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RESUMO

Desde as primicias da raga humana, o homem procura na natureza recursos para
tratar doengas e amenizar dores que o remete. A utilizagao de recursos naturais busca
inicialmente aprimorar a area farmacéutica originando em novas pesquisas e
conhecimentos. O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos
esta diretamente relacionado a quimica medicinal, porém € um processo complexo,
longo e de custo elevado. O organismo humano possui um dificil e estruturado sistema
de desintoxicagdo e de protecédo contra os maleficios provocados por EROs, onde
destacam-se o funcionamento das enzimas intracelulares e extracelulares, superdxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). Ha diversos compostos citados na
literatura que atuam como miméticos de GPX, dentre eles, recebem destaque,
compostos contendo atomos de calcogénios. As enzimas miméticas a GPx apresenta
atividades antioxidantes, catalisando a redugdo de peréxidos de hidrogénio e
peréxidos organicos, como os hidroperdxidos de cumeno e de terc-butila, formando
agua e/ou alcoois e dissulfeto. Essas descobertas possibilitaram a procura por novos
compostos organoselénio sintéticos, sendo eles o6timas opgbdes para atuar como
miméticos da enzima GPx. Foram obtidos 2 compostos com elevado rendimento, e
foram avaliados por meio da interagao com DNA dos compostos sintetizados, através
de método CT DNA que demonstraram a concepc¢ao de novas moléculas eficientes
para um futuro desenvolvimento de farmacos programados através da identificagao
de novos marcadores de DNA ou drogas anticancer.

Palavras-chave: colesterol; vitamina D; antioxidante; disseleneto.



ABSTRACT

Since the beginning of the human race, humans have been searching nature for
resources to treat diseases and alleviate pain. The use of natural resources initially
aims to improve the pharmaceutical area, giving rise to new research and knowledge.
The process of research and development (R&D) of new drugs is directly related to
medicinal chemistry, but it is a complex, long, and costly process. The human organism
has a difficult and structured protection system against the harm caused by ROS,
where the functioning of the intracellular and extracellular enzymes, superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), stand out. There are several
compounds cited in the literature that act as GPX mimetics, among them, compounds
containing chalcogenide atoms are highlighted. The GPx mimetic enzymes have
antioxidant activities, catalyzing the reduction of hydrogen peroxides and organic
peroxides, such as cumene and tert-butyl hydroperoxides, forming water and/or
alcohols and disulfides. These discoveries enabled the search for new synthetic
organoselenium compounds, which are great options to act as GPx enzyme mimetics.
Two compounds were obtained with high yields, and were evaluated through the
interaction with DNA of the synthesized compounds, through CT DNA method that
demonstrated the design of new efficient molecules for a future development of
programmed drugs through the identification of new DNA markers or anticancer drugs.

Keywords: cholesterol; vitamin D; antioxidant; diselenide.
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1INTRODUGAO

Desde as primicias da ragca humana, o homem procura na natureza recursos
para tratar doencas e amenizar dores que o remete, uma vez que, os métodos
terapéuticos utilizados por nossos antepassados eram provenientes de recursos
naturais (plantas, animais e minerais). (BARBERATO FILHO, 2006).

Apesar da medicina alopatica (tratamento por meio de medicamentos que
atuam de forma contrarias aos sintomas) praticada atualmente ser de origem da
cultura grega, a utilizagdo de plantas na area da medicina foi difundida primeiramente
pelos egipcios, indianos e chineses a mais de 8.000 anos, sendo aplicada em diversas
outras regides do mundo. (BARBERATO FILHO, 2006).

A utilizacdo de recursos naturais busca inicialmente aprimorar a area
farmacéutica originando em novas pesquisas e conhecimentos.

A pesquisa farmacéutica tem sido aplicada por diversas areas de conhecimento
sendo elas: quimica, a fisiologia, a farmacologia, a microbiologia, a bioquimica e a
biologia molecular. A primeira foi a quimica e atualmente & a principal base para o
desenvolvimento de farmacos. A fisiologia e a farmacologia foram ciéncias que
transcorreram inicialmente do século XX, ganhando grande impulso com o
desenvolvimento de farmacos, e tornaram-se importantes instrumentos para
compreender as funcdes fisioldgicas e dos mecanismos das doencas (DREWS, 1995).

