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RESUMO

O cancer continua sendo uma doenca devastadora e de
abrangénciamundial. Uma caracteristicado cancer €o cres-
cimento rgpido de células anormais, invadindo regides ad-
jacentes do corpo e se espalhando para outros 6rgdos. O
aumento no nimero de casos de cancer tem impulsionado a
busca por novos compostos antitumorais. O objetivo da
guimioterapia é destruir as células neoplasicas, preservan-
do as normais. Entretanto, a maioria dos agentes
guimioterapi cos possui umaagdo ndo-especifica, danifican-
do tanto células malignas quanto normais. Neste contexto,
compostos com acdo dual planejados por hibridacdo
molecular sdo de grande interesse terapéutico. Neste traba-
Iho, cinco novos compostos, planejados e sintetizados por
hibridac&o molecular de andlogos sintéticos de alcal éides
3-alquilpiridinicos (3-APA) ligados coval entemente a um
grupo tiossemicarbazona, foram testados in vitro contra
duas linhagens celulares tumorais humanas. cancer de cé-
lon (RKO-AS-45-1) e carcinomado colo do Utero (HelL a).
Osensaios de citotoxicidade foram realizados pel o método
colorimétricoMTT. O composto 3d foi o maisativo dasérie,
tanto paraalinhagem Hel a (1C, =19,48uM) quanto paraa
linhagem RKO-AS-45-1 (I1C, = 22,28uM). Além disso, foi
possivel inferir uma correlacdo no aumento da atividade
citotoxica de acordo com o aumento da cadeia lateral dos
compostos hibridos. Em conclusdo, a sintese de compos-
tos hibridos obtidos por meio de metodologias sintéticas
cléssicas, gerando produtos limpos e com bons rendimen-
tos, mostrou-se uma estratégia promissora para o desen-
volvimento de novos agentes antitumorais.

Ender eco:

ABSTRACT

Cancer remains a devastating worldwide disease. One
characteristic of cancer is the rapid growth of abnormal
cells, invading adjacent regions of the body and spreading
to other organs. The increase number of cancer cases has
driven the search for new antitumor compounds. The goal
of chemotherapy isto eliminate cancer cells, preserving the
health ones. However, most chemotherapeutic agents has
a non-specific action, killing both normal and malignant
cells. In this context, compounds with dual action planned
by molecular hybridization hasagreat therapeutic interest.
In this work, five new synthetic compounds designed by
molecular hybridization of analogs of 3-Alkylpyridine
alkaloids covalently linked to a thiosemicarbazone group
were tested in vitro against two human tumor cell lines:
colon cancer (RKO-AS-45-1) and cervical malignant (HeL a).
Cytotoxicity assays were performed by MTT colorimetric
method. Compound 3d was the most active of the serie for
Hela (IC,, = 19,48uM) and RKO-AS-45-1 strain (IC_, =
22,28uM). Moreover, it was possibleto deduce acorrelation
between the cytotoxic activity and the side chain’s size of
hybrid compounds. In conclusion, the synthesis of hybrid
compounds obtained by classical synthetic methods,
generating clean products with good yields, isapromising
strategy for the development of new antitumor agents.
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INTRODUCAO

O céancer continua sendo uma doenca devastado-
raede abrangénciamundial. Segundo a Organizagdo Mun-
dial da Saide (OMS), o cancer representa umadas princi-
pais causas de morte no mundo (1). Umacaracteristicatipi-
ca do cancer é o crescimento rapido de células anormais
gue ultrapassam seus limites habituais, podendo entdo in-
vadir regides adjacentes do corpo e se espal har para outros
orgaos (2).

As neoplasias surgem devido a mutacOes genéti-
cas espontaneas ou induzidas por agentes patogénicos (3).
Essas alteragdes no material genético podem provocar uma
desordem no ciclo celular, elevando ataxade proliferacéo e
reduzindo as taxas de morte celular, resultando na selecéo
de clones de células neoplasicas (4).

