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RESUMO

O cancer é uma doenca caracterizada pela proliferacdo descontrolada de células
que tem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e formar metastase. A
quimioterapia representa uma abordagem clinica importante no tratamento do
cancer, contudo sua eficacia € Ilimitada devido a baixa seletividade dos
medicamentos utilizados e o desenvolvimento de resisténcia por parte das células
tumorais. Diante do contexto, € crucial a busca por novas substancias que possam
melhorar as propostas terapéuticas para o tratamento do cancer. A atividade
antitumoral da curcumina (5), um composto natural derivado da Curcuma longa, tem
sido amplamente relatada. Da mesma forma, o resveratrol (7), um polifenol presente
em uma variedade de fontes alimentares tem sido considerado um potencial agente
quimiopreventivo/quimioterapéutico. Contudo, a aplicacéo clinica desses compostos
tem sido limitada, devido a baixa solubilidade e biodisponibilidade. Dessa forma,
este trabalho visou a sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade
antiproliferativa de oito diferentes compostos (PQM-160-167), dos quais 6 contém
dominios estruturais em analogia a curcumina (5) e ao resveratrol (7); e 2 sdo
anélogos da curcumina (5). O potencial antiproliferativo dos compostos sintetizados
foi avaliado sobre diferentes linhagens derivadas de tumores humanos e o0s
resultados mostraram que as substancias PQM-162 e PQM-163, que séo hibridos
de curcumina-resveratrol, foram mais efetivos em reduzir a viabilidade de células
MCF 7 (ICso para PQM-162 = 40,49 + 1,01 uM e PQM-163 = 19,09 + 0,67 uM) e HT
144 (ICso de PQM-163 = 25,23 + 2,93 uM), as quais sdo derivadas de céncer de
mama e de melanoma, respectivamente. O efeito de PQM-162 e PQM-163 sobre as
linhagens MCF 7 e HT144 foi superior ao observado para a curcumina (ICso para
MCF 7 = 47,32 + 2,33 uM e para HT 144 = 42,76 + 3,79 uM). Além disso, foi
demonstrado que a reducdo na viabilidade induzida pela substancia PQM-162 em
culturas de células MCF 7 foi devido, pelo menos em parte, a sua capacidade de
bloquear o ciclo celular em G2/M. Estudos adicionais devem ser realizados para
avaliar o perfil de toxicidade desses compostos sobre células normais, bem como

dom possivel mecanismo de agao.

Palavras-chave: Cancer. Resveratrol. Curcumina. Hibridos Moleculares.



ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by uncontrolled proliferation of cells that have the
ability to invade surrounding tissues and form metastases. Chemotherapy is an
important clinical approach in the treatment of cancer, but their effectiveness is
limited due to low selectivity and the development of resistance by tumor cells. On
the context, it is crucial the search for new substances, that can improve the
therapeutic approaches to cancer treatment. The antitumor activity of curcumin (5), a
natural compound derived from Curcuma longa, has been widely reported. Similarly,
resveratrol (7), a polyphenol present in a variety of food sources, has been
considered as a potential chemoprotective/chemotherapeutic agent. However,
clinical application of such compounds has been limited due to low solubility and poor
bioavailability. Thus, this work aimed at the synthesis, characterization and
evaluation of the antiproliferative activity of eight different compounds (PQM-160-
167), of which six contain structural domains of analogy with curcumin (5) and
resveratrol (7); and two are analogs of curcumin (5). The proliferative potential of
these compounds was evaluated on different cell lines derived from human tumors.
The results showed that substances PQM-162 and PQM-163, which are hybrids of
curcumin and resveratrol, were more effective in reducing the viability of MCF 7 cells
(ICs for PQM-162 = 40.49 + 1.01 uM and PQM-163 = 19.09 + 0.67 uM) and HT 144
(ICs, PQM-163 = 25.23 + 2.93 uM), which are derived from breast cancer and
melanoma, respectively. The effect of PQM-162 and PQM-163 on lines MCF 7 and
HT144 was higher than that observed for curcumin (ICs, for MCF 7 = 47.32 + 2.33 uM
and HT 144 = 42.76 + 3.79 uM). Furthermore, it was shown that the reduction in
viability induced by PQM-162 substance in MCF 7 cell cultures was due, at least in
part, its ability to block the cell cycle in G2/M stage. Additional studies should be
conducted to assess the toxicity profile of these compounds on normal cells and the

possible mechanism of action.

Keywords: Cancer. Resveratrol. Curcumin. Molecular hybrid compounds.
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1 INTRODUCAO

O cancer compreende um grupo diversificado de doengas considerando que
pode se originar de diferentes tipos celulares. Embora cada caso clinico apresente
caracteristicas peculiares, as células malignas compartilham algumas caracteristicas
como capacidade de induzir angiogénese, resisténcia a apoptose, producéo
continua de sinais de crescimento, capacidade de replicar por tempo indeterminado,
capacidade de invasao tecidual e metastase, e resisténcia a sinais de inibicdo de
crescimento. ((HANAHAN; WEINBERG, 2000).

A quimioterapia representa uma abordagem terapéutica amplamente
empregada no tratamento do cancer, entretanto ainda existem algumas limitagdes
como, por exemplo, pouca seletividade que indiretamente esta relacionada aos
drasticos efeitos colaterais, e resisténcia do tumor aos farmacos até entéo utilizados.
Assim sendo, é crucial o desenvolvimento de novas substancias que possam
melhorar as propostas terapéuticas do cancer (YANG et al., 2014).

Os tratamentos quimioterapicos, em geral, empregam mais de um
medicamento, cujos mecanismos de acdo sado diferentes (AMERICAN CANCER
SOCIETY STAFF, 2015). Essa estratégia é importante na tentativa de modular a
atividade de diferentes alvos relacionados ao comportamento maligno.

A natureza foi durante muitos anos a Unica fontes de substancias para a cura
de doencas (NEWMAN; CRAGG, 2007, 2012; VIEGAS et al., 2005). Com o
desenvolvimento da sintese organica, a natureza passou a fornecer, além de
matérias-prima para a preparacdo de substancias semissintéticas, também
metabdlitos ativos que tem servido de inspiracdo molecular para o planejamento de
analogos sintéticos inéditos, com propriedades terapéuticas, toxicidade, seletividade
e mecanismos de acao otimizados (CAMPOS et al., 2011; GALLIFORD; SCHEIDT,
2007; WENDER; MILLER, 2009).

Entre os processos Uuteis para a identificacdo de novos prototipos de
candidatos a novos farmacos, temos a hibridacdo molecular de substancias
bioativas, representando uma alternativa bastante atraente (Poderia mudar esse
termo-FORMALIZAR) de planejamento molecular e de acesso a novos padrbes
moleculares (BARREIRO et al., 2002).
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Os produtos naturais (PNs), de maneira geral, desempenham um papel muito
importante na descoberta de novas substancias com atividade antitumoral. Muitos
farmacos utilizados no tratamento do céncer sdo oriundos de PNs ou foram
inspirados em estruturas moleculares de compostos naturais (DU; TANG, 2014). A
curcumina (5) e o resveratrol (7) sdo duas substancias provenientes de fontes
naturais que apresentam importantes propriedades bioldgicas, as quais incluem
atividade quimiopreventiva e antitumoral (HAN et al., 2015; LEE; SHEHZAD; 2013).

A curcumina (5) é um composto polifendlico presente no acafrdo, que
apresenta atividade anti-inflamatéria, antioxidante (LEE; REHMAN; SHEHZAD,
2013) e antitumoral (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008). Atividade antiproliferativa e
citotoxica da curcumina (5) foram evidenciadas em muitos estudos que utilizaram
linhagens celulares derivadas de diferentes tumores: pulméao (H460, A549, H1975,
HCC827, e HL7702), mama (MCF 7), figado (HSC-T6) e prostata (LNCaP, PC-3, e
DU145). Estudos pré-clinicos demonstraram que a capacidade da curcumina (5) de
inibir o crescimento e de induzir apoptose em células tumorais esta relacionada a
inibicdo do fator de NF-kB e regulacédo epigenética ( CHEN, B. et al., 2014; CHEN,
Q.-H., 2015; STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; VERA-RAMIREZ et al., 2013; WU et
al., 2015).

Estudos estruturais demonstraram importancia das estruturas dicetbnicas e as
o—p insaturacdes sao indispensaveis para a acao bioldgica da curcumina (5) (CHEN,
2015).

O resveratrol (7) € um polifenol abundante em uvas vermelhas que também
apresenta propriedades biolégicas importantes como atividades anti-inflamatéria e
antioxidante. Além disso, é efetivo em aumentar a atividade de defesa do organismo
e inibir o processo de carcinogénese (HSIEH; HUANG; WU, 2011).

Em alguns estudos, o resveratrol (7) demonstrou acdo preventiva e
quimioterapica contra o cancer, efeitos estes relacionados ao fato do composto inibir
eventos celulares relacionados as fases de iniciacdo, promocdo e progressao dos
tumores (CHAO et al., 2014).

As hidroxilas presentes na estrutura do resveratrol (7) sdo importantes para
sua acéao biologica, contudo, a substituicio das mesmas por metoxilas levaram a um
incremento desta atividade, demonstrando a importancia dos substituintes, mas
possibilitando uma variacdo da mesma (HSIEH; HUANG; WU, 2011).
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Considerando os efeitos do resveratrol (7) e da curcumina (5) sobre células
tumorais, este trabalho visou a sintese de oito compostos, planejados por hibridagéo
molecular das estruturas da curcumina (5) e do resveratrol (7), com padrao
molecular inédito e inovador para avaliar os seus efeitos sobre células tumorais
derivadas de diferentes tumores humanos com o objetivo de estabelecer uma

correlacao de estrutura-atividade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir teremos uma reviséo da literatura abordando os assuntos do cancer,

abordagem terapéutica para o tratamento de neoplasias, resveratrol e curcumina.

2.1 CANCER

O céncer € um problema de saude publica em todo mundo. Atualmente, é a
segunda principal causa de morte nos Estados Unidos, e deve superar doencas
cardiacas como a principal causa de morte nos proximos anos (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2012, ultima
estatistica divulgada, foram contabilizados no mundo mais de 8 milhdes de casos de
cancer, sendo cerca de 225 mil casos no Brasil. Este ano a OMS publicou uma
estimativa de novos casos para os anos de 2015 e 2020, na qual o Brasil deve
atingir a marca de 245 mil e 288 mil novos casos em 2015 e 2020, respectivamente,
enquanto que, no mundo, deve ultrapassar a casa dos 10 milhées em 2020 (WHO,
2015).

No Brasil, as maiores incidéncias sao de cancer de prostata (16,6%) e de
mama (15,4%) (figura 01, pg 20). Porém, quando analisamos a mortalidade atribuida
aos diferentes tipos de cancer (figura 02, pg 20) o cancer de pulmao aparece como 0
mais letal, sendo responsavel por cerca de 12,6% dos 6bitos por cancer (WHO,
2012).



Numero estimado de casos de cancer no Brasil
GLOBOCAN 2012 (lIARC) - 26/11/2015
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Figura 01 - Incidéncia de cancer no Brasil.

Fonte: Adaptado de WHO, 2012.

Numeros estimados de mortes atribuidas ao cancer no Brasil
GLOBOCAN 2012 (IARC) - 26/11/2015
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Figura 02 - Mortalidade por cancer no Brasil.
Fonte: Adaptado de (WHO, 2012).
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O processo de carcinogénese é complexo, e envolve varias modificagdes no
fendtipo celular que, por sua vez, sdo decorrentes de alteracdes genéticas e/ou
epigenéticas. Os eventos relacionados a alteragcdes no genoma incluem mutacdes
de ponto, delecdes, amplificacdo e rearranjo génico. Ja as alteracdes epigenéticas
levam as mudancas no perfil de expressdo génica e, consequentemente, na
modulacdo do comportamento celular, sem que sequéncias de DNA tenham sido
alteradas (AMES; GOLD, 1990). Caracteristicas comumente observadas em células
tumorais (figura 03) como alta taxa de proliferacdo, resisténcia a morte, capacidade
de invasdo, angiogénese e metédstase sdo eventos decorrentes de alterac6es no
perfil genético e epigenético (CASTELLO et al.,, 2012; HANAHAN; WEINBERG,
2000).

Resisténcia a
apoptose

Capacidade de
replicar por
tempo indeterminado

Producéo de
sinais de
crescimento

<
S Resisténcia a sinais
de inibicdo de
crescimento

Figura 03: Caracteristicas frequentemente observadas em células tumoais.
Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2000.

Estudos sobre carcinogénese realizados em modelos animais mostram que a
patogénese do cancer inclui trés principais estagios, a saber: iniciacdo, promocéo e
progressdo (TROSKO, 2003). Classicamente, a fase de iniciacdo € caracterizada
pelo surgimento de células que apresentam alteracbes genéticas, ao passo que
durante a promoc¢do ha intensa atividade proliferativa, estimulada por agentes nédo
mutagénicos, que leva a expanséo clonal de células iniciadas e o estabelecimento
de lesbes pré-malignas. A alta taxa de proliferacdo associada a instabilidade
gendmica favorecem novos eventos de mutagdo, 0S quais sdo criticos para o
estabelecimento do fendtipo maligno (TROSKO, 2003; AMES; GOLD, 1990). Ordem

cronoldgica. Estudos mais recentes mostram modificacdes genéticas e epigenéticas



22

operam em conjunto ao longo das diferentes fases do processo de transformacao
maligna (SADIKOVIC et al., 2008; LEE, G. E. et al., 2010).

