inibicdo do crescimento celular de 5637 apds o
tratamento com doses de 6,25 a 100 uM dos derivados 5e, 5f, 5g, 5h e 5i em 48h.
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Fonte: Autora

Como o composto 5m demonstrou ser interessante, este foi investigado mais
detalhadamente tendo seu potencial de citotoxicidade avaliado em doses mais baixas
de 0,78 uM e no tempo de 24 h de exposicéo.

Na figura 38, a porcentagem de inibicdo do crescimento de células da linhagem
5637 avaliada pelo ensaio de redugcdo da microcultura de tetrazolio-MTT- (3-(4,5-
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dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio) representado na figura 39. Na figura
correspondente A, as células 5637 tratadas com o derivado de AZT 5m nas
concentracfes de 0,78; 1,6; 3,12; 6,25 e 12,5 uM nos tempos de 24 e 48 h, jaem B
células 5637 tratadas com o AZT convencional nas concentracdes de 1,6; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50; 100 e 200 uM durante 24, 48 e 72 h. Letras maiusculas representam as
diferencas entre os tempos analisados e as letras minusculas representam as

diferencas entre as concentracdes. Dados apresentados como média £ SEM.

Figura 38. Porcentagem de inibicdo do crescimento de células da linhagem
5637 avaliada pelo ensaio de reducédo do MTT.
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Figura 39. Estrutura do MTT utilizado para testes de toxicidade.
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Doses mais baixas de 5m foram necessarias para inibir a proliferacdo de
células de carcinoma de bexiga, com um valor de inibicdo do crescimento (ICso) de
6,61 UM em 24 h de tratamento (Tabela 3). Este resultado demonstra que somente o
derivado de AZT contendo uma molécula de telurio (Te) em sua estrutura demonstrou
toxicidade na linhagem celular avaliada.

Tabela 3. Valores de ICso para AZT e seu derivado 148 em células tumorais de

bexiga?.

ICs0 (M) 24 h 48 h
AZT 128,82 + 1,43 -
5m 6,61 + 2,02 7,94 +1,92

Fonte: Autora
aOs valores que inibem 50% do crescimento (ICso) foram determinados a partir dos dados obtidos do

ensaio de viabilidade celular (MTT) em triplicata independente. Dados apresentados como ICso + SEM.

2.5 Andlise de Atividade Antioxidante e Toxicidade Celular

2.5.1 Anédlise de Atividade Antioxidante

Os ensaios de atividades bioldgicas foram realizados na Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), no grupo de pesquisa em Bioquimica Toxicologica, sob

coordenacao do Prof. Dr. Jo&o Batista Teixeira da Rocha.
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O potencial antioxidante dos compostos derivados da 3-azidotimidina 1 foram
investigados em trés sistemas: inibicdo da oxidacao da fosfatidilcolina induzida por
ferro (producdo de TBARS),%” o trapeamento do radical livre 2,2-difenilpicrilhidrazil
(DPPH)%® e atividade mimética da tiol peroxidase®. Dos dez compostos testados,
somente o 5m exibiu um efeito inibitério contra a oxidacao da fosfatidilcolina induzida
por Fe(ll) (Figura 40). O composto 5m foi mais eficiente do que o disseleneto de
difenila e apresentou efeito similar ao a-tocoferol (controles positivos).

Em seguida realizamos uma curva de concentracao inibitéria para o composto
5m (Figura 41). O célculo do ICso para a inibicdo da peroxidacgéo lipidica foi 4,67 +
0.33 pM (5m), 35,3 £ 3,48 pM (a-tocoferol) e 232,7 + 15,38 pM (disseleneto de
difenila). Os valores de ICso do composto 5m foram significativamente menores do
gue os encontrados para o disseleneto de difenila e similar ao obtido para o a-tocoferol

(p < 0,05 para ambas as comparacoes).

Figura 40. Efeito dos compostos derivados da azidotimidina (200 puM) na
inibicdo da peroxidacéo lipidica induzida pelo ferro. O disseleneto de difenila (PhSe)2
e o0 a-tocoferol (200 uM) foram utilizados como controles positivo; a # DMSO; b #

(PhSe)2; ¢ # a-tocopherol.
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Figura 41. Curva de concentracdo inibitéria da peroxidacéo lipidica pelo
composto 5m, (PhSe):z e a-tocoferol. Os resultados foram expressos como média +
E.P.M. de trés determinacdes. * # 0 uM. Os dados foram analisados utilizando o
método ANOVA (analise estatistica) de uma (A) e duas (B) vias seguido do teste post-