No século XX, com tudo, pode-se afirmar que se originou uma industria
farmacéutica com excelente habilidade em pesquisa e desenvolvimento (REICH,
2000).

O processo de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) dos farmacos passou por
mudangas e algumas reestruturagdes quando comparado aos modelos utilizados
pelas industrias farmacoldgicas da década de 1950 até o fim da década de 1980.
Neste periodo, os programas de pesquisa buscavam estratégias de modificagao das
moléculas e principios de melhoramento dos compostos ja estabelecidos e
empregados. (NASCIUTTI, 2012).

Entre os anos 1960 e 1970 a producado do primeiro computador de acesso
multiplo, a criagao do Protein Data Bank (PDB) e a aplicagdo de novas estratégias de
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modificagdo molecular levaram a descoberta do primeiro agente anti-hipertensivo.
(NASCIUTTI, 2012).

Apos esse periodo, as industrias farmacéuticas evoluiram, beneficiando-se por
tecnologias analiticas e sintéticas de caracterizagao estrutural, introdugc&o da quimica
combinatoria, da biologia molecular e ciéncias gendmicas. Tornaram-se importantes
0 processo de obtencido do alvo terapéutico em relagcdo ao composto prototipo, o
processo de rastreamento farmacolégico, as constru¢des de cole¢gdes combinatérias
(quimiotecas) e o método de ensaio biolégico automatizado, que aumentaram a
velocidade de preparagao de novos compostos sintéticos. (LIMA, 2007).

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos esta
diretamente relacionado a quimica medicinal. Segundo a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) a quimica medicinal envolve a invencado, a
descoberta, o planejamento, a identificacdo, a preparagdo e a interpretagdo do
mecanismo de agao molecular de compostos biologicamente ativos aplicados ao
processo P&D. Logo, expdem-se a grande importancia do estabelecimento de
interfaces fundamentais entre as ciéncias quimicas, biologicas, farmacéuticas,
médicas, fisicas e computacionais. (GUIDO et al., 2010).

A atividade de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos farmacos é
complexa, longa e de custo elevado. O impacto do uso de medicamentos na
sociedade pode aumentar a expectativa de vida das pessoas, tratar certas doencas,
trazendo assim beneficios sociais e econémicos. (NASCIUTTI, 2012).

O aumento no tratamento de doengas e elevacao na expectativa de vida, se da
devido a descoberta de novos medicamentos, com intermédio das inovagdes
cientificas e tecnoldgicas. Os avangos consideraveis da quimica e biologia e a melhor
compreensao de vias bioquimicas fisioldgicas, alvos moleculares e de mecanismos
que levam ao surgimento e avango de doencgas, tornaram possivel a descoberta de
formulagdes terapéuticas notaveis. (NASCIUTTI, 2012).

Essas formulacdes buscam a melhor interacdo com o DNA para entao elevar a
prospecg¢ao positiva dos novos farmacos a serem desenvolvidos e lancados no
mercado farmacéutico.

Considerando sua elevada reatividade, diversas moléculas podem interagir

com o DNA através de ligagbes covalentes e por meio de ligagdo direta com a
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molécula ao DNA por suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato. (MACHINI,
2019).

As principais formas de interacdo sdo baseadas na intercalagdo, na qual
pequenas moléculas se intercalam entre as bases heterociclicas e aromaticas do DNA
e induzem distorgdes estruturais; na ligagdo nos sulcos, onde as moléculas se ligam
aos acidos nucleicos através dos sulcos maiores ou menores; por atragao
eletrostatica, na qual a molécula com carga positiva interage com os grupos fosfatos
com cargas negativas dos nucleotideos do DNA. (MACHINI, 2019).

Nesse contexto o desenvolvimento de novos farmacos torna-se importante,
uma vez que o processo de pesquisa e desenvolvimento dos mesmos farmacos é
considerado umas das oito areas que merecem atengao especial dos 6rgaos que o
regulam, isso confirma a sua importancia como método para que novos medicamentos
sejam inseridos no mercado de maneira a aumentar a possibilidade de tratamento e
cura para diversas doencas. (NASCIUTTI, 2012).

20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar novos materiais hibridos possibilitando diagnéstico e

tratamento de doencgas ligadas ao stress oxidativo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar novas moléculas através de metodologias eficientes e ambientes
amigaveis;

e Caracterizar a estrutura dos compostos sintetizados através de técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13, FTIR,
espectroscopia de massas;

e Avaliar o potencial antioxidante dos compostos sintetizados;

e Avaliar a toxicidade dos compostos obtidos.



