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RESUMO

O indol é um heterociclo aromatico amplamente empregado na industria
farmacéutica e também muito explorado como intermediario sintético em quimica
organica, com a finalidade de obter-se novas moléculas com potencial bioatividade.
Tendo em vista que nudcleos inddlicos estdo presentes em diversos produtos de
origem natural e sintética, diversas metodologias de funcionalizacdo do indol estéao
disponiveis na literatura, como por exemplo, a heterohidroarilacdo de alcinos. Visto
isso, este estudo teve como objetivo principal a sintese de moléculas inddlicas para
avaliacéo bioldgica, tendo como base o método de hidroarilagdo de Fujiwara.

A fim de otimizar resultados de tempo, rendimento e seletividade das reacdes,
variaveis como sistemas de solventes e propor¢cées estequiométricas dos reagentes,
foram modificadas. Sendo que a melhor contribuicdo para o aumento do rendimento
da reacdo foi advinda da variagcdo da proporcdo estequiométrica, e a partir da
variacdo dos sistemas de solventes, foi possivel observar a diferenca na seletividade
das reacdes. Tais observacfes podem estar relacionadas ao mecanismo operante
no curso da reagdo, sendo necessarias maiores investigacoes a esse respeito.
Ensaios de atividades biologicas in vitro foram realizados a fim de avaliar a
citotoxicidade induzida pelas moléculas em células de glioblastomas resistentes e
sensiveis a Temozolomida (TMZ), droga utilizada como primeira escolha na
guimioterapia. Os resultados frente as duas linhagens, T98G e U87, apresentaram
efeitos citotoxicos a todas as substancias testadas.

Também foram realizados ensaios microbiolégicos de avaliacdo do potencial de
inibicdo e erradicagdo de biofilmes formados pelas bactérias S. epidermidis e P.
aeruginosa, nos quais todas as moléculas apresentaram atividade antibiofilme frente
as bactérias testadas, principalmente contra a S. epidermidis.

A partir da analise dos resultados obtidos, tanto in silico quanto in vitro, é possivel
concluir que moléculas contendo o nucleo indélico apresentam potencial atividade

bioldgica.

Palavras-chave: Funcionalizacdo do indol. Heterohidroarilacdo de alcinos. Ensaios

in silico. Ensaios in vitro. Citotoxicidade. Biofilmes.



ABSTRACT

Indole is an aromatic heterocycle widely used in the pharmaceutical industry, and
also wide exploited as a synthetic intermediate in organic chemistry, in order to
obtain new molecules with potential bioactivity. Since indole nucleus are present in
several products of natural and synthetic origin, several methodologies of indole
functionalization are available in the literature, such as, heterohydroarylation of
alkynes.

This study has as main focus the synthesis of indolic molecules for biological
evaluation based on the hydroarylation method of Fujiwara.

In order to optimize results related to time, yield and selectivity of the reactions,
variables such as solvent systems and stoichiometric proportions of the reactants
were modified. As the best contribution to increase the reaction yield was due to the
variation of the stoichiometric ratio, and from the variation of the solvent systems,
which it was possible to observe the difference in the selectivity of the reactions.
Such observations may be related to the operating mechanism in the course of the
reaction, and further investigations are necessary in this subject.

In vitro biological activity assays were performed to evaluate the molecule-induced
cytotoxicity in resistant and Temozolomide-sensitive (TMZ) glioblastoma cells, the
drug used as the first choice in chemotherapy. The results against the two strains,
T98G and U87, presented cytotoxic effects to all tested substances.

Microbiological tests were also carried out to evaluate the potential for inhibition and
eradication of biofilms formed by bacteria S. epidermidis and P. aeruginosa, in which
all the molecules presented antibiofilm activity against the bacteria tested; moreover,
mainly against S. epidermidis.

From the analysis of the results obtained, both in silico and in vitro, it is possible to
conclude that molecules containing the indole nucleus have potential biological

activity.

Keywords: Functionalisation of indole. Heterohydroarylation of alkynes. In silico

assays. In vitro assays. Cytotoxicity. Biofilms.
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1 INTRODUCAO

A busca por novas moléculas com potencial atividade biologica tem sido alvo
de muitos estudos nos ultimos anos, visto que a pesquisa e desenvolvimento de
compostos bioativos € um processo longo, de alto custo financeiro e de elevados
riscos. Muitos anos e grandes grupos formados por quimicos e bidlogos séo
necessarios para a descoberta de novos farmacos (HEFTI, 2008)

O tempo aproximado de pesquisa e desenvolvimento de um farmaco é de 10-
24 anos, e as etapas podem ser classificadas em dois grandes grupos: estudos pré-
clinicos e clinicos (LOMBARDINO; LOWE, 2004; MACHADO, 2011). O
desenvolvimento de um farmaco exige o trabalho em conjunto de uma equipe
multidisciplinar que envolve profissionais das ciéncias Quimicas, Bioldgicas,
Farmacéuticas e Médicas. O Quimico Medicinal tem elevada importancia na primeira
fase do descobrimento de um farmaco, denominada drug discovery, onde corrobora
na busca de estruturas quimicas fundamentais (lead compounds) para a exploracao,
por exemplo, de novas metodologias sintéticas de estruturas andlogas aquelas que
ja possuem propriedades biologicas conhecidas (hits) (HEFTI, 2008; LOMBARDINO;
LOWE, 2004).

A partir do conhecimento destas estruturas, é interessante que se faca uma
triagem virtual a partir de métodos in silico das mesmas, a fim de obter-se
informacBes como absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade no
organismo, mais conhecido como ADME/Tox. O objetivo deste estagio € maximizar a
eficacia, identificar os possiveis falsos-negativos produzidos por testes
experimentais e minimizar os efeitos colaterais no modelo animal, analisando os
dados obtidos computacionalmente, como por exemplo, o logP que é um dos fatores
que compreende as cinco regras de Lipinski para predizer propriedades
farmacocinéticas e biodisponibilidade oral de moléculas (KIST, 2018; LIPINSKI et al.,
2012). Os ensaios in silico compreendem uma etapa importante do desenvolvimento
racional de farmacos, e os Quimicos Medicinais devem direcionar sua atengdo para
0 planejamento e sintese de novos compostos para testagem bioldgica, bem como
investigar e desenvolver novas metodologias sintéticas, aléem de dominar técnicas
relacionadas a caracterizacdo de moléculas e relagdo estrutura-atividade (WESS,
1996).
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A etapa seguinte, que pode ser ou ndo precedida pelos ensaios in silico, é a
da sintese da molécula, com definicdo de metodologias de sintese, purificacdo e
caracterizacdo da molécula.

A seguir se inicia a etapa pré-clinica, que envolve 0 uso de ensaios in vitro,
com células em cultura, e in vivo, utilizando modelos animais, da molécula para
avaliacdo da eficicia, toxicidade e seguranca da mesma em relacdo ao meio
bioldgico. A etapa clinica é iniciada ap0s a autorizacdo da agéncia regulatoria de
salde do pais em questdo, e compreende 0s ensaios com seres humanos, sendo
subdividida em trés etapas: fase |, fase IlI, fase Il e fase IV. (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010; LIPINSKI et al., 2012).

Apos todos estes ensaios, um numero muito pequeno de candidatos a
farmaco se tornam farmacos, de fato, em torno de 4-7% das moléculas testadas séo
aprovadas em todos os testes realizados, e destas, uma quantidade menor ainda
tém sucesso no mercado farmacéutico, pois o alto custo da pesquisa e do
desenvolvimento ndo cobrem o custo de comercializacdo do medicamento, e por
este motivo, o novo medicamento ndo se torna competitivo a nivel de mercado
(LOMBARDINO; LOWE, 2004).

As moléculas sintetizadas neste trabalho possuem o anel indélico como
principal unidade estrutural, e sdo denominadas alquenilindéis, nos tdpicos a seguir
serdo apresentados o0s aspectos referentes a reatividade do nucleo inddlico, a
metodologia sintética, assim como, as avaliagdes farmacolégicas para determinacao

do potencial antitumoral in vitro e de inibicdo e erradicacdo de biofilmes bacterianos.
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1.1ESTUDOS IN SILICO

A estrutura quimica de uma molécula pode revelar muitos fatores referentes
ao perfil terapéutico de um farmaco. Através de modelos matematicos conhecidos
como SAR (structure-activity relationship) e QSAR (quantitative structure-activity
relationship) é possivel formular uma relagéo qualitativa e quantitativa entre estrutura
quimica e a atividade biologica (BRESOLIN; FILHO, 2010).

Em termos gerais, pode-se dizer que o perfil ideal de um farmaco a ser
desenvolvido reside em atender trés requisitos: propriedades favoraveis de
ADME/Tox (absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade); quesitos
intrinsecos (seletividade, biodisponibilidade, facilidade de sintese e baixo custo);
cumprimento da Regra dos Cinco de Lipinski e as Regras de Veber (KIST, 2018).

Estes resultados sdo calculados a partir de bancos de dados online, dados
estes disponibilizados pelas industrias farmacéuticas e verificados de tempos em

tempos a fim de garantir a confiabilidade destes resultados.

1.1.1 Estudo tedrico das propriedades farmacocinéticas e de toxicidade in

silico

A farmacocinética tedrica in silico é uma abordagem muito utilizada no estudo
inicial das propriedades ADME/Tox atualmente, de modo que se consiga uma
triagem inicial das moléculas, cujo objetivo é reduzir gastos em ensaios biol6gicos
de compostos com alta probabilidade de problemas farmacocinéticos e toxicos

futuros, economizando tempo e investimento (AFONSO, 2008).

1.1.2 O modelo de Lipinski: Regra dos Cinco

A partir da observagdo de um grande numero de exemplos de candidatos a
farmacos que, apesar de promissores, nao obtiveram sucesso na industria
farmacéutica, Christopher Lipinski, quimico medicinal, iniciou os seus estudos, em
1997, juntamente com seus colaboradores. Esses candidatos a farmacos foram

abandonados em estagios avancados de desenvolvimento, por problemas
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encontrados na fase clinica. Problemas estes, na maioria das vezes, relacionados a
propriedades farmacocinéticas inadequadas.

A regra de Lipinski, também denominada Regra dos Cinco, foi assim
denominada devido aos quatro parametros analisados serem multiplos de cinco,
sendo capaz de predizer se uma molécula apresenta as caracteristicas ideais de um
farmaco. Esta regra € muito utilizada como filtro molecular em projetos de
planejamento de farmacos devido a sua simplicidade conceitual e facilidade de
aplicacao (ALMEIDA et al., 2012; KIST, 2018).

O objetivo principal desta regra é estimar a solubilidade e a permeabilidade de
farmacos administrados pela via oral, predizendo a importancia da estrutura
molecular na absorcdo de um composto, pois estes dados sdo de extrema
importancia no que se refere ao processo farmacocinético de um farmaco (LIPINSKI
et al., 2012).

No desenvolvimento de moléculas bioativas como agentes terapéuticos, um
dos requisitos mais importantes € a alta disponibilidade oral, e os quatro parametros
gue devem ser atendidos através da Regra dos Cinco estdo diretamente ligados a
solubilidade e a permeabilidade, séo eles: massa molar, logP (lipofilicidade), nimero
de doadores de ligacdo hidrogénio (DLH) e numero de aceptores de ligacdo
hidrogénio (ALH). Um resumo da Regra dos Cinco de Lipinski € apresentado na
tabela 1. Qualquer valor que exceda um ou mais parametros indicados na tabela
pode predizer uma molécula com solubilidade e permeabilidade pobres, ou seja, a

molécula pode apresentar problemas de absor¢cdo (LIPINSKI et al., 2012).

Tabela 1 — Resumo da Regra dos Cinco de Lipinski.

Massa molar (g/mol) <500
LogP <5
DLH (expresso como somatorios de —OH e —NH) <5
ALH (expresso como somatério de N e O) <10

Fonte: Adaptado de BRESOLIN, FILHO, 2010.
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Outros parametros tém sido propostos para aumentar ainda mais a
propriedade de selecdo, como o numero de ligacdes rotacionaveis (deve ser menor
ou igual a 10) e a area superficial polar (deve ser menor ou igual a 140 A?).

Segundo Lipinski (2012), a massa molar € importante devido a literatura
apresentar relacbes entre a fraca permeabilidade da barreira intestinal e
hematoencefélica ao aumento da massa molar. A lipofilicidade, expressa em termos
de logP, esta diretamente relacionada a absor¢do do composto no organismo. Um
grupo excessivo de doadores e receptores de ligacdes de hidrogénio prejudicam a
permeabilidade através da membrana bicamada da célula.

A partir disso, surgiu o conceito de lead-like (lider similar) que é utilizado para
as moléculas com propriedades semelhantes ao lead compound (composto lider).
Mais especificamente, as tendéncias de alteracdes na massa molar, numero de
aceptores ou doadores de ligacdes de hidrogénios e logP tornaram possivel a
definicdo das caracteristicas lead-like, que sdo muito empregadas na elaboracéo de
bibliotecas de compostos (AFONSO, 2008; BRESOLIN; FILHO, 2010; FERREIRA;
OLIVA; ANDRICOPULO, 2011; KIST, 2018; LIPINSKI et al., 2012).
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1.2 A QUIMICA DO INDOL

O indol é uma molécula que foi descoberta em 1869 a partir do isolamento de
compostos aroméaticos do corante natural indigo, e desde entdo vem sendo
empregado em inUmeras pesquisas has areas farmacéuticas, agroquimicas e
ciéncias dos materiais (BANDINI; EICHHOLZER, 2009). A unidade inddlica esta
presente em uma série de compostos naturais, muitos dos quais tém importantes
atividades fisiol6gicas (LAKHDAR et al., 2006). E assim como o0s pirréis, os indodis
sdo uma classe importante de compostos heterociclicos nitrogenados pelas
atividades biologicas que apresentam e aplicacdo sintética, como analogos de
produtos naturais e farmacéuticos.

Além disso, compostos bis-inddlicos tém sido isolados, e os resultados tém
demonstrado uma série de atividades bioldgicas importantes, como por exemplo,
atividade antibacteriana (KUTUBI; KITAMURA, 2011).

O interesse por compostos contendo o nucleo inddlico vem crescendo desde
1952, com o isolamento da reserpina (figura 1), uma droga que atua como
depressora do sistema nervoso central e € utilizada até hoje para tratamento de
hipertenséo e distarbios psiquiatricos (CHEN; HUANG, 2005).

Figura 1 — Estrutura da reserpina.

Fonte: Elaborada pela autora.

Quando o assunto € cancer, moléculas extraidas de produtos naturais e que
tenham o nudcleo inddlico na sua estrutura também recebem destaque, neste ponto
podemos citar os alcaloides da vinca (Catharanthus roseus), vimblastina (figura 2a)

e vincristina (figura 2b), que sao utilizados para tratamento de linfomas e leucemia
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infantil. A partir da vimblastina, desenvolveu-se e vinflunina (figura 2c), com o intuito
de aumentar a eficicia terapéutica (BRESOLIN; FILHO, 2010).

Figura 2 — Estruturas da vimblastina (a), vincristina (b) e vinflunina (c).

Fonte: Elaborada pela autora.

1.2.1 Reatividade do indol

O indol é um composto heteroaromético rico em elétrons e por esse motivo
apresenta acentuada reatividade, quando comparada ao benzeno, em substituicdes
eletrofilicas aromaéticas, por exemplo (BANDINI; EICHHOLZER, 2009). O indol é um
sistema biciclico contendo um anel pirrélico e um anel benzénico fundidos. O par de
elétrons nao-ligante do nitrogénio participa da aromaticidade do nucleo inddlico. As
posicdes reativas do anel inddlico (figura 3) sdo 1 (N), 2 (C-2) e 3 (C-3), sendo a
posicdo C-3 mais reativa, seguida da posicao C-2, de preferéncia quando a posi¢ao
C-3 esta ocupada por um substituinte (BUSCEMI et al., 2010).

Figura 3 — Posi¢Oes de reatividade do indol.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A reatividade da posi¢cdo C-3 ocorre devido a conjugacédo do par de elétrons
do nitrogénio do anel, o que leva a formacdo de um carbénion nessa posicao, e

consequentemente, é passivel de reacéo eletrofilica aromatica (esquema 1).

Esquema 1 — Reatividade da posicao C-3 do indol.

mm g —

Carbanion

sz’m

Fonte: Elaborada pelo autor

Por esta razdo, o indol representa uma estrutura de particular interesse e
importancia, visto que a elevada reatividade do C-3 e mesmo a do C-2 permite que
metodologias de funcionalizacdo sejam utilizadas, possibilitando o acesso direto a
uma seérie de derivados inddlicos com diversidade estrutural na sintese destes
derivados (LANE; BROWN; SAMES, 2007).

1.2.2 A importancia de inddis funcionalizados

Os nucleos inddlicos funcionalizados, bem como os nucleos pirrélicos, estao
presentes em diversos produtos naturais e compostos medicinais, por este motivo,
os métodos de sintese e de funcionalizacdo de indois tém sido objeto de pesquisa
dos dultimos anos (CACCHI; FABRIZI, 2011). Como exemplos de moléculas
funcionalizadas (figura 4), tem-se a indometacina com acdo analgésica e anti-
inflamatoria (MONTEIRO et al.,, 2008), a estaurosporina que € antifungica, anti-
hipertensiva e ultimamente foi descoberto seu potencial anticancer (RAO; JUNIOR;
VARALA, 2016), a vinorelbina possui largo espectro de atividades antitumorais,
sendo especialmente ativa no cancer de mama e carcinoma de pulmdo (BRANDAO
et al., 2010).
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Figura 4 — Produtos naturais e terapéuticos contendo indol.

OH

Indometacina

Estaurosporina

Vinorelbina (Navelbine)

Fonte: Elaborada pela autora. Adaptado de Topics in Current Chemistry (BECK; HATLEY; GAUNT,
2008)

Muitos compostos derivados do indol (figura 5) apresentam papel fundamental
no organismo humano, como por exemplo, o L-triptofano que é um aminoacido que
participa da sintese proteica nos seres humanos, a serotonina que € um
neurotransmissor relacionado as sensacfes de prazer, emoc¢des e humor,
comumente denominada molécula da felicidade. Entre outros, como o naratriptano, o
qual pertence a classe de farmacos dos triptanos, e que é utilizado no tratamento da
enxagueca, sendo comercializado com o nome de Naramig (KOCHANOWSKA-

KARAMYAN; HAMANN, 2010).

Figura 5 — Representacdo das moléculas L-triptofano, serotonina e naratriptano.

Me
0 N
OH NH,
H 0
/
NH> HO Me” \S/
/7
A\ N\ A\
N N N
H H H
L-triptofano Serotonina Naratriptano

Fonte: Elaborada pela autora.



27

Os compostos bis-inddlicos (figura 6) também possuem uma ampla variedade
de propriedades biologicas e farmacéuticas. Como exemplo de compostos bis-
inddlicos com atividade bioldgica, tém-se os compostos abaixo, dentre eles o

vibrindol A que atua no tratamento da fibromialgia (AN et al., 2015).

Figura 6 — Compostos bis-inddlicos interessantes do ponto de vista bioldgico.

MeO
Me
X _ NH X\ _NH X _NH
MeO
Crd Crd Crd
N N N
H

H H

Arundina (di-indolmetano) Vibrindol A Di-metdxi-indol-metano

NH

H HN
o :
N N
H H
2,3-bis(3-metilindol)indol 3,3',3"-ciclohexano-tri-indol Trisindolina

Fonte: AN et al., 2015.

Sao muitas as metodologias encontradas na literatura para a funcionalizagao
de indois, dentre estes métodos, aqueles mediados por metal de transicao,
especialmente paladio, tém sido desenvolvidos. Essas metodologias alcangaram
uma ampla aplicacao, pois geralmente permitem a introducédo de grupos arila e vinila
de maneira suave e, portanto, compativel com grupos funcionais mais sensiveis
(CACCHI; FABRIZI, 2011; HOTA; JOSE; MANDAL, 2017).
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1.2.3 Alquenilindéis: métodos de funcionalizagao

Varios métodos tém sido desenvolvidos, nas ultimas décadas, visando a
sintese e a funcionalizacdo de inddis. O indol & um heterociclo aromético
amplamente empregado na industria farmacéutica e € bastante explorado como
intermediario sintético em quimica organica com a finalidade de obter-se novas
moléculas com potencial bioatividade. Tendo em vista que nucleos inddlicos,
principalmente alquenilindois, estdo presentes em diversos produtos de origem
natural e sintética, diversas metodologias de sintese destes compostos estdo
disponiveis na literatura como, por exemplo, os mediados por metais de transicao,
desenvolvidos a partir da década de 1970 (AZAMBUJA; CORREIA, 2011;
CADIERNO; FRANCOS; GIMENO, 2010; FERRER; ECHAVARREN, 2006;
NEVADO; ECHAVARREN, 2005; POULSEN; JORGENSEN, 2008; YADAV et al.,
2004; YAMAMOTO, 2014; YU; SHI, 2010).