hoc de Newman-Keuls (p < 0,05).
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Quanto ao trapeamento do radical colorimétrico (DPPH) 2,2-difenilpicrilhidrazil,
1,1-di(feil) - (2,4,6-trinitrofenil) hidrazila — IUPAC- pelos compostos derivados da 3-
azidotimidina 1, somente o composto 5m foi eficaz na concentracdo de 1 mM (Figura
42). Desta maneira foram realizadas curvas de concentragao inibitéria dependente do
tempo para este composto (Figura 44). O composto 5m liga-se a 50% do radical DPPH
(Figura 43), depois de, aproximadamente, 38,7 + 8,9 min (1 mM), 77,3 £ 10,3 min (0,5
mM), 104,7 + 10,0 min (0,25 mM) e >180 min (0,1 mM). A atividade de todos os
compostos derivados da 3- azidotimidina 1 foi menor que o controle positivo BHT, o
qual liga-se a 50% do radical DPPH em aproximadamente 22 min na concentracao de
0,5 mM.
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Figura 42. Atividade de trapeamento do radical DPPH pelos compostos
derivados da 3-azidotimidina 1 (1 mM) ap6s 90 minutos de incubacéo; a # DMSO. O
butil hidroxitolueno, 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol-lupAc (BHT, 0,5 mM) foi

utilizado como controle positivo.
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Figura 43. Estrutura do DPPH, 2,2-difenilpicrilhidrazil.
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Figura 44. Curvas de concentracdo inibitéria dependente do tempo do

composto 5m no teste de atividade de trapeamento do radical DPPH. Os resultados

foram expressos como média + E.P.M. de trés determinacdes; # 0 minuto. Os dados

foram analisados utilizando ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de

Newman-Keuls (p < 0,05).
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Adicionalmente foi realizado o teste da atividade mimética da tiol peroxidase

dos compostos (Figura 45). Esta metodologia pode indicar a eficacia dos compostos

derivados da azidotimidina em mimetizar a enzima antioxidante glutationa peroxidase

(GPx). A Figura 42 mostra que os compostos 5a, 5b, 5f, 5g, 5i e 5m decompdem o

peréxido de hidrogénio mais eficientemente que o controle (DMSO).
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Figura 45. Atividade mimética da tiol peroxidase dos compostos derivados da
azidotimidina (450 uM). O disseleneto de difenila ((PhSe)2) foi utilizado como controle
positivo. Os resultados foram expressos como meédia + E.P.M. de trés determinacgdes;

a # DMSO. Os dados foram analisados utilizando o teste t de Student (p < 0,05).
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2.5.2 Toxicidade Celular

A viabilidade celular®® do composto 5m foi analisada conforme mostrado na
Figura 46. Os leucécitos humanos incubados com t-butil hidroperéxido (controle
positivo) causaram uma diminuicdo na viabilidade celular (aproximadamente 40%)
guando comparada ao controle (DMSO). Entretanto, quando os leucécitos foram
incubados com o composto 5m (100 pM), nenhuma alteracdo foi observada
demonstrando que o composto ndo apresentou toxicidades nas células tratadas. O T-
butil hidroperdxido (1 mM) foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram
expressos como media + E.P.M. de trés determinagfes. * # DMSO. Os dados foram
analisados utilizando ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Newman-—
Keuls (p < 0,0001).
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Figura 46: Viabilidade celular de leucocitos humanos apdés tratamento com o
composto 5m.

Viabilidade celular (%)

Fonte: Autora
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3. CONSIDERAGCOES FINAIS, CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Considerando os objetivos que foram pretendidos neste trabalho e analisando os
resultados obtidos, pode-se fazer algumas consideragdes importantes.

Concluiu-se que uma classe inédita de 5’-arilcalcogenil-3-animo-timidina (5a-m)
foi sintetizada utilizando-se de uma metodologia simples e que mostrou-se eficiente para
duas transformac¢des em uma Unica etapa de rea¢do, com rendimentos que variaram na
faixa de 20 a 82%.

Do ponto de vista sintético, estes produtos foram obtidos através de uma reacéo
de reducdo de azida para as aminas propostas, juntamente com a insercdo de
organocalcogénios na 3-azidovudina mesilada 3, empregando 0 mesmo reagente para
ambas transformagoes.

Como pretendido inicialmente, estes compostos foram submetidos a analises
guanto atividade antioxidante, antitumoral e viabilidade celular. Os compostos analisados
nao demonstraram toxicidade, o que mostrou-se interessante para as aplicacbes
medicinais e farmacoldgicas. Adicionalmente o composto 5m destacou-se por
apresentaram atividade antioxidante e antitumoral para carcinoma de bexiga humanao.

Outros testes de atividade bioldgica estdo sendo realizados com estes e demais
compostos deste trabalho.

Por fim, os resultados obtidos nesta dissertacao resultaram na sintese de uma
série de moléculas inéditas que uniram em uma Unica estrutura duas classes de
compostos com diferentes propriedades biologicas interessantes e conhecidas na
literatura. Todos os estudo que deram origem a este documento ja foram finalizados

e submetido a um importante periédico de nivel internacional.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e Métodos

Este capitulo trata dos procedimentos experimentais para a sintese dos
compostos apresentados neste trabalho.