O aumento no nimero de casos e de mortes por
cancer tem impulsionado a busca por novos compostos
antitumorais (5). Emboraaradioterapiae acirurgiacontinu-
em a ser empregadas como estratégias no tratamento, as
taxas de recuperac&o dificilmente ultrapassaram 50% dos
casos, levando aadogdo de umaterapia baseada no empre-
go de compostos citotoxicos (6). O objetivo primario da
quimioterapia é destruir as células neoplasicas, preservan-
do as normais. Entretanto, a maioria dos agentes
quimioterapi cos possui umaagao ndo-especifica, danifican-
do tanto células malignas quanto normais (7). Além disso,
outro obstécul o associado ao tratamento quimioterapico €
aresisténcia dos tumores aos farmacos empregados no ar-
senal terapéutico, comprometendo a sobrevida dos pacien-
tes(8).

Neste contexto, compostos com acédo dual
planejados por hibridag&o molecular so de grandeinteres-
se terapéutico (9). Os compostos hibridos possuem dois
ou mais grupos farmacof éricos (sub-unidade estrutural res-
ponsavel pelo efeito terapéutico) ligados entre si de forma
covalente e atuam simultaneamente em um Unico avo ou
em dois avos diferentes (10). Tais compostos apresentam
vantagens como: custo reduzido, menor risco deinteracdes
medi camentosas, baixa toxicidade e muitas vezes podem
superar as atividades dacombinac&o de medicamentosiso-
lados (11).

Em um trabalho anterior do nosso grupo de pes-
quisa foi demonstrado que analogos oxigenados de
alcal6ides do tipo 3-alquilpiridinicos (3-APA) foram capa-
zes de induzir dano no DNA e alterar o padréo de
polimerizac&o dos filamentos de actina. Essa classe de
alcal 6ides é caracterizadapelapresencade um and piridinico
e uma cadeia alquilica diversamente funcionalizadaligada
ao andl piridinico no carbono daposi¢éo 3 (12).

Outra classe de compostos capazes de interferir
naproliferacdo celular sdo astiossemicarbazonas. Compos-
tostais como a 1-formilisoquinolinatiossemicarbazona po-
dem atuar como inibidores da enzima ribonucleosideo
difostato redutase (RDR) (13). Essaenzimadesempenhaum
papel importante na sintese do DNA e, consequentemente,
nadivisdo celular.

OBJETIVOS

Neste trabalho apresentamos a sintese e avalia-
¢ao da atividade citotoxica in vitro de 05 compostos
planejados por hibridagdo molecular de analogos sintéti-
cos de 3-APA ligados covalentemente a um grupo
tiossemicarbazona, apresentada naFigura 1.
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Figura 1 - Estrutura geral dos compostos hibridos com
potencial acdo citotoxicadual.

MATERIAISEMETODOS

1) Sintese

1.1) Procedimento geral para a sintese dos aldeidos 2a-d
e 5 utilizando-se a oxidacédo de Swern

Em um bal & de 50 mL mantido a-60°C adicionou-se 10 mL
de diclorometano seco e cloreto de oxalila (2,2 eq) sob at-
mosfera de nitrogénio. Em seguida, acrescentou-se lenta-
mente o dimetilsulfoxido (4,4 eq) dissolvido em 5,0 mL de
diclorometano seco. A misturareagente foi mantida sob agi-
tac&o magnéticapor 10 minutosa-60°C. Aposesseinterva
lo detempo, adicionou-se aessapreparacao o dcool 1a-d e
4 (1,0 eq) dissolvido em 5,0 mL de diclorometano seco. A
misturareagente foi mantidasob agitagdo magnéticapor 15
minutos e em seguida adicionou-se a trietilamina (5,0 eq).
Deixou-se a preparagdo atingir a temperatura ambiente e
entdo a mistura reagente foi lavada com solugdo salina
saturada. A fase organica foi seca com sulfato de sodio,
filtrada e seca sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi
cromatografado em colunadesilicagel (eluente: acetato de
etila). A eliminag&o do solvente sob pressdo reduzida for-
neceu os produtos 2a-d e 5 puros.