14

3DESENVOLVIMENTO

Moléculas organicas e inorganicas, atomos ou grupo de atomos que possuem
um ou mais elétrons ndo pareados em sua camada orbital externa, podem ter
classificagdo como radicais livres. (HALLIWELL, 1994).

Essa configuragdo explica a instabilidade e elevada reatividade dos radicais
livres, onde com a presenca desses radicais € critica para que haja manutencéo de
muitas fungdes do organismo humano. (POMPELLA, 1997).

A formacgéao dos radicais livres ocorre no organismo de todos os seres Vivos,
por meio da exposi¢gao ao oxigénio molecular. Os danos causados pelo oxigénio
podem variar de acordo com as caracteristicas individuais, como sexo, idade, dieta,
organismo estudado, estado fisioldgico. (MULLER, et al., 2007).

A produgéo frequente de radicais livres no decorrer dos processos metabdlicos,
desenvolveu muitos meios de protecdo antioxidante, para diminuir niveis
intracelulares e impossibilitar a inducao de falhas. Os antioxidantes sao agentes, que
tem a responsabilidade em inibir e reduzir as lesdes que os radicais livres podem
causar nas células. (BIANCHI E ANTUNES, 1999).

3.1 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sao substancias que, mesmo em concentra¢des mais baixas, séo
capazes de impedir ou reduzir as taxas de oxidagao, atuando em diferentes niveis de
protecao do organismo. (VASCONCELOS et al., 2014).

Os organismos anaerébios dependem do oxigénio para obtengao de energia,
onde o oxigénio se reduz a niveis mais baixos em um processo de transferéncias de
elétrons que ocorre no nucleo da mitocéndria. Durante o metabolismo do oxigénio,
formam-se pequenas porcdes de perdxidos e superoxidos, conhecidos usualmente
como Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). (NASCIMENTO, 2011).

Uma particularidade relevante desses compostos € a capacidade rapida de
formar espécies radicalares, causando alteragdes nas membranas celulares, e em
outros elementos importantes da célula (estresse oxidativo), incentivado o inicio e

possivel propagacao de processos inflamatérios. (NASCIMENTO, 2011).
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Os antioxidantes atuam diminuindo os efeitos do estresse oxidativo e da falta
de oxigénio, formando compostos que amenizam as reagdes produtoras de EROs
(GOLDFARB,1998).

Uma grande parte das doencgas estéo relacionados com a atividade e presenca
de EROs, bem como mal de Parkinson e Alzheimer, havendo também ligagédo com o
envelhecimento precoce. (NASCIMENTO, 2011).

Os métodos mais utilizados para medicdo indireta das EROs, sdo os
espectrofotométricos e cromatométricos, que buscam aferir as atividades enzimaticas
(SOD) e a concentracao de tripeptideos (GSH e GSSG) e aldeidos. (OWEN, 2005).

O organismo humano possui um dificil e estruturado sistema de desintoxicagao
e de protecdo contra os maleficios provocados por EROs, onde destacam-se o
funcionamento das enzimas intracelulares e extracelulares, superdxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx). Essas enzimas intracelulares possibilitam a
decomposigao do superdxido a oxigénio e peroxido de hidrogénio, que apds isso, é
entao reduzido a agua pela GPx. (NASCIMENTO, 2011).

Ha diversos compostos citados na literatura que atuam como miméticos de
GPX, dentre eles, recebem destaque, compostos contendo atomos de calcogénios. A
quimica biolégica dos compostos organocalcogénios comegou a surgir, com avangos
importantes na metade da década de 1970, onde identificou-se varias
selenoproteinas, encontradas primeiramente em bactérias e posteriormente em
animais mamiferos, seres vivos em um modo geral, (selenocisteina (Sec)). E
importante ressaltar, que ha indicios recentes e inéditos de que a selenocisteina foi
encontrada no reino fungi em nove espécies de fungos (MARIOTTI et al., 2019).
Portanto, as selenoproteinas sado encontradas em todos os reinos da biologia.