A progressdo normal do ciclo celular (figura 04) é principalmente regulada
pela ativacdo sequencial de quinases dependentes de ciclina (CDK, do inglés cyclin-
dependent kinase), as quais sdo ativadas pela interacdo molecular com as ciclinas.
Dessa forma, a progressao do ciclo celular depende da formacdo de complexos
proteicos que apresentam uma subunidade catalitica (CDK) e uma subunidade
regulatoria (ciclina). Os complexos CDK-ciclinas sdo capazes de fosforilar uma
variedade de proteinas-alvo, que determinardo a progressdo do ciclo e, portanto,
sdo considerados reguladores positivos (LUNDBERG et al., 2000; ASGHAR et al.,
2015).

Sinal de Checkpoints
replicaco ‘\ / ‘

Proteases /j
de Ciclinas Co-Receptor

Programa de expressao génica RB-E2F.
Ciclo celular: CCNA2, CCNE1, CCNB1,
CDK2e CDK1.

Replicacdo: MCM2, MCM3, MCMS5,
MCM7,CDT1e CDC6.

Mitose: CDC20, PLK1, MAD2L1 e
CCNB1.

‘
21CIP
— | P

Figura 04 - Mecanismos relacionados as regulacdes, positiva e negativa, do ciclo celular.
Fonte: Adaptado de ASGHAR et al., 2015.

O ciclo celular compreende classicamente quatro fases (G1, S, G2 e M) de
modo que a progressao pelas diferentes fases esta relacionada ao perfil diferencial
de expressado de ciclinas e ativacdo de complexos ciclina-CDK especificos. Fatores
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mitogénicos estimulam a expresséo de ciclina D e, consequentemente, a ativagao do
complexo ciclina D-CDK4/6, o qual é responsavel por fosforilar diferentes alvos
incluindo a proteina Rb. Esta, por sua vez, em seu estado hiperfosforilado libera
membros da familia E2F, fatores de transcricdo que estimulam a expressao da
propria ciclina D e da ciclina E. A ativacdo do complexo ciclina E-CDK2 representa
um evento critico para a passagem do ponto de restricdo e transicdo G1/S. A
progressao pelas fases S e G2 depende da formacéo dos complexos ciclina A-CDK2
e ciclina A-CDK1, enquanto a transicdo G2/M é regulada pelo complexo ciclina B-
CDK1. Diante do exposto, o comprometimento com o processo de divisdo ocorre a
medida que a células progridem na fase G1 e passam pelo ponto de restricdo
(DURONIO; XIONG, 2013; ASGHAR et al., 2015). Assim sendo, amplificacdo génica
e alteracdes no perfil de expressédo de moléculas que regulam a progresséo do ciclo
sao eventos frequentemente observados em diferentes canceres humanos (BATES;
PETERS, 1995; ASGHAR et al., 2015) e compostos capazes de inibir a progressao
do ciclo celular sdo promissores agentes antitumorais (IONTA et al., 2015; PEREIRA
et al., 2016; RODRIGUES et al., 2015; SALES et al.,, 2015; ZANIN et al., 2015)

ordem cronoldgica.

2.2 ABORDAGEM TERAPEUTICA

As abordagens clinicas utilizadas no tratamento do cancer consideram o tipo
de tumor, bem como as caracteristicas genéticas das células que o constituem (LEE,
S. C.; TAN; CHUNG, 2014). O estagio de desenvolvimento da doenca também
representa um fator importante na definicdo da proposta terapéutica (HENDERSON,
2003). Em geral, sdo empregadas técnicas cirurgicas, radioterapia, terapia
hormonal, imunoterapia e quimioterapia (GERMANO, 2014; NISHINO M et al., 2014).
Esta ultima abordagem compreende uma variedade de protocolos clinicos que, em
geral, empregam substancias com propriedades citotéxicas (MCGROGAN et al.,
2008). Dentre eles estdo os compostos de platina, inibidores de topoisomerase,
agentes alquilantes, antimetabdlitos e antimitéticos (SANDULACHE et al., 2012). A
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figura 05 mostra a estrutura quimica de alguns farmacos que compde o arsenal

terapéutico utilizado na quimioterapia do cancer.

/lOL AcO o
PR
OH 7
1 HOBz0 AcO
0 R=CH; Vimblastina (2a)
HoN NH; HsN\ /O R=CHO Vincristina(2b)
Pt /Pt\
cl cl HaN
3 4 (@]

Figura 05 - Estrutura quimica de alguns farmacos utilizados no tratamento do cancer:
taxol (1), vimblastina (2a), vincristina(2b), cisplatina (3) e carboplatina (4).
Fonte: Do autor.

Os taxanos (paclitaxel e docetaxel) e os alcaloides da vinca (vimblastina (2a)
e vincristina (2b)) sdo antimitoticos que interferem na dindmica de polimerizacéo dos
microtubulos, causando bloqueio do ciclo celular e apoptose (VAN VUUREN et al.,
2015). O paclitaxel foi originalmente isolado de Taxus brevifolia, contudo, apés a
elucidacdo estrutural e identificacdo de suas propriedades anticancerigenas, a
producdo em larga escala foi realizada a partir de derivados semissintéticos
(MCGROGAN et al., 2008).

Paclitaxel e docetaxel sdo farmacos muito utilizados no tratamento de alguns
tipos de tumores solidos (ovario, mama e pulmao), contudo ndo devem ser utilizados
rotineiramente devido aos seus efeitos toxicos (MATESANZ et al., 2014).

A quimica de produtos naturais tem identificado, ao longo do tempo, uma
variedade de substancias com potencial terapéutico. No caso particular dos
antineoplasicos, substadncias como o taxol, vincristina, vimblastina, etoposideo,
dentre outros, sdo exemplos de como a natureza é prodiga na producédo de
substancias com potencial anticancer. Entretanto, em geral, baixas concentracdes
dessas substancias séo obtidas a partir de fontes naturais, de modo que a quimica

sintética desempenha relevante papel na busca de alternativas economicamente
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vidveis para a obtencdo de tais substancias. Ademais, a modificacdo estrutural de
produtos naturais, a producdo de novas moléculas hibridas inspiradas em prototipos
naturais e a semissintese tem sido ferramentas Uteis na Quimica Medicinal a fim de
obter novos compostos farmacologicamente ativos, seguros e capazes de oferecer
melhoras nas propostas terapéuticas atualmente disponiveis para 0 combate ao

cancer.

2.3 CURCUMINA

Dentre milhares de compostos naturais, inicialmente testados quanto ao
potencial anticAncer, apenas cerca de 40 substancias promissoras avancaram para
ensaios clinicos. A curcumina (5, figura 06, pg 25), um composto dicetdnico isolado
a partir do rizoma de Curcuma longa no continente Indiano, é uma substancia sob
investigagdo clinica quanto a sua atividade antitumoral (AMIN et al., 2015; PARK et
al., 2013). Relatos na literatura mostram que a curcumina € eficaz em inibir
proliferacdo e induzir apoptose em células provenientes de cancer de cabeca e
pescoco, de pele, de préstata, de mama, de pulmdo e de pancreas (WU et al.,
2015). Além da atividade sobre células tumorais, foi demonstrado que a curcumina
tem propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e cicatrizante. Estudos mostram que
a curcumina é capaz de modular diferentes vias de transduc¢éo de sinais envolvidas
na progresséao do tumor, de modo que seus efeitos estdo relacionados a inibicdo dos
sinais de sobrevivéncia e proliferacdo, bem como a reducdo de estresse oxidativo e
inflamacdo do microambiente tumoral (DEGUCHI, 2015). No entanto, a curcumina
pode ser facilmente metabolizada (figura 10, pg 30) e tem baixa biodisponibilidade,
devido a estrutura dicetbnica (figura 07, pg 26) (WU et al., 2015).

o O

AN

HO OH
OCHs 5 OCHs

Figura 06 - Formula estrutural da curcumina.
Fonte: Do Autor.
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2.3.1 A Quimica da Curcumina

A curcumina (5) é uma p-cetona-di-a,B-insaturada com peso molecular
368,38; faixa de fusdo 179-183 °C e formula molecular C,1H2006 (STRIMPAKOS;
SHARMA, 2008).

Em meio fisioldgico a curcumina (5) encontra-se em equilibrio ceto-endlico
(figura 07), sendo estabilizada em sua forma endlica (6) por ligacdo de hidrogénio
intramolecular, enquanto em forma cetdnica apresenta os oxigénios carbonilicos
como fortes aceptores de ligacdo de hidrogénio intermolecular (STRIMPAKOS;
SHARMA, 2008).

Equilibrio

Ceto-endlico HO

Figura 07 - Equilibrio ceto-endlico da curcumina em meio fisiolégico.
Fonte: Do autor.

Um estudo realizado recentemente explorou a relacéo estrutura atividade da
curcumina (5) e de uma série de analogos, reunindo varias informacdes acerca de
suas caracteristicas quimicas mais importantes para a acao citotéxica, como a
manutencdo das insaturacdes o—p carbonilicas, que a forma enol-cetona € mais
ativa que a forma dicetbnica, que compostos com apenas uma carbonila
apresentaram uma melhor acdo citotoxica e que a adicdo de um heteroatomo
o—carbonilico aumenta a atividade antiproliferativa. Foi evidenciado ainda que os
anéis laterais da curcumina (5) ndo possuem substituicdes indispensaveis para a
acao citotéxica, com varios grupos substituintes influenciando na modulacdo da
atividade (figura 08, pg 27) (CHEN, 2015).
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Unidade
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substituintesem 3 e 4.

Figura 08 - Sitios funcionais da curcumina (5).
Fonte: Do autor.

2.3.2 Alvos Moleculares da Curcumina Como Agente Antiproliferativo

O fator de transcricdo AP-1 € conhecido por induzir a expressdo de genes
relevantes para no processo de transformacdo maligna, os quais estéo relacionados
ao estimulo da proliferagcdo e angiogénese bem como a resisténcia a apoptose.
Membros da familia das proteinas quinases ativadas por mitdogenos (MAPK)
fosforilam e ativam AP-1, que regula positivamente a expressao de ciclina D
(ARNOTT et al., 2002; EFERL; WAGNER, 2003; LOPEZ-BERGAMI; LAU; RONAI,
2010; ROUX; BLENIS, 2004; SHANMUGAM et al., 2015).

A curcumina (5) tem sido usada para sensibilizar células para o tratamento
com radioterapia e inibir sinais das vias ativadas por AP-1 e fator nuclear de
transcricdo kB (NF-xB). A curcumina (5) (20 uM) foi capaz de regular negativamente
fatores pro-angiogénicos AP-1 (DHANDAPANI; MAHESH; BRANN, 2007;
SHANMUGAM et al., 2015; WOO et al., 2005). A curcumina (5) também mostrou-se
capaz de regular negativamente a atividade dessas quinases, em estudos recentes
a curcumina (5) pode inibir p38 MAPK e induzir caspase 3 (SEGER; KREBS, 1995;
SHANMUGAM et al., 2015).

O NF-xB, por sua vez, pode ser ativado por uma série de fatores como virus,

fatores de crescimento, estresse oxidativo, citocinas pro-inflamatorias e fatores
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ambientais tais como luz ultravioleta e peréxido de hidrogénio. Na via candnica, a
fosforilacdo de NF-xB e de seu repressor (IkB) induz a dissociacéo deles e permite
que NF-kB migre para o ndcleo e ative a transcricdo de oncogenes relacionados
com a resisténcia a apoptose, inducdo de proliferagdo celular, invasao,
quimiorresisténcia, radiorresisténcia e angiogénese (CHATURVEDI et al., 2010;
GHOSH et al., 2012; LOW; TERGAONKAR, 2013; SETHI; TERGAONKAR, 2009;
SHANMUGAM et al., 2015; SHEN; TERGAONKAR, 2009). A curcumina (5, figura 6,
pg 26) mostrou-se bastante eficiente na inibicdo de NF-xB ativados por varias vias,
tais como, por peroxido de hidrogénio, fator de necrose tumoral o (TNF-o) e algumas
quinases (IKKa e IKKB) (AGGARWAL et al., 2005; SHANMUGAM et al., 2015;
SHISHODIA et al., 2005).

Ciclina D1 é superexpressa em varios tipos de cancer como de pulmao,
cabeca e pescoco, figado, prostata, mama e melanomas. Os niveis de expressédo de
ciclina D1 pode ser regulado por diferentes mecanismos, 0s quais incluem a
ativacdo de NF-kB. Assim sendo, a inibicdo de NF-kB induz bloqueio do ciclo celular
em G1 devido a reducéo nos niveis de expressao de ciclina D1 (MUKHOPADHYAY
et al., 2002; SHANMUGAM et al., 2015; SHISHODIA; CHATURVEDI; AGGARWAL,
2007).