Os espectros de RMN 'H e RMN 13C foram obtidos em espectrémetros Bruker
Avance 11l 400, que operam na frequéncia de 200 MHz e 400 MHz para hidrogénio, e
50 MHz e 100 MHz para carbono, Bruker Avance IIl 600, que operam na frequéncia
de 600 MHz para hidrogénio, e 150 MHz para carbono (Departamento de Quimica -
UFSM). Os deslocamentos quimicos () estdo relacionados em partes por milhdo
(ppm) em relagédo ao tetrametilsilano (TMS — MesSi. & = 0 ppm) utilizado como padrao
interno para os espectros de RMN 'H e CDCIs para espectros de RMN 3C. As
amostras foram preparadas e, tubos de 5 mm de diametro e os dados adquiridos a
temperatura ambiente na faixa de 294 K. Entre parametros consta a multiplicidade (s
= simpleto, sl = simpleto largo, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, m =
multipleto), os hidrogénios calculados a partir da integral relativa e a constante de

acoplamento (J) expressa em Hertz.

4.1.1 Ponto de Fuséo

Os valores de ponto de fusdo dos compostos sélidos foram determinados em
aparelho digital do ponto de fusdo Micro Quimica MQAPF-302 no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

4.1.2 Rota Evaporadores

Para remocao dos solventes dos solu¢des orgéanicas, foram utilizados:

- Rota-evaporador Heidolph VV 2000;

-Rota-evaporador Ika RV 10 digital,

- Linha de vacuo equipada com bomba de alto-vacuo Vaccumbrand modelo RD
4, 4,3 m3/h.
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4.1.3 Reagentes e Solventes

Os solventes foram purificados e secos antes de serem utilizados, conforme
técnicas usuais®®. Os demais reagentes empregados foram obtidos de fontes
comerciais e utilizados sem prévia purificagdo com excec¢do d 3-azidotimidina, que foi
adquirido junto ao Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), na forma de

capsulas que apoés abertas foram submetidas a extracdo com acetato de etila.

4.1.4 Cromatografia em coluna (CC)

A maioria das substancias sintetizadas foram purificadas por cromatografia em
coluna, o material usado foi coluna de vidro, silica gel (230-400 mesh — Merck) e, como

eluentes, um solvente ou mistura de solventes adequados.

4.1.5 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A técnica de cromatografia em camada delgada do tipo ascendente foi
realizada em placas comerciais da Merck Silica Gel GF2s4 e utilizadas para
acompanhar as reacdes e avaliar o grau de pureza dos produtos.

A identificacdo dos compostos sucedeu-se através do método de revelagao por

irradiacdo luz UV (A = 254 nm) e solucédo de vanilina &cida.

4.1.6 Espectroscopia de Massas de Alta Resolucao

Os espectros de massas de alta resolucédo foram obtidos a partir do aparelho
XEVO-G-2QT, operando em modo ESI+ (lonizagdo por Eletrospray positivo). A
introducdo da amostra foi realizada por infusdo em solucdo de acetonitrila:agua
contendo 0,1% de &cido formico. Os experimentos foram realizados pelo Laboratério
de Andlises Quimicas Industriais e Ambientais (LAQIA) na Universidade Federal de

Santa Maria.

92



4.1.7 Analise dos dados para Avaliacdo Biolégica (Antitumoral)

A analise dos dados e os gréficos foram realizados no software GraphPad
Prism 6.0. Os conjuntos de dados a partir de MTT foram analisados utilizando two-
way ANOVA seguido por teste Tukey para mdultiplas comparacbes. Os fatores
considerados foram as diferentes concentragbes e tempos utilizados durante os

tratamentos. Significancia de p< 0,05 foi considerada em todas as analises.

4.1.8 Analise de dados das Atividades Antioxidantes e Toxicoldgico

Os experimentos foram repetidos trés vezes. Os dados foram analisados
usando ANOVA de uma ou duas vias seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls ou
pelo teste t de Student quando apropriado. As diferencas foram consideradas
significativas quando o p < 0,05. Os resultados foram analisados pelo software
GraphPad v. 6 para Windows.

Os experimentos foram repetidos trés vezes. Os dados foram analisados
usando ANOVA de uma seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. A diferenca foi
considerada significativa quando o p < 0,0001. Os resultados foram analisados pelo

software GraphPad v. 6 para Windows.

4.2 Procedimentos Experimentais

4.2.1 Procedimento geral para sintese do mesilato derivado da 3-

azidotimidina

Em um baléo reacional de 100 mL de duas bocas, sob argdnio, previamente
flambado e sob agitacdo magnética, adicionou-se 1 mmol da 3-azidotimidina
solubilizado em 7 mL de tetrahidrofurano (THF). Em seguida resfriou-se o sistema
reacional a 0°C e adicionou-se 1,5 mmols de trietilamina. Ap6s 10 minutos, ainda a
0°C, gotejou-se a esta mistura 1,1 mmols de cloreto de mesila diluido em 3 mL de
THF. Entdo, o banho de gelo foi removido e o sistema permaneceu sob agitacao por
um tempo reacional de 2 horas a temperatura ambiente. Apés este periodo evaporou-

se o0 solvente e o produto bruto resultante foi neutralizado com bicabornato de sédio
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(NaHCOs3) e extraido com diclorometano (3 x 10 mL). As fracBes organicas foram
reunidas e lavadas uma vez com cloreto de sédio (NaCl) e em seguida foram secas
com sulfato de magnésio (MgSOQa), filtradas e o solvente foi removido por evaporador
rotatério. O solido branco resultante foi seco por 2 horas em uma bomba de alto vacuo
fornecendo o produto com rendimento de 92%.