As enzimas miméticas a GPx apresentam atividades antioxidantes, catalisando
a reducgao de peréxidos de hidrogénio e perdxidos organicos, como os hidroperoxidos
de cumeno e de terc-butila, consumindo os grupos tidis, formando agua e/ou alcoois

e dissulfeto (Esquema 1).
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GPx (cat)
ROOH + 2GSH > ROH + GSSG + H,0

R =H ou Alquila

Esquema 1. Redugédo de peroxidos catalisada pela enzima glutationa peroxidase

Segundo Nascimento (2011), o ciclo catalitico proposto (Esquema 2) envolve a
participacdo do atomo de selénio da enzima GPx |, na forma de selenol, que reage
com o peréxido reduzindo-o a agua ou alcool e originando acido selenénico Il. Logo
apos, este entdo reage com um equivalente de glutationa, para formar o selenosulfeto
Il e liberar agua.

Por ultimo, um segundo equivalente de glutationa ataca o selenosulfeto
formando a glutationa oxidada (GSSG) e regenerando a enzima na sua forma ativa
para o ciclo catalitico. No processo geral, dois equivalentes de glutationa sdo oxidados
a dissulfeto e agua, ao mesmo tempo que o hidroperéxido & convertido ao alcool

correspondente ou agua.

GSSG

I
ROH

GSH

I 1

H,0 GSH

Esquema 2. Ciclo catalitico da enzima glutationa peroxidase
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Essas descobertas possibilitaram a procura por novos compostos
organoselénio sintéticos de baixo peso molecular, sendo eles vistos como o6timas
opg¢des para atuar como miméticos da enzima GPx, devido ao seu ciclo de oxirredugao
entre as espécies de selénio (Il) e (IV).

Diversos trabalhos s&o encontrados atualmente na literatura, onde os autores
procederam estudos para avaliar a possivel aplicagcao de compostos organoselénio
em varias doencas acarretadas pelo estresse oxidativo. (Frizon, 2020).

Dentre os trabalhos destaca-se o desenvolvido por Frizon et al., 2015, onde
apresenta a sintese de novos compostos organoselénio contendo o esterdide
colesterol em sua estrutura, sendo que um dos compostos obtidos apresentou

atividade mimética a GPx 3,40 vezes maior que o padrao Ebselen.

3.1.1 Calcogénios — Selénio

O grupo de elementos conhecidos como calcogénios, esta situado no grupo 16
da tabela periddica (Figura 1) e € composto pelo oxigénio, enxofre, selénio, telurio e
polénio. Dentre esses, destaca-se o0 selénio, que possui numero atbmico 34 e a
seguinte configuracao eletronica: [Ar] 3d'° 4s2 4p*. O mesmo encontra-se presente na
forma de seis is6topos estaveis de ocorréncia natural (74Se, 76Se, 77Se, 78Se,80Se
e 82Se), sendo mais farto o 80Se (49,6%). Sob condi¢bes normais de temperatura e
pressao, em seu estado elementar, apresenta-se como um sélido de cor cinza escura.
(FRIZON, 2006).
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Figura 1. Tabela periédica

o -~ w N -
....... o
=

~

5 7 8 9 10 " 12 14 17

N

4

. Metais alcalinos . Metais representativos SOI\dD
Metais alcalino-terrosos . Semi-metais quu\do
. Metais de transigio . Nio-metais IElGanso 3R IR

o

. Halogénios Desconhecido

[l Gases nobres

| Lantanideos
J Actinideos

3

7B 1B

nnh e

85 ifeu 105 HfEs 18- 5

4
8§
aminiaiers

3ffs

oo

v A

g et
e fsiles IR Y
feeir: 5= S I -
gald | | | | ||

%@IIII

N® Atdmico 1 o { 58 { 59 60 { 61 * 62 i 63 { [ é 56 i
Simbolo 7 1220047 -:':’- oIS a2 e 15038 151,904 8128 =
Nome 3 8 § %0 §F 91 92 § 93 i %4 i 85 i 9 98
: ~Acd i Pai U Npd Py oAmiocm e
Massa Atomica 3 :@“n. | S % m o - g m“ : w | g [ ﬁgﬁ ]

Fonte: IUPAC (2016)

As descobertas e historias sobre o selénio datam de centenas de anos. Com
o estudo desses registros, pode-se notar sua importancia, ponderar os seus
beneficios, assim como alguns dos seus impactos menos positivos. (NOBREGA,
2015).