Indéis alquenilados servem como plataforma Gtil para outras manipulacdes
sintéticas, como cicloadicdo, adicao de Friedel-Crafts e reacdes de funcionalizacdo
direta da ligacdo C-H (DING; YOSHIKAI, 2012).

Sao diversas as metodologias estabelecidas visando a olefinacédo do indol na
posicdo 3, particularmente. A reacdo de acoplamento de Stille por Hibino e
colaboradores (KANEKIYO et al., 2001) é um exemplo, onde eles desenvolveram a
sintese de compostos heteroaromaticos biologicamente ativos, baseando-se em
uma reacado eletrociclica, incorporando uma por¢do aromatica ou heteroaromatica

principal em hexatrienos (esquema 2).

Esquema 2 — Reacao de acoplamento de Stille.

OMOM
[ Bq?u —
N Bu,Sn/\/OMOM §
N PdCl,(PPhg); (5 mol %) N —
H Et,;NCI (1 equiv.) H
DMF, 80 oC piridindolol K1: Ry = Ry = Ac; Ry = H

83 %

piridindolol K2: R4 = Ac; R, =Rz =H

Fonte: Adaptado de CHEN et al, 2012.
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Larock e Zhang (2002), utilizando também 3-iodoindéis, realizaram
acoplamentos de Sonogashira (com alcinos terminais) seguidos de ciclizacdes
mediadas por cobre para a obtencdo de compostos semelhantes aqueles descritos
acima (esquema 2). A metodologia (esquema 3) tolerou uma grande gama de
grupos R2, com rendimentos em torno de 80% para duas etapas (ZHANG; LAROCK,
2002).

Esquema 3 — Reacado de Sonogashira em 3-iodoinddis.

R2
| /N R

©\/\g70HO "2 \ 1 tBulH , 100 °C \ N
" CHO >
N PdCly(PPh3), (2 mol %) N 2.10 mol % Cul,

° N
R Cul (1 mol %) \ DMF, 100 °C \
1 Et3N, 60 oC R4 R

R4 = Me, Bn, MOM; R, = alquil, silil, vinil, hidroximetil.

Fonte: Adaptado de ZHANG, LAROCK (2002).

Entretanto, nas reacdes mostradas acima foi necessaria a introducédo de um
haleto (iodo) nos inddis de partida. Assim como no caso de reagentes classicamente
utilizados em acoplamentos cruzados, como acidos bor6nicos e compostos de
organozinco e organoestanho, a introducao destes atomos ou grupos funcionais nos
materiais de partida nem sempre é facil, sendo acompanhada de uma inevitavel
geracado de residuos quimicos. Além disso, as proprias reacdes geram quantidades
estequiométricas de materiais que serdo fatalmente descartados, como o0s

halogénios e sais de estanho, por exemplo.

Muitas metodologias utilizam paladio como catalisador nas reagdes que
envolvem heterociclos, em especial nucleos inddlicos. O paladio tem sido alvo das
atencdes na maioria das pesquisas em sintese organica, principalmente quando se
trata da sintese e funcionalizacdo de compostos heterociclicos. A substituicdo C-H
por C-C gque gera um intermediario Pd-C pela ativacdo C-H é uma ferramenta muito
importante para funcionalizacdo do nucleo inddlico, pois elimina a necessidade de
introduzir fungdes reativas como ligagcdes C-halogénios. E, seja qual for o modo de
ativacdo, o paladdio é o principal metal utilizado, embora rodio (AZAMBUJA,
CORREIA, 2011; LEWIS; BERGMAN; ELLMAN, 2008; SCHIPPER; HUTCHINSON;
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FAGNOU, 2010), ouro (FERRER; ECHAVARREN, 2006; SHEN, 2008), galio
(YADAV et al.,, 2004), niquel (NAKAO, 2011; NAKAO et al.,, 2006) e ruténio
(CADIERNO; FRANCOS; GIMENO, 2010; MARTINEZ et al., 2009) também sejam
empregados com 0 mesmo proposito (AZAMBUJA; CORREIA, 2011; BHASKAR,;
SAIKUMAR; PERUMAL, 2010; CACCHI; FABRIZI, 2011; LYONS; SANFORD, 2010;
MESSAOUDI; BRION; ALAMI, 2010; SAUNTHWAL et al., 2017).

Estudos mostram que os indéis podem ser alquenilados utilizando alcenos ou
alcinos como eletréfilos a partir da hidroarilagdo da ligacdo insaturada carbono-
carbono catalisada por metal (CADIERNO; FRANCOS; GIMENO, 2010; FERRER,;
ECHAVARREN, 2006; YADAV et al., 2004). Também tem se destacado a ideia de
gue ligacBes C-H sdo também precursores viaveis para grupos funcionais diversos,
através de reacdes catalisadas por metais de transicdo (AZAMBUJA; CORREIA,
2011). Neste caso, 0 processo envolve o acoplamento de um heteroareno ou areno

com uma olefina (figura 7).

Figura 7 — Alquenilagdo de arenos através da ligagao C-H.

—x . g catPd() JR

Fonte: Adaptado de YU, SHI, 2010.

1.3REACAO DE HIDROARILACAO DE ALCINOS

A funcionalizacdo de unidades heteroaromaticas € uma ferramenta muito Util
para a sintese organica, principalmente quando se trata da industria quimica, e
como ja foi mencionado anteriormente, os heterociclos tem um papel versatil na
sintese de moléculas com potencial bioatividade, sendo considerados blocos de
construcdo para uma série de compostos.

A funcionalizacéo direta das ligacbes C-H, ou ativacao das ligacbes C-H como
tém sido denominadas pela literatura, tem se mostrado vantajosa em relacdo ao uso

de compostos halogenados, ou substratos que ndo sdo viaveis como material de
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partida, como também em relacdo ao numero de etapas, que é reduzido (HOTA,
JOSE; MANDAL, 2017).

A heterohidroarilacdo de alcinos pode ser abordada sob duas maneiras:
através da ativacdo de alcinos e através da ativacdo de arenos, e permite a
funcionalizacdo C-H direta sem a necessidade de reagentes pré-formados. Em
sintese organica, vale ressaltar que a economia de atomos é um item extremamente
relevante, e a (hetero)hidroarilacdo de alcinos catalisada por metal de transicdo &
um exemplo de transformacédo com alta eficiéncia atbmica (BUSCEMI et al., 2010;
CIULLA; KUMAR, 2018; GODOI et al., 2017; LU et al., 2000).

1.3.1 Areacdo de Fujiwara

Em 2000, Fujiwara e colaboradores foram os primeiros a realizar a
hidroarilacdo, catalisada por paladio (ll), da ligacdo insaturada C-C através da
funcionalizacdo direta das ligagbes C-H de arenos ricos em elétrons. E reportaram
que muitos heterociclos aromaticos (metil-furanos, inddis e pirrGis) reagem
rapidamente com alcinos terminais e internos, a temperatura ambiente, em &cido
aceético, diclorometano (CH2Cl2) e éter etilico, empregando como catalisador o
acetato de paladio, Pd(OAc)2, entre outros catalisadores, como PtClz, Ni(OAc):2 e
Cu(OAc)2. Deste modo, produtos formados a partir da hidroarilagéo da tripla ligagao
C-C sao obtidos, e na maioria dos casos, (Z)-heteroarilalcenos (LU et al., 2000).

Nos estudos desenvolvidos por Fujiwara e colaboradores (2000), foi
observado que este tipo de reacdo tem bons rendimentos quando se utiliza 5% de
Pd(OACc)2, porém apresentou lentiddo quando este foi reduzido a 1%, bem como a
reacdo ndo ocorreu na auséncia deste. Quanto aos outros catalisadores
empregados no estudo, a reagao foi muito lenta ou ndo ocorreu. Em relagédo ao
solvente, a reacao foi mais eficiente em acido acético, AcOH (LU et al., 2000).

Varios heteroarenos e alcinoatos foram testados por Fujiwara em temperatura
ambiente, em que produtos de monoarilacdo na configuragdo Z, na maioria dos
casos, e produtos resultantes da bisarilagéo, dependendo dos substituintes (R) dos
alcinoatos (esquema 4), foram formados através da reacdo de hidroarilagdo dos

alcinos.
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Esquema 4 — Esquema geral para a reacdo de hidroarilacéo de alcinos.

R R  CO,Et
Pd(OAc), Ar-H 2
Ar—H + R—==—CO,Et S— Ar—
AcOH CH,CI AcOH
THOIETEE AY CogEt o Ar

Fonte: Adaptada de LU, et al., 2000.

Ainda segundo Fujiwara (2000), quando o substituinte R € um grupo pequeno
como metila, a reacdo em AcOH fornece produtos bisarilados, enquanto que um R
com grupos volumosos, como Ph, a reacéo fornece produtos de monoadicdo, nas
mesmas condi¢cbes. E possivel controlar a reagdo para formacédo de produtos de
monoadi¢cdo quando se tem um grupo R pequeno como Me ou H, utilizando CH2Cl2
como solvente, embora as reacdes sejam muito mais lentas.

Em diversos casos, o acido trifluoracético (TFA) é empregado como solvente
ou aditivo para viabilizar este tipo de reacao (JIA; KITAMURA; FUJIWARA, 2001a).

Paras as reacg0des utilizando indol e 1-metil-indol, a rea¢do ocorreu na posi¢ao
C-3 predominantemente, como era previsto pela prépria reatividade do nucleo
inddlico. Entretanto, quando a posicdo C-3 do anel estava substituida por um
grupamento metila, a reacdo se deu na posicao C-2, embora essa nao seja uma
posicao favoravel para substituicao eletrofilicas.

Dois tipos de mecanismos sdo sugeridos para este tipo de reacdo. Em seus
trabalhos iniciais Fujiwara prop6s que a hidroarilacdo catalisada por paladio iniciava
pela metalacdo do areno seguida da coordenacdo do alcino e insercdo migratoria
(esquema 5 — caminho A) (LU et al., 2000). Entretanto, um trabalho publicado por
Tunge e colaboradores investigou o0 mecanismo reacional da versao intramolecular
da reacdo de Fujiwara, e atribuiu ao Pd (ll) o papel de acido de Lewis em um
mecanismo similar a bem conhecida reacdo de Friedel-Crafts. (esquema 5 —
caminho B) (GODOI et al., 2017; SORIANO; MARCO-CONTELLES, 2006; TUNGE;
FORESEE, 2005).
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Esquema 5 — Proposta mecanistica para hidroarilacdo de alcinos catalisada por paladio.

Ativacao do areno Ativacao do alcino
_ —
AI:IH Pd(OAC), R'——EWG
H* \
[Pd"T*
Caminho A 4 Caminho B [pg'*
|
Ar—[Pd'T* !
[Pd’l R'—==—EWG
5 " 6
R1
AN EWG
1 [Pd" Ar-H
R'——EWG
2 ! H* !
EWG = electron withdrawing group
"grupos retiradores de elétrons"

Fonte: Adaptado de GODOI, et al., 2017.

Para Fujiwara, 0 mecanismo explica o motivo pelo qual a reacdo em AcOH é
mais rapida que a reacdo em outros solventes. A formacao do complexo aril-paladio
é facilitada pela presenca do acido na etapa de protonacao.

Para Buscemi e colaboradores (2010), o mecanismo geral desta reacdo se
resume na coordenacdao inicial do alcino ao metal, seguido do ataque do heterociclo,
resultando na ativacédo da tripla ligacdo, na sequéncia, o acido acético fornece o
préton necessario para a protonacado da ligacdo Pd-vinil formada, fornecendo o
produto de acoplamento (BUSCEMI et al., 2010).

Estudos recentes apresentaram contribuicbes que demonstram que ambos 0s
mecanismos podem ocorrer de forma simultdnea, pois envolvem a paladacéo
eletrofilica do indol em C3, bem como uma ativacao do alcino empregado pelo acido
de Lewis mole que € o Pd (ll) (GODOI et al., 2017).

Considerando entdo, que a sintese de alquenilindbis pode ser realizada
através da reacdo de hidroarilacdo de alcinos, e que este tipo de reagcdo apresenta

duas propostas mecanistica distintas, seguem 0s esquemas 6 e 7, que resumem,
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separadamente, a formacéo dos alcenos via ativacdo do alcino e via ativacado do
areno, respectivamente, onde podem ser observadas a mudanca da estereoquimica

dos produtos.

Esquema 6 — Formagao de alcenos arométicos através da ativagdo do alcino.

[M]
LIS SV B S
R1 — Rz R1 — R2 T — —
-H Ar R2 -’Ml Ar R2

Fonte: Elaborado pela autora.

Esquema 7 — Formacao de alcenos arométicos através da ativagdo do areno.

[m] R—=R, Ar [MI—H -[Mm] Ar. H
Ar—H ——= Ar—[M]-H ——— = — =
R1 R2 R‘] R2

Fonte: Elaborado pela autora.

As reacles de hidroarilagdo também podem utilizar alcinos terminais, entre
propinoato de etila e pentametilbenzeno (esquema 8), por exemplo, fornece um

produto na configuracdo Z com bons rendimentos.

Esquema 8 — Reacéo de hidroarilacdo de alcinos terminais e areno.

1 mol % Pd(OAc), X
+ :_COZEt >
TFA, CH,Cl, ta., 2h COE

85%

Fonte: Adaptado de KITAMURA, 2009.

Arenos ricos em elétrons tém mostrado grande importancia na reacédo de
hidroarilacao, visto que alcinos denotam alta eletrofilicidade quando séao ativados por

paladio catibnico, como catalisador (KITAMURA, 2009). Estudos utilizando
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complexos de platina como catalisador, também tém sido reportados na literatura
(VICENZI et al., 2013), revelando produtos olefinicos e bisarilados.

No trabalho de Kitamura (2011), a reacdo com alcinos internos, como fenil
propinoato de etila, obteve comportamento semelhante a reacdo com alcinos
terminais, porém, observou-se a formacgdo de 5% do produto de hidrdlise juntamente
com o produto esperado, este produto hidrolisado foi obtido majoritariamente quando
o tempo de reacao foi prolongado (esquema 9).

O mesmo trabalho reportou 0 uso de outros arenos com propinoato de etila,
gue forneceram majoritariamente produtos de monoadi¢cdo na configuracdo Z com
bons rendimentos. Produtos bisarilados também foram formados em alguns casos
(KUTUBI; KITAMURA, 2011).

Esquema 9 — Reacao de hidroarilagédo de alcinos internos e areno.

Ph Ph

5 mol % Pd(OAc), AN N
+ Ph—==—CO,Et .
TFA, CH,Cl, ta. COEt CO,H

5h 71% 5%
12h 0% 98%

Fonte: Adaptado de KITAMURA, 2011.

1.3.2 Adicao de heteroarenos a alcinos

Reacdes de hidroarilagdo de alcinos catalisadas por paladio também tém sido
aplicadas utilizando heterociclos simples como indol (mencionado anteriormente) e
pirrol (esquema 10) para formar produtos de configuragdo Z, utilizando AcOH ou

CH2Cl2 em condi¢des brandas, reportadas por Fujiwara e colaboradores.



36

Esquema 10 — Reacao de hidroarilagcdo do fenil propinoato de etila utilizando pirrol.

CO,Et
/\ L 5 mol % Pd(OAc), ¢ | 2
+ PhTCOzEt > N =
N AcOH, t.a., 2h H

Ph
76%

Fonte: Adaptado de KITAMURA, 2009.

Em heteroarométicos como pirrol, metil-pirrol e metil-furano, a substituicao
das ligacbes C-H aromaticas ocorrem exclusivamente nas posi¢des 2- ou 5- dos

arenos, caracteristico da substituicao eletrofilica (LU et al., 2000).

1.3.3 Dupla hidroarilag&o de alcinos

Reacdes de hidroarilacdo de alcinos com arenos formam alcenos aromaticos,
que nos casos de reagBes com arenos ricos em elétrons como benzenos alcéxi-
substituidos e heteroarométicos podem sofrer hidroarilagdo subsequente. A dupla
hidroarilacdo surge nesses casos, como por exemplo, no trabalho reportado por
Fujiwara e colaboradores, o pirrol e o indol sofreram dupla hidroarilacdo (esquema
11) na presenca de catalisador Pd(OAc)2 em AcOH, quando foram empregados os
alcinos but-2-inoato e oct-2-inoato (KITAMURA, 2009; LU et al., 2000).

Esquema 11 — Dupla hidroarilagéo do pirrol e indol.

X
@ 5 mol % Pd(OAc), \ NH
N~ t Ry—==—CO.Et B CO,Et
H AcOH, t.a., 24h ” R,
57%
CO,Et
R4
% 5 mol % Pd(OAC), O @ O
Nt RT=="COsEt N N N
H cOH, t.a., 72h H H
45%

Fonte: Adaptado de LU et al., 2000b.
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Muitos estudos tém reportado alternativas sintéticas para a sintese destas
moléculas utilizando outros tipos de catalisadores. Biffis e colaboradores (2010)
investigaram diferentes complexos ligantes de dicarbeno de paladio (II) e platina (ll),
isolados e combinados com sais de prata, com o objetivo de funcionalizar ligacdes
C-H de substratos aromaticos a partir da hidroarilagdo de alcinos. Dentre os
catalisadores testados, aquele que demonstrou melhor performance, |-AgBFa
(BUSCEMI et al., 2010, p. 286) que é um dicarbeno a base de paladio, foi testado
com diferentes heterociclos.

Dentre as inumeras possibilidades de metais como catalisador de
hidroarilacdo de alcinos, o ferro (lll) também foi empregado para tal (esquema 12).
Em um outro trabalho de Kitamura (2011), onde ele realizou a sintese de derivados
bis-inddlicos do &cido propandico, o ferro (lll) foi utilizado por razées de baixo custo,
abundancia, nao-toxicidade e ambientalmente amigavel, quando comparado a

outros catalisadores que demonstram qualidades opostas a estas.

Esquema 12 — Hidroarilagdes inter e intramoleculares catalisadas por ferro.

Ar H
F t.
Ar—H + R—=—R, — >  )=¢
Ri R,
X Fe cat. X
>
: Il : ¥/
R R

Fonte: KITAMURA, 2011.

As reacdes entre os alcinos terminais e indol, 1-metil-indol e 2-metil-indol,
formaram produtos de bisarilacdo (esquema 13) com 6timos rendimentos, mostrando
que o sistema catalitico FeCls/3AgOTf em &cido acético pode ser muito eficiente
neste tipo de hidroarilagédo (KUTUBI; KITAMURA, 2011).
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Esquema 13 — Reacédo de hidroarilacdo entre indol e propinoato de metila.

CO,Me

5 mol % FeCls/3AgOTf
N 4 =—co,Me -
N AcOH, 40°C, 36h
H

Fonte: Adaptado de KITAMURA, 2011.

99%

1.4CANCER

No Brasil, dados de 2018-2019 estimaram o surgimento de 600 mil novos
casos de cancer por ano (INCA, 2018), e em nivel mundial, o periodo de 2012 a
2030, tem uma previsédo de aumento de 50% em novos casos da doenga, bem como
de 60% nos 6bitos (NIH, 2019).

Os gliomas compdem 28% de todos os tumores cerebrais primarios e 80% de
todos os tumores malignos, quando observados apenas o0s tumores do sistema
nervoso central. De maneira geral, o termo glioma engloba todos os tumores
benignos ou malignos que provém de células gliais, e embora sua incidéncia relativa
seja baixa, possui um mau prognéstico prejudicando a qualidade de vida e a funcéo
cognitiva dos pacientes (GUNTUKU; YERRA, 2016) .