2a; RMN *H (400MHz, CDCl,) 41,24-1,45(m-2H); 1,57-1,71
(m4H); 1,85-1,92 (m,2H); 2,44-2,48 (m,2H); 2,71 (t,2H,J 7,4
Hz); 3,39-3,42(m, 4H); 7,22-7,25(m, 1H); 7,53(d, 1H J 7,77H2);
8,44-8,46 (m, 2H); 9,78 (s, 1H). RMN *C (100MHz, CDCl,) &
21,86; 25,91, 91,2; 9,47; 29,60; 30,90; 43,80; 123,36; 136,14;
137,33; 146,97; 149,61, 202,64. 1V (KBr, 5¢c, cmr)=2935; 2860;
2802; 1722; 1456; 1423; 1114; 950; 829. IES-EMAR: nvzcal-
culado C ,H, NO,[M+ H*]: 236,1641; encontrado: 236,1606.
2b; RMN H (400MHz, CDCl,) 41,31-1,34 (m, 4H); 1,54-1,66
(m,4H); 1,86-1,93 (m, 2H); 2,41-2,46 (m, 2H); 2,69 (t,2H, J 7,9
Hz); 3,38-3,43(m, 4H); 7,23-7,27 (m, 1H), 7,56 (d, 1H, 37,7
H2); 8,45-8,47 (m, 2H); 9,77 (s 1H). RMN “*C (100MHz, CDCl.)
a21,72;21,92; 25,93; 28,77; 29,01; 29,12; 29,44; 29,58; 30,85;
43,79; 69,32; 70,88; 123,43; 136,49; 137,55; 146,50; 149,26
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202,74. 1V (KBr, 5¢c, cmrt)= 2933; 2856; 2830; 1722; 1456;
1423; 1114; 956; 850. IES-EMAR: mvzcalculado C H,.NO,
[M+ H*]: 264,1957; encontrado: 264,1964.

2c; RMN *H (400MHz, CDCl,) 41,29-1,34 (m, 4H); 1,51-1,62
(m, 4H); 1,83-1,93 (m, 2H); 2,40-2,44 (m, 2H); 2,71 (t,2H, J8,0
Hz); 3,37-3,43 (m, 4H); 7,20-7,23 (m, 1H); 7,52 (d, 1H, J 7,7
H2), 8,44-8,46(m, 2H); 9,76 (s, 1H). RMN *C (100MHz, CDCl,)
a21,98; 24,50; 24,59; 25,68; 26,10; 29,06; 29,51; 29,69; 29,90;
30,99; 43,90; 69,43; 70,92; 123,30; 135,95; 136,04; 147,21,
149,91; 202,91. 1V (KBr, 5¢c, cm)=2927; 2854; 2800; 1728;
1454; 1423; 1114; 952; 829. IES-EMAR: mvz caculado
CH,NO, [M+H*]. 292,2273; encontrado: 292,2232.

2d; RMN *H (400MHz, CDCl,) 41,26-1,34 (m, 4H); 1,53-1,62
(m, 4H); 1,89-1,98 (m, 2H); 2,41-2,45(m, 2H); 2,91 (t,2H, J 7,6
Hz); 3,38-3,45 (m, 4H); 7,70-7,78 (m, 1H), 8,12 (d; 1H,J 7,0
Hz),854-8,73(m, 2H); 9,77 (s, 1H). RMN *C (100MHz, CDCl,)
a21,98; 24,50; 24,59; 25,68; 26,10; 26,79; 28,79; 29,06; 29,33,
29,43; 29,60; 29,62; 29,94; 29,98; 30,18; 30,32; 43,83; 68,74,
71,13; 125,80; 140,32; 142,51; 143 45; 148 52; 202,96.1V (KB,
5c, cmt)=2924; 2852, 2804; 1728, 1451; 1423; 1111, 989; 835.
IES-EMAR: mvzcalculado C,)H,,NO, [M+ H*]: 320,2584;
encontrado: 320,2590.