Marco Polo, viajante italiano, em 1295, deixou anota¢cdes com relatos de uma
regido no oeste da China, onde ao observar os animais de carga, que se alimentavam
de plantas, verificou que seus cascos se quebravam e seus pelos acabavam caindo.
Seis séculos apos tais relatos, foi identificado que essas plantas acumulam uma
quantidade significativa de selénio, que em elevadas quantidades s&o toxicos aos
animais (OLDFIELD, 2006).

A descoberta do selénio ocorreu em 1817, onde seu nome foi denominado em
homenagem a deusa grega da lua, Selene, pelo quimico Jons Jakob Berzelius que
encontrou o oligoelemento quando investigava a causa de doenca entre os
trabalhadores de uma fabrica de acido sulfurico. Berzelius identificou este novo
elemento nas lamas depositadas nas camaras de chumbo da fabrica, logo o selénio,
passou a ser conhecido como um elemento toxico.

Ja nas décadas entre 1930 e 1940, cientistas norte-americanos confirmaram

este problema de toxicidade em bovinos e identificaram o Selénio como o elemento
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téxico presente nas plantas que os bovinos se alimentavam (NOBREGA, 2015 apud
BODNAR et all, 2012).

Em 1911, na unidade de saude Rudolf Virchow, iniciou uma modificagdo da
visdo negativa do elemento Selénio, onde por meio de experimentos, August von
Wassermann, registou uma consideravel diminuicdo de tumores em cobaias in-vivo
(ratos) logo apods a ingestédo de selenito (SeOs2-).

Ao longo da histdéria mais casos foram bem-sucedidos, em 1912, quando dois
pesquisadores, F. Von Ofele e J. Wolff, utilizaram selenito de sodio (Na2SeO3) e
cianato de potassio, devidamente reagidos, para o tratamento de uma patologia
oncoldgica a nivel gastrico (NOBREGA, 2015 apud MICKE et all., 2010).

Com as descobertas de seus papéis essenciais na dieta e regulamentacao do
sistema dos organismos bioldgicos, os estudos de compostos de selénio tém sido
cada vez mais necessarios (CARVALHO, 2021 apud SCHWARZ E FOLTZ, 1957).

O selénio representa um oligoelemento valioso para a atividade bioldgica
humana, pois contribui para o desenvolvimento de fungdes metabdlicas essenciais,
particularmente relacionadas ao efeito antioxidante e ao fortalecimento do sistema
imune, além da prevencao de doengas e transformagdes malignas de células normais
(ALMONDES et al., 2010). O selénio por fim, pode ser combinado com farmacos ou
compostos biologicamente relevantes (como os esterdéides), possibilitando a obtencao
de novos substratos com propriedades importantes no combate de doencas

relacionadas ao stress oxidativo.

3.2 ESTEROIDES

Os esterdides sao horménios desenvolvidos pelo cortex da glandula
suprarrenal, ou pela gbnada, uma vez que sao eles os responsaveis por inumeras
fungdes do organismo, desde o controle do metabolismo até as caracteristicas
sexuais. (HEBERT et al., 1984 apud KUHN, 2002).

Os hormdnios esteroides possuem um nucleo basico proveniente da estrutura
quimica do colesterol, ou seja, sdo hormoénios lipidicos. A biossintese desses
hormonios esterdides € limitada a poucos tecidos, como o cortex da glandula adrenais

e gbnadas, onde apresentam diferentes formas no complexo enzimatico P-450,



20

encarregado pelo processamento da molécula de colesterol. (BIANCO & RABELO,
1999).

3.2.1 Colesterol

O colesterol € um dos lipideos biologicamente mais relevantes, precursor dos
horménios esteroidais, acidos biliares e vitamina D. Como um constituinte das
membranas celulares, o colesterol atua na sua fluidez e na regulagdo metabdlica
(FALUDI et al., 2017).

O colesterol € um metabdlito multifacetado conhecido por modular processos
em cancer, aterosclerose e autoimunidade. Um denominador comum entre essas
doencas parece ser o sistema imunolégico, no qual muitos metabdlitos associados ao

colesterol afetam tanto a imunidade adaptativa quanto a inata. (KING et al., 2022).

Figura 2 Estrutura da molécula de colesterol

Fonte: do autor (2023).