Os gliomas tém origens celulares diferentes, e s&o classificados como
oligodendroglioma, astrocitoma, ependimoma, glioblastoma, entre outros menos
incidentes. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica os gliomas de grau |
até IV de acordo com a taxa crescente de diferenciagdo e natureza maligna
(GUNTUKU; YERRA, 2016). Glioblastoma, também conhecido como astrocitoma
grau IV ou glioblastoma multiforme (GBM), é altamente prevalente (54,7%) entre
todos os gliomas e € a forma mais agressiva com pior prognéstico (FERLAY et al.,
2015). O GBM tem baixas taxas de sobrevivéncia com apenas 4,7% dos pacientes
com sobrevida superior a cinco anos (EVANS et al., 2005).

A cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia a base de temozolomida (TMZ)
sdo opcOes de tratamento fundamentais no manejo clinico. No entanto, a maioria
dos GBM'’s sao cirurgicamente irressecaveis e, quando diagnosticados em estagio

avancado, o nivel de resisténcia a quimioterapia convencional aumenta. Além disso,
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pelo dificil acesso a radioterapia, os GBM’s tornam-se um dos canceres mais dificeis
de tratar (OHKA; NATSUME; WAKABAYASHI, 2012). Embora nado esteja
relacionado entre os tumores de maior incidéncia na populacdo em geral, os
pacientes com GBM tém a peculiar e preocupante caracteristica de baixa sobrevida
(em média 14 meses), fato este que tem apresentado pouca alteracdo nas ultimas
quatro décadas, justificando a necessidade da obten¢&do de novos alvos terapéuticos
para o tratamento desta neoplasia (BRODBELT et al., 2015).

Uma vez que a busca por alternativas terapéuticas para o cancer ainda
representa um obstdculo no avanco clinico, € de suma importancia o
aprofundamento no estudo destes novos compostos, a fim de se encontrar novos
meios de tratamento para diversos tipos tumorais, ainda mais aqueles com elevada
mortalidade, como os GBM’s.

O desenvolvimento de farmacos antineoplasicos geralmente seguem dos dois
modelos classicamente utilizados para a descoberta de moléculas lider: 0 modelo
fenotipico ou o modelo focado em um alvo terapéutico especifico. No modelo
fenotipico, as substancias de interesse sao investigadas quanto ao seu efeito
biolégico em modelos relevantes e validados (cultura de células tumorais, por
exemplo), enquanto que no modelo focado em um alvo terapéutico € investigada a
capacidade da substancia de interagir com o alvo escolhido. O papel do alvo
escolhido na doenca a ser investigada precisa ser conhecido e validado (ANDRADE
et al., 2016).

Ambos os modelos possuem suas vantagens e desvantagens. Porém, em
doencas complexas e multifatoriais (como o cancer), a validagdo de um alvo
farmacoldgico torna-se mais desafiadora, e muitas vezes € necessario que a
molécula candidata ligue-se a mais de um alvo para produzir a resposta fisiologica
desejada. Por este motivo, muitas industrias estao revisitando o modelo fenotipico
como principal ferramenta de triagem de novos farmacos para o tratamento destas
doencas (ANDRADE et al., 2016).

1.4.1 Ensaios in vitro para determinacéo da eficacia antitumoral

A avaliacdo da atividade nao-clinica de uma molécula candidata (prova de
principio) € uma das etapas essenciais durante o0 desenvolvimento de

medicamentos. Esta inclui ensaios in vitro, ex vivo e in vivo, que podem ser
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conduzidos durante todas as fases de desenvolvimento. Ferramentas in vitro
comumente utilizadas incluem os ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e invaséao
celular, utilizando culturas 2D e 3D de diferentes células tumorais. A citotoxicidade &
considerada principalmente como o potencial de um composto para induzir a morte
celular (EISENBRAND et al., 2002).

Dados de sistemas de testes in vitro baseados em células sdo amplamente
utilizados pela comunidade cientifica e 6rgaos reguladores em testes de eficacia
farmacoldgica, toxicidade, avaliacdo de seguranca e avaliacdo de risco. O maior uso
de sistemas de teste in vitro, no entanto, € para elucidar os mecanismos de
toxicidade e / ou demonstrar o processo biolégico envolvido ao expor os sistemas de
teste a varios tipos de substancias (OECD, 2018).

Os ensaios de citotoxicidade in vitro sdo os primeiros testes realizados na
avaliacdo farmacologica de novos compostos que possam ser usados como
antitumorais, e por isso sao extremamente Uteis para a definicdo da eficacia
terapéutica. Dessa forma, podem-se definir os limites de concentracdo das
substancias para ensaios posteriores e a partir disso € possivel realizar um
screening geral de substancias quimicas com potencial antitumoral aptas ou néo
para seguirem para os proximos testes, (EISENBRAND et al., 2002; FRESHNEY,
2006; HENN, 2016; PLANZ; LEHR; WINDBERGS, 2016).

A OECD (2018) lista, nos anexos do Guia de Boas Praticas de Métodos In
Vitro, uma série de métodos que testam a viabilidade de culturas de células,
utilizados para avaliar danos a estrutura celular, como tipo de morte celular,
avaliagdo da citotoxicidade e da viabilidade celular através de corantes indicadores,
podendo ser invasivos ou ndo invasivos. Bem como testes de avaliacdo do
metabolismo  celular, como o MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-  yl)-2,5-
diphenyltetrazolium) que avalia a funcdo mitocondrial (respiracao celular), o ensaio
de Captacédo de Vermelho Neutro (Neutral Red Uptake — NRU) que avalia a funcéo
lisossomal e 0 ensaio de ATP (trifosfato de adenosina, relacionado as funcdes vitais
basicas das células), que mede o teor total de ATP em uma populacdo de células,
cabe destacar que células nao viaveis ndo produzem ATP, tém um aumento no
consumo do mesmo e podem perder ATP através de perfuracbes da membrana
plasmatica (EISENBRAND et al., 2002; OECD, 2018).

O ensaio de vermelho neutro e o ensaio de MTT sdo 0s mais comumente

empregados para a deteccdo de citotoxicidade ou viabilidade celular apés a
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exposicdo a substancias toxicas. A citotoxicidade é um marcador atil e amplamente
utilizado para estabelecer niveis de concentracdo para o item de teste, bem como
pode fornecer algumas informacdes de interacdo entre as células em cultura e o
item de teste (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

O ensaio de vermelho neutro é usado para medir viabilidade celular, mas
também tem sido usado como indicador de citotoxicidade em linhagens celulares,
servindo como teste preliminar na definicdo de doses e na conducdo dos ensaios
subsequentes, principalmente os relacionados a toxicidade oral aguda sistémica
(HENN, 2016; TANER et al., 2014). Neste ensaio as células viaveis incorporam o
corante vermelho neutro, que é fracamente catiénico, o qual permanece concentrado
nos lisossomos das células, que possuem matriz anidnica. Agentes téxicos podem
modificar a superficie celular ou a membrana lisossomal, deixando seu sistema
fragilizado e causando alteracbes que podem ser irreversiveis. Esses eventos
acarretam na inibicdo do crescimento ou morte celular, ocasionando a redugéo da
captacdo do corante e consequente queda da viabilidade celular (HENN, 2016;
REPETTO; PESO; ZURITA, 2008). Com este ensaio € possivel calcular o ICso, que
€ a concentracdo do composto onde 50% das células sédo afetadas.

A maioria das células primérias e linhagens celulares humanas e de outras
espécies podem ser utilizadas com o mesmo protocolo de testes desde que sejam
selecionados meios de cultura apropriados e condi¢cdes de incubacdo de acordo com
a necessidade especificas de cada célula (REPETTO; PESO; ZURITA, 2008). O
ensaio tem sido utilizado em muitas linhagens de células humanas, incluindo células
de melanoma, células de neuroblastoma, hepatocitos, melandcitos e fibroblastos,
além de células como queratindcitos normais e células endoteliais (MARCHETTI et
al., 2018; REPETTO; PESO; ZURITA, 2008).

Portanto, o ensaio vermelho neutro é uma ferramenta util para detectar danos
lisossdbmicos quando usado em conjunto com outros testes, a fim de distinguir entre
citotoxicidade e danos as organelas (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). Além de ser um
ensaio mais sensivel, mais simples e mais barato quando comparado a outros testes
de viabilidade celular, além de utilizar reagentes mais estaveis quando comparado
ao ensaio de MTT, por exemplo (REPETTO; PESO; ZURITA, 2008).
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1.4.1.1 As linhagens celulares de glioblastoma

Os testes in vitro sao sistemas bioldgicos que consistem no uso de tecidos ou
linhagens celulares, e a OECD recomenda que estes materiais sejam provenientes
de bancos de culturas de células reconhecidos para que sejam asseguradas sua
rastreabilidade, bem como a auséncia de infeccfes ou contaminacdes acidentais por
virus ou micoplasma, que podem alterar significativamente as caracteristicas das
células. Como estas contaminacdes ndo sdo evidentes, a documentacdo sobre a
autenticidade da linhagem celular, incluindo a verificacdo de sua identidade e prova
de que ndo houve contaminac¢do cruzada com outras linhas de células e / ou
contaminacdo causada por bactérias, leveduras, fungos ou micoplasma é de
extrema importancia (OECD, 2018). E pouco provavel que os sistemas biolégicos
fornecidos por bancos de cultura de células estejam contaminados com micro-
organismos, além de fornecerem certificado de analise e da origem das mesmas. A
OECD cita em seu documento oito bancos reconhecidos de colecbes de culturas
células, dentre eles a American Type Culture Collection (ATCC), que € de onde
provém as linhagens celulares de glioblastomas T98G e U87 utilizadas nesta
pesquisa.

A T98G é uma linhagem celular encontrada em glioblastomas humanos,
resistente a Temozolomida (TMZ), droga utilizada na quimioterapia como primeira
escolha. A figura 8 apresenta o aspecto morfolégico das células T98G em baixa e

alta densidade.

Figura 8 — Aspecto das células T98G com baixa a alta confluéncia

Fonte: ttps://physics.cancer.gov/docs/bioresource/brain/NCI-PBCF-CRL1690_T98G_SOP-508.pdf
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A U87 é uma linhagem celular, de morfologia epitelial, encontrada em
glioblastomas humanos, sensivel a Temozolomida (TMZ). A figura 9 apresenta o

aspecto morfolégico das células U887 em baixa e alta densidade.

Figura 9 — Aspecto das células U87 com baixa e alta confluéncia

ATCC Number: HTB-14
Designation: U-87 MG

'y A \ s 1/ i
Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Fonte: https://www.atcc.org/~/media/Attachments/Micrographs/Cell/HTB-14.ashx
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1.5MICROBIOLOGIA — AS BACTERIAS E OS BIOFILMES

1.5.1 A formacdo de biofilmes: caracteristicas e consequéncias

A descoberta das bactérias esta relacionada a Van Leeuwenhoek e as suas
observacgbes de micro-organismos nos dentes, relatadas em meados do século XVII.
Porém apenas em 1978, Costerton e colaboradores sugeriram o0 primeiro conceito
de biofilme (JAIN et al., 2007).

Os biofilmes s&o definidos atualmente como comunidades de micro-
organismos capazes de aderir, de maneira irreversivel, a uma superficie biotica ou
abiotica (FLEMMING; WINGENDER, 2010; GOLOVLEV, 2002). Muitos estudos
relatam que a maioria dos micro-organismos podem existir naturalmente vivendo em
biofimes (JEFFERSON, 2004). Essa formag&do confere aos organismos uma
capacidade de sobrevivéncia aumentada em diversos ambientes, e por este motivo
as bactérias contidas nos biofilmes sdo extremamente resistentes aos tratamentos
com antibiéticos (JAIN et al., 2007; ROSSATTO, 2015).

A habilidade de adesdo em superficies pelos micro-organismos fornece uma
vantagem evolucionaria que permite a maturacéo, aumento da taxa de sobrevivéncia
e 0 estabelecimento de relacfes simbiodticas por meio do microambiente do biofilme.
Além disso, aumenta a resisténcia contra condicbes ambientais hostis, como
privacdo de nutrientes, excesso de salinidade, bem como temperatura e pH
extremos (GIAOURIS et al., 2014; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; OTTO,
2013).

Um biofilme tipico é constituido pelas células microbianas e pela matriz ou
substancia polimérica extracelular (exopolymeric substance — EPS). A matriz, por
sua vez, é composta basicamente por polissacarideos, proteinas e DNA extracelular,
correspondendo a aproximadamente 50 a 90% da matéria organica do biofilme. As
substancias poliméricas produzidas pelos micro-organismos servem para manter as
células sésseis unidas, bem como propiciam um ambiente de troca de material
genético e formam a estrutura tridimensional do biofilme (ABDALLAH et al., 2014).

Os biofilmes podem ser formados em diversos tipos de superficies e, por este
motivo, podem ser encontrados em diferentes locais, que vao desde fermentadores

de alimentos a tubos de perfuragdo de pogos de petroleo, e também em tecidos
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humanos. E suficiente dizer que os biofimes tém sido associados a muitas
condi¢des, incluindo placa dentaria, infeccbes do trato respiratério superior,
infeccbes urogenitais e doencas associadas a dispositivos medicos, por exemplo,
um coracao artificial total, cateteres venosos, dispositivos intrauterinos, etc.
Dispositivos médicos implantados, como valvulas cardiacas e veias artificiais e
articulacdes, sdo especialmente vulnerdveis a doencas associadas a biofilme
microbiano. Além disso, estima-se que mais da metade das doencas humanas
causadas por infeccbes bacterianas estejam relacionadas a biofilmes (ANTUNES et
al., 2011; DONLAN; COSTERTON, 2002; MAGANA et al., 2018; ROSSATTO, 2015;
TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Devido a dificuldade no tratamento de infeccdes relacionadas a biofilmes, ha
o desenvolvimento de um processo infeccioso crénico e persistente, que eleva o
namero de internacdes e custo para o sistema de salude, aumentando os indices de
morbidade e mortalidade. Além disso, a formacéo de biofilme na industria alimenticia
€ um problema sanitario, causando danos para alimentos, pois podem servir como
reservatorio de patdgenos e manutencdo de equipamentos devido a corrosao
(GIBSON et al., 1999; JAIN et al., 2007; MAGANA et al., 2018).

Sistemas de biofilmes formados na agua sdo muito mais complexos quando
comparados a biofilmes formados em materiais médicos, devido a presenca de
produtos de corrosdo, materiais argilosos, diatomaceas de agua doce e bactérias
filamentosas frente a composicdo simples dos biofilmes de materiais médicos que
sao compostos por bactérias cocoides e matriz polimérica extracelular associadas.
Além disso, os biofilmes também sdo comumente associados a plantas e animais.
Superficies de tecidos que se encontram em meio rico em agua, como dentes e
mucosas intestinais e gastricas, desenvolvem rapidamente biofilmes (COSTERTON,;
STEWART; GREENBERG, 1999; JAIN et al., 2007).

A formacao do biofilme € um processo dinamico e envolve basicamente as
seguintes etapas: adesdo inicial reversivel, adesdo irreversivel com inicio do
desenvolvimento da arquitetura do biofilme, maturacdo e disperséo (ABDALLAH et
al., 2014; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013; OTTO, 2013; ROSSATTO, 2015;
SREY; JAHID; HA, 2013).

A adesao inicial pode ocorrer em superficies bidticas, como o tecido humano,
ou abidticas, como dispositivos médicos e superficies metalicas e plasticas de

industrias de alimentos. Nesta etapa, a adesédo € mediada por fatores inespecificos,



46

como interacdes eletrostaticas e hidrofébicas, e especificos, como moléculas de
superficie. O depésito de material organico também favorece a formagdo de um
filme condicionante que facilita a adesdo microbiana (DUFOUR; LEUNG;
LEVESQUE, 2012; ROSSATTO, 2015).

Fatores como disponibilidade de adesdo microbiana, superficie, nutrientes e
estimulos ambientais regulam a formacédo de biofiime. A melhor abordagem para
prevenir a formacéo de biofilmes ainda € impedir a adesdo microbiana inicial. Essa
adesao ocorre principalmente através de interagcdes quimicas entre as estruturas
celulares e grupos moleculares do substrato onde as bactérias se aderem. A maioria
dos micro-organismos é carregada negativamente, entdo, um substrato carregado
negativamente exerce uma forca eletrostatica repulsiva sobre eles, porém, na
maioria das vezes, a soma destas variaveis desloca o equilibrio quimico no sentido
da adesdo. O controle da carga e das propriedades hidrofébicas das superficies do
substrato pode ser um caminho para influenciar a interagdo dos micro-organismos
com a superficie, impedindo a adesdo microbiana inicial (ABDALLAH et al., 2014;
DUNNE, 2002).

A remocdo total de biofilmes sé é possivel quando os biofiimes sé&o
diretamente acessiveis, como, por exemplo, nas partes externas do corpo humano.
Os biofilmes dentais podem ser removidos por limpeza mecéanica em combinacao
com o uso de substancias ativas de superficie, como enxaguantes bucais. As
bactérias que aderem as lentes de contato podem ser removidas esfregando as
lentes entre os dedos em combinacdo com solugdes de limpeza. Contudo, a partir
da adesdo inicial, as células replicam-se e a adesdo torna-se irreversivel,
principalmente devido a secre¢do de EPS. As interacdes quimicas estabelecidas sao
muito fortes e torna bastante complexa a remocao de um biofilme, além de haver a
formacéo de agregados sobre o substrato (PALMER; FLINT; BROOKS, 2007; SREY;
JAHID; HA, 2013).

A forca de adesdo de um biofilme a uma superficie depende da forca da
ligacdo entre os organismos e a superficie, bem como da coeséo do filme formado,
sendo a adesao microbiana inicial e o crescimento superficial, importantes topicos
para pesquisa nesta area (JAIN et al., 2007).

As comunidades bacterianas sdo extremamente organizadas, apresentando
resisténcia a terapia convencional por antibidticos e as defesas imunes do

hospedeiro infectado, deste modo impedindo a penetracdo dos antimicrobianos e
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erradicando apenas as populacdes existentes nas camadas superficiais do biofilme
(DONLAN; COSTERTON, 2002; SZOMOLAY et al., 2005).

Diversos mecanismos estdo envolvidos com a baixa suscetibilidade de células
em biofilme aos antimicrobianos. Um destes fatores € a penetracdo diminuida de
agentes quimicos no biofilme, uma vez que as substéncias poliméricas agem como
barreira impedindo a entrada, ou ainda, interagindo com os antimicrobianos. Uma
segunda hipotese é que muitas células em um biofilme sobrevivem em limitac&o
nutricional e, portanto, vivem em um estado metabdlico mais lento. Esta
heterogeneidade de estados fisioldgicos significa que pelo menos algumas células
serao resistentes, dado o fato de que muitos antibiéticos atuam apenas sobre a fase
de crescimento microbiano, agindo especificamente sobre a sintese proteica, de
acidos nucléicos ou da parede celular. Um terceiro mecanismo postula acerca da
transferéncia de genes de resisténcia, por exemplo, por meio de plasmideos, os
quais podem codificar resisténcia para mdltiplos agentes antimicrobianos. Uma
guarta proposicao sugere que a resisténcia ocorra por falha no reconhecimento dos
biofilmes pela defesa imunoldgica, principalmente devido a presenca do EPS, que
protegem as células (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999; HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; ROSSATTO, 2015; TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).

1.5.2 Micro-organismos de importancia médica formadores de biofilme

Os procariontes, como as bactérias, sdo alvo da maioria dos estudos que
envolvem formacao de biofilme, porém leveduras, microalgas e protozoarios também
sao capazes de integrar o arcabouc¢o de um biofilme. E embora os biofilmes possam
ser formados por uma Unica espécie, a maioria compreende muitas espécies e sao
essas interacdes que vao caracterizar a estrutura, funcao e desenvolvimento destas
comunidades (GIAOURIS et al., 2014).

Dentre os principais micro-organismos relacionados a formacao de biofilme
em dispositivos médicos e ligados a infec¢cdes humanas (figura 10) encontram-se
Staphylococcus spp, Pseudomonas aeruginosa e a familia das Enterobacteriaceae,
como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (BURMOLLE et al., 2010; TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).



Figura 10 — InfecgBes humanas relacionadas a formagao de biofiime.
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Fonte: Adaptado de Magana et al., 2018.