Com o derivado mesilato previamente preparado, partiu-se para as reagoes de

obtencgao dos 5’-arilcalcogenil-3-amino-timidina.

4.2.2 Procedimento geral para a sintese 5’-arilcalcogenil-3-amino-timidina

5a-m derivados da 3-azidotimidina

Em um baldo reacional de duas bocas de 50 mL, munido de condensador de
refluxo, previamente flambado e sob argonio, adicionou-se 0,5 mmol do dicalcogeneto
de diarila correspondente, 4 mL de THF e borohidreto de sodio (5 equivalentes,
0,185g). Subsequentemente, foi adicionado 3 mL de etanol a reacdo e observado o
desaparecimento da cor. Apés 30 minutos, foi adicionado lentamente a esta mistura
reacional uma solucdo de 1 mmol (0,345g) do mesilato 3 dissolvido em 3 mL de THF
e deixou-se o sistema reagir por 24 horas sob refluxo.

Decorrido deste periodo, evaporou-se o solvente e dissolveu-se o produto bruto
em acetato de etila e, a esta solugéo, adicionou-se uma solugéao saturada de cloreto
de amonio (NH4Cl). Extraiu-se a fase aquosa com acetato de etila (3 x 30 mL) e as
fracGes organicas foram reunidas, secas com sulfato de magnésio (MgSOQa), filtradas
e evaporadas, fornecendo os produtos brutos.®” Os respectivos compostos foram
purificados em coluna cromatografica utilizando silica gel 230-400 mesh e eluida com
uma mistura adequada de diclorometano-alcool etilico (95:5, 90:10, 70:30)
respectivamente, obtendo como produto os compostos 5a-m. Os produtos foram
secos em bomba de alto vacuo por 3 horas sob banho de 4gua a 60°C. Todas as
reacdes foram acompanhadas por Cromatografia de Camada Delgada (CCD). Os
produtos foram obtidos com rendimentos que variaram de 20% a 82%.
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(5a) 5’-Seleno-(fenil)-3-(amino)-timidina

Rendimento: 78%

o)
NH - - -
| A Caracteristicas fisicas: Solido amarelo.
Se N O
W

Ponto de fusdo: 132-134°C

NH,

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,54 — 7,52 (m, 2H); 7,34 (s, 1H); 7,27 — 7,22 (m,
3H); 6,16 (dd, J' = 7,2, J? =5,6 Hz, 1H); 3,93 — 3,84 (m, 1H); 3,55 — 3,48 (m, 1H); 3,27
- 3,25 (m, 2H); 2,31 - 2,16 (m, 2H); 1,85 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 163,71, 150,34; 135,56; 132,35; 129,93; 129,27;
127,24; 110,89; 85,70; 84,40; 54,89; 41,44; 30,25; 12,35.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para CisHi19N3Os3Se [M+H] *: 382,0670.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 382,0688.

(5b) 5’-Sulfeto-(4-metoxi-fenil)-3-(amino)-timidina

Meo@ \kaH Rendimento: 60%
s N/l%o Caracteristicas fisicas: Sélido rosa claro.

Ponto de fusédo: 133-136°C

NH,

RMN *H (CDClz, 400 MHz), & (ppm): 7,42 — 7,38 (m, 2H); 7,37 (s, 1H); 6,87 — 6,83 (m,
2H); 6,16 (dd, J'= 6,4, J2 = 5,2 Hz, 1H); 3,84 — 3,79 (m, 4H); 3,57 — 3,52 (m, 1H); 3,20
- 3,18 (m, 2H); 2,26 — 2,16 (m, 2H); 1,88 (s, 3H).

RMN %2C (CDCIls, 100 MHz), & (ppm): 164,07; 158,86; 150,43; 135,40; 132,50; 125,70;
114,59; 110,54, 85,07; 84,23; 55,08; 53,88; 40,74, 38,23; 12,17.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci7H21N304S [M+H] *: 364,1331.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 364,1349.

95



(5¢) 5’-Sulfeto-(4-cloro-fenil)-3-(amino)-timidina

Cl ny | Rendimento: 20%
\©\ | /1% Caracteristicas fisicas: Solido amarelo.
S N~ ~0
:o: Ponto de fusao: 133-136°C
NH,

RMN !H (CDClIs, 400 MHz), & (ppm): 7,35 — 7,30 (m, 2H); 7,27 (m, 1H); 7,26 — 7,22
(m, 2H); 6,17 (dd, J* = 6,8, J> = 5,2 Hz, 1H); 4,28 (sl, 2H); 3,90 — 3,86 (m, 1H); 3,60 —
3,55 (m, 1H); 3,34 — 3,24 (m, 2H); 2,32 — 2,18 (m, 2H); 1,83 (s, 3H).

RMN %3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 163,93; 150,46; 135,49; 134,34; 132,42; 130,42;
129,13; 110,94, 84,84, 84,48; 54,04; 41,05; 36,55; 12,35.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para CisHisCIN3O3S [M+H] *: 368,0835.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 368,0828.