Inativacdo de p53, proteina transcrita pelo gene supressor de tumor TP53, e
ativacdo de NF-xB sdo eventos comumente observados, os quais representam
fatores criticos na progressao do tumor (CHOUDHURI et al., 2002; JEE et al., 1998;
SHANMUGAM et al., 2015). A curcumina (5) demonstrou uma acao dupla, sendo
capaz de ativar o gene p53 e inibir a acdo de NF-kB induzindo, portanto, apoptose.
Em células MCF 7, proveniente de cancer de mama, a apoptose induzida por
curcumina (5) foi acompanhada de um aumento nos niveis de p53 (DEY;
TERGAONKAR; LANE, 2008; SHANMUGAM et al., 2015).
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Figura 09 - Alvos moleculares da curcumina.
Fonte: Adaptado de SHANMUGAM et al., 2015.

2.3.3 Limitagbes da Curcumina no uso terapéutico

Estudos mostram que a curcumina (5) apresenta importantes propriedades
farmacoldgicas, entretanto alguns problemas sé@o observados quando esta é
utilizada em estudos in vivo. Os principais desafios a serem vencidos estao
relacionados a sua baixa taxa de absorcdo, distribuicdo tecidual limitada, rapida
metabolizacdo e baixa meia vida (ANAND et al., 2007; LI; LEE; et al., 2015).

A absorcdo da curcumina (5) quando administrada via oral é lenta, pela
dificuldade de absorcéo no trato gastrintestinal e sua estrutura sofre metabolismo de
primeira passagem, fato este que leva a uma drastica diminuicdo de sua
concentracdo sanguinea (figura 10, pg 30). Esse aspecto limita 0 uso da curcumina

(5) como agente terapéutico (IRESON et al., 2002; LI; SHIN; et al., 2015).
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2.4 RESVERATROL

O resveratrol (7, figura 11, pg 31) foi isolado a primeira vez por Takaoka e
colaboradores, das raizes do Hellebore branco em 1939. Desde entdo tem sido
encontrado em uvas, vinhos, amendoim, amoras, pinheiros e outras fontes naturais.
Numerosos estudos tém demonstrado uma atividade de cito protecdo em doencas
cardiacas, metabdlicas e neurodegenerativas (XU et al., 2015). Ao logo dos ultimos
anos, muitos relatos ressaltam o efeito quimiopreventivo do resveratrol para o
cancer, tendo sido observado que esta substancia pode inibir as diferentes fases do
processo carcinogénico, ou seja, iniciagdo, promocdo e progressao (JANG et al.,
1997; XU et al., 2015).

7

HO. O N
OH 7
Figura 11 - Férmula estrutural

do resveratrol.
Fonte: Do Autor.

2.4.1 A Quimica do Resveratrol

O Resveratrol (7) (3,4’,5-trihidroxestilbbeno Ci4H1203), € um derivado do
resorcinol, que foi isolado pela primeira vez de uma planta japonesa, Veratrum
grandiflorum, ele esta presente na natureza na forma E e Z, sendo que aforma E € a
mais estavel e consequentemente a mais abundante (AGGARWAL et al., 2004). A
atividade bioldgica do resveratrol foi atribuida, principalmente, a insaturacdo E e a
hidroxila na posigao 4’, fato este que esta atrelado aos hibridos de ressonancia do
resveratrol, enquanto as hidroxilas nas posi¢coes 3 e 5 sdo menos reativas (CAl et
al., 2003; CAO et al., 2003; MATSUOKA et al., 2002; OHGUCHI et al., 2003).

Recentemente, estudos em linhagens celulares de céncer hepéatico (HepG2),
pulmé&o (A549) e de mama (MCF 7) sugerem um efeito citotoxico a0 mostrarem que
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o resveratrol (7) aumenta os niveis de expressdo de genes supressores de tumor
(p21 e p53) e induz apoptose (HAN et al., 2015). Estudos envolvendo analogos do
resveratrol (7) demonstraram, via analise de citometria de fluxo, que compostos com
as hidroxilas nas posicdes 3, 5 e 4’ substituidas por metoxilas (8) (figura 12) séo
mais efetivos em inibir o ciclo celular, inibindo passagem da fase S para G2/M, e
induzir apoptose (HSIEH; HUANG; WU, 2011).

Figura 12 - Resveratrol (7) e seu andlogo metoxilado (8) bioativo
Fonte: (HSIEH; HUANG; WU, 2011)

2.4.2 Alvos Moleculares do Resveratrol

O potencial anticancer do resveratrol (7) ja € conhecido desde 1997 quando
(ATHAR et al., 2009). O resveratrol (7) mostrou-se capaz de modular a atividade de
proteinas criticas que regulam a progressao do ciclo celular como Cdkl e outras
proteina que atuam na fase S do ciclo celular. Assim sendo, o resveratrol tem se
mostrado efetivo em inibir a progresséao do ciclo celular(BENITEZ et al., 2007; GOGA
et al., 2007; SHIH et al., 2002).

O resveratrol (7) também mostrou-se capaz de regular apoptose (CLEMENT
et al., 1998), inibir metastase e angiogénese (IGURA et al., 2001). Estudos mostram
gue o efeito antitumoral do resveratrol esta associado a sua capacidade de modular
a atividade de NF-xB, p53 e (KUNDU et al., 2006), cinases ativadas por mitbgenos
(KUNDU; SHIN; SURH, 2006; SHE; BODE; MA, 2001; SHIH et al., 2002).

O resveratrol (7) quando usado como terapia conjunta com etoposideo
(TEVAETOPO®) foi capaz de induzir apoptose de ceélulas resistentes ao
quimioterapico de cancer de coélon via ativagdo de proteina ativadora de caspase da

adenosina monofosfato ativada por cinase (AMPK) (XU et al., 2015).
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2.4.3 LimitacOes do Resveratrol no uso terapéutico

Apesar dos bons resultados biolégicos e farmacoldgicos, o resveratrol (7)
apresenta uma baixa biodisponibilidade in vivo, dificultando que este atinja seu
tecido alvo. Apesar de ser rapidamente absorvido, apenas 30% da dose
administrada via oral atinge a circulagcdo, uma vez que o restante sofre conjugagao
com sulfatos e acido glicurbnico ou € metabolizado pela microbiota intestinal, e é
rapidamente excretado (BELLINA et al., 2015; NEVES et al., 2012).



34

3 OBJETIVOS

Em seguida encontram-se descritos 0s objetivos gerais e especificos deste
trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo a sintese de uma nova série de
compostos hibridos moleculares da curcumina (5) resveratrol (7) e a avaliacdo dos
seus efeitos sobre células derivadas de canceres humanos, com a finalidade de
investigar a relacdo estrutura-atividade e identificar novos protétipos com potencial

antitumoral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho tem como objetivos especificos:

a) Sintetizar uma série de derivados hibridos da curcumina (5, figura 6, pg 26)
e do resveratrol (7) (figura 13, pg 35).

b) Avaliar os efeitos de diferentes compostos frente as linhagens derivadas de
canceres humanos HepG2 (hepatoma), A549 (carcinoma de pulméo), MCF
7 (Carcinoma de mama) e HT 144 (melanoma);

c) Investigar o0s possiveis mecanismos relacionados a atividade

antiproliferativa e/ou citotoxicas dos compostos estudados.
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Anélogos a I ~
curcumina Hibridacéo
Molecular

PQM165 - R;=OH; R,=OCHs PQM160 - R;=OH; R,=OCH3; Rs=Rs=H; R,=OH
PQM166 - R;=OCHs;: R,=OH PQM161 - R;=OH: Ry,=OCH3; R;=Re=OH; R,=H
PQM162 - R]_:OH, R2=OCH3; R3=R5=H; R4=OCH3
PQM163 - R]_:OH, RZZOCH3; R3:R5:OCH3; R4:H
PQM164 - R,=OH: R,=OCHs+ R;=OCHz; R,=OH; Rs=H
PQM167 - R;=OCH3: R,=OH: R;=Rs=H: R4=OCHs

Figura 13 - Planejamento por hibrida¢céo molecular das estruturas PQM160-165 e PQM167.
Fonte: Do autor.

O teve-se como objetivo com o trabalho sintetizar hibridos moleculares da
curcumina (5) e resveratrol (7), dois produtos naturais abundantes e com
reconhecida atividade antiproliferativa e antitumoral. Essa proposta foi planejada em
um padrdo molecular que conservasse as subunidades estruturais farmacoforicas
dos modelos 5 e 7, de modo que efeitos bioldgicos destas duas substancias
pudessem serem expressos concomitantente, além da insercdo de um unidades
espacadoras acilidrazbnicas que pudessem contribuir para um aumento da
solubilidade e das propriedades ADME. Nesta concepc¢do, acredita-se que a
insercdo do espacador acilidrazénico (D, figura 13, pg 35), um grupo polar, com
propriedades doadoras e aceptora de ligacdo de hidrogénio, poderia facilitar a
interacdo molecular com biomacromolélucas nos sitios-alvo do organismo e,
eventualmente, com biomoléculas carreadoras, melhorando o perfil farmacodinamico
e farmacocinético dos ligantes, uma vez que a literatura aponta estes fatores como

as principais limitacdes do uso terapéutico da curcumina (5, figura 6, pg 26) e do
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resveratrol (7) (ANAND et al., 2007; BELLINA et al., 2015; LI; LEE; et al., 2015;
NEVES et al., 2012).

Os anélogos a curcumina (PQM-165 e PQM-166, figura 20, pg 46) foram
planejados, a fim de testar sua atividade antiproliferativa, sendo esta estrutura
inédita e derivada da curcumina (5, figura 6, pg 26). Trabalhos na literatura afirmam
que a insercdo de um heteroatomo entre os grupos carbonila da curcumina tem a
capacidade de incrementar a atividade antiproliferativa da estrutura (CHEN, 2015), a
presenca de um espacador hidrazidico entre as carbonilas de sua estrutura possui o
objetivo de melhorar a distribuicdo biolégica das substancias e fazer das mesmas
mais resistentes aos metabolismos sofridos pela curcumina (5, figura 6, pg 26).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Neste tépico abordaremos os experimentos realizados no decorrer deste

trabalho, do ponto de vista quimico e biolégico.

4.1 QUIMICA

Em seguida todas as descricbes dos processos quimicos envolvidos na
obtencao das substancias estudadas.

4.1.1 Generalidades

Os espectros na regido do infravermelho foram gerados em um espectrometro
de infravermelho Nicolet iSso FTIR (Thermo Scientic USA) acoplado a Pike Gladi
ATR technologies e os perfis cromatograficos das substancias foram obtidos por
aparelho de UHPLC modelo Ultimate 3000 (Thermo Scientific) no laboratério de
analises e caracterizacdo de farmacos (LACFar) da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG), as amostras PQM-160-164 e PQM-167, tiveram seu nivel de pureza
calculado e foram enviadas para obtencdo dos espectros de RMN somente com
pureza igual ou superior a 95% (Apendice C). Os espectros de RMN de *H e de *C
foram obtidos em um espectrémetro Brucker AC-300 operando a 300 MHz para
RMN de 'H e de 75 MHz para RMN de **C do Laboratério de Ressonancia Nuclear
Magnética da UNIFAL-MG. Todos os reagentes utilizados na sintese foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, sem purificacdes adicionais. As cromatografias em
camada delgada foram realizadas em folha de gel de silica 60 F,s54 da marca Merck
e as purificacbes por cromatografia em coluna foram realizadas em gel de silica
flash (220-440 mesh, 0,035 mm - 0,075 mm), da marca Sigma-Aldrich. A

visualizac¢éo das substancias foi feita em camara de UV (A = 254 ou 365 nm) ou com
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revelador de iodocloroplatinado. Os solventes diclorometano, etanol, trietilamina e
dimetilformamida foram secos ou destilados de acordo com a literatura (PERRIM;
ARMARENGO, 1988). As faixas de fusdo foram estabelecidas em equipamento
Marte (PFM II) com amostra triturada e empacotada em tubo capilar, sem correcéao.
Os provaveis mecanismos de rea¢do da sintese dos compostos deste trabalho estéo

no apéndice A, no fim deste manuscrito (pg 101).

4.1.2 Abordagem Sintética

A rota sintética proposta para a série-alvo PQM-160-164 e PQM-167 esta
baseada na preparacdo do intermediario hidrazidico 11, obtido por conversdo do
acido 3-metoxi-4-hidroxi-cinamico (acido ferdlico) 9a ou acido 3-hidroxi-4-metoxi-
cindmico (&cido isoferulico) 9b no respectivo cloreto de acido 10, seguido da adicao
de hidrato de hidrazina, fornecendo o intermediario-chave hidrazidico 11a e 11b. A
reacao da hidrazida 11 com aldeidos fendélicos adequadamente substituidos 12a-e
levou aos derivados acilidrazénicos-alvo PQM-160-164 e PQM-167 (figura 14).