1.5.3 Estratégias antibiofilme
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As pesquisas e avangos na descoberta de compostos antimicrobianos tém

ocasionado mudancas significativas na vida da populacdo. A natureza tem sido fonte

de pequenas moléculas dotadas de variedade estrutural e ampla atividade biolégica.

A descoberta e o desenvolvimento de antibi6ticos contra uma variedade de

infecgbes microbianas estéo entre os maiores feitos da vida moderna. Embora o ser

humano utilize antimicrobianos com finalidades médicas e agricolas, 0os micro-

organismos tém desenvolvido e compartilhado mecanismos de defesa contra os
mesmos (BRANNON; HADJIFRANGISKOU, 2016).

O constante surgimento de bactérias

resistentes aos medicamentos,

ocasionando altas taxas de mortalidade, tem sido um desafio para a sintese

organica na busca de potentes e eficazes candidatos a farmacos antibacterianos.

Farmacos com diferentes modos de acdo e diferentes quimiotipos sé&o

extremamente desejaveis. O nucleo inddlico é considerado um scaffold privilegiado,

pois tem sido encontrado em pequenas moléculas bioativas naturais e sintéticas. O

potencial de pequenas moléculas que contenham o nucleo inddlico como agentes

antibacterianos ndo tem sido tdo explorado, como em outras areas da medicina,
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como na terapia do cancer, por exemplo. Embora a atividade biologica esteja
frequentemente relacionada a estruturas moleculares complexas, muitas moléculas
inddlicas estruturalmente mais simples tém sido reportadas na literatura com
atividade antimicrobiana. O potencial de estruturas inddlicas pode influenciar
funcBes biolégicas de amplo espectro, como ja foi mencionado anteriormente neste
trabalho, e por este motivo, este tipo de estrutura torna-se adequada para o
desenvolvimento de candidatos a farmacos capazes de superar o atual problema
global de resisténcia bacteriana a diversos farmacos presentes no mercado
(CIULLA; KUMAR, 2018).

Na figura 11 tem-se um exemplo de dois compostos antimicrobianos, onde
1lla e 1lb apresentaram excelente atividade contra Staphylococcus aureus e
Micrococcus luteus, com MIC! = 9,3 ug / mL (CIULLA; KUMAR, 2018).

Figura 11 — Agente antibacteriano contendo a estrutura inddlica na sua composic¢éo.

11aR=H
11b R =Me

Fonte: Adaptado de CIULLA; KUMAR, 2018.

A acdo de qualquer droga antibacteriana pode desencadear o aumento da
resisténcia as bactérias e esse comportamento exige o desenvolvimento de
antibiéticos com diferentes mecanismos de acdo. Esta € uma situacdo frustrante e
economicamente invidvel e também uma das razdes para muitas empresas
farmacéuticas abandonarem a pesquisa da descoberta de antibioticos (CIULLA;
KUMAR, 2018).

Além da busca por compostos capazes de inibir o crescimento bacteriano,

uma outra perspectiva que se tem lancado é a terapia antiviruléncia, que se baseia

1 MIC (concentracao inibitoria minima).
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na prevencao ou interrupcdo de uma infeccdo através da neutralizagdo dos fatores
de viruléncia, ao invés do micro-organismo em si. Isto significa que ndo h& morte
bacteriana e, desta forma, reduz-se a aplicacdo de antimicrobianos e a emergéncia
de isolados resistentes. Ainda, o desligamento da expresséo de viruléncia, atrelado
a manutencdo das células em estado planctonico, pode tornar 0S micro-organismos
mais sensiveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro, bem como aos antibiéticos.
Além disso, esta terapia pode ser empregada potencialmente em combinagcdo com
agentes antimicrobianos, de modo a estabelecer um efeito sinérgico (BRANNON;
HADJIFRANGISKOU, 2016; RASKO; SPERANDIO, 2010).

Particularmente no que concerne ao controle de biofilmes, uma abordagem
multidisciplinar tem apresentado papel crescente na medicina moderna. As
estratégias de controle partem de basicamente dois pressupostos: (a) inibicdo da
formacéo do biofilme, seja pela propria inibicdo do crescimento bacteriano através
de compostos bactericidas ou bacteriostaticos, quanto pelo bloqueio da adesao
microbiana via superficies modificadas (por exemplo, por adicdo de compostos com
tal atividade); (b) a erradicacdo ou tratamento do biofilme ja formado, podendo ser
através da dispersédo das células e regresso a forma de vida planctbnica, ou pela
propria eliminagédo dos micro-organismos (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007;
COUGHLAN et al., 2016; ESCAICH, 2010).

1.5.4 Staphylococcus epidermidis

O principal representante dos Staphylococcus spp. € o S. aureus, embora
outras espécies, como S. epidermidis, sdo emergentes e tém sido cada vez mais
associadas com infecgdes oportunistas.

S. epidermidis € um patdégeno gram-positivo oportunista, arranjado em
cachos, anaerobio facultativo, imével, e ndo esporulado pertencente a familia
Staphylococcaceae (figura 12). E produtor da enzima catalase e é o principal
estafilococo coagulase-negativo de relevancia clinica (BUTTNER et al., 2015; OTTO,
2009, 2013; TRENTIN et al., 2011; ZIMMER et al., 2014).

A S. epidermidis, que € a cepa utilizada neste trabalho, € comumente isolada
em infeccbes da corrente circulatoria e aquelas associadas a implantes como
cateteres, valvulas e proteses. Sua patogenicidade € devida principalmente a

capacidade de formar biofilmes, e a partir da formacéao deste biofilme a bactéria esta
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protegida tanto do sistema imune do hospedeiro, quanto dos ataques dos
antimicrobianos, o que deixa as infec¢des causadas por este micro-organismo muito
dificil de controlar. Este tipo de bactéria costuma colonizar a pele e as mucosas de
humanos e outros mamiferos (ROSSATTO, 2015).

Devido sua alta incidéncia em infec¢des relacionadas com a assisténcia a
salde e sua colonizacao natural na pele, S. epidermidis € uma importante causa de
infeccbes associadas a implantes médicos, como valvulas e juntas protéticas,
cateteres urinarios e cardiacos e outros dispositivos. Em estudo de vigilancia de
infeccdes associadas a cateteres na Africa do Sul, foi demonstrado que S.
epidermidis resistente a meticilina foi o patdgeno mais prevalente neste tipo de
dispositivo. Dentre os fatores relacionados a infeccédo associada a estes aparelhos, a
adesao bacteriana e a formacédo de biofilme representam os principais mecanismos

de colonizacéo e patogénese (BUTTNER et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2017).

Figura 12 — S. epidermidis. (a) Morfologia da colénia em agar sangue. (b) Arranjo de cachos gram-

positivos em microscopio éptico. (¢) Microscopia eletrénica de varredura de biofilme de S.

epidermidis.

Fonte: Adaptado de (a) http://www.bacteriainphotos.com/ (b) https://encrypted-
tbn0.gstatic.com/images?qg=tbn:ANd9GcQO0al8nAcZWAKW c8uOFIF3Jx8CO511vbWa3ctEeMQqrKqM3
bz37 (c) Adaptado de Zimmer et al., 2014.

S. epidermidis esta envolvido em um vasto numero de infec¢des, dentre elas,

podemos citar endocardites, infec¢des de sitios cirurgicos, Ulceras do pé diabético e


https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQ0al8nAcZWAkWc8u0FIF3Jx8CO511vbWa3ctEeMQqrKqM3bZ37
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQ0al8nAcZWAkWc8u0FIF3Jx8CO511vbWa3ctEeMQqrKqM3bZ37
https://encrypted-tbn0.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcQ0al8nAcZWAkWc8u0FIF3Jx8CO511vbWa3ctEeMQqrKqM3bZ37
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infeccBes do trato urinario e doenca inflamatdria pélvica (BUTTNER et al., 2015;
MAGANA et al., 2018; ROSSATTO, 2015).

1.5.5 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa é um bacilo gram-negativo pertencente a familia
Pseudomonadaceae. E aerébio estrito, ndo esporulado e possuidor de flagelo
monotriqueo (figura 13), também é capaz de formar biofiimes ndo somente em
superficies soélidas e mucosas, mas também na interface ar-liquido de culturas
estéticas, por esse motivo tem se tornado cada vez mais resistente aos
medicamentos disponiveis no mercado. A P. aeruginosa € considerada uma bactéria
ubiqua e oportunista, podendo ser virulenta para diferentes hospedeiros, incluindo
plantas, nematoides, insetos e mamiferos. Em seres humanos, pode causar
infeccBes crbnicas progressivas em pacientes com fibrose cistica em decorréncia de
sua capacidade de formar biofilmes robustos. Além de representar um risco para
pacientes imunocomprometidos, este patdégeno hospitalar € intrinsicamente
resistente a uma ampla gama de antimicrobianos (KERR; SNELLING, 2009;
MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

P. aeruginosa é um patdgeno versétil associado a um amplo espectro de
infeccdes em humanos. Nos servicos de saude, a bactéria € uma importante causa
de infeccdo em individuos vulneraveis, incluindo aqueles com queimaduras ou que
recebem cuidados intensivos. Nesses grupos, a morbidade e a mortalidade
atribuiveis a infec¢do por P. aeruginosa podem ser altas. O manejo de infeccbes é
dificil, pois a P. aeruginosa € inerentemente resistente a muitos antimicrobianos.
Além disso, o tratamento esta se tornando cada vez mais problematico devido ao
surgimento e disseminacdo de resisténcia aos poucos agentes que permanecem
como opgoes terapéuticas (ROSSATTO, 2015).
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Figura 13 — P. aeruginosa. (a) Morfologia da col6nia com produc¢éo de pigmento em agar
cromogénico. (b) Arranjo de bacilos gram-negativos em microscopio 6ptico. (c) Microscopia eletrdnica

de varredura de biofilme de P. aeruginosa.

Fonte: Adaptado de (a) http://www.chromagar.com/food-water-chromagar-pseudomonas-ps820-
ps822-focus-on-pseudomonas-36.html#.W4wULuhKjlU (b)
http://faculty.ccbcmd.edu/courses/biol41/labmanua/labl2/Psaeruginosa.html (c) Zimmer et al., 2013.


http://www.chromagar.com/food-water-chromagar-pseudomonas-ps820-ps822-focus-on-pseudomonas-36.html#.W4wULuhKjIU
http://www.chromagar.com/food-water-chromagar-pseudomonas-ps820-ps822-focus-on-pseudomonas-36.html#.W4wULuhKjIU
http://faculty.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/lab12/Psaeruginosa.html
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2 OBJETIVOS

2.1GERAIS

Este trabalho tem por objetivo sintetizar indois alquenilados através da reacao
de hidroarilagdo e avaliar seu potencial antitumoral in vitro e de inibicdo e

erradicacao de biofilmes bacterianos.

2.2ESPECIFICOS

Sintetizar, purificar e caracterizar as moléculas.

Investigar as melhores condicfes reacionais para a reacdo de hidroarilacao
utilizando diferentes moléculas inddlicas e diferentes alcinos.

Realizar os testes in silico, a fim de avaliar resultados farmacocinéticos das
moléculas que se deseja sintetizar.

Avaliar a toxicidade das moléculas nas células tumorais T98G e U87 através
do ensaio de Vermelho Neutro.

Avaliar o potencial de inibicdo e erradicagdo de biofilmes formados pelas

bactérias S. epidermidis e P. aeruginosa.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Reagentes, solventes e softwares

Todos os reagentes e solventes utilizados foram obtidos comercialmente. Os
reagentes foram utilizados sem tratamento prévio.

A nomenclatura dos compostos foi dada baseando-se no programa Chem
Draw Professional 17.1 (ChemOffice 2018).

Os espectros de RMN foram elaborados e editados MestReNova 8.0.

Os dados obtidos nos ensaios in silico foram elaborados pelo programa
DataWarrior 5.0.

Os graficos dos ensaios microbiologicos foram elaborados a partir do
programa GraphPad Prism 8.0.

Os pontos de fuséo foram obtidos em aparelho digital da marca Maxim-LAB.

3.1.2 Métodos cromatograficos

As reacOes e purificacbes foram acompanhadas via cromatografia em
camada delgada (CCD), utilizando papel cromatogréafico da marca Macherey-Nagel
Xtra SIL G/UV2s4. As placas foram reveladas em camara com luz ultravioleta (UV) e
cuba de iodo.

As purificacdes das moléculas foram realizadas através de cromatografia
classica em coluna de vidro utilizando-se silica gel Macherey-Nagel (70-230 mesh).
Os solventes empregados nos eluentes, bem como a proporcao utilizada, estao

descritos na parte experimental das sinteses de cada molécula.

3.1.3 Métodos espectrométricos

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C foram
realizadas utilizando os espectrometros da marca Varian VNMRS-300 (75) MHz,
Varian 400 (100) MHz, o solvente utilizado para solubilizar as amostras foi
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cloroférmio deuterado (CDCI3) e o padrdo interno empregado foi o tetrametilsilano
(TMS). Os deslocamentos quimicos (8) estdo relacionados em parte por milhdo
(ppm) em relagédo ao TMS (6 = 0,00 ppm) que foi utilizado como padra interno para
os espectros de RMN 'H, e em relagéo ao CDCls (d = 77,23 ppm) para 0s espectros
de RMN 3C. As multiplicidades dos sinais foram descritas entre parénteses (s =
sinpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, q = quarteto, m = multipleto), o
namero de hidrogénios deduzidos da integral relativa e a constante de acoplamento
(J) expressa em Hertz (Hz)>.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrébmetro por
transformada de Fourier, marca Shimadzu, modelo IR Prestige21 e as frequéncias
estdo relacionadas em cm-.

Os resultados das analises de massas de alta resolucdo (HRMS) foram
obtidos em um espectrometro marca Bruker Daltonics modelo micrOTOF-QIII,
operando em modo ESI (ion Electron Spray lonization).

As analises de cromatografia gasosa acoplada a massas de baixa resolucao
foram realizadas em um equipamento da marca Shimadzu, modelo QP-2010
Ultra, compativel com sistema de cromatografia gasosa, equipado com coluna NST
Nanoseparation Technology (30m x 025mm x 0,25um) acoplado a um detector
espectrométrico de massas, utilizando a seguinte condi¢cdo metodolégica:

Condicdo padrdo para analise por cromatografia gasosa acoplada a
massas (CG-EM): T(injetor) = 250°C; T(detector) = 270°C; T (inicial) = 150°C;
Tempo (inicial) = 0,33 minuto; taxa = 10 °C/minuto; T(final) = 200°C; Tempo (final) =
1,00 minuto; taxa A = 15°C/minuto; T(final) = 300°C; Tempo (final) = 4,00 minuto; gas

de arraste: N2;

2 As analises de RMN de 'H e 13C foram realizadas por pesquisadoras do LAMOCA (Instituto de

Quimica da UFRGS), sob supervisao do Prof. Dr. Paulo Schneider.
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3.2SINTESE DOS COMPOSTOS

3.2.1 Procedimento padrao de extragdo do bruto reacional

Todas as reagdes apos finalizadas, foram tratadas de modo a extrair qualquer
componente de interesse da fase aquosa para a fase organica. O procedimento de
extracao foi igual para todas as reacdes e compreende as seguintes etapas:

i. Adicdo de 5 mL de solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl) para
um funil de separacéao;
ii. Realizacao de trés lavagens da fase aquosa com 10 mL de éter etilico,
cada;
iii. Adicdo de agente secante a fase organica, como Na2SO4 ou MgSOa4 e
realizar a filtragéao.

iv.  Evaporar o solvente em sistema de rotaevaporacao.

3.2.2 Procedimentos de sinteses

3.2.2.1 (E,2)-3-(1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de metila (3a) (GODOI, 2017).

o COMe Em um baldo de 10 mL foram adicionados indol (0,2343 g, 2
= mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH, agitou-

N se por alguns instantes e adicionou-se fenil propinoato de metila

H (0,248 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitacdo a

temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi acompanhado via CCD (3:7
acetato de etila/hexano) até o consumo do alcino, em 8h. Apds o término da reacao,
realizou-se o tratamento da mesma conforme procedimento padrdo ja mencionado.
A purificacdo foi realizada em coluna cromatografica classica com eluente
acetatohexano a 15%. O produto obtido foi um solido amarelo escuro. Isémero
majoritario E (E/Z 1,5:1). Rendimento 54%. PF: 109-113°C. Rf: 0,34 (2:8 acetato de
etila/hexano).

IV (cm-1): v 3350 (N-H), 1689 (C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): d 3,61 (s, 3H, CHs), 6,57 (s, 1H, vinilico), 6,82 (d, J =
2,9 Hz, 1H, arom), 7,18-7,39 (m, 9H, arom), 7,79 (d, J = 7,8 Hz, 1H, NH).



58

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): 51,12; 111,70; 111,96; 118,78; 120,92; 121,47;
123,15; 125,15; 127,86; 127,98; 128,91; 129,53; 137,25; 140,18; 153,09; 167,46.
HRMS (ESI): Valor calculado para CisHisNO2 (M + H*): 278,1181; Valor encontrado:
278,1198.

3.2.2.2 (E/Z)-3-(1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de etila (3b) (BUSCEMI, 2010;
GODOI, 2017; LU, 2000).

b COMEt Em um baldo de 10 mL foram adicionados indol (0,2343 g, 2
= mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH, agitou-

N se por alguns instantes e adicionou-se fenil propinoato de etila
IN' (0,165 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitacdo a

temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi acompanhado via CCD (2:8
acetato de etila/hexano) até o consumo do alcino, em 24h. Apds o término da
reacdo, realizou-se o tratamento da mesma conforme procedimento padrdo ja
mencionado. A purificacdo foi realizada em coluna cromatografica classica com
eluente acetato:hexano a 10%. O produto obtido foi um sélido amarelo. Isbmero
majoritario E (E/Z 1,7:1). Rendimento 56%. PF: 94-103°C. Rf: 0,34 (2:8 acetato de
etila/hexano).

IV (cm): v 3321 (N-H), 1682 (C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 6 1,13 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHzs), 4,05 (q, J = 7,1 Hz,
2H, CH2), 6,56 (s, 1H, vinilico), 6,80 (d, J = 2,8 Hz, 1H, arom), 7,15-7,39 (m, 8H,
arom), 7,79 (d, J = 7,8 Hz, 1H, arom), 8,55 (s, 1H, NH).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 14,24; 59,79; 111,93; 112,40; 118,76; 120,96;
121,41; 123,10; 125,15; 127,82; 127,87; 128,93; 129,39; 137,25; 140,40; 152,57,
167,22.

HRMS (ESI): Valor calculado para Ci9H1sNO2 (M + H*): 292,1338; Valor encontrado:
292,1356.



59

3.2.2.3 3,3-di(1H-indol-3-il)propanoato de metila (4c) (XU, 2013; ZHANG,
2015; ZHANG, 2016).

H Em um baldo de 10 mL foram adicionados indol (0,2343 g, 2
Q N/ mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH,

agitou-se por alguns instantes e adicionou-se propinoato de
O \ COMell metila (0,089 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitacao

” a temperatura ambiente, o andamento da reacao foi

acompanhado via CCD (3:7 acetato de etila/hexano) até o
consumo dos reagentes, em 24h. Ap6s o término da reacdo, realizou-se o
tratamento da mesma conforme procedimento padrédo ja mencionado. A purificacdo
foi realizada em coluna cromatografica classica com eluente acetato:hexano a 40%.
O produto obtido foi um sélido dourado. Rendimento 30%. PF: 54-56°C. Rf: 0,17 (2:8
acetato de etila/hexano).
IV (cm™): v 3406 (N-H), 1720 (C=0).
RMN de H (400 MHz, CDCls): & 3,18 (d, J = 7,7 Hz, 2H, CH?2), 3,56 (s, 3H, CHa),
5,10 (t, J =7,7 Hz, 1H, CH), 6,92 (d, J = 1,7 Hz, 2H, arom), 7,02-7,32 (m, 6H, arom),
7,56 (d, J = 6,9 Hz, 2H, arom), 7,98 (s, 2H, NH).
RMN de *C (100 MHz, CDCls): d 30,91; 41,05; 51,78; 111,29; 118,71; 119,31,
119,56; 121,85; 122,03; 126,76; 136,69; 173,20.
HRMS (ESI): Valor calculado para C20Hi1sN202Na (M + Na*): 341,1266; Valor
encontrado: 341,1236.