5, RMN*H (200MHz,CDCl,) 4 2,82 (t, 2H, J= 6,5Hz); 2,96
(t,2H, J= 6,5H2z); 7,19-7,28 (m, 1H); 7,53 (d, 1H, J= 7,8 H2);
8,44-8,47 (m, 2H); 9,83 (s, 1H). RMN *C (50,32MHz, CDCl,)
a25,1; 44,8; 123 5,135,8; 136,0; 147,7; 149,7; 200,5. 1V (KB,
5cU , ct)= 2927; 2899; 2833; 1722; 1479; 1390; 986. IES-
EMAR: nvzcalculado CH,NO [M+ H*]: 136,0762; encon-
trado: 136,0768.

1.2) Procedimento geral para a sintese das
tiossemicarbazonas 3a-d e 6

Em um bal&o contendo 10 mL de etanol foram adicionados
o ddeido 2a-d e5 (1,0 eq), atiossemicarbazida (1,0 eq) e4
gotasde &cido acético glacial. A misturareacional foi mantida
sob refluxo por 8 horas. Decorrido esse interval o de tempo
o solvente foi evaporado sob presséo reduzida e o residuo
obtido foi cromatografado em colunadesilicagel (eluente:
acetato de etila) para a obtenc&o dos produtos 3a-d e 6
puros.

3a; IV (KBr, 5¢, cmt)=3371; 2970; 2856; 1643; 1485; 1415;
1317, 997, 802. IESEMAR: m/zcalculado C H,,N,OS[M +
Na']: 331,1560; encontrado: 331,1569.

3b; IV (KBr, 5¢, ct)= 3423; 2931; 2856; 1643; 1479; 1404,
1365; 952, 834. IES-EMAR: m/zcalculado C ,H,,N,OS[M+
H*]: 337,2035; encontrado: 337,2017. IES/EM (m/2):
CH,N,OS[M+H*]=337,10.

3c; RMN H (400MHz, DMS0) 81,35-1,49 (m, 4H); 1,76-1,86
(m, 6H); 250-2,52 (m, 2H); 2,63 (t, 2H, J 7,4 Hz), 3,31-3,35 (m;
4H); 7,30-7,33(m, 1H); 7,40 (t, 1H, 5,4 Hz); 7,64 (d, 1H, J 7,8
Hz); 7,98 (s, 1H); 8,39-8,43 (m, 2H); 11,05 (s, 1H). RMN C
(100MHz, DM SO) &25,66; 25,78; 28,56; 28,68; 28,76; 28,86;
28,95; 29,00; 29,15; 30,51; 31,63; 68,83; 69,92; 123,32; 135,83;
136,45; 146,05; 147,15; 149,38; 177,43. IESEMAR: nVzcal-
culado C,;H,,N,OS [M+ Na']: 387,2183; encontrado:
387,2195.

3d; RMN H (400MHz, DMS0) 41,35-1,49 (m, 4H); 1,77-1,86

(m, 6H); 2,51-2,52 (m, 2H); 2,65 (t, 2H, J 7,5Hz); 3,31-3,35(m,
4H); 7,22-7,27 (m, 1H); 7,40(t, 1H,J54Hz); 7,72 (d, 1H,J 7,8
Hz); 7,96 (s, 1H); 8,44-8,47 (m, 2H); 11,04 (s, 2H). IV (KBr, 5¢
, cmr)= 3415; 2922; 2850; 1643; 1454; 1429; 1361; 954; 821.
IESEMAR: m/zcalculado C, H, N,OS[M+ H*]: 393,2680;
encontrado: 393,2610. IES/EM (m/2): C, H, N,OS[M+H*] =
393,10.