(5d) 5’-Sulfeto-(4-metil-fenil)-3-(amino)-timidina

0
\kaH Rendimento: 47%
\©\s Nko Caracteristicas fisicas: Solido laranja escuro.
0 Ponto de fus&o: 150-152°C
NH,

RMN H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,36 (s, 1H); 7,32 — 7,29 (m, 2H); 7,11 — 7,09 (m,
2H); 6,17 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 3,88 — 3,87 (m, 1H); 3,60 — 3,55 (m, 1H); 3,31 — 3,22 (m,
2H); 2,31 (s, 3H); 2,28 — 2,21 (m, 2H); 1,85 (s, 3H).

RMN 13C (DMSO-des, 100 MHz), & (ppm): 163,54; 150,24; 135,97; 135,23; 132,44;
129,48; 128,66; 109,42; 84,76; 83,35; 54,23; 35,79; 20,30, 11,88.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci7H21N3O3S [M+H] *: 348,1382.
Encontrado (experimental) [M + H] *: 348,1376.
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(5e) 5’-Sulfeto-(fenil)-3-(amino)-timidina

o]
\kaH Rendimento: 82%
|
s N/§O Caracteristicas fisicas: Sdlido laranja claro.
o Ponto de fus&o: 140-143°C
NH,

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,41 — 7,38 (m, 2H); 7,34 (s, 1H); 7,31 - 7,29 (m,
2H); 7,21 - 7,17 (m, 1H); 6,20 (dd, J* = 6,8, J>=5,2 Hz, 1H); 3,92 — 3,87 (m, 1H); 3,61
- 3,56 (m, 1H); 3,33 (d, J = 5,0 Hz, 2H); 2,30 — 2,19 (m, 2H); 1,82 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 163,94; 150,38; 135,59; 135,53; 129,09; 128,92;
126,41; 110,88, 84,95; 84,26; 53,92; 41,18; 36,13; 12,47.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para CisHi19N3Os3S [M+H] *: 334,1225.
Encontrado (experimental) [M + H] *: 334,1240.

(5f) 5’-Seleno-(2-metil-fenil)-3-(amino)-timidina

0
\kaH Rendimento: 70%
©\/s | NAO Caracteristicas fisicas: Sdlido laranja escuro.
e
o) Ponto de fusédo: 82-85°C
NH,

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,35 (s, 1H); 7,20 — 7,15 (m, 2H); 7,14 — 7,08 (m,
2H); 6,18 (dd, J* = 6,4, J2 = 5,6 Hz, 1H); 3,95 — 3,90 (m, 1H); 3,57 — 3,52 (m, 1H); 3,26
- 3,24 (m, 2H); 2,43 (s, 3H); 2,28 — 2,23 (m, 2H), 1,84 (s, 3H).

RMN 3C (CDCIl3, 100 MHz), & (ppm): 163,97; 150,46; 135,72; 135,52; 135,11, 129,03;
129,01; 126,36; 115,00; 110,84, 84,96; 84,39; 53,96; 41,00; 36,28; 31,29; 12,34.
EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci7H21N303Se [M+H] *: 396,0826.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 396,0826.
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(59) 5’-Seleno-(4-metoxi-fenil)-3-(amino)-timidina

o)
MeO \EJ\NH Rendimento: 72%
e | N/§O Caracteristicas fisicas: Solido amarelo claro.
0] Ponto de fusdo: 124-127°C
NH,

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,51 — 7,47 (m, 2H); 7,37 (s, 1H); 6,83 — 6,79 (m,
2H); 6,17 (dd, J* = 6,8, J> = 5,6 Hz, 1H); 3,87 — 3,82 (m, 1H); 3,78 (s, 3H); 3,51 — 3,46
(m, 1H); 3,17 (d, J = 5,6 Hz, 2H); 2,29 — 2,17 (m, 2H); 1,87 (s, 3H).

RMN %3C (CDCIls, 100 MHz), & (ppm): 164,08; 159,36; 150,45; 135,49; 135,06; 119,43;
114,91; 110,74, 85,58; 84,13; 55,16; 54,66; 41,08, 31,21; 12,38.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci7H21N304Se [M+H] *: 412,0775.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 412,0765.

(5h) 5’-Seleno-(4-cloro-fenil)-3-(amino)-timidina

0
Cl NH | Rendimento: 68%
| o o
e Nko Caracteristicas fisicas: Sélido amarelo claro.
o} Ponto de fusédo: 144-146°C
NH,

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,48 — 7,45 (m, 2H); 7,30 (s, 1H); 7,26 — 7,22 (m,
2H); 6,17 (dd, J1=6,8, J2 = 5,2 Hz, 1H); 3,87 — 3,83 (m, 1H); 3,52 — 3,47 (m, 1H); 3,31
—-3,21 (m, 2H); 2,32 — 2,16 (m, 2H); 1,87 (s, 3H).