3.2.2.4 3,3-di(1H-indol-3-il)butanoato de etila (4d) (KUMAR, 2017; SINGH,

2012).
\H Em um baldo de 10 mL foram adicionados indol (0,2343 g, 2
O P mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH,
O CO,Et agitou-se por alguns instantes e adicionou-se but-2-inoato de
0N || Me etila (0,117 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitacao

a temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi
acompanhado via CCD (3:7 acetato de etila/hexano) até o consumo dos reagentes,
em 48h. ApoOs o término da reacédo, realizou-se o tratamento da mesma conforme

procedimento padrédo ja mencionado. A purificacdo foi realizada em coluna
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cromatografica classica com eluente acetato:hexano a 15%. O produto obtido foi um
sélido rosado. Rendimento 50%. PF: 170°C. Rf: 0,28 (2:8 acetato de etila/hexano).
IV (cm): v 3404 (N-H), 3348, 1724 (C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 0,85 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHz), 2,08 (s, 3H, CHa),
3,38 (s, 2H, CH2), 3,83 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH>), 6,82-6,91 (m, 2H, arom), 7,02-7,38
(m, 8H, aromaticos), 7,98 (s, 2H, NH).

RMN de 13C (100 MHz, CDCIs): d 13,86; 27,60; 37,99; 45,91; 59,87; 111,21, 118,98;
121,17; 121,46; 121,62; 123,10; 126,27; 137,12; 171,88.

HRMS (ESI): Valor calculado para C22H22N202Na (M + Na*): 369,1579; Valor
encontrado: 369,1587.

3.2.2.5 (E/Z)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de metila (3e)

on  CO:Me Em um baldo de 10 mL foram adicionados 1-metil-indol (0,250
= mL, 2 mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH,

N agitou-se por alguns instantes e adicionou-se fenil propinoato de
N,‘V,e metila (0,148 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitagéo a

temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi acompanhado via CCD (2:8
acetato de etila/lhexano) até o consumo dos reagentes, em 4h. Apos o término da
reacdo, realizou-se o tratamento da mesma conforme procedimento padrdo ja
mencionado. A purificacdo foi realizada em coluna cromatografica classica com
eluente acetato:hexano a 10%. O produto obtido foi um solido amarelo claro.
Isdbmero majoritario E (E/Z 1,1:1). Rendimento 63%. PF: 120°C (isébmero E). Rf: 0,47
(2:8 acetato de etila/hexano).

IV (cm): v 1707 (C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDClzs): & 3,60 (s, 3H, CHzs), 3,68 (s, 3H, CH3), 6,55 (s, 1H,
vinilico), 6,72 (s, 1H, arom), 7,20-7,43 (m, 8H, arom), 7,82 (d, J = 8,0 Hz, 1H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs): d 33,22; 51,03; 77,16; 110,07; 111,11; 117,31;
121,15; 121,35; 122,89; 125,78; 127,87; 128,88; 133,87; 138,21; 140,34; 152,89;
167,35.

HRMS (ESI): Valor calculado para Ci9H1sNO2 (M + H*): 292,1348; Valor encontrado:
292,1338.
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(E/Z2)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de etila (3f) (BIFFS,
2013; BUSCEMI, 2010; GODOI, 2017; LU, 2000).

Ph
N

N
Me

CO,Et

Em um baldo de 10 mL foram adicionados 1-metil-indol (0,250
mL, 2 mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH,
agitou-se por alguns instantes e adicionou-se fenil propinoato de

etila (0,165 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitacdo a

temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi acompanhado via CCD (2:8

acetato de etila/hexano) até o consumo dos reagentes, em 24h. Apds o término da

reacdo, realizou-se o tratamento da mesma conforme procedimento padréo ja

mencionado. A purificacdo foi realizada em coluna cromatografica classica com

eluente acetato:hexano a 5%. O produto obtido foi um solido laranja. Isémero
majoritario E (E/Z 3:1). Rendimento 75%. PF: 95°C. Rf: 0,47 (2:8 acetato de
etila/hexano).
IV (cm): v 1705 (C=0).

RMN de H (400 MHz, CDCls): & 1,12 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CHs), 3,65 (s, 3H, CHa),
4,05 (g, J = 7,1 Hz 2H, CH>2), 6,54 (s, 1H, vinilico), 7,50-7,22 (m, 9H, arom), 7,83 (d,
J =8,0 Hz, 1H, arom).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIs): d 14,24; 33,12; 59,61; 77,16; 109,99; 111,79;
118,44; 121,24; 122,79; 125,73; 128,86; 128,97; 129,09; 138,14; 140,52; 152,31;

167,04.

HRMS (ESI): Valor calculado para C20H20NO2 (M + H*): 306,1494; Valor encontrado:

306,1502.

3.2.2.7 3,3-di(1-metil-1H-indol-3-il)propanoato de metila (4g) (ZHANG,
2015; XHANG, 2016; ZENG, 2013).

Em um baldo de 10 mL foram adicionados indol (0,250 g, 2
mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH,
agitou-se por alguns instantes e adicionou-se propinoato de
metila (0,089 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitagcéo

a temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi

acompanhado via CCD (3:7 acetato de etila/hexano) até o

consumo dos reagentes, em 4h. Apos o término da reacao, realizou-se o tratamento



62

da mesma conforme procedimento padrdo j& mencionado. A purificacdo foi realizada
em coluna cromatogréfica classica com eluente acetato:hexano a 10%. O produto
obtido foi um sélido castanho. Rendimento 70%. PF: 98-100°C. Rf: 0,37 (2:8 acetato
de etila/hexano).

IV (cm™): v 1739 (C=0).

RMN de 1H (400 MHz, CDCls): & 3,17 (d, J = 7,7 Hz, 2H, CH2), 3,57 (s, 3H, CHs),
3,68 (s, 6H, CH3), 5,11 (t, J = 7,7 Hz, 1H, CH), 7,28-6,83 (m, 8H, arom), 7,60 (s, 2H,
arom).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIlz): d 30,71; 32,82; 41,40; 51,76; 109,28; 117,42;
118,77; 119,70; 121,58; 126,51; 127,12; 137,38; 173,09.

HRMS (ESI): Valor calculado para C20H22N202Na (M + Na'*): 369,1579; Valor
encontrado: 369,1517.

3.2.2.8 3,3-di(1-metill-1H-indol-3-il)butanoato de etila (4h) (KUMAR, 2017).

Em um baldo de 10 mL foram adicionados indol (0,250 g, 2
mmol), Pd(OAc)2 (0,0112 g, 0,05 mmol), 1 mL de AcOH,
agitou-se por alguns instantes e adicionou-se but-2-inoato de

etila (0,117 mL, 1 mmol). O sistema foi deixado sob agitacédo a

Mée temperatura ambiente, o andamento da reacdo foi

acompanhado via CCD (2:8 acetato de etila/hexano) até o consumo dos reagentes,
em 24h. Ap6s o término da reacdo, realizou-se o tratamento da mesma conforme
procedimento padrdo ja& mencionado. A purificacdo foi realizada em coluna
cromatografica classica com eluente acetato:hexano a 10%. O produto obtido foi um
solido laranja. Rendimento 46%. PF: 110°C. Rf: 0,47 (2:8 acetato de etila/hexano).
IV (cm): v 1716 (C=0).

RMN de 'H (400 MHz, CDClzs): 8 0,81 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 2,06 (s, 3H), 3,35 (s, 2H),
3,70 (s, 6H), 3,81 (g, J = 7,1 Hz, 2H), 6,87 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 6,92 (s, 2H), 7,10 (t, J
=7,6 Hz, 2H), 7,23 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 2H).

RMN de 3C (100 MHz, CDClz3): & 13,75; 27,89; 32,77; 37,96; 46,12; 59,72; 77,16;
109,18; 118,34, 121,06; 121,32; 121,55; 126,30; 126,63; 137,74; 171,87.

HRMS (ESI): Valor calculado para C22H22N202Na (M + Na*): 397,1892; Valor
encontrado: 397,1872.
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3.3ENSAIOS DE TOXICIDADE CELULAR - VERMELHO NEUTRO

3.3.1 Células e tratamento

As linhagens de glioblastoma U87 e T98G foram adquiridas da ATCC®
(American Type Culture Collection) e foram testadas negativamente para presenca
de micoplasma durante a execucdo deste estudo. As células U87 e T98G foram
cultivadas sob condi¢cdes padrdo em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum), 0,2 mg/mL
de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. As células
foram mantidas em garrafas de cultura a 37°C numa atmosfera umidificada,
contendo 5% de CO:2 e foram colhidas para o tratamento com tripsina 0,15% mais
EDTA (4cido etileno-diamino tetra-acético) 0,08%, em PBS (phosphate buffered
saline).

Os tratamentos e solucdes estoque das substancias testadas foram
preparadas imediatamente antes do uso. As concentracfes apropriadas foram
obtidas por diluicdo das solucbes estoque em meio de cultura. O DMSO
(dimetilsulfoxido) utilizado como solvente das drogas foi usado como controle

negativo e nunca excedeu a concentracao de 0,5% nos tratamentos.

3.3.2 Medida de viabilidade celular

O ensaio de absorcdo do vermelho neutro (neutral red uptake, NRU) foi
utilizado para avaliagdo do potencial citotoxico das diferentes substancias avaliadas
neste estudo. As linhagens celulares T98G e U87 foram semeadas em uma placa de
cultura de tecidos de 96 pocos (1,3x10%mL) em meio DMEM completo e cultivadas
por 24h antes do tratamento com as moléculas testadas®.

O ensaio foi realizado de acordo com Borenfreund e Puerner (1985), com
algumas modificagbes. As moléculas testadas foram dissolvidas em DMSO (2%) e
nas concentracdes de 1, 10, 50, 100 e 500 pM. Resumidamente, apos o tratamento

de 24h, as células foram lavadas com 250 uL de PBS antes da adicao de 250 pL de

% Os ensaios de viabilidade celular foram realizados pela pesquisadora Danielle Batista.
Mestranda no PPG em Biociéncias da UFCSPA.



64

corante vermelho neutro (25 pg/mL) dissolvidos em meio isento de soro e incubados
durante 3h a 37°C numa incubadora com CO2 a 5% umidificada. As células foram
lavadas com PBS e a elas foram adicionados 125 pL de uma solucdo dessorvente
(EtOH:AcOH:H20, 50:1:49), seguido de agitagdo suave durante 30 min para
dissolugdo completa.

A absorbéancia foi medida em 540 nm usando um leitor de microplacas. A
viabilidade celular foi expressa como porcentagem do controle negativo (células

tratadas com solvente 10% e 100%).
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3.4ENSAIOS DE ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

3.4.1 Cepas bacterianas e condi¢gdes de cultura

As culturas utilizadas neste trabalho s&o ditas de referéncia e sdao chamadas
cepas ATCC® (American Type Culture Collection). Foram previamente testadas no
Laboratério de Microbiologia da UFCSPA quanto a capacidade de formacdo de
biofilme e sdo reconhecidamente produtoras de biofilme.

As cepas ATCC® Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) e Pseudomonas
Aeruginosa (ATCC 27853) foram utilizadas como modelos bacterianos formadores
de biofilmes e foram cultivadas overnight em meio triptona de soja (TSA — Tryptic
Soy Agar) a 37°C.

Uma suspenséo bacteriana de 3x108 UFC/mL em 0,9% de cloreto de sédio de
cada bactéria foi utilizada para a realizagdo dos ensaios.

Os protocolos detalhados dos procedimentos* de inibicdo e erradicacéo

encontram-se nos anexos desta dissertacao.

3.4.2 Crescimento bacteriano para avaliagéo da inibic&o de biofilme

O crescimento bacteriano foi avaliado como a diferenca entre a densidade
Optica em 620 nm no inicio (Oh) e no final (24h) do tempo de incubacédo a 37°C, em
placas estéreis de poliestireno de 96 pocos. Em cada pogo, foram adicionados 80 uL
da suspensao bacteriana, 40 yL de caldo triptona de soja (TSB — Tryptone Soy
Broth) e 76 yL de agua e 4 uyL do tratamento em DMSO (1 mg/mL), conforme
esquema 13.

4 Os ensaios microbiolégicos foram realizados por Ms. Fernanda Rossatto. Doutoranda no
PPG em Biociéncias da UFCSPA.
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Esquema 14 — Preparo do tratamento 1 mg/mL em DMSO 2%

100 uL DMSO
( ) Ph /COZMe Volume total pogo = 200 pL
A Solug&o-estoque C final = 1 mg/mL
\ N\ 50 mg/mL
o N N (_\
5mg Me 4L +76 uL H,0
— —

Fonte: elaborado pela autora.

3.4.3 Protocolo de inibicdo de biofilme

A inibicdo de biofilme foi avaliada usando o ensaio cristal violeta dissolvido em
agua (4%), com pequenas modificacdes, em paralelo ao ensaio de crescimento
bacteriano (TRENTIN et al., 2011). Apés incubacao durante 24h, o meio foi removido
suavemente e os pocos foram lavados trés vezes com solucédo de NaCl 0,9% estéril.
A fixacdo do biofilme foi feita a 60°C por 1h. Cada pog¢o foi corado com 200 uL de
indicador cristal violeta 0,4% em agua, por 15 minutos e foi lavado em &gua
corrente. O corante ligado as células foi ressuspenso com 99% de etanol e a
absorbéancia foi medida a 570 nm (Spectramax M2e Multimode Microplate Reader;
Molecular Devices). Para representar 100% da formacao de biofilme (amostra néo
tratada), os tratamentos foram substituidos por agua estéril (76 yL) e DMSO (4 L)
reproduzindo as propor¢des dos testes.

Valores superiores a 100% representaram a estimulacdo da formacdo de
biofilme em comparacdo com a amostra nao tratada. Para o teste de inibicdo de
biofilme foram utilizados como controle para o crescimento de S. epidermidis e P.

aeruginosa, a rifampicina e sulfato de gentamicina (8 yL/mL), respectivamente.

3.4.4 Protocolo de erradicacao de biofilme

A erradicacdo de biofilme também foi avaliada usando o ensaio do cristal
violeta. Apds 24h de incubagéo a 37°C de 100 pL do in6culo bacteriano e 100 uL de

TSB, 0 meio foi removido suavemente e 0os poc¢os foram lavados trés vezes com
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solucéo de NaCl 0,9% estéril. O tratamento foi realizado em uma concentracdo de 1
mg/mL, utilizando 5 yL em cada poco, acrescidos de 95 pL de agua e 100 pL de
TSB. Nos pocos sem tratamento foram utilizados 5 yL de DMSO. As placas foram
incubadas por mais 24h e, apés incubacédo, o material dos pocos foi retirado e cada
poco foi lavado trés vezes com 200 L de solugdo de NaCl 0,9% estéril. A fixacdo do
biofilme foi feita a 60°C por 1h. Cada pogo foi corado com 200 uL de indicador cristal
violeta 0,4% por 15 minutos e foi lavado em agua corrente. O corante ligado as
células foi ressuspendido com 99% de etanol e a absorbancia foi medida a 570 nm
(Spectramax M2e Multimode Microplate Reader; Molecular Devices). Para o teste de
inibicdo de biofilme foram utilizados como controle para o crescimento de S.
epidermidis e P. aeruginosa, os antibidticos vancomicina (16 pL/mL) e sulfato de

gentamicina (10 pL/mL), respectivamente.

3.5ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de citotoxicidade nas células tumorais foram repetidos
independentemente pelo menos trés vezes, com amostras em triplicata para cada
tratamento, e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Para os
ensaios antibifilme, para cada teste foram realizados duas replicatas independentes
e os tratamentos foram testados em quadruplicata. A significAncia estatistica foi
determinada pelo One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para atividade
antitumoral e pelo teste T de Student, considerando um p < 0,05, para a atividade

antibiofilme.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1AVALIACAO IN SILICO

4.1.1 Regrados Cinco de Lipinski

Todas as moléculas atendem as regras de Lipinski para solubilidade e
permeabilidade, onde a massa molar deve ser inferior a 500 g/mol, o logP inferior a
5, a quantidade de aceptores de hidrogénio inferior a 10 e a quantidade de doadores
de hidrogénio inferior a 5.

Frente aos parametros avaliados, em tese, nenhuma molécula tera problemas

com biodisponibilidade (tabela 2).

Tabela 2 — Pardmetros da Regra dos Cinco de Lipinski.

Massa Molar

Molécula LogP Aceptores H Doadores H
(g/mol)
3a 277,32 2,49 3 1
3b 291,35 2,90 3 1
4c 318,37 3,63 4 2
4d 346,43 3,65 4 2
3e 291,35 2,62 3 0
3f 305,38 3,03 3 0
4q 346,43 3,90 4 0
4h 374,48 3,91 4 0
3i 291,35 2,89 3 1
3j 305,38 3,29 3 1
3k 215,25 2,34 3 1
3l 243,31 2,97 4 1

Fonte: elaborado pela autora a partir dos dados gerados pelo programa DataWarrior v.5.0.
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4.1.2 Efeitos téxicos

Os parametros correspondentes a efeitos toxicos podem ser analisados na
tabela 3.

Tabela 3 — Efeitos téxicos.

i . Lo Danos .
Molécula Mutagénico  Tumorigénico ) Irritante
reprodutivos

X

3a
3b
4c
4d
3e
3f
49
4h
3i

3

3k
3l

X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X

X X X X o X X X < X X X

Fonte: elaborado pela autora a partir dos dados gerados pelo programa DataWarrior v.5.0.

No que se refere aos riscos de toxicidade (efeitos mutagénicos,
tumorigénicos, irritantes e reprodutivos), as moléculas 4d, 4h e 3| apresentaram, na
avaliacdo in silico, efeitos indesejaveis (tabela 3). E relevante destacar que as trés
moléculas utilizaram o mesmo alcino (2d) em suas sinteses. As moléculas 4d e 4h
sédo produtos bis inddlicos, e ambas apresentaram efeitos irritantes (tabela 3) na
avaliacdo. A molécula 3| é olefinica e apresentou tendéncia a danos reprodutivos
(tabela 3).

Estes dados sao obtidos através de softwares, neste caso o software
DataWarrior (SANDER T, FREYSS J, VON KORFF M, 2015), disponibilizado na
Internet, foi utilizado para a geracao dos dados aqui apresentados. Estes programas
fazem uso de bancos de dados que contém milhares de estruturas moleculares com

propriedades bioativas, e a partir de combinacdes e comparagbes de fragmentos
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das estruturas que se deseja analisar com o banco de dados, € possivel predizer
informacdes como druglikeness e riscos de toxicidade.

E de grande valia destacar que os ensaios in silico aqui realizados, s&o
ensaios preliminares, sendo desejavel prosseguir com outros testes, com o objetivo
de classificar e enumerar os possiveis efeitos indesejados destas moléculas e com
isso, otimizar e direcionar 0s ensaios in vitro que serdo realizados neste trabalho e

em projetos futuros.

4.2 OBTENCAO DE ALQUENILINDOIS ATRAVES DA
HETEROHIDROARILACAO DE ALCINOS

Inicialmente, para a sintese dos alquenilindéis 3, utilizou-se a metodologia de
hidroarilacdo de alcinos em condi¢Bes ja estabelecidas na literatura (LU et al., 2000;
VICENZI et al., 2013). A heterohidroarilacdo dos alcinos 2a-d com inddis la-c foi
realizada em acido acético sob catalise de paladio, conforme descrito no esquema

14 e as estruturas representadas na figura 14.

Esquema 15 — Estudo metodoldgico para a obtengéo dos alquenilinddis (3) e bis-arilados (4).

R
@E\g AcOH A\ A\
N + R2=—CO,R® >~ +

L 5 % mol Pd(OAc), N N
1ab R 2a-d e e
R=R'=H  1a R?=Ph R%=Me 2a Alquenilinddis 3a, b, e, f  Bis-arilados 4c, d, g, h
R=H R'=Me 1b R?=Ph R3=Et 2b Mistura E/Z

R?=H R3=Me 2c
R2=Me R3=Et 2d

R
R

R2

N + RZ==—COR’ \

5 % mol Pd(OAc), N
2a-d R’
Alquenilindéis 3j-m

CO,R®

R=Me R'=H 1¢ R%=Ph R3=Me 2a .
R?=Ph R3=Et 2b Mistura E/Z
R2=H R®=Me 2c
R2=Me R3=Et 2d
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Figura 14 — Estruturas moleculares.