6; RMN *H (400MHz, DM SO) 42,50-2,56 (m, 2H); 2,85 (t,
2H,J7,5Hz); 7,29-7,33(m, 1H); 7,45(t, 1H, J4,8 Hz); 7,66 (d,
1H, J7,8Hz); 8,00 (s, 1H); 8,39-8,47 (m, 2H); 11,10 (s, 2H).
RMN **C (100MHz, DM SO) 428,37; 32,78; 123,32; 135,83;
136,45; 146,05; 147,15; 149,63; 177,52. 1V (KBr, 5¢, cm*)=
3412; 2954; 2889; 1638; 1451; 1417; 1354; 1111; 986; 845.
IESEMAR: mvzcaculado C.H,,N,S[M+ H*]: 209,0816; en-
contrado: 209,0851. IES/EM (m/2): CHN,S [M+ H*] =
208,90.
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2) Solubilizag&o doscompostos par aosensaiosdeviabili-
dadecelular

As amostras foram solubilizadas com
dimetilsulféxido (DM SO) (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) naconcentracdo de 10mg/mL (solucdo estoque). Essa
solucdo foi mantidaem refrigeracdo a4°C. No diadarealiza
¢80 dostestes de citotoxicidade, foram feitas dil ui ces uti-
lizando RPMI (Sigma/Aldrich) com 1% Soro Fetal Bovino
(SFB) (Gibco, EUA) nas seguintes concentractes a partir
dasolugdo estoque: 1000ig/mL., 100ig/mL, 10ig/mL, 1ig/mL
e0,1ig/mL.A concentragdo final de DM SO em contato com
ascélulasfoi de0,01%.

3) Manutencéo daslinhagenscelulares

As linhagens celulares HelL.a (ATCC# CCI-2) e
RKO-AS-45-1 (ATCC# CRL-2579) foram cultivadasapartir
de ampola criopreservada de um cultivo originalmente ce-
dido pelo Dra. LucianaMaria Silva, da Fundagdo Ezequiel
Dias. As células foram descongeladas a 37°C, seu conteU-
do transferido para um tubo de 50mL com 20mL de meio
RPMI. As células foram centrifugadas a 320g por 5min, o
sobrenadante descartado e 0 sedimento ressuspendido em
meio RPMI suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) e40mg/L de gentamicina(meio completo). Ascélulas
foram transferidas paragarrafas de culturade 200mL eacon-
dicionadas em estufade CO, a37°C. O meio foi substituido
acada2 dias. Apésconfluénciade 70% aculturafoi utiliza-
da nos ensaios de citotoxicidade.

4) Ensaiodeviabilidadecelular

As células foram tripsinizadas com 1,5mL de
tripsina(Sigma), incubadasa37°C por 5min, ressuspendidas
em 10mL demeio completo e centrifugadasa320g por 5min.
Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi
ressuspendido com meio completo. Ascélulasforam distri-
buidas em microplacas de 96 pogos (4x10° células/100il por
poco) eincubadas em estufade CO, a37°C por 24h paraa
adesdo das células a placa. Em seguida adi cionou-se 100il
de meio completo contendo diferentes concentracGes dos
compostos testados (1000-0,1ig/mL). Asplacasforamin-
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cubadas por mais 24h. Apbésaincubacdo, adicionou-seMTT
(Sigma, cat. # M5655) em concentracéo 5mg/mL, diluido em
RPMI 1% SFB e a placa foi novamente incubada por 3h a
37°C. A leiturafoi realizada em um leitor de microplacas
SpectraMax M5E (Molecular Devices) a550 nm (12).

5) DeterminagaodosvaloresdelC,,

A inibic&o do crescimento de 50% das linhagens celulares
(IC50) foi obtida através de uma curva dose-resposta, em
func8o da regresséo linear. Foi utilizado o programa
OriginPro versdo 8.0 (OriginL ab Corporation, Northampton,
MA, USA) paraconfec¢do das curvas de | C50 (14).

RESULTADOSE DISCUSSAO

1) Sintese doscompostos

A sintese dos compostos hibridos (3a-d e 6) esta represen-
tadanaFigura2. Os compostos 1a-d foram sintetizados de
acordo com um procedimento descrito previamente por nos-
so grupo de pesquisa (12).

N

=n 00 O &=

B orm
Ia3a
[}

: ) H
fﬁ’ﬂﬂﬁ:{ _I- = va-“q_-,D J- EW'HQN‘N'VNH:
N’ 4 i

T
J

H{-:J ]

r«.