0
socl NS
DMF2 NHoNH2H0 NHNH,
CHZCIZ Ry C?ég'z 11a, b
25°C R{

0°C

Ry
R;=0OH, R,=0OCHj - Acido ferulico (9a)
R1=OCHj3, R,=OH - Acido 3-hidroxi- EtOH o)
4-metoxi- cin@mico(9b) 250C

Rs3 12a-e
,N S
R ke

PQM160-PQM164 e 12a - Ry=Rg=H; R,=OH

PQM167 12b - R3:R5:OH; R4:H
PQM160 - R;=0OH; R,=0OCHg; R3=Rs=H; R4=OH 12¢ - R3=Rg=H; R,=OCHj
PQM161 - R;=0H; R,=0OCHg; R3=R5=0H; R4=H 12d - R3=R5=0CHg; R,=H
PQM162 - R;=0OH; R,=0OCHjs; R3=Rs=H; R4=OCHj; 12e - R;=OCHj3; R,=OH; Rs=H

PQM163 - R1=OH, RZZOCHg; R3=R5:OCH3; R4:H
PQM164 - R;=OH: R,=OCHs: Rs=OCH3; R,=OH; Rs=H
PQM167 - R;=OCHs; R,=OH: Rs=Rg=H: R4=OCHj

Figura 14 - Rota sintética das substancias alvo PQM160-164 e PQM167.
Fonte: Do autor.
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A rota sintética proposta para os analogos a curcumina PQM-165 e PQM-166
esta baseada na preparacdo do intermediério hidrazidico 11, obtido por conversao
do acido 3-metéxi-4-hidroxi-cinamico (acido feralico) 9a ou acido 3-hidroxi-4-metoxi-
cinamico (acido isoferulico) 9b no respectivo cloreto de acido 10, seguido da adicdo

de hidrato de hidrazina (figura 15).

R2
0O Ry \ 0
NH,NH,.H,0
SOCl, X _
OH——— Cl __O5eq. HN=NH R,
9 DMF R 10 CH,Cl, \
Ry CH,Cl, 1 TEA o Ry
R, 25°C R> 25°C
R;=0H, R,=0OCHj - Acido ferulico R;=0OH, R,=OCHjs - PQM-165
R;=OCH3 R,=OH - Acido 4-metoxi-3-hidroxi-cinamico R;=OCHjz; R,=OH - PQM-166

Figura 15 - Rota sintética das substancias alvo PQM-165 e PQM-166.
Fonte: Do autor.

4.1.3 Sintese do intermediéario hidrazidico (11a e 11b)

0 0
SOCl, S NH,NH,.H,O NS
\9 OH — CI, 0 cl NHNH,
212 CH,CI
R; DMF~  R{ TEA® R{ 11a, b
25°C R, 0°C R,

R,

P - R]_:OH, R2=OCH3 -11a
R1=OH, R,=OCHg; - Amdo ferudlico R;=OCH3 R,=OH - 11b
R;=0OCH3 R,=0H - Acido 4-metoxi-3-hidroxi-cinamico '

Figura 16 - Obtencédo da hidrazida intermediaria (11) via cloreto de acila (10) com adicao de
trietilamina a partir do acido trans-feralico (9a) ou do acido 3-hidroxi-4-metoxi-trans-

cinamico (9b).
Fonte: Do autor.

Em um baldo monotubulado de 50 mL, foram adicionados 300 mg do &cido
trans-ferulico(1 eqv, 1,546 mmol) ou acido 3-hidroxi-4-metoxi-trans-cinamico (1 eq.,
1,546 mmol), 800 uL de cloreto de tionila (6,5 eq) e 100 uL de DMF em
diclorometano (15 mL). O sistema foi mantido sob agitacdo por 2 horas a 25°C, até

consumo total do acido de partida observado em cromatografia de camada delgada
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(CCD) sob luz UV(AL = 254 ou 365 nm), eluida com fase movel acetato de
etila/hexano na proporcdo de 7/3. Ao terminio das 2 horas o meio reacional foi
concentrado em rota-evaporador e, em seguida em linha de alto vacuo, a fim de
garantir a remogao de todo o excesso de cloreto de tionila. Em outro baldo
monotubulado de 50 mL, adicionou-se 2,5 mL de hidrato de hidrazina (30 eq), 280
uL de trietilamina (1,2 eq) e diclorometano (3 mL). Este sistema foi mantido em
agitacdo em banho de gelo. Um sdlido formado no primeiro balédo foi solubilizado em
diclorometano (15 mL) e transferido gota-a-gota, lentamente, neste baldo. Ao
término da adicdo, o produto foi concentrado em evaporador rotatério, solubilizado

em etanol, filtrado e seco sob vacuo.

4.1.4 Reacdo de Acoplamento da Hidrazida Intermediaria (11) com Aldeidos
Funcionalizados Para a Obtencéo de PQM-160-164 e PQM-167

O Rs Rs
X\ e EtOH Ry N\ S Ry
H B —
+ A 90°C R, HN=Ng 5
4
R, 0” H

R{
12a-e Rs
11a, b 12a - R3=Rg=H; R4,=OH PQM-160-164
_ _ i 12b - R3=Rz=0OH; R,=H PQM-167
cticnsr it R s o
1~ 3, N2~ B 12d - R3:R5:OCH3; R4:H

12e - R3=OCH3; R,=OH; Rs=H

Figura 17 - Reacédo de acoplamento da hidrazida (11a ou 11b) com benzaldeidos funcionalizados
(12a-e) para obtencédo da série alvo PQM-160-164 e PQM-167.
Fonte: Do autor.

Em um baldo monotubulado de 50 mL adicionou-se a hidrazida 11a ou 11b, o
aldeido adequado (1,2 eq) em 15 mL de etanol. O sistema foi mantido sob agitacao,
em refluxo a 90°C, por aproximadamente 12 horas. O consumo total da hidrazida foi
verificado em placa cromatografica empregando-se diferentes propor¢des de eluente
(tabela 1, pg47). Apos confirmacdo do término da reagdo, o solvente foi retirado em

evaporador rotatorio sob pressao reduzida, sendo o produto da reacéo purificado em
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coluna cromatografica (CC) com gel de silica flash (220-440 mesh, 0,035 mm —

0,075 mm) e eluente adequado, fornecendo rendimentos razoaveis (tabela 1, pg 47).

4.1.5 Sintese dos derivados curcumina-like PQM165 e PQM166

R,
o (0] Ry \ O
SocCl, S NH,NH, . H,0 _
X “ou - o o 22 HN=NH R,
9 DMF CH,Cl, N\
R
Ry CH,Cl, 1 TEA 0 Ry
R, 25°C R, 25°C
R,=0H, R,=0OCHj - Acido ferulico R;=0OH, R,=OCHj; - PQM-165
R;=OCHj3 R,=OH - Acido 4-metoxi-3-hidroxi-cinamico R;=0CHj3 R,=0OH - PQM-166

Figura 18 - Reacéo de sintese do dimero curcumina-like (PQM-165 e PQM 166).
Fonte: Do autor.

Em um baldo monotubulado de 50 mL, foi adicionado 300 mg do &cido trans-
ferdlico ou &cido 3-hidroxi-4-metoxi-trans-cinamico (1 eqv, 1,5460 mmol), 800 uL
cloreto de tionila (6,5 eq) e 100 uL de DMF em diclorometano (15 mL). O sistema foi
mantido sob agitacdo por 2 horas a 25°C, até consumo total do acido de partida.
ApOs o terminio da reacdo o meio reacional foi concentrado em rota-evaporador sob
pressdo reduzida e, em seguida direcionado a uma linha de alto vacuo, a fim de
garantir a remogéo do excesso de cloreto de tionila. Uma solugéo contendo 280 pL
de trietilamina (1,2 eq), 5 mL de diclorometano e 50 uL (0,5 eq) de hidrato de
hidrazina foi preparada e acomodada em funil de adicdo, o solido do baldo foi
solubilizado em diclorometano e colocado sob agitacdo, o conteudo do funil de
adicao foi entdo adicionado ao baldo, gota a gota, o sistema ficou sob agitacéo por
30 min a 25°C. O produto da reacao foi levado ao evaporador rotatério sob pressao
reduzida para remocao do solvente e a reacao foi purificada por CC com gel de
silica flash (220-440 mesh, 0,035 mm — 0,075 mm) empregando-se propor¢des

eluente adequado fornecendo rendimentos razoaveis (tabela 2, pg47).
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4.2 AVALIACAO BIOLOGICA SOBRE CELULAS TUMORAIS

A seguir os métodos de estudos e avaliagBes bioldgicas das substancias
estudadas.

4.2.1 CondicOes de Cultivo e Linhagens Celulares

Diferentes linhagens celulares derivadas de tumores humanos foram usadas
no presente estudo: HepG2 (hepatoma humano), A549 (carcinoma de pulmao
humano), MCF 7 (carcinoma de mama humana) e HT144 (Melanoma). As células
foram cultivadas em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma, MO)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB, Cultilab, SP, Brasil). As culturas
foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera controlada (95% de ar e 5% de
CO,). O meio de cultura foi trocado a cada dois ou trés dias e as subculturas foram
obtidas por digestdo enziméatica (tripsina a 0,05% e EDTA a 0,02%).

4.2.2 Viabilidade Celular — Ensaio Colorimétrico (MTS)

As células foram semeadas em placas de 96 pocos (inoculo inicial de 5 x 103
células ou 1 x 10* células, dependendo do tipo celular). Apés a aderéncia (24h), as
células foram tratadas com os compostos estudados por 48 horas em diferentes
concentracbes (12,5 — 100 uM). Ao término do tratamento, a viabilidade celular foi
avaliada por ensaio colorimétrico utilizando-se o Kit “Cell Titer 96TM” (Promega®). O

ensaio € baseado na conversdo enziméatica (desidrogenases) do sal tetrazolium a
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sua forma reduzida (formazano), o qual absorve luz a A= 490nm. A absorbéancia das
amostras tratadas foi comparada as das amostras nado tratadas sendo que
absorbancia é diretamente proporcional ao numero de células vivas. Os
experimentos foram conduzidos em triplicatas e os resultados obtidos na 12 série
experimental foram confirmados em duas novas séries subsequentes. Curvas de

regressao foram obtidas e os valores de ICsy (inhibitory concentration) foram

calculados usando o Software Graphpad Prism®.

4.2.3 Analise de Progressédo de Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

As células foram tratadas em concentracdes ao redor do I1Csp por 24h. Ao
término do tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica e
transferidas para tubos Falcon. Apds centrifugacéo (5 min a 1000 rpm), o precipitado
de células foi homogeneizado em PBSA e as células foram fixadas em etanol gelado
(75%) por 30 minutos. Apos nova centrifugacdo, as células foram tratadas com uma
solucdo contendo: PBSA, RNAse (10 mg/mL) e lodeto de propidio (30 pug /mL) por 1
h. As amostras foram analisadas no citometro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, GE)

utilizando o software ExpressPro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo descritos e discutidos inicialmente do ponto de vista

quimico e posteriormente os resultados biologicos obtidos.

5.1 RESULTADOS QUIMICOS E DISCUSSAO

Inicialmente deparou-se com algumas dificuldades na obtencdo do
intermediario hidrazidico (11a). Acredita-se que na metodologia inicial empregada, a
reacdo do éster metilico do acido ferulico com hidrato de hidrazina em meio
etandlico e sob refluxo a 90°C levou a uma reacédo de adicdo de Michael (13) no
carbono B da insaturagdo o—f carbonilica (figura 19). Apos tentativas de nove
diferentes métodos (apéndice B, pg 105), este problema foi solucionado com a
realizacdo do preparo da hidrazida 11a diretamente a partir do acido ferulico (item

4.1.3, pg 39), evitando a passagem pelo seu éster metilico.

Rota Alternativa
1. SOCI, CH,Cl,
2. NH,NH, TEA
0 1. SOCI, CH,Cl 0 o
H3CO. N oH 2. MeOH, t.a. H;CO NS OCH, NH,NH,  HzCO NS NHNH,
Ho EtOH o
HO' 9 8 11
NH NH,, | EtOH R,
Ry
H
H,NHN Ro
2 0 O 12ap
HaCO
OCHs RS
" ; i \/@RZ
NS .
H3COI>/\)LN Na R,
H
HO
PQM160-164

Figura 19 - Formag&o do produto de Michael (13) e estratégia utilizada para garantir a obtengdo da
substancia alvo PQM160-164.
Fonte: Do autor.
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Um segundo obstaculo surgiu ao realizar-se a preparacéo da hidrazida 11, via
cloreto de acila, uma vez que o dimero PQM-165 era formado com maior
rendimento, ndo sendo possivel sua remocdo por CC. A estratégia utilizada para
solucionar este problema foi adicionar o cloreto de acila em uma solugédo com largo
excesso (30 eq.) de hidrato de hidrazina, na presenca de trietilamina (1 eq) em baixa
temperatura (0°C, banho de gelo), prevenindo a formac¢édo do dimero. Desta forma, o
composto intermediario hidrazidico 11a foi obtido, e sua estrutura confirmada por
RMN de °C, de 'H e espectrometria na regido do infravermelho (V) (item 5.1.1, pg
48).

Em uma etapa subsequente o intermediario 11a foi submetido a uma reacéo
de acoplamento sob aquecimento a 90°C, para a avaliacdo da possibilidade de
realizar esta reacdo catalisada pela adicdo de HCl e temperatura ambiente.
Contudo, os rendimentos das rea¢fes acido-catalisadas foram muito inferiores aos
apresentados pelas reagoes sob refluxo, e os cinco produtos obtidos (figura 19, pg
44) tiveram suas estruturas caracterizadas por RMN de H e de *C e espectrometria
na regido do infravermelho (1V) (itens 5.1.2 a0 5.1.6, pg 50 a pg 75).