O colesterol serve como um componente estrutural das membranas
plasmaticas, onde regula a fluidez da membrana, atua como “solubilizador” de outros
lipidios e serve como mediador de sinalizagdo. Consequentemente, o metabolismo do
colesterol desempenha um papel crucial na regulagdo das respostas imunes
antitumorais, agindo em uma variedade de células envolvidas nas respostas imunes
inatas e adaptativas (Figura 3). (KING et al., 2022).
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A insergcdo de atomos de calcogénios na estrutura do colesterol (Figura 2),
baseando-se no potencial bioldgico ja conhecido desse esterdide, foi descrita na
literatura com promissora atividade biolégica como espécie antioxidante. (FRIZON,
2012).

Figura 3 Compostos calcogénio esterdides

Y=S, Se, Te
R= arila, alquila

Fonte: FRIZON (2012).

3.2.2 Vitamina D

Ao contrario de vitaminas essenciais, ou seja, aquelas que devemos ingerir
através da alimentacdo devido ao organismo n&o produzir, a vitamina D pode ser
produzida pelo organismo através de uma reacdo fotossintética, quando ha a
exposicao da pele a luz solar (HOLICK, 1999).

A sintese de vitamina D é crucial para o desenvolvimento de esqueletos fortes.
Sem esse processo, 0s 0ssos permanecem frageis e/ou moles. Os poderosos
dinossauros teriam entrado em colapso sob seu proprio peso em pilhas de carne e
gordura se n&o houvesse a vitamina D. Sé a partir da era moderna que a ciéncia e os
pesquisadores comegaram a fazer uma conexado mais estreita entre algumas dessas
condi¢cbdes. Em 1789, por exemplo, um médico prescreveu 6leo de figado de bacalhau,
conhecido hoje como uma fonte excelente de vitamina D, porém 100 anos se
passaram para que a ciéncia reconhecesse a misteriosa vitamina. Duas linhas de
pesquisa se fizeram importante, uma trabalhando com o éleo do figado de bacalhau
e a outra com a luz solar. (WISHART, 2015).
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A vitamina D € um horménio esteroide lipossoluvel, que controla especialmente
a homeostase do calcio-fésforo e o metabolismo ésseo. A vitamina D é capaz de
exercer diversas fungdes no organismo (SAUTER, 2007), entretanto, por mais que a
vitamina D possa ser obtida através de alimentagcdo ou suplementacdo, a sintese
cuténea continua sendo a principal fonte de vitamina D3 (colecalciferol), constituindo
em 80% a 90% no organismo (HOLICK, 1999).

Figura 4 Estrutura molecular da vitamina D

H3C CH3
CHs;
CHj

HO

Fonte: do autor (2023).

A principal fungao das vitaminas é viabilizar reagbes quimicas no organismo.
Algumas dessas reagdes ajudam a liberar a energia contida nos carboidratos, lipideos
e proteinas.

Embora algumas pessoas tenham vitamina D em quantidade suficiente
armazenadas em suas células adiposas provenientes dos meses de verao, a maioria
que vive em climas muito frios deve encontrar fontes alternativas de vitamina D nos
meses de inverno (JORGE, et al. 2018).

3.2.3 Testosterona

Assim como a vitamina D, a testosterona € produzida pelo organismo humano,
principalmente nos homens. A testosterona € um hormdnio natural, pertencente a
familia dos androgénios, que serve para o desenvolvimento dos 6rgaos sexuais
masculinos, assim como demais caracteristicas, que sdo a massa muscular, massa

Ossea, pelos pelo corpo e libido.
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Além da sua fungado androgénica, a testosterona também influencia no aumento
da producéo de eritrocitos, acelera a deposi¢cao da matriz 6ssea, atua no metabolismo
de lipidios e esta relacionado com a retengao de sodio e agua pelos rins.

A formacdo do hormdnio testosterona inicia através da clivagem oxidativa na
cadeia lateral da molécula de colesterol, pela enzima mitocondrial P-450 e pelo gene
CYP11A1 (NIESCHLAG et al, 2012).

Assim, faz com que o colesterol perde 6 atomos de carbono, originando a
pregnenolona, que é um horménio cerebral e € predecessor da maioria dos hormonios
esteroides, sendo conhecido como a “mae dos horménios” (GEBARA et al, 2002).