Tabela 1. ValoresdelC,_ doscompostos hibridos contraas
linhagens celularesHelLae RKO-AS-45-1 eclogP

Além disso, a agdo citotoxica do grupo funcional
tiossemicarbazona esta envolvidacom ainibi¢cdo daenzima
RDR (15). Neste caso, a transposi¢do da membrana

Compostos 1Cs50 (uM) = D.P.* clogP
HeLa RKO-AS-45-1

3a 62,15 £ 1,47 N.D.** 3,39

3b 30,84 £4,07 35,29 + 18,68 4,11

3¢ 29,81 £5,40 20,66 + 8,85 4,83

3d 19,48 £ 9,92 22,28 + 3,81 554

6 48,57 + 28,89 115,71 £30,15 2,02

*D.P.: Desvio-Padrao, **N.D.: Ndo Determinado
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Figura 2 - Sintese dos compostos hibridos

Osaldeidos 2a-d e 5 foram preparados apartir dos
alcooisla-d e4 utilizando-se aoxidacdo de Swern queéum
método cléssico no qual um acool primério é oxidado ao
aldeido correspondente em condicdes brandas. Esta
metodologia € limpa e forneceu os produtos desejados 2a-
d e 5 com bonsrendimentos (60-95%), o que configuracomo
uma vantagem na sintese de compostos bioativos. Em se-
guida, o tratamento dos aldeidos 2a-d e 5 obtidos na etapa
anterior com tiossemicarbazida em meio &cido levou a ob-
tencdo das tiossemicarbazonas correspondentes 3a-d e 6,
com rendimentos variaveis de 35 a82%.

2) Avaliacdo Biol6gica

Os resultados do ensaio de viabilidade dos com-
postos hibridos contraas linhagens HeLae RKO-AS-45-1
estdo indicadosnaTabelal. O composto 3d foi o maisativo
daserie, tanto paraalinhagem Hel a (1C_=19,48uM) quan-
to paraalinhagem RKO-AS-45-1 (IC_=22,28uM). A acdo
citotéxica de anal ogos sintéticos de alcal Gides 3-APA esta
relacionada com dano no DNA e alteracéo no padréo de
polimerizacdo do citoesqueleto (12).

plasmética € um requisito para compostos com agdo em
alvos intracelulares (16), sendo o clogP um descritor
adotado paramedir alipofilicidade de um composto (17).

De acordo com os resultados mostrados na Tabe-
la 1, observa-se uma correlagdo no aumento da atividade
citotoxica de acordo com 0 aumento da cadeia lateral dos
compostos hibridos. O composto 3d possui amaior cadeia
lateral da série com 12 aomos de carbono, e
consequentemente, o maior clogP (5,54). Esse mesmo pa-
dréo foi observado em andl ogos de al cal oides tetraciclicos
de cistoditina, compostos citotoxicos capazes de se ligar
a0 DNA decélulastumorais (18).

No entanto, os dados apresentados neste trabalho
n&o foram suficientes paraelucidar completamente qual aim-
porténcia da cadeia carbonicalateral destes compostos. Bem
Como se 0s grupos funcionais presentes no término dessa
cadeiaforam capazes de modular asuaatividade citotdxica.

CONCLUSAO
Em conclusdo, os dados preliminares apresenta-
dos neste trabalho indicam que os compostos hibridos de
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anal ogos sintéticos de 3-APA ligados coval entemente aum e com bons rendimentos mostrou-se uma estratégia promis-
grupo tiossemi carbazona apresentaram ag&o citotoxicacon- soraparao desenvolvimento de novos agentes antitumorais.
traaslinhagensHelae RKO-AS-45-1. Dentre 0s compos-

tos sintetizados, 0 composto 3d foi 0 mais ativo da série. A AGRADECIMENTOS

sintese de compostos hibridos obtidos por meio de CNPgeFAPEMIG

metodol ogias sintéticas classicas, gerando produtos limpos
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