Os derivados diméricos da curcumina (5).foram obtidos de forma semelhante
a hidrazida 11, como sua formacao foi observada na adicdo de cloreto de acila do
acido ferulico 10 sobre baixo excesso de hidrato de hidrazina em banho de gelo,
optou-se por utilizar 0,5 eq. de hidrato de hidrazina e adiciona-lo sobre uma solucao
de cloreto de acila 10 a temperatura de 25 °C, obtendo-se os dimeros PQM-165 e
PQM-166.

Afim de uma andlise da relacdo estrutura atividade destes compostos as
substancias PQM-167 e PQM-166, regioisbmeros de PQM-162 e PQM-165,
respectivamente, foram sintetizados a partir do acido 3-hodroxi-4-metoxi-cinamico. A
rota sintética utilizada foi a mesma para a obtencdo dos produtos anteriores,
diferindo, apenas, no material de partida.

Foram sintetizadas e testadas oito substancias, sendo seis (PQM-160, PQM-
161, PQM-162, PQM-163, PQM-164 e PQM167. Figura 20 pg 46) delas hibridas
curcumina-resveratrol e outras duas (PQM165 e PQM166. Figura 20) analogas a
curcumina (5). No caso dos hibridos, temos duas classes distintas onde PQM-160 e
PQM-161 ndo tiveram modificacbes estruturais nos substituintes dos anéis
aromaticos (B e C figura 13, pg 35), enquanto que em PQM-162 e PQM-163 os
grupos hidroxila do anel proveniente do resveratrol (anel B e anel C figura 13, pg 35)
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foram substituidas por metoxilas. Esta variacdo foi importante para avaliar-se a
relacdo estrutura-atividade e a contribuicdo farmacoférica destes substituintes. Em
PQM-164 o anel proveniente do resveratrol (anel C figura 13, pg 35) foi substituido
pelo padréo de substituicdo presente nos anéis da curcumina (subunidade A figura
13, pg 35). PQM-162 e PQM-167 se diferenciam pela regioquimica dos substituintes
da unidade proveniente da curcumina (subunidade A figura 13, pg 35), em PQM-165
e PQM-166, assim como a curcumina (5), sdo dimeros, porém apresentam um

espacador hidrazidico e diferem entre si pelo padrdo de substituicdo nos anéis

aromaticos.
OH
i > i \/@
XANNNR NN OH
H HO "
HO PQM161
OCH, PQM160 OCH,
OCH,
o OCH, o)
X N\/©/ NN OCH
HO
HO PQM162 OCHj PQMIE3
OCHs
OCH, OCHg .
o OH 0 4
A N AN
H H o
HO HO PQM165
Och, PQM164 OCH,
OH OCH
OCH, 0 :
-« Oy - AN Ny
H,N N
H,CO
HLCO o) 3 T PQM167
OH PQM166

Figura 20 - Estruturas das substancias-alvo PQM160-167 sintetizadas e avaliadas neste trabalho.
Fonte: Do autor.



Tabela 1 - Dados experimentais da preparacéo da série-alvo PQM160-164.
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R]_‘Q_\\—«O
HN—N

R
2 N\ R,
Caddigo Rendimento Faixa de
(aspecto Substituintes Eluente da CC Global Fuséo
fisico) (°C)
PQM-160 R:=R4=0OH .
(s6lido R,=OCH, ~Acetaode etlaliiexano 11,3% 260-265
marrom) Rs;=Rs=H ) )
PQM-161 R1=R3=Rs=0OH .
(solido R,=OCH, Acetato des‘?;"a/Hexa”O 16,8% 231-234
amarelo claro) R4,=H '
PQM-162 R;=OH .
(solido Rs=Rs=H Acetato de;;"a/Hexa”O 31,2% 225.207
amarelo claro) R,=R,=0OCH; '
R;=OH .
FjQM—163 R,=Rs=Re=OCH Acetato de gtlla/Hexano 38.3% 212-217
(s6lido bege) R.=H 7:3
=
PQM-164 R;=R;=0OH Acetato de etila
(s6lido R,=R;,=0OCHs /Hexano/Etanol 48,1% 154-161
amarelo) Rs=H 6:4:0—-6:4,5:0,5
PQM-167 R,=0OH .
(s6lido R,=R,=OCH,  /\cetato def;"a/Hexa”O 24.5% 221-224
amarelo claro) Rs=Rs=H '
Fonte: Do autor.
Tabela 2 - Dados experimentais da preparacéo da série-alvo curcumina-like (PQM165-166).
R
G PN
H’
R{ ©
R2
Caddigo Rendimento Faixa de
(aspecto | Substituintes Eluente da CC Global Fusao
fisico) (°C)
PQM-165 R.=OH Acetato de etila
(sélido R EOCH /Hexano/Etanol 10,3% 198-203
branco) 2" 3 5:4,5:0,5
PQM-166 _ .
(solido Ré—zog:g Acetato 3e5<.-:-;|ISJHexano 17.5% 215-217
branco) 2 e

Fonte: Do autor.
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5.1.1 Sintese do intermediario (E)-3(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilidrazida (11a)

NS

HO 9a
OCHs

OH

SOCl,
.

DMF, CH,Cl,
25°C

HO

OCHj

NS

10

(0]

Cl

NH,NH,
H,0
30 eq.

CH,Cl,
TEA
25°C

HO

O]

\
NHNH,

1la
OCH;

Figura 21 - Sintese do intermediario (E)-3(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilidrazida (11a)

Fonte: Do autor.

A sintese do intermediario hidrazidico 1la foi otimizada pela adicdo de

trietilamina juntamente com hidrato de hidrazina, uma vez que em experimentos

iniciais foi observado que o HCI formado na reacdo entre o hidrato de hidrazina e o

cloreto de acila (10) estava, possivelmente, agindo na protonacédo do nitrogénio da

funcdo hidrazina, acarretando numa provavel hidrolise do produto formado e

comprometendo o rendimento da formacédo de 1la. Esta hip6tese foi confirmada

quando a adicao de Et3N levou a obtencdo de 1la com sucesso e em bons

rendimentos (observado por RMN). Uma vez obtida, a hidrazida 1la bruta foi entdo

submetida ao acoplamento com diferentes aldeidos funcionalizados.
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O espectro na regido do IV (figura 22) da substancia 1la apresenta bandas
de estiramento de N-H, em 3253 e 3287 cm™, estiramento de O-H em 3147 cm™,
deformacdo angular fora do plano de C-H de alcenos em 2938 cm™ estiramento de
C-H sp; em 2838 cm™, estiramento de C=0 de amida em 1651 cm™, estiramento de
C=N em 1586 cm™, deslocamento angular de N-H em 1510 cm™, deslocamento

angular de C-H sp; da metila em 1424 cm™ e estiramento de C-O em 1027 cm™.

€176V

S¥'0T8:
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E S|g L
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§ HO 8 E
60 @ OCHg | @
— [
g
<
2
[{e]
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

Figura 22 - Espectro na regido do infravermelho da (E)-3(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilidrazida 11.
Fonte: Do autor.
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No espectro de RMN de *H (Figura 23) podemos observar o simpleto em &
3,89 ppm, referente aos H da metoxila, além dos dupletos em 6 6,38 e 7,47 ppm (J=
15,73 Hz e 15,72 Hz, respectivamente) referentes aos H-11 e H-10 a e B
carbonilicos, respectivamente. Também foram identificados os sinais referentes aos
hidrogénios aroméaticos em & 6,80 referente a H1, 6 7,03 referente a H6 e & 7,12

ppm referente a H4.

- 14000
L 13000
& - 12000
o
4 (d} e
7.12 Fs000 o O
1(1.95) hﬁ 11000
10 (d) s@d) | [ 1@ 11 (d) P P LN
7.47 7.03 6.80 638 || 4000 1 TR TR NH - 10000
3(15.72)! 3(1.96, 8.19)| | 8.16) (15.73) ‘ | 14
— —— — —
-m 3000 oA F NR; 9000
s HO 3
Mo W W 7
—=a8489 \Y,
B P e L2000 o 8000
23 IR | 38 e 8
) ‘ © ‘T %5 L7000
D ; | | H1000
h L6000
A -L _U
g 2 4 = %
= P — = 5000
T T T T T T T T T T T T T
75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63
f1 (ppm) - 4000
L3000
2000
H - 1000
Jll! - .J Pt M, Jl'_ —— —t0
g
S L-1000
. ‘ : : . ‘ : . : : ‘ : : . ‘ :
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 15 1.0 0.5 0.0
f1 {ppm}

Figura 23 - Espectro de RMN de 'H. (300 MHz, CD30D) da (E)-3(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilidrazida

11.
Fonte: Do autor.
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No espectro de RMN de **C (Figura 24) podemos observar todos os sinais
relativos aos 10 carbonos da estrutura de 1la, com destaque para o carbono do
grupo metoxila em 6 56,4. Em & 168,6 foi identificado o sinal referente ao carbono
carbonilico de hidrazida, os sinais em 6 162,5; 6 149,9; 6 142,1; 6 128,2 e 6 111,5

referentes aos carbonos do anel e os sinais em 6 149,3 e 6 123,2, referentes aos

carbonos da insaturacédo a—f carbonilica.

— 168.63[12]
— 162,53 [2]
- 149.29 [10]
— 142.09 [5)
—128.19 8]
—123.19 [11]
— 116.48 [1]
— 111,53 [4]
—56.38 9]

_-149.91[3]

wwwwu‘mmwwmmm

T T T T
130 120 110 100 920

T T
160 150 140 80
fL {ppm)

Figura 24 - Espectro de RMN de °C (75 MHz, CD;0D) da (E)-3(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilidrazida

11.
Fonte: Do autor.




Tabela 3: Dados de RMN de *H e de **C da hidrazida 11.
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Posicao 5™H (ppm) M J (Hz) 5°C (ppm)
1 6,30 d 8,16 116,5
2 - - - 162,53
3 - - - 149,1
4 7,12 d 1,95 111,6
5 - - - 142,2
6 7,03 dd 1,96: 8,19 128,2
7 _— _— _— _—

8 _— _— _— _—

9 3,89 s . 56,4
10 7,47 d 15,72 149,3
11 6,38 15,73 123,19
12 - - - 168,6
13 - - - -
14 - - - .
15 - - - -

Fonte: Do autor.

A andlise conjunta dos dados dos espectros de IV, RMN de 'H e RMN de **C

nos permitiu confirmar a obtencéo da substancia intermediéaria 11.
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5.1.2 Sintese da 2-N-(4-hidroxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilohidrazida

(PQM-160)
OH
~ N'NHZ EtOH HO \ 0
H + A 90°C H,CO HN=N{ o
HO < >
OCH PQM-160
3 O~ 'H 11,3%
1lla 12a

Figura 25 - Sintese da 2-N-(4-hidroxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-160).
Fonte: Do autor.

Inicialmente foram feitas tentativas de reacdo de acoplamento com catalise
acida, porém, o rendimento foi muito pequeno. Suspeita-se que o acido adicionado
poderia estar levando novamente & hidrélise da amida precursora da hidrazona-alvo
ou do proprio material de partida 11, levando-nos a optar pelo acoplamento sem
catélise, sob refluxo em etanol a 90°C, obtendo-se aumentos significativos nos
rendimentos.

O espectro na regidao do IV (figura 26, pg 54) da substancia PQM-160
apresenta bandas de estiramento de N-H em 3075 cm™, estiramento de O-H em
3014 cm™, deformacdo angular fora do plano de C-H de alcenos em 2921 cm™,
estiramento de C-H sp; em 2828 cm™, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1678
cm™, estiramento de C=N em 1606 cm™, deformac&o angular de N-H em 1580 cm™,
deformacéo angular de C-H sp; da metila em 1455 e 1371 cm™ e estiramento de C-
O em 1056 cm™,
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Figura 26 - Espectro na regido do infravermelho da (2E)-N-(4-hidroxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-160).
Fonte: Do autor.
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5.1.3 Sintese da 2-N-(3,5-diidroxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-161)

O]
N -NH; HO OH eon  HO \ 4 OH
H . —
HO A 90°C HsCO HN"'N\\ANQ
OCH, 0 PQM-161 SH
1lla 12b 16,8%

Figura 27 - Sintese da 2-N-(4-hidroxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-161).
Fonte: Do autor.