RMN 13C (CDCIls, 100 MHz), & (ppm): 163,56; 150,18; 135,53; 133,71; 133,61; 129,45;
128,01; 110,99; 85,47, 84,33; 54,89; 41,56; 30,54; 12,47.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci6Hi1sCIN3O3Se [M+H] *: 416,0280.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 416,0273.
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(51) 5’-Seleno-(4-metil-fenil)-3-(amino)-timidina

O
\©\ \kaH Rendimento: 40%
Se N/go Caracteristicas fisicas: Solido amarelo claro.
O Ponto de fus&o: 146-149°C
NH,

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,45 — 7,42 (m, 2H); 7,37 (s, 1H); 7,10 — 7,06 (m,
2H); 6,17 (dd, J* = 6,8, J> =5,2 Hz, 1H); 3,88 — 3,84 (m, 1H); 3,52 — 3,47 (m, 1H); 3,24
—3,20 (m, 2H); 2,31 (s, 3H); 2,28 — 2,16 (m, 2H); 1,87 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 163,83; 150,34; 137,45; 135,60; 132,81, 130,13;
125,92; 110,89; 85,74, 84,28; 54,79; 41,45; 30,52; 21,02; 12,45.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci7H2:N3Os3Se [M+H] *: 396,0826.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 396,0826.

(5j) 5°-Seleno-(2-cloro-fenil)-3-(amino)-timidina

0
\kaH Rendimento: 62%
Se N/&O Caracteristicas fisicas: Solido laranja escuro.
o 0 Ponto de fus&o: 92-95°C
NH,

RMN H (CDCIs, 400 MHz), & (ppm): 7,51 — 7,48 (m, 1H); 7,36 (s, 1H); 7,34 (s, 1H);
7,32 — 7,31 (m, 2H); 6,20 (dd, J* = 7,2, J2 = 5,6 Hz, 1H); 3,97 — 3,93 (m, 1H); 3,59 —
3,54 (m, 1H); 3,38 — 3,28 (m, 2H); 2,3 3— 2,19 (m, 2H); 1,82 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 163,97; 150,47; 135,57; 134,91; 131,22; 130,56;
129,53; 127,69; 127,35; 110,96; 85,00; 84,12; 54,69; 41,13; 28,72; 12,29.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para Ci1sH18CIN3O3Se [M+H] *: 416,0280.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 416,0273.
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(5k) 5’-Seleno-(4-fluor-fenil)-3-(amino)-timidina

F \ﬁNH Rendimento: 62%
e N/go Caracteristicas fisicas: Solido laranja escuro.

EO: Ponto de fusdo: 94-97°C

RMN *H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 7,56 — 7,50 (m, 2H); 7,32 (s, 1H); 7,00 — 6,94 (m,
2H); 6,18 (dd, J* = 6,8, J? = 5,2 Hz, 1H); 3,90 — 3,85 (m, 1H); 3,54 — 3,49 (m, 1H); 3,27
-3,18 (m, 2H); 2,3 — 2,19 (m, 2H); 1,87 (s, 3H).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 163,84; 150,38; 135,57; 135,04; 134,96, 116,59;
116,38; 111,00; 85,45; 84,37; 54,88; 41,29; 31,12; 12,47.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para CieHi9FN3O3Se [M+H] *: 400,0576.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 400,0573.

(81) 5’-Seleno-(naftil)-3-(amino)-timidina

0
‘ " Rendimento: 42%
O | /& Caracteristicas fisicas: Solido bege.
Se N @) ~
0 Ponto de fusédo: 27-30°C

NH,
RMN !H (CDCls, 400 MHz), & (ppm): 8,37 — 8,34 (m, 1H); 7,85 — 7,78 (m, 3H); 7,58 —
7,48 (m, 2H); 7,37 — 7,34 (m, 1H); 7,30 (s, 1H); 6,15 (dd, J* = 6,4, J2 = 5,6 Hz, 1H);
3,90 — 3,86 (m, 1H); 3,54 — 3,49 (m, 1H); 3,32 — 3,23 (m, 2H); 2,27 — 2,15 (M, 2H);
1,80 (s, 3H).

RMN %3C (CDCls, 100 MHz), & (ppm): 164,05; 150,43; 135,37; 133,80; 133,67;
131,81; 128,83; 128,58; 128,34, 126,88; 126,63; 126,14; 125,65; 110,68; 85,37,
84,13; 54,68, 40,72; 30,19; 12,25.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para C20H21N303Se [M+H] *: 432,0826.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 432,0826.
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(5m) 5’-Teluro-(fenil)-3-(amino)-timidina

o)
NH | Rendimento: 48%
| L o
Te N/J%O Caracteristicas fisicas: Solido bege.
O Ponto de fus&o: 199°C (decompde)
NH,

RMN H (CDCI3 e CD30D, 400 MHz), & (ppm): 7,78 — 7,75 (m, 2H); 7,45 (s, 1H); 7,31
- 7,18 (m, 3H); 6,20 — 6,14 (m, 1H); 3,92 — 3,87 (m, 1H); 3,46 — 3,24 (m, 3H); 2,38 —
2,20 (m, 2H); 1,87 (s, 3H).

RMN 13C (CDCI3 e CDs30OD, 100 MHz), & (ppm): 164,35; 150,30; 137,42; 135,9;
128,77; 127,27; 111,18; 110,29; 85,50; 83,49; 55,43; 40,01; 11,40; 10,86.

EMAR (TOF MS ESI+): m/z calculado para CisHi9N3OsTe [M+H] *: 432,0567.
Encontrado (experimental) [M+H] *: 432,0572.