N N
ph___SOMe Ph_ O Q { O { CO,Et
N\ N\ O \ COyMe O { Me
3a 3b 4c 4d
l\/le Me
N
on__ COuMe ph, COaEt O / Q I coEt
g o o O
N N N
Me Me Me
3e 49 4h
Me Q Q Me Me
Pitha % <
” CO;Me H CO,Et CO,Me H CO,Et
3i 3 3k 3l
Tabela 4 — Reacfes de heterohidroarilagéo utilizando metodologia de Fujiwara? (2000).
Entrada R R? R? R® Produtos Tempo Rendimento Proporgao® Bis-
(h) (%)° (E:2) arilado
1 H H Ph Me 3a 8 54 1,5:1 -
2 H H Ph Et 3b 24 56 1,71 -
3 H H H Me 4c 24 30 = Sim
4 H H Me Et 4d 48 50 - Sim
5 H Me Ph Me 3e 4 63 1,1:1 =
6 H Me Ph Et 3f 24 75 31 -
7 H Me H Me 49 4 70 - Sim
8 H Me Me Et 4h 24 46 - Sim
9 Me H Ph Me 3i 40d N/D¢ Ef =
10 Me H Ph Et 3 244 N/De Ef -
11 Me H H Me 3k 96¢ N/D¢ N/Df =
12 Me H Me Et 3l 48d N/De N/D -

2 Proporgéo estequiométrica 2:1 (indol:alcino), Pd(OAc)2 5%, 1 mL de AcOH, t.a. ® Rendimentos da
mistura E/Z calculados ap6s purificagdo em coluna cromatogréafica com silica gel. ¢ GC-MS do bruto
reacional. 9 Reacdo nédo se completou. ¢ Ndo foi possivel separar os componentes da reagdo via
coluna cromatogréfica. f Nao foi possivel determinar a proporcéo E/Z. N/A = ndo aplicavel. N/D = néo
detectavel.
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Como demonstrado na tabela 4, nas reacbes envolvendo o indol (1a) foi
possivel observar a formacéo do produto olefinico desejado em rendimentos de 54%
e 56% quando fenil propinoato de metila (2a) e fenil propinoato etila (2b) foram
utilizados, respectivamente (entradas 1 e 2). Em ambos os exemplos citados, foi
possivel evidenciar a formacdo do estereoisdbmero E como produto principal. Ja no
caso da reacdo do 1-metil-indol (1b) com estes mesmos alcinos, rendimentos um
pouco superiores puderam ser observados, 63% para a reacao de hidroarilacdo do
alcino 2a (entrada 5) e 75% para o alcino 2b (entrada 6). Nestes casos, a propor¢ao
estereoisomérica dos alquenilindéis obtidos foi 1:1 e 3:1, respectivamente.
Adicionalmente, quando os alcinos propinoato de metila (2c) e but-2-inoato de etila
(2d) foram utilizados, foi possivel observar a formacdo dos produtos resultantes da
bisarilacgdo com ambos indbis 1la e 1b. Os produtos bisarilados 4c e 4d foram
obtidos em rendimentos de 30% em 24h (entrada 3) e 50% em 48h (entrada 4),
respectivamente. Ainda em relacdo a hidroarilacdo dos alcinos 2c e 2d, quando 1-
metil-indol (1b) foi utilizado, rendimentos um pouco superiores dos produtos
bisarilados puderam ser constatados, 70% para o produto 4g (entrada 7) e 46% para

o produto 4h (entrada 8, tabela 4).

Esquema 16 — Formagéao de produtos de bisarilacdo do indol.

( O i

\ { R
AcOH CO,R3

N + R>~==-CO,R? - ?

R 5 % mol Pd(OAc), N\

1a-c 2a-d N

1

R=R'=H 1a R%=HR%-Me 2c R
R=H R'=Me 1b R2=Me R3=Et 2d Produtos bisarilados

Fonte: elaborado pela autora.

Cabe ressaltar que, esse comportamento diferenciado em relacdo a obtencao
de produtos olefinicos ou bisarilados pode ser explicado através da observacéo dos
grupos substituintes dos alcinos utilizados. Substituintes volumosos, como as fenilas
presentes nos alcinos 2a e 2b, formam exclusivamente moléculas olefinicas, como

mistura dos seus isdmeros E/Z. No entanto, substituintes na tripla ligacdo menos
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volumosos como metila e hidrogénio, presentes nos alcinos 2c e 2d, formam,
preferencialmente, moléculas bisariladas (esquema 15).

As reacdes entre la e 2c nao apresentou formacdo de produto olefinico
durante toda a reacdo (entrada 3, tabela 4), ja a reacdo entre la e 2d (entrada 3,
tabela 4) apresentou formacao de produto olefinico, porém numa proporcao inferior
a 3% em relacdo ao produto 4d advindo da bisarilagdo do indol, ndo sendo possivel
seu isolamento.

Nas reacdes entre 1b e 2c (entrada 7, tabela 4) foi possivel observar a
formacao de produtos olefinicos numa propor¢éo em torno de 10% de cada isémero
em relacdo ao produto bisarilado 3g, porém os produtos olefinicos formados né&o
foram encontrados durante a purificacdo destas reacoes.

Quando utilizados os reagentes 1b e 2d, somente foi observada a formacao
do produto bisarilado 3h (entrada 8, tabela 4).

A determinacdo da proporcao dos isémeros E/Z foi realizada via observacéo
do espectro de RMN de 'H, por comparagdo com a literatura, no qual o sinal
atribuido ao hidrogénio vinilico (dupla ligacao C-C), referente ao isébmero E (em torno
de 6,5 ppm), estd mais deslocado quando comparado ao sinal atribuido ao
hidrogénio vinilico do isbmero Z (em torno de 6,2 ppm) apresentados na figura 15.
As atribuigdes de sinais de H e C estdo condizentes com as atribuigbes descritas na
literatura (BUSCEMI et al., 2010; GODOI et al., 2017; KUTUBI; KITAMURA, 2011;
LU et al., 2000).



74

Figura 15 — Espectro de RMN de 'H com ambos os sinais E/Z, nas condi¢cdes de excesso de alcino e

TFA como aditivo.
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No tocante as reacfes onde o 3-metil-indol (1c) foi utilizado, se observou
apenas consumo parcial dos materiais de partida entre outras observacdes que
serdo relatadas nos proximos paragrafos.

Nas reacdes em que os alcinos 2a (entrada 9, tabela 4) e 2b (entrada 10,
tabela 4) foram utilizados, houve a formacéo do produto olefinico de configuracao E,
sendo confirmado através da analise de GC-MS, porém durante a purificacdo por
coluna cromatografica, os produtos 3i e 3j ndo foram encontrados, possivelmente
estes produtos podem ter sidos hidrolisados durante o procedimento. Estas reacdes
foram repetidas inUmeras vezes, em que as condi¢des da coluna foram modificadas,
com o objetivo de encontrar as moléculas de interesse, porém sem sucesso.

Na reagdo e que o alcino 2c (entrada 11, tabela 4) foi utilizado, houve a
formacado do produto olefinico apenas em quantidade de traco, detectada por GC-
MS, sem possibilidade de isolamento por coluna cromatogréfica.

Por ultimo, na reagdo em que o but-2-inoato de etila (2d) foi utilizado (entrada

12, tabela 4) foi possivel observar que ndo houve consumo do material de partida
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3a, bem como ndo foi observada formacdo de produto, nem olefinico, nem

bisarilado.

4.3AVALIACAO DAS VARIAVEIS METODOLOGICAS DA SINTESE
4.3.1 Influéncia do meio reacional utilizado

A busca por um meio reacional mais eficiente a fim de otimizar a formacéo de
novas ligagcbes C-C também foi objeto de estudo de Fujiwara e colaboradores
(2000), onde uma série de hidroarilacées, com diferentes arenos simples, foram
realizadas utilizando &cido trifluoracético (TFA) como aditivo com diclorometano, em
uma proporcéo 4:1 (TFA + CH2Cl2), porém nenhum areno da familia dos inddis foi
utilizado. Com este estudo, foi possivel verificar que o uso de TFA nas reacdes
colaborava com o aumento do rendimento e diminuicdo do tempo reacional.
Segundo este autor 0 mecanismo proposto para esta reacdo (esquema 16) envolvia
uma metalacdo eletrofilica e o Pd(OOCCFs3)2 era regenerado por protonolise da
ligacdo C-Pd na ultima etapa do ciclo catalitico. A partir disso, varios trabalhos foram
realizados utilizando TFA como meio acido para acelerar as reacdes de
hidroarilacdo de alcinos (CADIERNO; FRANCOS; GIMENO, 2010; FUJIWARA et al.,
2000; HOTA; JOSE; MANDAL, 2017; JIA et al., 2000; JIA; KITAMURA; FUJIWARA,
2001b; MENDOZA; ECHAVARREN, 2010; SARAVANAKUMAR; RAMKUMAR;
SANKARARAMAN, 2011; VICIU et al., 2004).
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Esquema 17 — Mecanismo proposto para hidroarilagdo de Fujiwara utilizando TFA.

Ar—H
*PdO,CCF3 ———  Ar- PdO,CCF,
-H*

s S

TFA
Pd(OAc), — Pd(0,CCF;), D1-TFA
R——=—=—R,
R, D R, PdO,CCF,
>=< >=< <« Ar-PdO,CCF,
Ar Ro Ar Ro

Fonte: Adaptado de HOTA, JOSE, MANDAL, 2000.

Outros sistemas de solventes utilizando acido pivalico para otimizacao da
reacdo de hidroarilacdo de alcinos também j& foram relatados na literatura
(SCHIPPER; HUTCHINSON; FAGNOU, 2010; ZENG; ALPER, 2013)

Com o intuito de buscar a otimizacdo da metodologia de hidroarilacdo de
alcinos, diferentes sistemas de solventes para a obtencao dos produtos olefinicos 3a
e 3e foram testados. A partir disso, foi possivel comparar a influéncia da mudanca
do meio reacional em relagdo ao tempo de reacao, rendimento e estereoseletividade
(tabela 5). Vale lembrar que, a metodologia de heterohidroarilacdo classica de
Fujiwara consiste na utilizacdo de AcOH puro como meio reacional. Além disso,
todas as reacdes foram realizadas seguindo proporcao estequiométrica constante,
2:1 heterociclo:alcino, Pd(OAc). como catalisador em quantidade 5 mol %, a

temperatura ambiente.
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Tabela 5 — Resultados de hidroarilacdo de Fujiwara em diferentes meios reacionais.

Ph
©j\§ . Pho=—coue PR, PN\
1aR"'=H N t.a. Ar CO,Me

\

1b R" = Me R’ 3a. 3e
1 mmol 1 mmol ’

Entrada R Produto Solvente Aditivo Tempo Rendimento (%) E:Z (%)°
1 H 3a AcOH - 8h 54 60:40
2 H 3a CH2Cl2 TFA? 4h 25 55:45
3 H 3a CH2Cl2 AcOH? 6 dias 18 67:33
4 H 3a CH2Cl2 PivOH2 7 dias 51 65:35
5 H 3a CH2Cl2 = 7 dias 25 56:44
6 Me 3e AcOH - 4h 63 53:47
7 Me 3e CH2Clz TFA?2 2h 32 75:25
8 Me 3e CH2Cl2 AcOH? 5 dias 29 30:70
9 Me 3e CH2Clz PivOH? 7 dias 26 44:56
10 Me 3e CHzCl2 - 8 dias 21 25:75

a Utilizados como aditivos (0,2 mmol). ? Calculados apés purificacdo em coluna cromatogréfica.
¢ Resultados obtidos no bruto reacional, através de GC-MS.

Inicialmente, as reagbes foram conduzidas de maneira tradicional, onde
primeiramente foram adicionados 2 mmol do composto inddlico e 5% em mol do
catalisador Pd(OAc)2 (0,0112g), seguidos da adicdo do sistema de solventes
adequado. Na sequéncia, foi adicionado 1 mmol do alcino 2a, e deixado sob
agitacao, a temperatura ambiente, até o consumo do alcino.

Analisando os resultados obtidos, € possivel observar que ocorreram
mudancgas nos parametros tempo de reacgéo, rendimento e estereoseletividade. Nas
reacfes em que as condicdes classicas foram empregadas, isto €, utilizando AcOH
como solvente e sem a presenca de aditivos (entradas 1 e 6, tabela 5), o tempo de
reacao € reduzido pela metade quando o metil-indol é utilizado no lugar do indol.

Com o uso de TFA como aditivo pode-se observar uma reducao significativa
dos tempos reacionais em ambos 0s casos (entradas 2 e 7, tabela 5). Ja as reacdes
gue ocorreram sem a presenca qualquer aditivo, somente em CH2Cl2 (entradas 5 e
10, tabela 5), apresentaram um tempo reacional cerca de vinte vezes superior
gquando comparado ao tempo reacional do método classico utilizando AcOH como

solvente. Porém, quando AcOH (entradas 3 e 8, tabela 5) e PivOH (entradas 4 e 9,



78

tabela 5) foram utilizados como aditivos, o tempo de reag&o diminuiu sensivelmente
em alguns casos, quando comparado a reagdo sem aditivo algum, mas as reacdes
continuaram sendo cerca de quinze vezes mais lentas em relacdo a metodologia

classica. No geral, constatou-se que houve um aumento do tempo reacional

conforme reduziu-se a acidez do meio na seguinte ordem: TFA (aditivo) < AcOH <
AcOH (aditivo) < PivOH (aditivo) < CH2Cl-.

Quando a acidez de éacidos carboxilicos € discutida, deve-se observar 0s
grupos substituintes ligados ao grupo —COOH. Grupos retiradores de elétrons
dispersam a carga negativa, estabilizando a base conjugada e, portanto,
aumentando a acidez. Grupos doadores de elétrons devem intensificar a carga
negativa, enfraquecendo a estabilidade da base conjugada e diminuindo, assim, a
acidez do acido carboxilico.

A reacdo do 1-metil-indol (1b) com fenil propinoato de metila (2a) também foi
realizada utilizando somente TFA como solvente, nas mesmas condi¢cdes citadas
acima. Porém, muito embora o alcino 2a tenha sido consumido em apenas 30
minutos o rendimento da reacéo foi inferior a 10%. Observou-se a formacédo de uma
mistura complexa de produtos ao final da reacdo, o que dificultou muito a
purificacao.

Quanto ao rendimento foi possivel observar que em ambos os casos, tanto
com indol (1a) quanto com 1-metil-indol (1b), o melhor rendimento ainda é aquele
utilizado na metodologia classica, isto €, a qual utiliza apenas AcOH como solvente
entradas 1 e 6 (tabela 5), respectivamente. Em relacdo ao rendimento uma Unica
excecao é observada na entrada 4 (tabela 5), em que foi empregado PivOH como
aditivo (entrada 4, tabela 5), e o rendimento da reacdo foi semelhante aquele
observado quando se utilizou AcOH, em torno de 50% (entrada 1, tabela 5).
Ademais, todos os rendimentos foram inferiores quando empregados diferentes
sistemas de solventes, principalmente quando sdo comparados os resultados de 3e
com acido acético (entradas 6 a 10, tabela 5).

Diversos fatores podem ter contribuido para o baixo rendimento, lembrando
que a comparacao que esta sendo feita aqui é em relacdo ao rendimento calculado
apos purificacdo em coluna. Dentre estes fatores, a hidrolise do produto pode ser
considerada, visto que os produtos sdo ésteres, e ésteres podem ser hidrolisados

guando expostos por longos periodos a meios acidos ou mesmo durante a
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purificacdo, em que a silica utilizada proporciona tal ambiente, porém n&o foi
detectado nenhum subproduto nas fragdes da purificacao.

Em relacdo a seletividade, foi possivel observar que na sintese de 3a nao
houve mudanca significativa na estereoseletividade, visto que a reacdo mais rapida
(entrada 2, tabela 5) teve a proporcao de isbmeros semelhante a reacdo mais lenta
(entrada 5, tabela 5). Estes resultados foram coletados a partir da andlise de GC-MS
dos brutos reacionais, onde o sinal com o tempo de reten¢cdo maior corresponde ao
isbmero E-3a e o sinal com o tempo de retencdo menor, o isdbmero Z-3a. Além disso,
ap6s analise dos espectros de RMN 'H das amostras 3a brutas e purificadas, foi
possivel confirmar os sinais dos hidrogénios correspondentes a cada isdmero (figura
16).

Figura 16 — Espectro de RMN H do bruto reacional de 3a em CH2Clz + TFA (aditivo).
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Nos cromatogramas representados pelas figuras 17 e 18, é possivel verificar

gue o isdbmero com maior tempo de retencédo aparece sempre em maior quantidade
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em relacdo aquele com menor tempo, independente do meio utilizado, TFA ou
CH2Cla.

Figura 17 — Cromatograma do bruto reacional de 3a em CH2Clz + TFA (aditivo).
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Figura 18 — Cromatograma do bruto reacional de 3a em CH2Clz.
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Como comentado anteriormente, de modo geral ndo se observou diferenga
significativa na estereosseletividade da reacdo de hidroarilacdo para obtencao da
olefina 3a, sendo que na maioria dos casos o isbmero E apresenta-se como produto
principal (entradas 1-5, tabela 5). No entanto, a estereosseletividade observada nas
reacoes do 1-metil-indol (1b) para obtencao da olefina 3e foi alterada utilizando-se
diferentes sistemas de solventes. Foi possivel observar que o uso de TFA como
aditivo resultou em aumento da estereosseletividade em favor do isomero E-3e
(entrada 7, tabela 5), quando comparados aos percentuais utilizando AcOH (entrada
6, tabela 5) (figuras 19 e 20).
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Figura 19 — Espectro de RMN !H do bruto reacional de 3e em CH2Cl. + TFA (aditivo).
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Figura 20 — Cromatograma do bruto reacional de 3e em CH2Clz + TFA (aditivo).
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Nas figuras 21, 22 e 23, é possivel observar que, embora a seletividade tenha
sido direcionada ao isdbmero E-3e pelo uso de AcOH e TFA como aditivo, 0s outros
sistemas de solventes utilizado para essa reacao levaram a formacéo do isbmero Z-

3e como principal (entradas 8, 9 e 10, tabela 5).
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Figura 21 — Cromatograma do bruto reacional de 3e em CH2Cl2 + AcOH (aditivo).
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Figura 22 — Cromatograma do bruto reacional de 3e em CH2Clz + PivOH (aditivo).
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Figura 23 — Cromatograma do bruto reacional de 3e em CH2Cl.
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4.3.2 Influéncia da proporc¢édo estequiométrica
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A maior parte dos estudos de reacdes hidroarilacdo de alcinos a partir de

compostos aromaticos, utilizam o alcino como reagente limitante da reagdo, em uma

proporcdo de 2:1 (areno:alcino). Porém, alguns trabalhos relatam o uso de leve

excesso do alcino, como por exemplo, o trabalho de Perumal e colaboradores

(2010), em que utilizaram uma proporcdo estequiométrica de 2:3 (areno:alcino) para

este tipo de reacdo, e obtiveram resultados satisfatorios de tempo (2 a 4 horas) e

rendimento (74-92%) das reacdes desenvolvidas por eles. A maioria das reacdes

formaram preferencialmente o isdbmero E quando indol e moléculas n-substituidas

foram utilizadas, porém, foi observado que o isbmero Z foi obtido como produto

majoritario quando indois 2-substituidos foram utilizados na reagéo.

Cabe ressaltar, que a metodologia utilizada por eles (esquema 17) envolve

outras condi¢des reacionais, que nao a desenvolvida por Fujiwara.

Esquema 18 — Hidroarilagcao de alcinos por Perumal e colaboradores (2010).