O espectro na regidao do IV (figura 28, pg 56) da substéancia PQM-161
apresenta bandas de estiramento de N-H em 3374 cm™, estiramento de O-H em
3230 cm™, deformacdo angular fora do plano de C-H de alcenos em 3047 cm™,
estiramento de C-H sp3 em 2962 cm?, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1622
cm™, estiramento de C=N em 1585 cm™, deformac&o angular de N-H em 1467 cm™,
deformacédo angular de C-H sps da metila em 1343 cm™ e estiramento de C-O em
1018 cm™.
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Figura 28 - Espectro na regido do infravermelho da 2-N-(3,5-diidroxibenzil)-3-(4-hidréxi-3-
metoxifenil)acriloidrazida (PQM-161).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H (figura 29, pg 57), podemos observar os simpletos
em 6 7,96 e em & 7,82 ppm referentes ao hidrogénio da ligacdo N=CH dos isbmeros
E e Z, respectivamente, caracteristica da acilidrazona, além dos dupletos em & 7,66
ppm (J=15,41 Hz, 1H) e & 6,47 ppm (J=15,62 Hz, 1H), referentes aos H7 e H8 da
o—p instauragdo, respectivamente. Também foi possivel observar o simpleto em &
3,90 ppm referente aos hidrogénios do grupo metoxila e os demais sinais referentes

aos hidrogénios dos anéis aromaticos da estrutura de PQM-161.
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Figura 29 - Espectro de RMN de 'H. (300 MHz, CD5;OD) da 2-N-(3, 5-diidroxibenzaldeido)-3-(4-
hidroxi-3-metoxifenil)acriloidrazida (PQM-161).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 30, pg 58) podemos observar todos os
sinais relativos aos 15 carbonos da estrutura de PQM-161. O carbono carbonilico da
acilidrazona foi identificado em & 165,8 ppm, além dos sinais em 6 144,3 e 6 116,3,
referentes aos carbonos da C7 e C8 insaturacdo o—f carbonilica, respectivamente.
Em & 160,0 foi observado o sinal atribuido aos carbonos C19 e C21, ambos ligados
as hidroxilas fendlicas do sistema arilidrazénico. No espectro de carbono, nota-se
gue o C13 possui dois valores atribuidos, 144,3 e 146,0, o que se justifica pela
ocorréncia de dois isébmeros geométricos E e Z da ligagdo da subunidade

acilidrazonica, respectivamente.
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Figura 30 - Espectro de RMN de C (75 MHz, CDsOD) da 2-N-(3, 5-diidroxibenzaldeido)-3-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)acriloidrazida (PQM-161).
Fonte: Do autor.



Tabela 4 - Dados de RMN de 'H e de **C do 2-N-(3, 5-diidroxibenzaldeido)-3-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)acriloidrazida (PQM-161).

Posicao 5™H (ppm) M J (Hz) 5°C (ppm)
1 6,82 d 8,14 116,6
2 - - - 149,4
3 - - - 159,6
4 7,16 d 1,53 123,4
5 - - - 128,1
6 7,09 dd 1,31; 8,07 123,6
7 7,66 15,41 144,3
8 6,47 d 15,62 116,3
9 - - - 165,8
10 - - - -
11 - - - -
12 - - - -
13 7,96(E); 7,82(2) s - 146,0 (2); 145,1 (E)
14 - - - -
15 - - - -
16 3,90 s - 56,5
17 - - - 137,3
18 6,72 d 2,17 111,8
19 - - - 160,0
20 6,32 s - 107,1
21 - - - 160,0
22 6,72 d 2,17 111,8
23 - - - -
24 - - - -
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Fonte: Do autor.
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5.1.4 Sintese da 2-N-(4-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloidrazida

(PQM-162)
(@] OCH
~ NH, 3 EtOH HO %
N” _—
H + A 90°C H,CO HN=N
HO OCH;
PQM-162
OCHj Y
1la 12c 31,2%

Figura 31 - Sintese da 2-N-(4-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloidrazida (PQM-162).
Fonte: Do autor.

O espectro na regidao do IV (figura 32, pg 61) da substancia PQM-162
apresenta bandas de estiramento de N-H em 3116 cm™, estiramento de O-H em
3046 cm™, deformacdo angular fora do plano de C-H de alcenos em 2928 cm™,
estiramento de C-H sp3 em 2833 cm™, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1651
cm™, estiramento de C=N em 1605 cm™, deformac&o angular de N-H em 1584 cm™,
deformagcéo angular de C-H sp; da metila em 1420 e 1398 cm™ e estiramento de C-
O em 1031 cm™.
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Fonte: Do autor.
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5.1.5 Sintese da 2-N-(3,5-dimetoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-163)

(@]
DS N’NH2 HgCO OCH3 EtOH HO \ 0O OCH3
H + _—
HO A 90°C H3CO HN-—N\
OCHg PQM-163
o~ H Q OCHs
11a 12d 38,3%

Figura 33 - Sintese da 2-N-(3,5-dimetoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-163).
Fonte: Do autor.

O espectro na regidao do IV (figura 34, pg 63) da substancia PQM-163
apresenta bandas de estiramento de N-H em 3153 cm™, estiramento de O-H em
3055 cm™, deformac&o angular fora do plano de C-H de alcenos em 2934 cm™,
estiramento de C-H sp; em 2833 cm™, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1660
cm™, estiramento de C=N em 1628 cm™, deformac&o angular de N-H em 1587 cm™,
defromacé&o angular de C-H sp; da metila em 1423 e 1363 cm™ e estiramento de C-
O em 1054 cm™,
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H (figura 35, pg 64), podemos observar o simpleto
em 6 8,10 (E) e 7,93 (Z2) ppm referente aos hidrogénios da ligacdo N=CH
caracteristica da acilidrazona, além dos dupletos em 6 7,50 (J=15,82 Hz, 1H) e &
6,51 ppm (J=15,67 Hz, 1H) referentes aos H7 e H8 da o-fB instauracao,
respectivamente. Também foi possivel observar os simpletos em 6 3,85 (2); 3,84,
3,83 (E) e 3,82 ppm referentes aos hidrogénios dos grupos metoxila e os sinais

atribuidos aos hidrogénios dos anéis aromaticos da estrutura.
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 36, pg 65) podemos observar todos os
sinais relativos aos carbonos da estrutura de PQM-163, na forma de seus dois
isdmeros geométricos. O carbono carbonilico de acilidrazona foi identificado em &
162,0, além dos sinais em 6 146,1 referente ao carbono C7 e, 6 102,3 (isbmero E) e
0 116,7 (isbmero Z), referentes ao carbono C8 da insaturagcdo a—p carbonilica. Em &
160,7 foi observado o sinal atribuido aos carbonos C19 e C21 ambos ligados as
metoxilas fendlicas do sistema acilidrazbnico, também podemos observar o sinal em
0 146,1 atribuido a C13 (E) e 6 142,4 atribuido ao C13 (Z), carbono envolvido na

reacdo de acoplamento da hidrazida 11a com o respectivo aldeido.
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Fonte: Do autor.

Ap6s caracterizacdo por espectrometria na regiéo do IV, RMN de 'H e de *3C,
podemos observar no espectro de RMN de *C (figura 36) que os sinais dos
carbonos estdo duplicados, e as integrais, bem como a multiplicidade dos sinais do
RMN de *H (figura 35, pg 64), ndo estdo definidas. Estes fatos podem ser explicados
pela ocorréncia de dois isbmeros geométricos com unidade estereogénica na
ligagdo dupla da funcéo acilidrazonica, formada na etapa de acoplamento de 1la
com 3,5-dimetoxibenzaldeido (12d) (figura 33, pg 62). Esse fato também foi
identificado no trabalho de Silva et al. (2016) onde a obtencéo de acilidrazonas levou
a formacdo de isdbmeros E e Z, o autor realizou um estudo com RMN de *H com
curva de aquecimento e verificou a formacdo do isbmero E na temperatura de 120
°C, sendo este o mais estavel (SILVA et al.,, 2016). A fim de atribuir os valores
corretos dos sinais de RMN de *H e de *3C foram obtidos os mapas de correlacéo,
HSQC (figura 37, pg 66) e HMBC (figura 38, pg 67), estes demonstraram que o
deslocamento do carbono C8, que no intermediario 11a apresenta deslocamento
conhecido (6 116,53 ppm), passou a ressonar em 6 102,3 ppm e 6 116,7 ppm,
acoplando com o dupleto em & 6,51, sabidamente relativo aos hidrogénios da
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insaturacdo o—fB carbonilica, que por sua vez, mostrou correlacdo H-C com os
carbonos arométicos vizinhos C5 e C9, apontada pelo mapa HMBC (figura 38, pg
67).Este fato pode estar relacionado com as interacdes espaciais decorrentes do
posicionamento espacial dos anéis aromaticos ligados ao N hidrazénico nos
isdmeros E e Z. Quando em configuragado Z os grupos metoxila posicionam-se muito
préximo ao carbono C8, podendo acarretar em um efeito de blindagem sobre o
carbono a-carbonilico do sistema acilidrazonico, esta mesma configuracao acarreta

os multiplos sinais atribuidos as metoxilas e ao carbono C13 (figura 39, pg 67).
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Figura 37 - Mapa de correlagdo HSQC (300MHz, DMSO-ds) de 2-N-(3,5-dimetoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloidrazida (PQM-163).
Fonte: Do autor.
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H, de *C e de HMBC do 2-N-(3,5-dimetoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloidrazida (PQM-163).

Posicao 5H (ppm) M | J(Hz) 8°C (ppm) HMBC
1 6,81 d 2726 115,7 C2,C3eC5
2 - - 149,0 -
3 - - 148,8 -
4 7,31 s - 111,0 -
5 - - 126,2 -
6 7.13 m - 122,8 C3
7 7,50 d 1582 141,2 C4,C6 e C9
8 6,51 d 1567 102,3(E); 116,7 (2) C5e C9
9 -~ - 162,0 -
10 - - - -
11 - - - -
12 - - - -
13 8,10(E); 7,93(2) s 1424 (E); 146,1 (2) C17 e C20
14 - - - -
15 - - - -
16 3,84 s - 55,2 C3
17 - s - 136,5 -
18 7,13 m - 122,0 -
19 - - 160,7 -
20 6,83 s - 104,8 c13
21 - - 160,7 -
22 7,13 m - 122,0 -
23 - - - -
24 - - - c18
25 3,82 s - 55,5 c21
26 3,83(E): 3,85(2) s - 55,4(E); 55,0(2) C19

Fonte: Do autor.

As andlises conjuntas do espectro na regido do IV, RMN

corroboraram para a elucidacdo da substancia PQM-163.

de H e de °C
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5.1.6 Sintese da 2-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloidrazida (PQM-164)

OCH, PQM-163

O OH
H i _—
A 90°C HN-N
(e} H
12d

1la 38,3%

Figura 40 - Sintese da 2-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)acriloidrazida (PQM-
164).
Fonte: Do autor.

O espectro na regiao do IV (figura 41, pg 70) de PQM-164 apresenta bandas
de estiramento de N-H em 3183 cm™, estramento de O-H em 3059 cm™,
deformacé&o angular fora do plano de C-H de alcenos em 2965 cm™, estiramento de
C-H sps em 2840 cm™?, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1651 cm?,
deformacéo angular de N-H em 1585 cm™, deformacao angular de C-H sps; da metila

em 1427 e 1373 cm™ e estiramento de C-O em 1025 cm™.
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Figura 41 - Espectro na regido do infravermelho da 2-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloidrazida (PQM-164).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H (figura 42, pg 71), podemos observar os simpletos
em 6 8,13 e & 7,95 referente ao hidrogénio da ligagdo N=CH dos isbmeros E e Z,
respectivamente, ligacdo caracteristica da acilidrazona, além dos dupletos em 6 7,51
(J=15,74 Hz, 1H) e 6 6,56 (J=15,65 Hz, 1H) referentes aos H7 e H8 da o—p
instauracao, respectivamente. Também foi possivel observar o simpleto em é 3,82
referente aos hidrogénios do grupo metoxila do isbmero E e os simpletos em 6 3,84
referente ao carbono C25 e em & 3,85 referente ao carbono C23 das metoxilas do

isbmero Z e os demais sinais relativos aos hidrogénios aroméaticos.
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metoxifenil)acriloidrazida (PQM-164).
Fonte: Do autor.

2426

No espectro de RMN de *3C (Figura 43, pg 72) podemos observar todos 0s
sinais relativos aos carbonos da estrutura de PQM-164. O carbono carbonilico de
acilidrazona foi identificado em 6 161,9 (isbmero E) e 6 166,3 (isdmero Z), além dos
sinais em 6 140,7 e 6 117,1, referentes aos carbonos da C7 e C8 insaturacéo
o—p carbonilica, respectivamente. Em o6 149,0; 148,8; 147,9 e 148,1 foram
observados os sinais atribuidos aos carbonos C2, C3, C17 e C18, respectivamente,
carbonos funcionalizados do sistema arilidrazénico. Também podemos observar o
sinal em ¢ 146,8, relativo a C13 (E) e um sinal em 6 143,1 atribuido ao carbono C13

do isbmero Z, carbono este que corrobora a obtencéo da acilidrazona desejada.



72

- ) T BT —
Z = SE-C-CCE (RN b e i
o o Qm= o=~ Mmoo oo s 50000
e e TITFIT i fu o bl &
[ Y SN NS |
45000
HaC. - 40000
2|1
18 OH
o W SR 35000
" | |
1] N
[ T 9 ‘\4\_\ 16
|1|/ \%5/ \H/ \NH/‘ZQ‘\"”} \15/ - 30000
I 10
P
HO 3 - 25000
20 |
He
vt - 20000
- 15000
10000
- 5000
ldbwﬂwmmmuwwmmm Lo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T __EUDO
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 {ppm)

Figura 43 - Espectro de RMN de °C (75 MHz, DMSO-ds) da 2-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloidrazida (PQM-164).
Fonte: Do autor.