4.3 Preparo das solucdes para avaliacdo bioldgica (antitumoral)

Os compostos foram previamente diluidos em DMSO e adicionados ao meio
suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino), (concentracdo de DMSO néo é
superior a 0,5%). Nos pocos controles, 200 puL poco? de DMEM/SFB foram
adicionados, e nos pocos para controle do veiculo, DMSO foram adicionados em
200pL poco? de DMEM/SFB com uma concentracdo de DMSO correspondente a

utilizada na diluicdo da concentracéo estoque (méae) das substancias testadas.

4.3.1 Cultivo Celular e Ensaio de Proliferacao

Células da linhagem 5637 (carcinoma superficial de bexiga) foram adquiridas a
partir do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ) e foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium), suplementado com 10% de soro feral
bovino, bicarbonato de sodio, antibidtico e antimicético e incubadas a 37 °C com 5%
de COq. Ensaios de viabilidade celular foram realizados por semeadura de 2x104
células por pogo em um volume de 100 uL em placas de 96 pogos. As células foram

tratadas com os farmacos durante 24 h e 48 h, em seguida, foi adicionado 180 uL
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poco! de DMEM/SFB e 20 uL de MTT (5mg de MTT/mL da solucéo) foi adicionado
em cada poc¢o e mantidas em incubadora por 3 horas a 37°C. Entdo o meio contendo
MTT foi aspirado e 100 pL poco* de DMSO foi adicionado. Subsequentemente, a
absorbancia a 492 nm foi medida usando um espectrofotdmetro (Thermo Plate TP-
Reader). O percentual de proliferacdo (%) foi calculado através da formula: [1-
(Absorbancia média das células tratadas/Absorbancia média do controle)] x 100.
Células em fase logaritmica de crescimento foram utilizadas em todos os

experimentos.

4.4 Metodologia de Analise Antioxidante

4.4.1 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

Nesta analise, foi utilizado o método proposto por Ohkawa, Ohishi and
Yagi (1979). A fosfatidilcolina (0,4 mg) foi incubada durante 30 min em 37 °C com
sulfato de ferro (55 pM) e tampé&o Tris-HCI pH 7,4 (1,85 mM) a fim de induzir a
peroxidacao lipidica. Os compostos derivados da azidotimidina foram testados com o
objetivo de inibir a peroxidacéo lipidica na concentracéo final de 0-200 uM. O DMSO
foi utilizado como veiculo. A incubacdo com fosfatidilcolina, tampé&o e agua destilada
foi utilizada como branco. Em seguida, foi adicionado tampéo &cido acético pH 3,4 e
acido tiobarbitarico (0,22%). As amostras foram, entéo, incubadas durante uma hora
a 100 °C. Posteriormente, as amostras foram resfriadas, adicionadou-se 400 uL de N-
butanol, os tubos foram agitados por 30 segundos e centrifugados durante 10 minutos
a 6000 rpm. O sobrenadante foi lido a 532 nm. O MDA ( malonaldeido) foi utilizado
como padrdo. O disseleneto de difenila (0-400 uM) e o a-tocoferol (0-200 uM) foram

utilizados como controle positivo.

4.4.2 Ensaio de trapeamento do radical (DPPH)
Foi utilizado o método proposto por Pereira et al (2014). Um milimolar dos

compostos derivados da azidotimidina foram misturados com 0,3 mM de DPPH em

etanol. Para a curva de concentracao, foi utilizado 0-1 mM (concentracao final) do
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composto. A absorbéancia foi lida em 518 nm durante 180 minutos com intervalo de

30 min. O BHT foi utilizado como controle positivo.

4.4.3 Atividade Mimética da Tiol Peroxidase (GPx)

Foi utilizado o método proposto por Iwaoka e Tomoda (1994) com algumas
modificacdes. O benzenotiol foi utilizado como uma alternativa a enzima glutationa
peroxidase. O sistema de incubacdo consistiu em: etanol, benzenotiol (2,5 mM),
DMSO (branco) ou compostos (concentracdo final de 450 uM) e peroxido de

hidrogénio (2,3 mM). A reacao foi monitorada a 305 nm durante 20 minutos.

4.2 Metodologia de Andlise Toxicologica

4.2.1 Viabilidade celular

A preparacao das amostras e a viabilidade celular foram realizadas utilizando-
se a metodologia previamente descrita na literatura (Bueno et al., 2013; Waczuk et al.,
2015). O sangue venoso heparinizado foi obtido de doadores voluntarios saudaveis
do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), Santa Maria, Brasil (idade entre 25-
52 anos). O protocolo utilizado neste estudo foi aprovado no Comité de Etica da UFSM
(n. 089.0.243.000-07).