InBrg
Rs N o 10mol % Rs
R2 + / >
N\ Ph Tolueno, 110°C
R1 N
2

13R1=H;R2=H,R3=H
1b Ry =Me; Ry =H, Ry = H
1CR1=H;R2=MG,R3=H
1d Ry =H; Ry = H, Ry = Cl
1eR1=H;R2=H,R3=Br
1Ry =H: Ry = H, R3 = CN
19 Ry =H; Ry = Ph, Rg = H
1hRy=H:Ry=Ar-CIR3=H
1iRy = Ph; Ry =H, Ry = H
1jRy =Bn; Ry = H, R3 = H

E/Z

3a 78/22
3b 90/10
3c 6/94

3d 84/16
3e 86/14
3f82/18
3g >99 (Z)
3h >99 (Z)
3i 86/14

3j 88/12

Fonte: elaborado pela autora, adaptado de Perumal, 2010.

Neste sentido, buscou-se alterar a proporcédo estequiométrica utilizada neste

trabalho, a fim de verificar se esta modificagcdo poderia otimizar, ou ndo, a reacao de

heterohidroarilagéo de alcinos em termos de tempo, rendimento e/ou seletividade.
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Para isso, a reacdo de formacdo de 3e foi avaliada quanto a variagao
estequiométrica, utilizando-se 1 mmol de 1-metil-indol (1b) e 1,2 mmol de fenil-
propinoato de metila (2a), nos seguintes sistemas de solventes: AcOH puro, TFA
como aditivo, AcOH como aditivo e PivOH como aditivo. Os resultados estido

disponiveis na tabela 6.

Tabela 6 — Resultados de hidroarilacdo utilizando nova proporcao estequiométrica (3e).

Ph
Pd(OAc), =
N\ o 5 % mol COMe
+  Ph—=CO,Me — " " , N
N t.a. N
l\\/le \
1b 2a e Ve
(1 mmol) (1,2 mmol)

Entrada Solvente Aditivo?® Tempo Rendimento (%)° E:Z (%)°
1 AcOH - 4h 74 75:25
2 CH2Cl2 TFA 4h 48 69:31
3 CH2Cl2 AcOH 7 dias 68 30:70
4 CH2Cl2 PivOH 7 dias 50 24:76

a Utilizados como aditivos (0,2 mmol). ® Calculados apés purificagdo em coluna cromatogréfica.
¢ Resultados obtidos no bruto reacional, através de GC-MS.

Analisando os resultados acima isoladamente, é possivel observar, que
independentemente da estequiometria, 0 meio reacional continua alterando,
principalmente, a seletividade da reacdo. Reacfes com o ambiente mais acido
levaram a formacgéo do isbmero E, majoritariamente (entradas 1 e 2, tabela 6). Em
contrapartida, reacdes menos acidas, levaram principalmente a formacédo do
isdbmero Z (entradas 3 e 4, tabela 6).

A tabela 7, apresenta ambos os resultados referentes as variagdes

estequiomeétricas testadas, com o objetivo de facilitar a comparacéo entre eles.
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Tabela 7 — Comparacao dos resultados com variagdo da proporcao estequiométrica (3e).

Ph
OIS - e s ~cogme
Ph——CO,Me ——  — , A\
N\ t.a. N\
1b Me 2a 3¢ Me
Entrada Solvente Aditivo? Tempo Tempo Rend. Rend. E:Z (%) E:Z(%)°
(2:1) (1:1,2) (%)° (%)° (2:1) (1:1,2)
(2:1) (2:1,2)
1 AcOH - 4h 4h 63 74 53:47 75:25
2 CHzClz TFA 2h 4h 32 48 75:25 69:31
3 CH2Cl2 AcOH 5 dias 7 dias 29 68 30:70 30:70
4 CH2Cl2 PivOH 7 dias 7 dias 26 50 44:56 24:76

a Utilizados como aditivos (0,2 mmol). ? Calculados apés purificacdo em coluna cromatogréfica.
¢ Resultados obtidos no bruto reacional, através de GC-MS.

Analisando a tabela 7, € possivel observar que as principais mudancas se
encontram em relagdo ao rendimento e seletividade da reacdo. O rendimento da
reacdo aumentou em todos o0s casos, independente do sistema de solventes
utilizados.

Na entrada 1 (tabela 7), a seletividade da reacdo aumenta de 53% para 75%
em relacdo a formacédo do isébmero E, utilizando AcOH como solvente (figuras 24 e
25). O mesmo nao ocorre na presenca de TFA como aditivo, ao contrario, a
seletividade diminui, em relacdo ao isbmero E (entrada 2, tabela 7), mesmo assim

ambas as reac¢des continuam formando principalmente o isémero E.



Figura 24 — Cromatograma do bruto reacional (2:1) de 3e em AcOH.
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Figura 25 — Cromatograma do bruto reacional (1:1,2) de 3e em AcOH.
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Quando se utilizou AcOH como aditivo, é possivel observar que na nova

proporcdo, o tempo de reacdo aumenta, além disso, o rendimento da reacéo

também sofre acréscimo (entrada 3, tabela 7), sendo possivel constatar que a

estequiometria tem uma influéncia significativa no tempo reacional nestas condi¢cdes,

porém, a seletividade da reacéo € mantida.

Na entrada 4 (tabela 7), quando se utilizou PivOH como aditivo, foi possivel

observar que nédo ha variacdo do tempo de reacdo, mas sim no rendimento, que

aumentou consideravelmente de 25% para 50%. Além disso, a estereosseletividade

da reacdo em relacdo a formacdo do isbmero Z em maior proporcdo também foi

observado (figuras 26 e 27).
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Figura 26 — Cromatograma do bruto reacional (2:1) de 3e em PivOH.
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Figura 27 — Cromatograma do bruto reacional (1:1,2) de 3e em PivOH.
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Considerando os resultados obtidos a partir da mudanca na proporcao
estequiométrica 1:1,2 (areno:alcino) para a reacdo do 1-metil-indol (1b) na sintese
de 3e, decidiu-se verificar também a influéncia da proporcado estequiométrica na

sintese do composto 3a e 3b. Os resultados sdo apresentados na tabela 8.
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Tabela 8 — Comparacéo dos resultados com variagdo da proporcao estequiométrica (3a).

Ph
Pd/(OACI)2 - COzR
5% mo
@ + Ph—=CO,R — > N
N AcOH N
H ta. H
1a 2a R=Me 3a R=Me
2b R=Et 3b R=Et
Entrada R Tempo Tempo Rendimento Rendimento E:Z (%)° E:Z (%)°
(2:1) (1:1,2) (%) (2:1) (%) (1:1,2) (2:1) (1:1,2)
1 Me 8h 8h 54 87 60:40 65:35
2 Et 24h 24h 56 54 64:36 85:15

a Calculados apés purificacdo em coluna cromatogréafica.? Resultados obtidos no bruto reacional,
através de RMN.¢ Resultados obtidos no bruto reacional, através de GC-MS.

A mudanca na propor¢cdo estequiométrica contribuiu para o aumento do
rendimento da reacdo (entrada 1, tabela 8), bem como um sensivel aumento na

estereosseletividade da mesma, como € possivel observar nas figuras 28 e 29.

Figura 28 — Cromatograma do bruto reacional (2:1) de 3a em AcOH.
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Figura 29 — Cromatograma do bruto reacional (1:1,2) de 3a em AcOH.
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No caso da reacado de hidroarilacdo do fenil propionato de etila (2b) com indol
(1a), a mudanca na proporcao estequiométrica (entrada 2, tabela 8) resultou numa
melhora na seletividade do produto olefinico E-3b obtido (figuras 30 e 31).

Figura 30 — Cromatograma do bruto reacional (2:1) de 3b em AcOH.
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Figura 31 — Cromatograma do bruto reacional (1:1,2) de 3b em AcOH.
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4.4AVALIACOES IN VITRO

As estruturas avaliadas nos ensaios in vitro estao representadas na figura 32

abaixo.
Figura 32 — Estrutura molecular dos compostos avaliados
CO,Et N N
pn  CO2Me ph__£02 N N
CO,Et
\ N 2
N cO,Me O M
N H O \ \ ve
3a 3b N N
E/Z 1,5:1 E/Z1:1 4c ad
e e
Ph /COzMe Ph /COzEt N N
Q / Q || co,Et
A\ A\ y
N N g o "
Me Me N N
3e 3f Me Me
E/Z 4:1 E/Z 5:1 4g 4h

Fonte: elaborado pela autora.

4.4.1 Avaliacao de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados por Danielle Batista, mestranda
no PPG de Biociéncias da UFCSPA, sob supervisao da Prof.2 Dr.2 Dinara J. Moura.

Os resultados demonstram que todas as substancias induziram citotoxicidade
na linhagem T98G apo0s 24 horas de tratamento (grafico 1). A linhagem T98G é
resistente ao quimioterapico padrao Temozolomida, primeira linha de escolha para o
tratamento de glioblastomas. As moléculas 3a, 3b e 4g induziram citotoxicidade a
partir da menor concentracdo avaliada (1 pM). As moléculas 4c, 4d, 3e e 3f exibiram
uma citotoxicidade significativa a partir da concentracdo de 50 pM. A substéancia 4h
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apresentou citotoxicidade significativa apenas na concentragdo mais alta avaliada

(500 pM).

Gréfico 1 — Resultados de citotoxicidade dos compostos sintetizados frente a linhagem T98G
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Os asteriscos (*) representam a diferenca estatistica dos resultados em relagao ao controle negativo
(CN), com diferentes niveis de significancia. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Com intuito de avaliar comparativamente o efeito da citotoxicidade destas
substancias na linhagem T98G, os resultados foram agrupados em um grafico de
dispersdo, e com isso o efeito mais pronunciado das moléculas 3b, 4c e 3e fica
evidenciado (gréfico 2). Esta citotoxicidade mais pronunciada fica comprovada com

o célculo da concentracédo inibitoria que diminui a viabilidade em 50% (ICso) de cada
uma destas moléculas (tabela 9).

Gréfico 2 — Resultados agrupados de citotoxicidade dos compostos sintetizados (T98G)
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Tabela 9 — Calculo de ICso na linhagem T98G apo6s tratamento de 24 horas

Substéncia ICs0 (UM)
3a 236,38
3b 57,9
4c 44,97
4d 95,94
3e 68,7
3f 82,9
4q 204,86
4h 99,7

O perfil de citotoxicidade das moléculas foi diferente para a linhagem U87,
gue se mostrou mais sensivel de maneira geral as substancias testadas, com
excecdo da molécula 3e. E possivel observar uma sensibilidade dose dependente
para as moléculas 3a, 3b, 4c, 4d, 3f, 4g e 4h. A citotoxicidade observada para as
moléculas 4c e 4g aparecem significativas desde a concentracdo mais abaixa
avaliada (1 uM) (gréfico 3).

E relevante observar que a diversidade estrutural é de extrema importancia, visto que
pequenas modificacdes nas estruturas levam a resultados muito distintos quando se trata de
avaliar a atividade bioldgica de compostos. A influéncia de um grupo metila pode resultar em

avaliagBes totalmente distintas, como por exemplo, nos casos das moléculas 3a e 3e.
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Grafico 3 — Resultados de citotoxicidade dos compostos sintetizados frente a linhagem U87
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Os asteriscos (*) representam a diferenca estatistica dos resultados em relagdo ao controle negativo

(CN), com diferentes niveis de significancia. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Os resultados de todas as moléculas para a linhagem U87 foram agrupados
em um grafico de disperséo (gréfico 4), da mesma maneira como foi elaborado para
a linhagem T98G. Claramente é possivel observar uma sensibilidade desta linhagem
a partir das concentracdes de 10 e 50 uM, com uma citotoxicidade mais pronunciada
destas moléculas na linhagem U87 quando comparada com a linhagem T98G. As
moléculas 3a, 3b, 4c, 3f e 4h induzem uma citotoxicidade maior que as demais

substancias testadas, confirmado pelos valores de ICso de cada linhagem (tabela
10).

Graéfico 4 — Resultados agrupados de citotoxicidade dos compostos sintetizados (U87)
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Tabela 10 — Célculo de ICso na linhagem U87 apés tratamento de 24 horas

Substéncia ICs0 (UM)

3a 43,5
3b 35,77
4c 26,83
4d 62,96
3e 261,37
3f 43,4
4q 64,96
4h 29,47

Com o intuito de facilitar a comparacao e a analise dos resultados de ICso das
moléculas frente as duas linhagens celulares T98G e U87, os resultados foram

agrupados na tabela 11.

Tabela 11 — Resultados in silico x ICso

Substancia LogP Irritante T98G us7
3a 2,49 X 236,38 43,5
3b 2,90 X 57,9 35,77
4c 3,63 X 44,97 26,83
4d 3,65 v 95,94 62,96
3e 2,62 X 68,7 261,37
3f 3,03 X 82,9 43,4
49 3,90 X 204,86 64,96
4h 3,91 v 99,7 29,47

A partir dos resultados de ICso é possivel observar que a molécula 4c induziu
citotoxicidade mais pronunciada em ambas as linhagens celulares, ja a molécula 4h
induziu citotoxicidade apenas na linhagem celular mais sensivel, U87.

Buscando fazer uma relagcdo entre estrutura e atividade, estas duas
moléculas, 4c e 4h, possuem em suas estruturas dois grupamentos indolicos. Neste
sentido, grupos volumosos parecem favorecer a interagdo com algum ligante celular.

Porém, comparando os resultados dos ensaios in silico com o resultado de
citotoxicidade estabelecido pelo ICso (tabela 11), a molécula 4c apresentou

resultados promissores por nédo apresentar efeito irritante, 0 mesmo n&o ocorreu
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com a molécula 4h, sendo necessarios mais estudos a fim de comprovar seus
efeitos antitumorais.
O alquenilindol 3b também apresentou resultados satisfatorios nos ensaios in

silico, bem como um baixo ICso em ambas as linhagens.

4.4.2 Avaliacdo microbioldgica

Os ensaios de avaliacdo microbioldgica foram realizados pela Ms. Fernanda
Rossatto, doutoranda no PPG de Biociéncias da UFCSPA, sob supervisdo da Prof.2
Dr.2 Karine Zimmer.

Os ensaios microbiolégicos de inibicdo e erradicacdo de biofilmes
bacteriol6gicos foram adaptados de TRENTIN (2011), empregando a técnica do
Cristal Violeta, realizados em placas de 96 pocos.

As culturas utilizadas como modelos bacterianos formadores de biofilmes séo
as cepas ATCC® (American Type Culture Collection) Staphylococcus epidermidis
(ATCC 35984) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Ambos os ensaios foram realizados a partir de suspensdo bacteriana na

concentracdo de 3x10%8 UFC/MI em 0,9% de cloreto de sddio.

4.4.2.1 Inibicdo de biofilmes formados pelas bactérias Staphylococcus

epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

No grafico 5 sdo apresentados os resultados referentes a formacédo de
biofilme e crescimento bacteriano da bactéria S. epidermidis. A coluna descrita como
amostra ndo-tratada representa 100% de formacao de biofilme (a esquerda) e 100%
de crescimento bacteriano (a direita).

Cabe destacar que as moléculas 3a e 4c (grafico 5) apresentaram excelentes
resultados de inibicdo de biofilme, cerca de 25% de formacao de biofilme quando
comparadas & amostra ndo-tratada (100% de formacéo de biofilme). A molécula 3a
tem potencial antiviruléncia, sem inibir o crescimento bacteriano. J&4 a molécula 4c
nibiu o biofilme via inibicdo do crescimento bacteriano.

As moléculas 4d, 3e, 4g e 4h (gréfico 5) também apresentaram inibicdo de
biofiime, sendo a 4h em torno de 50%, resultado considerado satisfatério, ja as
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moléculas 4d, 3e e 4g (grafico 5) apresentaram pouca inibicdo de biofilme, sem inibir
0 crescimento bacteriano.

O crescimento microbiano € um dado de extrema importancia, visto que, a
partir deste dado € possivel predizer, mesmo que inicialmente, atividade
antimicrobiana.

As moléculas 3b e 4c (grafico 5) inibiram o crescimento microbiano tal qual o
antibiotico Rifampicina, isto €, ndo houve crescimento da bactéria S. epidermidis na

presenca destas moléculas.

Gréfico 5 — Resultados referentes a inibi¢céo de biofilme formado pela bactéria S. epidermidis.

S.epidermidis ATCC 35984
S
# # -
c - é ® 500
o X
N~ S
£ - 400 ©
‘; 100 94 — —-
«
z i S
; _i_ - . 300
- # * =3
# —
2 50 ¢ # 200 &
E ° N
= SR K B GREEEEEEEEEEED  RRERE REEE EEEEE T EEE GEEEE RFAE EEEEE EEE EEEEE EEEE B =100 =
o #
= : * 2
~ i 1P
=] 0 1 ‘ T ; , L] L] 1 T T 0
S T 2 &8 &8 ¢ ¥ & 5 g 5
sz
= )
)
E M Biofilm formation ® Bacterial Growth
a
£
S
x

De um modo geral, a maioria das moléculas testadas apresentaram bons
resultados antibiofilme, sendo a 3a (grafico 5) com melhor resultado antiviruléncia,
podendo ser entdo considerada promissora para futuros estudos envolvendo
performance in vivo.

O gréafico 6 apresenta os resultados referentes ao crescimento bacteriano e

formacao de biofilme da bactéria P. aeruginosa.
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Grafico 6 — Resultados referentes a inibicdo de biofilme formado pela bactéria P. aeruginosa.
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Em relacdo ao crescimento bacteriano, todas as moléculas apresentaram
inibicdo de crescimento quando comparadas a amostra ndo-tratada, com excecao
das moléculas 4g e 4h, onde houve aumento do crescimento bacteriano, e a
molécula 3b que ndo apresentou diferenca estatistica de crescimento bacteriano em
comparacdo a amostra nao tratada. Sendo as moléculas 4d, 3e e 3f com maior
potencial de inibicdo bacteriana (gréafico 6).

Nenhuma molécula foi capaz de inibir a formacdo de biofilme da P.
aeruginosa. Contudo, este resultado ja era esperado, considerando que a P.
aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, possuindo membrana externa que
dificulta a acdo antimicrobiana de compostos. Ja a S. epidermidis é uma bactéria
gram-positiva, ou seja, ndo apresenta membrana externa e é, portanto, alvo mais

facil para acdo antimicrobiana (LOPES et al., 2018).
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4.4.2.2 Erradicagdo de  Dbiofilmes formados pelas bactérias

Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa.

Os graficos 7 e 8 apresentam os dados dos ensaios de erradicacado de
biofilme, que consistem em adicionar a molécula apds a formacdo do mesmo com
objetivo de verificar se a molécula é capaz de erradicar ou apenas diminuir o biofilme

formado pelas bactérias S. epidermidis e P. aeruginosa, respectivamente.

Gréfico 7 — Resultados referentes a erradicacdo de biofilme formado pela bactéria S. epidermidis.
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Em relacdo ao biofilme formado pela bactéria S. epidermidis (grafico 7), a
molécula 3b tem melhor potencial erradicatorio, em torno de 40%. Ja as moléculas
4f e 4g nao apresentaram diferenca estatistica nos resultados de erradicacdo

guando compradas a amostra ndo-tratadas.
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No grafico 8, que representa a formacéo de biofilme formado pela bactéria P.
aeruginosa, somente a molécula 4c, apresentou potencial erradicatério em torno de
30%, porém inferior ao potencial do antibiético Gentamicina.

Embora os compostos 3b e 4c (graficos 7 e 8) ndo tenham reduzido em
grande extensdo o biofiime de S. epidermidis e P. aeruginosa, respectivamente,
ambos possuem potencial erradicatorio, considerando que ndo existe composto —
nem mesmo o proprio antibidtico testado (Vancomicina ou Gentamicina) — capaz de

erradicar biofilmes de forma eficaz.

Gréfico 8 — Resultados referentes a erradicacao de biofilme formado pela bactéria P. aeruginosa.
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Ja é bem estabelecido na literatura o potencial de compostos indélicos em
inibir o crescimento e o biofilme de bactérias. Entretanto, este é o primeiro relato de
alquenilinddis (3) e moléculas bis-inddlicas (4), sintetizadas a partir da metodologia
de heterohidroarilacdo de Fujiwara, apresentando atividade antimicrobiana e
antiviruléncia.

Abraham et al. (2017) verificaram que um composto derivado do indol
apresentou potencial antibiofilme contra S. epidermidis e antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterococcus
faecalis. Cascioferro et al. (2019) observaram que derivados inddlicos sdo capazes
de afetar a capacidade destas bactérias em se aderir a superficies, sem afetar o
crescimento, o que evidencia o potencial de indéis como agentes antiviruléncia.