Mais uma vez os mapas de correlacdo HSQC (figura 44, pg 73) e HMBC
(figura 45, pg 74) foram importantes na elucidacao estrutural e a correta atribuicao
dos sinais de 'H e 3C de PQM-164. Diferentemente do caso anterior, a substancia
PQM-164 ndo apresentou mudanca no deslocamento quimico de C8, como
observado para PQM-163. Este fato pode ser decorrente dos substituintes do anel
do sistema arilidrazbnico estarem nos carbonos C17 e C18, estando C16 sem
substituinte, diferente de PQM-163 que possui seus substituintes nos carbonos C18
e C16, deste modo, PQM-164 (E) pode posicionar a metoxilas do anel do sistema

arilidrazonico distante de C8, ndo causando efeitos no deslocamento do mesmo.
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Fonte: Do autor.
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Fonte: Do autor.
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Tabela 6 - Dados de RMN de 'H, de **C e de HMBC da 2-N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acrilohidrazida (PQM-164).

Posicdo | &'H (ppm) M | J(Hz) 5°C (ppm) HMBC
1 8,84 dd  1,51; 8,13 1158 -
2 - - - 149,0 -
3 - - - 148,8 -
4 7,31 s - 111,0 -
5 - - - 126,3 -
6 7,15 m - 1221 -
7 7,51 15,74 140,7 C4,C6 e C9
8 6,56 15,65 117,1 C1,C5eC9
9 -~ - - 161,9 (E): 166,3 (2) -
10 - - - - -
11 - - - - -
12 - - - - -
13 8,13 (E); 7,95(2) s - 143,1 (2); 146,8(E) Cl4, C15e C19
14 - - - 125,8 -
15 7,15 m - 121,9 -
16 8,84 dd  1,51;8,13 115,5 .
17 - - - 147,9 -
18 - - - 148,1 -
19 7,31 s - 109,2 -
20 - - - - -
21 - - - - -
22 - - - - -
23 3,82(E):384(2) s - 55,6 Cl7 e C18
24 - - - - -
25  3,82(E);3,852) s - 55,6 C2eC3

Fonte: Do autor.

A elucidacdo da substancia PQM-164 foi confirmada pelos espectros na
regido do IV, RMN de *H, de **C e pelos mapas de correlacdo HMBC e HMQC.
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5.1.7 Sintese da (2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-N-((E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloil)acrilohidrazida (PQM-165)

HsCQ
0 HO \ O
X
X on socl, el _NHaNH HN-NH OCH;
9b DMF |5 CH,Cl, \S
HO CH,Cl, TEA 0 OH
ocH 25°C OCHj 25°C PQM-165
3
10,3%

Figura 46 - Sintese da (2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-N-((E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloil)acrilohidrazida (PQM-165).
Fonte: Do autor.

Nas etapas de purificacdo dos compostos finais foi identificada a presenca de
um dimero, que dificultava a purificagdo via cromatografia em coluna. Este dimero
foi confirmado por RMN, e sua estrutura caracterizada como PQM-165.

O espectro na regidao do IV (figura 47, pg 77) da substancia PQM-165
apresenta bandas de estiramento de N-H em 3430 cm™, estiramento de O-H em
3016 cm™, estiramento de C-H sp® em 2968 cm™, deformac&o angular fora do plano
de C-H de alcenos em 2840 cm™, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1688 cm’
! deformacdo angular de N-H em 1590 cm™, deformac&o angular de C-H sp® da

metila em 1430 e 1376 cm™ e estiramento de C-O em 1033 cm™™.
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Figura 47 - Espectro no infravermelho da (2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-N-((E)-3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)acriloil)acrilohidrazida (PQM-165).
Fonte: Do autor.
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5.1.8 Sintese de (2E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-N-((E)-3-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)acriloil)acrilohidrazida (PQM-166)

HO
o 0 HCO N O
XA SOCl; \10 cl _NHoNH, HN=-NH OH
o1 250C OH 25°C PQM-166
17,5%

Figura 48 - Sintese da (2E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-N-((E)-3-(3-hidroxi-4-
metoxifenil)acriloil)acrilohidrazida (PQM-166).
Fonte: Do autor.

O espectro na regidao do IV (figura 49, pg 79) da substancia PQM-166
apresenta bandas de estiramento de O-H em 2941 cm™, estiramento de N-H em
3396 cm™, deslocamento angular de N-H em 1611 cm™, estiramento de C-H sp® em
2585 cm™, estiramento de C=0 de amida em 1668 cm™, estiramento de C-O em
1023 cm™, deslocamento angular fora do plano de C-H de alcenos em 2844 cm™ e
dentre outras, apresenta as bandas referente ao deslocamento angular de C-H sp®
da metila em 1441 e 1357 cm™.
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Figura 49 - Espectro na regido do infravermelho de (2E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-N-((E)-3-(3-
hidroxi-4-metoxifenil)acriloil)acriloidrazida (PQM-166).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H (figura 50, pg 80), podemos observar o simpleto
em O 3,78 referente ao hidrogénio da metila, além dos dupletos em & 7,42 (J=15,91
Hz, 2H) e 6 6,22 (J=15,93 Hz, 2H) referentes aos hidrogénios, H7 e H18, e, H8 e
H17, das o—p instauracbes, respectivamente. Também foi possivel observar o

dupleto em & 6,92 (J=8,61 Hz, 2H) referente aos hidrogénios arométicos H1 e H24,

0s sinais em ¢ 7,05 referentes aos outros hidrogénios aromaticos.
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Figura 50 - Espectro de RMN de H (300 MHz, DMSO-d¢) de (2E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-N-((E)-3-
(3-hidroxi-4-metoxifenil)acriloil)acriloidrazida (PQM-166).
Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *3C (Figura 51, pg 81) podemos observar todos 0s
sinais relativos aos carbonos da estrutura de PQM-166. Os sinais mais
caracteristicos sao relativos aos carbonos carbonilicos de amida, identificados em &
168,3, além dos sinais em 6 144,6 e 6 116,8, referentes aos carbonos, C7 e C18, e,
C8 e C17, das insaturacbes o—p carbonilicas, respectivamente. Em & 150,3
podemos observar o sinal referente aos carbonos aromaticos metoxilados C2 e C23
em 6 147,1, o sinal dos carbonos aromaticos hidroxilados C3 e C22 e em 6 56,1 0

sinal dos carbonos metilicos C14 e C27.
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Tabela 7 - Dados de RMN de 'H, de **C e de HMBC da (2E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-N-((E)-3-(3-

hidroxi-4-metoxifenil)acriloil)acrilohidrazida (PQM-166).

Posig&o S™H (ppm) M J (Hz) 5°C (ppm)
1 6,92 d 8,61 112,4
2 -- -- -- 150,3
3 -- -- -- 147,1
4 7,07 m - 114,5
5 -- -- -- 127,6
6 7,07 m -- 1215
7 7,42 d 15,91 144.6
8 6,22 d 15,93 116,8
9 -- -- -- 168,3
10 -- -- -- --
11 -- -- -- --
12 -- -- -- --
13 -- -- -- --
14 3,78 S -- 56,1
15 -- -- -- --
16 -- -- -- 168,3
17 6,22 d 15,93 116,8
18 - - - -
19 742 d 15,91 144.6
20 - - - 127,6
21 7,07 m - 114,5
22 - - - 1471
23 -- -- -- 150,3
24 6,92 d 8,61 112,4
25 7,07 m -- 1215
26 -- -- -- --
27 3,78 S -- 56,1
28 ~- - -~ ~-

Fonte: Do autor.
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5.1.9 Sintese de 2-N-(4-metoxibenzil)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)acriloidrazida
(PQM-167)

PQM-167

Q OCHs
\S H' NH2 EtOH H3CO‘©_\\_«O
+ A90°C HO HN-N
HsCO \M'@~OCH3
OH
O~ 'H
12c

11b 24,5%

Figura 52 - Sintese 2-N-(4-metoxibenzil)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)acriloidrazida (PQM-167).
Fonte: Do autor.

O espectro na regidao do IV (figura 53, pg 84) da substéancia PQM-167
apresenta bandas de estiramento de N-H em 3331 cm™, estiramento de O-H em
3196 cm™, deformacdo angular fora do plano de C-H de alcenos em 2929 cm™,
estiramento de C-H sp® em 2835 cm™, estiramento de C=0 de acilidrazona em 1652
cm, estiramento de C=N em 1599 cm™, deformac&o angular de N-H em 1574 cm™,
deformacdo angular de C-H sp® da metila em 1442 cm™ e estiramento de C-O em
1015 cm™.
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metoxifenil)acriloidrazida (PQM-167).
Fonte: Do autor.
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5.2 TESTES BIOLOGICOS

As oito substancias sintetizadas (figura 20, pg 46) foram testadas para avaliar
seus efeitos sobre a viabilidade celular de trés diferentes linhagens derivadas de
tumores humanos A549 (carcinoma de pulméo), MCF 7 (carcinoma de mama), e
HT144 (melanoma), sendo que cinco deles ainda foram testadas para a linhagem
HepG2 (carcinoma hepatocelular). Em uma triagem inicial, os compostos foram
utilizados na concentracdo de 40 uM por 48h. A partir desse ensaio preliminar, foi
observado que as substancias mais efetivas em reduzir a viabilidade das células
tumorais foram as PQM-162, PQM-163 e PQM-164 (Figura 54, pg 86). Observou-se
também que os compostos foram mais seletivos para as linhagens MCF 7, HT144 e
A 549.

Na sequéncia, curvas dose-respostas foram feitas para avaliar o ICsg
(inhibitory concentration), concentracdo efetiva em inibir 50% do crescimento, das
substancias PQM-162 e PQM-163 sobre as linhagens MCF 7 e HT144 (Figura 55,
pg 87). Os resultados mostraram que os valores de ICso foram correspondentes a
40,49 + 1,01 e 19,09 £ 0,67 uM, respectivamente, para a linhagem MCF 7
(carcinoma de mama) apoés tratamento de 48h. Enquanto para a linhagem HT144
(melanoma), os valores de ICso encontrados foram 62,17 + 1,60 e 25,23 + 2,93 uM,
respectivamente, apdés 48h de exposicdo aos compostos. Os valores de ICs
determinados para a curcumina (5, figura 6, pg 26), apés 48h de tratamento, foram
47,32 + 2,33 para a linhagem MCF 7 e 42,76 + 3,79 uM para a linhagem HT144
(tabela 8, pg 87). Assim sendo, os resultados mostraram que a substancia PQM-163
foi mais efetiva que a curcumina em inibir a viabilidade das linhagens MCF 7 e
HT144. O mesmo evento foi observado para a substancia PQM-162 frente a
linhagem HT144.
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Fonte: Do Autor.

Figura 54

Zhou et al. (2011) demonstrou a efetividade da curcumina (5, figura 6, pg 26)

em inibir a proliferagédo e induzir apoptose em células MCF 7 e encontrou um valor

de ICso correspondente a 40 uM para a curcumina . Han et al. (2015) mostrou que o

resveratrol (7) foi capaz de induzir apoptose em concentracdes efetivas de 60,5 uM

por agir sobre proteina p53 ou p21 em células da linhagem MCF 7. Hsieh et al.

(2011) demonstrou que derivados do resveratrol apresentando substituicbes das

hidroxilas por metoxilas obtiveram efeito em inibir ciclo celular e induzir apoptose

frente a células LNCaP (adenocarcinoma de prostata), efeito esse ndo observado no

resveratrol. Esses eventos foram observados quando concentragdes superiores a 25

uM foram utilizadas.
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Figura 55 - Viabilidade celular determinada a partir dos ensaios de MTS em culturas de MCF 7 e
HT144 tratadas por 48h com o0s compostos PQM - 162 e PQM - 163 em diferentes
concentracoes.

Fonte: Do Autor.

Tabela 8 - Valores de ICsq determinados a partir dos dados obtidos por MTS.

1Cs0 (MM)
MCF 7 HT 144
PQM-163 19,09 £ 0,67 25,23 £2,93
PQM-162 40,49 £ 1,01 62,17 + 1,60
Curcumina 47,32 £ 2,33 42,76 + 3,79

Fonte: Do autor.
Os valores de ICsy abaixo daqueles encontrados para o controle positivo
estdo em negrito

Considerado os dados preliminares relacionados a atividade das substancias
PQM-162 e PQM-163 sobre a linhagem MCF 7, ensaios subsequentes foram
realizados para se a reducdo na viabilidade foi decorrente de bloqueio no ciclo
celular e/ou atividade citotdéxica dos compostos estudados. Os dados mostraram que

nas concentracdes utilizadas (ICso € IC50/2) 0 composto PQM-163 induziu bloqueio
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em G2/M, um efeito também observado para o composto PQM-162, entretanto este
altimo também foi efetivo em induzir morte celular, pois houve um aumento

significativo na populacdo SubG1 (figura 56, pg 89 e tabela 9).

Tabela 9 - Frequéncia de células nas diferentes fases do ciclo celular determinados por
citometria de fluxo em culturas de células MCF 7 tratadas por 24h com as
substancias PQM-162 e PQM-163.