Os leucocitos isolados (2 x 106 /mL1) foram incubados durante trés horas com
DMSO (0,5%), 1 mM de t-butil hidroperoxido (controle positivo) ou o composto

indicado em uma solucéo de tampao de Hank’s contendo 10% de plasma humano.
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6. ESPECTROS DE RMN SELECIONADOS

Figura 47. Espectro de RMN *H do composto 5a em CDCls a 400 MHz
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Figura 48. Espectro de RMN *3C do composto 5a em CDClza 100 MHz.
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Figura 49. Espectro de RMN 'H do composto 5b em CDClIs a 400 MHz.
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Figura 51. Espectro de RMN 'H do composto 5¢c em CDCls a 400 MHz.
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Figura 53. Espectro de RMN ' H do composto 5d em CDCls a 400 MHz.
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Figura 55. Espectro de RMN ' H do composto 5e em CDCls a 400 MHz.
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Figura 56. Espectro de RMN 3C do composto 5e em CDClz a 100 MHz.
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Figura 57. Espectro de RMN ' H do composto 5f em CDCls a 400 MHz.
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Figura 58. Espectro de RMN 2 C do composto 5f em CDCl3 a 100 MHz.
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Figura 59. Espectro de RMN ' H do composto 5g em CDCIs a 400 MHz.
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Figura 60. Espectro de RMN 12 C do composto 5g em CDClz a 100 MHz.
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Figura 61. Espectro de RMN ' H do composto 5h em CDCls a 400 MHz.
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Figura 62. Espectro de RMN 2 C do composto 5h em CDClz a 100 MHz
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Figura 63. Espectro de RMN ' H do composto 5i em CDCls a 400 MHz.
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Figura 64. Espectro de RMN 13 C do composto 5i em CDCls a 100 MHz.
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Figura 65. Espectro de RMN ' H do composto 5j em CDClz a 400 MHz.
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Figura 66. Espectro de RMN 2 C do composto 5j em CDCls a 100 MHz.
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Figura 67. Espectro de RMN ' H do composto 5k em CDCls a 400 MHz.
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Figura 68. Espectro de RMN 13 C do composto 5k em CDClz a 100 MHz.
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Figura 69. Espectro de RMN ' H do composto 51 em CDClz a 400 MHz.
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Figura 70. Espectro de RMN 3 C do composto 5| em CDClz a 100 MHz.
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Figura 71. Espectro de RMN *H do composto 5m em CDClz e CD30D a 400 MHz.
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Figura 72. Espectro de RMN *3C do composto 5m em CDCls e CD3OD a 100 MHz.
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Capitulo 7

Espectros de EMAR Selecionados







7. ESPECTROS DE EMAR SELECIONADOS

Figura 73. Espectro de EMAR do composto 5a (Massa calculada *H: 382,0670).

STR 144 COR 2 33 (0.758) Cm (8:48)

1: TOF M3 ES+

100+ 322.0688 7.28e5
o 256 0226
Q. Ot
Se N/go
kiﬂ
NH,
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230.0080
176.0034 258.0253 379.0695| 384-0857
3011400
228.0093
141.9581 341.3040
130.007 4040457 4451209 467 1003
127.050 278.0930 536.1644
o+ miz
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Figura 74. Espectro de EMAR do composto 5b (Massa calculada *H: 364,1331).

STR 145 2101 47 (0. 812) Cm (4:57) TOF MS ES+
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Figura 75. Espectro de EMAR do composto 5¢ (Massa calculada *H: 368,0835).

s7r 146 cor 24 (0.482) Cm (17:456) 1: TOF MS ES+
363.0828 291e7
100+
o
Cl
\@\ I NH
S N/go
kﬁ
NH,
==
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218.0208 3ar1.0s21
! |I || I( ll ‘I I ! ‘I miz
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Figura 76. Espectro de EMAR do composto 5d (Massa calculada *H: 348,1382).

s7r 147 cor 41 (0.629) Cm (12:48)
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(o]
\@\ \f‘\NH
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Figura 77. Espectro de EMAR do composto 5e (Massa calculada *H: 334,1225).

S7R 149 COR 33 (0.674) Cm (9:48) 1: TOF MS ES+
3341240 362e7
100+
o
s N /&o
j@
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sl
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Figura 78. Espectro de EMAR do composto 5f (Massa calculada *H: 396,0826.).

S7R 150 COR 47 (0.930) Cm (9:48) 1: TOF MS ES+
100+ 386.1520 1.65e5
(0]
SRS
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kﬁ
NH, 305.0497
372.0058
382.0648
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Figura 79. Espectro de EMAR do composto 5g (Massa calculada *H: 412,0775.)

S7R 151 21 (0.372) Cm (7:53)
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Figura 80. Espectro de EMAR do composto 5h (Massa calculada *H: 416,0280).

STR 152 6 (0.118) Cm (357) TOF MS ES+
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Figura 81. Espectro de EMAR do composto 5i (Massa calculada *H: 396,0826).

S7R 156 COR 25 (0.519) Cm (3.48) 1: TOF MS ES+
00 3060826 12667
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Q. L
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Figura 82. Espectro de EMAR do composto 5] (Massa calculada *H: 416,0280).
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Figura 83. Espectro de EMAR do composto 5k (Massa calculada *H: 400,0576).

S7R-168 52 (0.896) Cm (3:56) TOF MS ES+
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Figura 84. Espectro de EMAR do composto 5| (Massa calculada *H: 432,0826)
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Figura 95. Espectro de EMAR do composto 5m (Massa calculada *H: 432,0567).
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