Parai et al. (2018) demonstraram que a reserpina, um indol-alcaloide derivado
de plantas, foi capaz de reduzir a formacao de biofilme de P. aeruginosa, via inibicdo
de genes relacionados com a regulacdo do biofilme. A reserpina também foi capaz
de erradicar o biofilme na concentracdo de 300 pg/mL. Da mesma forma, Lee et al.
(2016) observaram o potencial erradicatério de 36 derivados de indol contra S.
aureus e E. coli (ABRAHAM et al., 2017; CASCIOFERRO et al., 2019; LEE et al.,
2016; PARAI et al., 2018).
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5 CONCLUSOES

As moléculas sintetizadas durante o periodo desta dissertacéo tiveram como
objetivo principal tornar este trabalho multi e interdisciplinar, reunindo os esforcos de
diferentes &reas e permeando entre as fronteiras de cada uma delas, a fim de
usufruir todo o potencial que a UFCSPA apresenta, principalmente em relacdo aos
estudos de bioatividade desenvolvidos pelos diversos grupos de pesquisa que nela
se encontram.

Este estudo envolveu as grandes &reas da Quimica Medicinal, que
compreendem os estudos in silico, desenvolvimento de metodologias de sintese
para novas moléculas e caracterizacdo das mesmas através de técnicas analiticas,
bem como os ensaios in vitro, que envolveram testes em linhagens celulares e
atividade antibiofilme bacteriano. Além dos ensaios in vivo, onde estas moléculas
encontraram espaco dentro de projetos de outros grupos de pesquisa da propria
universidade.

Circular entre diferentes areas do conhecimento € fundamental para a
formacdo de um quimico organico sintético, bem como traduzir e interpretar o
vocabulario utilizado em cada uma delas, a fim de que a comunicacdo dos
resultados encontrados se facga clara e objetiva para toda a comunidade académica,
cientifica ou néo.

E com esse propésito, utilizando a reacéo de hidroarilacdo de Fujiwara como
ponto de partida, buscou-se otimizar resultados de tempo, rendimento e seletividade
da reacdo, a partir de mudancas metodologicas simples, como variagdo no sistema
de solventes do meio reacional e na propor¢do estequiométrica dos materiais de
partida. Obtendo, assim, oito moléculas advindas da hidroarilacdo e dupla
hidroarilagéo de alcinos a partir de diferentes moléculas indolicas.

As moléculas sintetizadas durante este trabalho ndo apresentaram na
literatura resultados referentes a atividade biologica, inclusive algumas moléculas
sdo consideradas inéditas, até mesmo no que se refere a sintese das mesmas, na
metodologia de Fujiwara..

Os compostos obtidos foram purificados, caracterizados e passaram por
avaliacdo de atividade biolégica em células tumorais de glioma e ensaios
microbiolégicos com bactérias formadoras de biofilme.
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Todas as moléculas testadas induziram citotoxicidade, em diferentes
concentracbes, em ambas as linhagens de glioblastomas, sendo os efeitos mais
pronunciados observados na linhagem U87 que é sensivel ao quimioterapico padrao
Temozolomida (TMZ). Em ambas as linhagens testadas, U87 e T98G, a molécula
gue apresentou os melhores resultados de ICso foi a 4c.

Em relacdo aos ensaios microbiolégicos cabe destacar a molécula 3a, que
inibiu o biofilme formado pela bactéria S. epidermidis, sem inibir o crescimento
bacteriano, o0 que demonstra seu potencial antiviruléncia. As moléculas 4c e 4g
também apresentaram excelentes resultados em relacdo a inibicdo do biofilme
formado pela S. epidermidis, porém com inibicdo do crescimento bacteriano.

Quando da erradicacao de biofilme formado pela S. epidermidis, os resultados
mais promissores foram aqueles obtidos pelas moléculas 3b e 4c, que apresentaram
percentuais de erradicacdo de biofilme excelentes, nem mesmo o antibidtico padrédo
Vancomicina, apresentou resultado tao satisfatorio.

Os mesmos ensaios foram realizados com a bactéria P. aeruginosa, nos
quais as moléculas 4d, 3e e 3f inibiram o crescimento bacteriano, e a molécula 4c
apresentou potencial erradicatério, merecendo destaque dentre as outras moléculas.
Resultados menos pronunciados sdo esperados em relacdo a P. aeruginosa, pois é
uma bactéria gram-negativa, ou seja, apresenta membrana externa, o que dificulta a
acao antimicrobiana.

A partir da analise dos resultados obtidos, é possivel concluir gue moléculas
gue tenham como scaffold o ndcleo inddlico apresentam potencial bioatividade,
reiterando o que afirmam as referéncias aqui citadas.

Todos os dados resultantes dos ensaios de atividade biologica realizados
neste trabalho merecem devida atengéao e continuidade de experimentos, a fim de
elencar as moléculas mais promissoras para futuros testes in vivo, bem como
avaliar-se a necessidade de mudancas estruturais com o objetivo de pronunciar a

atividade biolégica de cada molécula, de acordo com suas especificidades.
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6 PERSPECTIVAS

Realizar modificacdes estruturais nas moléculas com o objetivo de aumentar
a polaridade das mesmas;

Realizar outros ensaios in silico das moléculas sintetizadas, bem como
realizar os testes nas modifica¢des estruturais pretendidas, antes de iniciar a sintese
em bancada;

Otimizar rendimento e seletividade da sintese com base nas variacdes
metodoldgicas que apresentaram os melhores resultados;

Buscar metodologia para separacdo dos isbmeros formados pela reacéo, a
fim de esclarecer possiveis davidas quanto a seletividade da reacao;

Avaliar o indice de seletividade dos compostos que apresentaram 0S menores
ICso utilizando linhagens nao-tumorais;

Avaliar a migracéo celular e capacidade de metastase;

Investigar os mecanismos de citotoxicidade das moléculas 4c e 4h utilizando
ensaios de morte celular (Anexina V — 7AAD), toxicidade genética, formacédo de
ERO (espécies reativas de oxigénio) e toxicidade mitocondrial,

Investigar possiveis mecanismos de agdo com as moléculas que inibiram o
crescimento bacteriano;

Avaliar a formacéo de colbnias;

Investigar a atividade microbiolégica contra outros modelos formadores de
biofilme, como por exemplo, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

Testar os compostos com atividade microbiolégica mais promissoras em
modelo in vivo, com nematoide C. elegans.

Receber o aceite da revista Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, do

artigo submetido, cujas regras estéo descritas no anexo 9.4.



7 ESPECTROS

7.1(E,Z2)-3-(1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de metila (E/Z-3a)

Figura 33 — Cromatograma de massas do composto 3a
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Figura 34 — Espectro de RMN 'H do composto 3a
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Figura 35 — Espectro de RMN 13C do composto 3a
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Figura 36 — Espectro de IV do composto 3a
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7.2(E/Z)-3-(1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de etila (E/Z-3b)

Figura 37 — Cromatograma de massas do composto 3b
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Figura 38 — Espectro de RMN 'H do composto 3b

(E,Z)-ethyl 3-(1H-indol-3-yl)-3-phenylacrylate 1100

~1000

900

800

700

600
+500
+400
300

~200

‘ 100
J‘L ﬂ._ Jo | Ju x Jo M . Lo

(CDCls; 400 MHZ)




110

Figura 39 — Espectro de RMN 3C do composto 3b
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7.33,3-di(1H-indol-3-il)propanoato de metila (4c)

Figura 41 — Cromatograma de massas do composto 4c
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Figura 42 — Espectro de RMN 'H do composto 4c
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Figura 43 — Espectro de RMN 13C do composto 4c
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7.43,3-di(1H-indol-3-il)butanoato de etila (4d)

Figura 45 — Cromatograma de massas do composto 4d
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Figura 46 — Espectro de RMN 'H do composto 4d
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Figura 47 — Espectro de RMN 13C do composto 4d
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7.5(E/Z)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de metila (E/Z-3e)

Figura 49 — Cromatograma de massas do composto 3e
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Figura 50 — Espectro de RMN 'H do composto 3e

(E)-methyl 3-(1-methyl-1H-indol-3-yl)-3-phenylacrylate
1700

Ph CO Me 1600
\ /

N ):/ 1500
=N /

N 1400
I\

> F1300
\ F1200
L1100
L1000
Laoo
Ls00
L700
L600
500
F400
-300

r200

\\ r1o0
— e a W Il —

r-100

v v T v ‘ v T T v - v v T T v
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

(CDCls; 400 MHz)




Figura 51 — Espectro de RMN 3C do composto 3e
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7.6 (E/Z)-3-(1-metil-1H-indol-3-il)-3-fenilacrilato de etila (E/Z-3f)

Figura 53 — Cromatograma de massas do composto 3f
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Figura 54 — Espectro de RMN 'H do composto 3f
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Figura 55 — Espectro de RMN *3C do composto 3f
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7.73,3-di(1-metil-1H-indol-3-il)propanoato de metila (49)

Figura 57 — Cromatograma de massas do composto 4g

4.155.723

14.074

4.0 10.0 17.0
min

Figura 58 — Espectro de RMN 'H do composto 4g
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Figura 59 — Espectro de RMN 13C do composto 4g
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7.83,3-di(1-metill-1H-indol-3-il)butanoato de etila (4h)

Figura 61 — Cromatograma de massas do composto 4h
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Figura 63 — Espectro de RMN 13C do composto 4h
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9 ANEXOS

9.1PROTOCOLO DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME - INIBICAO — EXTRATO
RESSUSPENDIDO EM DMSO

DIA 1: Preparacdo dos materiais (autoclavagem de ponteiras de 10 pL, 200 pL, 1000
buL, 5 mL, solucdo salina 0,9%, eppendorf, meio TSB, agua, falcon). Crescer
bactérias em agar TSA (em duplicata).

DIA 2:
Preparo do extrato

Considerando que a concentracgao final do extrato no poco ficou estabelecida em
1 mg/mL, preparar da seguinte maneira:

1) Pesar 5 mg do extrato em um eppendorf;

2) Adicionar 100 pL de DMSO;

3) Homogeneizar bem com vortex/pipeta/agitando (se necesséario, deixar no

ultrassom);

Esta quantidade rende para dois aproximadamente, considerando que em 1
ensaio sao feitos 2 indculos e cada um destes em quadruplicata (mais controle de
cor). O volume de cada poco € 4 uL (4x2x4 = 32 puL) deste extrato (o que
corresponde a DMSO 2%), acrescido de 76 pL de agua.

Preparo do in6culo
Preparar o in6éculo numa OD de 0,145 a 0,155 em 620 nm:
1) Adicionar em um falcon estéril 10 mL de salina 0,9%
2) Adicionar a coldnia bacteriana (pura);
3) Homogeneizar bem em vortex/pipeta;
4) Pipetar em triplicata 200 pL do inéculo em uma microplaca estéril;
5) Ler em espectrofotbmetro a 620 nm (fazer a média aritmética dos 3 in6culos)
6) Ajustar o inoculo:
a. Se mais de 0,155, diluir com salina
C1.V1=CaV2
[média espectro].10 = 0,150.V2
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V2 = volume a ser adicionado — 5 mL (ou 10 mL)
b. Se menos de 0,145, adicionar mais bactéria

Ensaio de inibicao de biofilme

1) Realizar teste em quadruplicata (uma coluna para cada), sendo que sao

preparados dois inéculos.

Controle de esterilidade 200 pyL de TSB

I *%
Ceor = controle de cor 40.uL TSB + 80 uL extrato ressuspendido** + 80 uL

salina
CC = controle de crescimento |40 pL TSB + 80 pL ATB + 80 pL indculo
NT = n&o tratado 40 pL TSB + 80 pL solvente* + 80 pL in6culo
+ ido** +

T = tratamento ﬁ]%sl;JSB 80 pL extrato ressuspendido 80 uL

ATB = rifampicina ou vancomicina para Gram-positivo (S. epidermides) e
gentamicina para Gram-negativo (P. aeruginosa)), que estara preparado numa
concentracdo (estoque) de 20 pg/mL. No poco ficara numa concentracdo de 8
pg/mL.

Extrato ressuspendido** = 4 uL do extrato em DMSO + 76 uL de agua

Solvente* = 4 yL de DMSO + 76 uL de agua

2) Ler em espectrofotbmetro a 620 nm (corresponde ao tempo zero) e salvar esta
informacéo;

3) Vedar e colocar em pote plastico;

4) Incubar a 37°C por 24h.

DIA 3:
1) No dia seguinte, ler em espectrofotbmetro a 620 nm (corresponde ao tempo
24h) e salvar esta informacéo;
2) Descartar conteudo da microplaca;
3) Realizar 3 lavagens com salina 0,9%, descartando liquido;
4) Fixar a 60°C por 1 hora;
5) Adicionar 200 pL por pocgo de cristal violeta 0,4% e deixar por 15 min;

e Preparo do cristal violeta a 0,4%:
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Ci.V1=CaV2

1.V1 = 0,4.V2 (V2 é 0 volume que se quer preparar para deixar em
estoque).

V1 = volume de cristal violeta a ser colocado, completa com agua.
Recomenda-se filtrar.

6) Lavar em agua corrente;

7) Adicionar 200 uL de etanol absoluto por 30 min;

8) Ler em espectrofotbmetro a 570 nm e salvar esta informacéo;

9) Analisar os resultados, sendo que deve ser descontado do controle de cor
(média tratamento 24h — média controle de cor 24h). O T24-TO representa se
houve inibicdo do crescimento. Analisar considerando que o nao tratado teve
100% de formacéao de biofilme. Verificar quanto % o tratamento inibe o biofilme
(lembrar de descontar a cor para o biofilme também, sendo: leitura tratamento
— leitura cor). Cuidar:

a. Controle de esterilidade, que néo deve estar turvo
b. Controle de crescimento, que deve ter inibido o crescimento (ndo turvo)

N&o tratado, que deve ter havido o crescimento.

9.2PROTOCOLO DE ATIVIDADE ANTIBIOFILME — ERRADICACAO — EXTRATO
RESSUSPENDIDO EM DMSO

Dia 1: Preparacao dos materiais (autoclavagem de ponteiras de 10 pL, 200 pL, 1000
uL, 5 mL, solucdo salina 0,9%, eppendorf, meio TSB, agua, falcon). Crescer

bactérias em agar TSA (em duplicata).

Dia 2: Preparo do extrato: considerando que a concentracao final do extrato no pogo
ficou estabelecida em 1 mg/mL, preparar da seguinte maneira:

1) Pesar 4 mg do extrato em um eppendorf;

2) Adicionar 100 yL de DMSO;

3) Homogeneizar bem com vértex/pipeta/agitando (se necessario, deixar no

ultrassom);

Esta quantidade rende para dois ensaios aproximadamente, considerando

que em 1 ensaio sdo feitos 2 inoculos e cada um destes em quadruplicata (mais
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controle de cor, se necessario). O volume de cada pogo € 5 pL (5x2x4 = 40 pL)

deste extrato, acrescido de 95 pL de agua.

Preparar suspensdo bacteriana em salina estéril (OD: 0,150), conforme

instrucdes contidas no protocolo de inibicdo

Dia 3:
1)

2)

3)

4)

Dia 4:
1)

2)
3)
4)

5)
6)

Inocular em placa de 96 pocos 100 L de inéculo bacteriano e 100 pL de TSB.
No controle de esterilidade: 200 pL de TSB. Manter a 37°C por 24 h.

Apés 24h

Retirar o material dos pocos e lavar cada po¢o com 200 pL de salina estéril
(3X);

Tratamento: 5 pL de extrato ressuspendido em DMSO + 95 uL de agua + 100
uL de TSB;

Controle Positivo: 100 pL de antimicrobiano + 100 pL de TSB;

N&o tratado: 5 L de DMSO + 95 pL de 4gua + 100 pL de TSB;

Controle de esterilidade: 200 yL de TSB;

Manter a 37°C por 24 h.

ApOs 24h

Retirar o material dos pocos e lavar cada poco com 200 pL de salina estéril
(3X);

Fixacdo do biofilme: Manter a placa em estufa 60°C por 60 minutos;

Adicionar 200 pL de cristal violeta 0,4% (corar) e deixar por 15 minutos;

Lavar a placa cuidadosamente com a bacia e agua corrente até que ndo saia
mais corante;

Adicionar 200 pL de etanol (ressuspender);

Leitura em espectrofotometro a 570nm.



139

1 1 T T z [4 T T 4 z T T sodljewoJe sojuasilN

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 seulwy

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 sepiuy

0 0 [4 14 (0] 8 (0] 8 [4 [4 6 6 [4 14 S0JL3DWIS sowoly

S € v € 8 9 v € 9 v € 4 gds sowoly

6 6 q1 ST 8T 8T ST ST 8T 8T ST ST SOdjjewoJe sowoly

14 14 € € 12 17 € € v 12 € € sodljpwole sipuy

14 14 € € 12 v € € v 12 € € sipue souanbad

4 4 € € 14 v € € ¥ 12 € € siuy

1% € S 1% 9 S S %4 9 S S 1% sianeuoelol sagsesn

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 S013u32 0313153

€ € € € ¥ 17 € € 17 12 € € SOAIeS3U0113|3 SOWOolY

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |e}aw ap sowoly

€ € € € 1% v € € 17 12 € € (H/2 0339%3) sowory

8T 9T € w 8¢ 9 € 44 9 174 44 14 (H 0132x3) sowoy

1 1 T 1 1 T T T T T T T sojuawisely
GS9L°0 €981L°0 1S618°0 7L9T180 €T//8°0 U6Y8°0 658180 8/S18°0 65780 | 6EET8'0  8EV6LD S0T6L°0 Je|ndajow apepixajdwod
¥858€°0 97SSE0 76€8¢°0 7998€°0 1404l 6009€°0 76€8€°0 7998€°0 GZEOP'0  TCT9E'0  TT8ED 6873¢€°0 Je[naajow apepl|iqixa|4
TTT190 5290 9z8.%°0 SSYSY0 9876€°0 80ETY0 9z8/t'0 1525 40] 80ccy’0  €€8sv0 SO 6T9/t0 xapuj adoys
auou auou auou auou :m_s Quou auou Quou r_m_s auou Quou auou ajuellu|
r_m__._ Quou Quou Quou Quou Quou Quou auou Quou auou Quou Quou m0>_“-:_00=&wh S0}l19)3
Quou Quou Quou Qauou Quou Quou Qauou Quou Qauou Qauou Quou Qauou Ou_:@M_LOE:._.
Quou Quou Quou auou Quou Quou Qauou Quou Qauou auou Quou auou OU_:@MNH:S_
Q91 ‘6- 1¥88°C- 89TS- €615 T 8/Tt'8- v/¥8'E- €06€ ‘- GS89°T- TEEY'6- L9V6'Y-  [89%'S- 6L - ssauay1bnia
60Ty 60Ty 60Ty 60Ty 9T'9¢ 9T'9¢ €C'1€E €C'1€E 88'/S 88'/S 60Ty 60Ty Jejod apjuadns ealy
SL¥8T0 9T0TZ0 9e6vT 0 €T8ST0 €SYCT0 TSSET0 780CT0 €6/7T°0 88/8T°0  €090C‘0 €T/STO £899T°0 OAllejal ySd
£7'00C [ACTA €6'L1T LT'VET vE's6C 'TLT 95'1¥T 8'c€T 95'TLT €9'/¥T  19'S€T 16°TCC [e303 [e1adns easy
1 1 T 1 0 0 0 0 4 [4 T T H saiopeoq

€ € € € 14 17 € € v 14 € € H saioidady
670°c- 20'e- STS'r- SeT'y- 8Evc- LTSE- 78'c- 75'e- Y- 6T~ /ST~ 1S8°€- s8o1
8596°C T6EET TW62's 8/88'C 9€T6'E 1/68°€ 620°¢ 1229°T 879°¢ GTE9'E  7968°C 6637°C d3on
SOE‘Ere 1ST'STC 9/£50€ 67€‘T6C sr'vLE (Yadl43 9/€‘50€ 67€T6C 6CV'9vE  GLE'BTE 6VETHC TeE'LLe Je[nd3jow essen
I€ AE le 1€ 4 T € 9g pr o q€ eg e|n29loN

lourepmered — OJITIS NI SOAVLTINS3Y €6