GO/G1 S G2/M SubG1

Controle 52,85+ 0,93 24,36 + 0,45 20,27 +0,70 0,75 + 0,30
PQM-162

20 pM 51,00 £ 2,21 14,20 + 0,82 30,71+ 0,96 4,41+0,19”

40pM  21,25+0,67°  14,39+0,80 53,97 + 1,67 10.37£0.47
PQM-163

10 pM 50,55 * 0,46 20,31 +0,417 28,36 + 0,09 1,61 +0,12*

20 pM 50,49 + 0,94 20,00 £ 0,47 28,12+ 1,17 1,61 +0,12*

Fonte: Do autor.

Diferengas significativas foram determinadas por ANOVA e pds-teste de Dunnet usando
GraphPad Prism®. *p<0,01 e ***p<0,0001. 5000 células foram analisadas em cada
amostra.

As substancias PQM-162 e PQM-163 apresentam padrdo molecular
semelhante e, portanto, foram selecionadas para avaliacdo sobre a progressao do
ciclo celular. Os dados mostraram que ambas as substancias interferem na
progressao do ciclo celular em um ponto especifico (G2/M), apos tratamento de 24h.
A substancia PQM-163 por 24h nas concentracfes de 10 uM e 20 uM apresentaram
uma menor frequéncia de células na fase S com concomitante aumento na
populacdo G2/M. As culturas tratadas com a substancia PQM-162 nas
concentracdes de 20 uM e 40 uM apresentaram o mesmo perfil de inibicdo, contudo
também foi observado aumento significativo na frequéncia de morte celular nas
concentracbes analisadas indicando, portanto, ndo apenas uma atividade

antiproliferativa, mas também um perfil citotoxico (figura 56, pg 89).
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Figura 56 - Analise da Progresséo do ciclo celular realizada por Citometria de fluxo em células
MCF 7 das substancias PQM-162 e PQM-163.Diferencas significativas em relacdo
controle foram determinadas por ANOVA e pés-teste de Dunnet. *** (p< 0.0001)
Fonte: Do Autor.

Mais estudos estdo sendo realizados para esclarecer 0s mecanismos
envolvidos com atividade dos compostos sobre a progressdo do ciclo celular,
entretanto, compostos que inibem a progressao do ciclo e induzem morte celular sao
promissores agentes antitumorais (LEITAO et al., 2005). Além disso, estudos do

perfil de citotoxicidade sobre células normais estdo sendo realizados.
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6 CONCLUSOES

Numa abordagem de constru¢do de analogos da curcumina (5, figura 6, pg
26) e derivados hibridos curcumina-resveratrol, foram sintetizadas oito substancias
PQM-160-167. A atividade antiproliferativa das substancias PQM-160, PQM-161,
PQM-162, PQM-163, PQM-164, PQM-165, PQM-166 e PQM-167 foram avaliadas
inicialmente na viabilidade celular por ensaio colorimétrico MTS (40 uM) frente as
linhagens celulares MCF 7, HT144, e A549. As substancias PQM-160, PQM-161,
PQM-162, PQM-163 e PQM-164 também foram avaliadas frente a Hep G2. As
substancias PQM-162, PQM-163 e PQM-164 demonstraram atividade significativa
da contra as linhagens MCF 7 (carcinoma de mama) e HT 144 (melanoma), sendo

PQM-162 (ICso = 40,49 * 1,01 uM) mais ativa que a curcumina (5, figura 6, pg 26)

frente a MCF 7, enquanto que PQM-163 destacou-se como a mais ativa da série,
com ICsp= 19,09 £ 0,67 uM para MCF 7 e ICsp= 25,23 £ 2,93 uM para HT 144,
superando a curcumina (5, figura 6, pg 26, ICso= 47,32 = 2,33 uM para MCF 7 e
ICs50= 42,76 = 3,79 uM para HT 144).

Adicionalmente, PQM-162 e PQM-163 foram submetidas a analise de
progressao de ciclo celular em MCF 7 em concentracdes proximas aos respectivos
ICs0, evidenciando que PQM-163 (40 uM) foi capaz de inibir o ciclo celular, enquanto
que PQM-162 (10 e 20 uM), ndo apresentou acéo sobre o ciclo celular.

Os resultados obtidos evidenciaram também que a alteracdo da natureza dos
substituintes hidroxila presentes no resveratrol (7) por grupos metoxila nas
estruturas de PQM-162 e PQM-163, levaram a um incremento em poténcia e
seletividade antiproliferativa. Estas duas substancias inéditas, com padrdo molecular
hibrido curcumina-resveratrol, podem representar uma inovagao-no desenvolvimento
de novos candidatos a protétipos de farmacos antitumorais, além de facil obtencéo

sintética.
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7 PERSPECTIVAS

Este trabalho ainda tem como metas:

a) Concluséo da caracterizagdo das substancias sintetizadas por RMN e
HRMS;

b) Dar continuidade nos testes bioldégicos com a substancia PQM-164 que
também mostrou promissora atividade no teste inicial de viabilidade celular
(figura 55, pg 87).

c) Investigacdo dos possiveis mecanismos moleculares relacionados a
atividade das substancias promissoras sobre as linhagens MCF 7
(carcinoma de mama) e HT144 (melanoma).
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APENDICES

APENDICE A - PROPOSTAS DE MECANISMO DE REACAO

1. Formacéo do Cloreto de acila (10).

r N O T 5O
X )J\OH SOCl, X JJ\Cl
—»
9 Ho r CHCL,  Yho -
OCH
3 R OCH3 R
. P g J
Fonte: Do Autor.
Etapa |
Il
- O _ _
\O /D \, TNR g \ S
N—{ - N=< T—CI —_— +N—< Cl
/N /N D /N

/o

Fonte: Do Autor.
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Etapa Il

o o)
5 —\g >
L)/ ) — N—{ +
N_ R
) / . HO
Cl OCHj3
Fonte: Do Autor.
2. Formacé&o da hidrazida intermediéria (11)
O O
A D
Cl NH,NH, NHNH,
—»
HO CHCl, HO
OCH3 OCHg

Fonte: Do Autor.
o)
0

0
\ r\ \ . {‘\CI— ~
@ NHNH, — NH,NH, ' g NHNH, + HCl
HO

OCH
OCHs OCHs :

Fonte: Do Autor.
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3. Acoplamento da Hidrazida 11 com aldeidos funcionalizados para obtencé&o

da série alvo (PQM160-164)

H —
HO O
(0] \ /—W \
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X NHNH, »  HCO HN=NS
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Fonte: Do Autor.
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4. Sintese do dimero PQM165
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X OH
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HO CH2C|2 T AN
OCH;, OCH,
Fonte: Do Autor.
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(@] (@] (@]
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HO HO HO
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APENDICE B - TENTATIVAS PARA OBTENCAO DO INTERMEDIARIO
HIDRAZIDICO 11a.

12 Tentativa
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(0] e} o
X AN
OH SOCl Cl MeOH N-"NocH,
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HO DMF_ HO #C o
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32 Tentativa

OH

HO
OCHj

Fonte: Do Autor.

42 Tentativa

OH

HO
OCH;

Fonte: Do Autor.

52 Tentativa

Etapa |
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HO
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Etapa Il
O
Q NH,NH,. .
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HO } E HO
CH5CN
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Fonte: Do Autor.
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OH OH
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_»
EtOH
HCI
25°C \
H o) NNH,
Fonte: Do Autor.
Etapa Il
A EDAC \/©/
OH A N
N
O :
HO CH,Cl, HO
OCH, Snne, 22C OCHj4

Fonte: Do Autor.



109

72 Tentativa

o NH,NH,.H,0, O
3eq.)
OH  HOBT, EDAC NHNH,
—
CH5CN

HO
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OCHj, OCHjz

HO

Fonte: Do Autor.

CARVALHO, S. A. et al. Design and synthesis of new (E)-cinnamic N-acylhydrazones as
potent antitrypanosomal agents. European Journal of Medicinal Chemistry. v. 54, p. 512-521, 2012.

82 Tentativa

Etapa |
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92 Tentativa

Etapa |
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APENDICE C — PERFIL CROMATOGRAFICO OBTIDO POR UHPLC
ABSORVENDO A 300 nm
Todas as analises utilizaram coluna de faze reversa, fluxo de 0,3 ml/min,
deteccdo em 300 nm e fase movel de metanol/acetonitrila na proporcdo de
90%/10%.

PQM-160 #1 PQM-160 UV_VIS_1
2500 7mAU WVL300 nm
1 5-9515
2,000
1,500—-
1,000—_
50(%7
2-2834
0',1{-0.150 ﬂl | 3-5590 -8.988 6 - qfo:ahhwﬁ
S0 U T T I T T T N L o
0.0 20 40 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
1 0.15 n.a. 5.747 0.308 0.04 n.a. BMB
2 2.83 n.a. 143.214 7.562 1.08 n.a. BMB
3 5.59 n.a. 1.329 0.337 0.05 n.a. BMB
4 8.97 n.a. 4120 0.333 0.05 n.a. BM
5 9.51 n.a. 2037.262 688.567 98.49 n.a. M
6 10.84 n.a. 2.642 0.528 0.08 n.a. MB
7 11.51 n.a. 30.273 1.487 0.21 n.a. BMB
Total: 2224588 699.124 100.00 0.000

Pureza PQM-160 — 98,49%
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900 POM-161 #2 PQM-161 UV_VIS_1
JmAU WVL:300 nm
1 7-9.345

800

70&:

600-

SDCF:

400-

300-

20(}:

100~
] 4-5646 9-15.279
O*L‘@%mms |I‘3'—2.126 I](‘ L5‘—6.650‘(|5r 275 | @'11-338 ‘

T

-1007"‘\“'|'“\"‘\"‘\"‘\"'\‘"\“'l“r‘nin
0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 200

No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type

min mAU  mAU*min %

1 0.19 n.a. 2.329 0.158 0.06 n.a. BM
2 0.33 n.a. 2.841 0.177 0.07 n.a. MB
3 2.13 n.a. 4.100 0.354 0.14 n.a. BMB
4 5.65 n.a. 38.801 2.047 0.80 n.a. BMB
5 6.65 n.a. 4.210 0.236 0.09 n.a. BMB
6 8.27 n.a. 2.596 0.120 0.05 n.a. BMB
7 9.35 n.a. 830.902 249373 97.64 n.a. BMB
8 11.34 n.a. 5.756 0.247 0.10 n.a. BMB
9 15.28 n.a. 51.896 2.685 1.05 n.a. BMB

Total: 943.432 255398 100.00 0.000

Pureza PQM-161 — 97,64%
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600-PAM-162 #1 PQM-162 UV_VIS_1
mAU WVL:300 nm
5001 2-9.750
400
3004
200+
1 3-10.272
100+
_ -2pE876
0+ T
-1004—— : : —in
0.0 2.0 4.0 6.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
1 7.67 n.a. 4.996 0.762 0.23 n.a. BMB
2 9.75 n.a. 504.296 301.379 91.79 n.a. BM
3 10.27 n.a. 49.278 11.446 3.49 n.a. Rd
4 11.23 n.a. 18.914 7.034 2.14 n.a. M
5 11.88 n.a. 23.154 7.729 2.35 n.a. MB
Total: 600.638 328.350 100.00 0.000

Pureza PQM-162 — 95,28%
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800 PQM-163 #1 PQM-163 UV VIS 1
ImAU WVL:300 nm
1 1-9.810
700+
600~
500
400-
3004
200+
100+
] 2-11.385
oA o
-100_"'T"'T"'I"’I"’I"'I'"I"'I"'I"r’nin
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
1 9.81 n.a. 731.749 295410 95.44 n.a. BM
2 11.38 n.a. 43.428 14.122 4.56 n.a. MB
Total: 775177 309.532 100.00 0.000

Pureza PQM-163 — 95,44%
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200-PQM-56 #14 PQM-164 UV_VIS_1
{mAU WVL:300 nm
1 2-9.534

175

150-

125

100

75

50

25

o]
E min

A e s B ) B S L B S ) RO
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0

No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type

min mAU _ mAU*min %

1 5.99 n.a. 5.491 1.524 1.76 n.a. BMB
2 9.53 n.a. 183.311 79407 91.7M1 n.a. BMB
3 9.95 n.a. 11.018 5.655 6.53 n.a. Rd

Total: 199.821 86.587 100.00 0.000

Pureza PQM-164 — 98,24%
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1 200-PQM-167 29.04 #1 PQM-167 29.04 UV_VIS_1
<Y mAU WVL:300 nm
i 3-9.743
1,000
800
600
400
200+ 4-11.458 5-16.518
. 2-3617
7 1-1.259 )\ ,6-17.037
0 T T T o
2007 L L B T T T T T T L L
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0
No Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
1 1.26 n.a. 9.196 0.692 0.18 n.a. BMB
2 3.62 n.a. 75.176 3.831 0.97 n.a. BMB
3 9.74 n.a. 1027.355 328.523 83.26 n.a. BMB
4 11.46 n.a. 177.264 52.037 13.19 n.a. Rd
5 16.52 n.a. 177.238 8.955 2.27 n.a. BMB
6 17.04 n.a. 7.834 0.551 0.14 n.a. BMB
Total: 1474.063 394.588 100.00 0.000
Pureza PQM-167 — 96,45%