ApOs esta etapa, por atividade da enzima 3B-hidroxiesteréide desidrogenase
sera formada a progesterona. Como terceira etapa da sintese enddégena a enzima 17
a-hidroxilase origina a 17a-hidroxiprogesterona. Posteriormente, sua cadeia lateral
sera clivada pela 17a-hidroxilase formando a androstenediona (GEBARA et al, 2002).
E por fim, a enzima 17B-hidroxiesteréide desidrogenase diminui o grupamento de
carbono 17 da androstenediona para dar origem a testosterona, sendo entao a etapa
de delimitacdo. (MIDZAK et al, 2009).

Ha outro possivel método de formacao da testosterona, que é por acéo da 17a-
hidroxilase, a partir da 17a-hidroxipregnolona originando a dehidroepiandrosterona,
que em sequéncia, sofre acdo da 17B-hidroxiesterdide desidrogenase e sera
tranformada em androstenediol. Por ultimo, novamente por acdo da 3B-

hidroxiesteroide desidrogenase sera formada a testosterona. (HANG et al, 2016).

Figura 5 Formula estrutural molecular da testosterona

OH

Fonte: do autor (2023).
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Em humanos, o horménio testosterona € o androgeno mais relevante devido a
sua influéncia de caracterizar o individuo masculino. E segregado especialmente pelo
testiculo e regulado pelo horménio luteinizante hipofisario. (HANG et al, 2016).

Sua produgao ocorre pelas células de Leydig no intersticio dos testiculos pelos
homens, que esta regido pelo hormonio adrenocorticotrofico, a corticotrofina e nos
ovarios e nas glandulas adrenais das mulheres. Sua produgdo comeca logo apés ao
nascer, em niveis muito baixos, e alcanga seu apice a partir da puberdade, porém
diminui consideravelmente depois dos 35 anos de idade, originando a andropausa
(ROHDEN, 2011).

O objetivo do presente trabalho é incorporar os atomos de enxofre e selénio na
estrutura de compostos contendo colesterol, vitamina D e testosterona, e assim,
avaliar suas possiveis propriedades antioxidantes e interagdo com o DNA, uma vez
que os esterdides e moléculas que contém atomos de selénio, possuem, atualmente,

propriedades biologicas.

3.3 INTERACAO COM O DNA

3.3.1 DNA

O DNA é uma macromolécula que compbde 0s genes e memoriza as
informagdes essenciais para o funcionamento e desenvolvimento de todo organismo.
Em sua estrutura, o DNA apresenta a organizagcdo das moléculas de fosfato, de agucar
e das bases nitrogenadas (adenina, guanina, citosina e timina) e suas proporgcdes no
material genético sdo sempre mantidas.

Os acidos nucléicos carregam as informagdes genéticas, e por meio dessas
informacgdes, os organismos apresentam um padrdo dentro de suas espécies,

proporcionando fungdes bioldgicas semelhantes aos genes que regulam.

3.3.2 Interagao

A habilidade de mimetizar a atuagao de determinadas proteinas hidrolisando

DNA de modo reversivel e com associacdo de sequéncia, tornou-se cada vez mais
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importante para a industria farmacéutica e biotecnologia. Uma vez que a hidrolise de
acidos nucleicos é vetada devido a grande carga negativa do esqueleto polianiénico
dos acidos nucleicos, a utilizagdo de metais com carga positiva como cofatores € uma
forma que pode ser utilizada para efetuar essas reagdes. (COWAN, 2001).
A interagdo, de modo nao covalente de novos compostos com moléculas de
DNA, normalmente obtém-se de trés maneiras diferentes (ZELIGS et al, 2007):
e Por interagao eletrostatica nas cavidades da dupla hélice de DNA;
e Por intercalagao entre as bases nitrogenadas;
e Por insercdo, ligando-se ou substituindo estas bases com partes de seus
grupos ligantes, dando origem a trés classes de complexos os ligantes de
cavidade (Groove Binder), os intercaladores (metallointercalator) e os

inserssores (metalloinsertor). (Pich, 2010).

Estes complexos, com poucas excegdes, dividem caracteristicas marcantes.
Quase todos sao cineticamente inertes, com estruturas octaédricas ou quadraticas-
planas, atributos estes que |lhes fornecem seguranga. Sdo geralmente rigidos, pois
flutuacao de formas estruturais implicaria em auséncia de especificidade e capacidade
de reconhecimento dos alvos e, por fim, muitos sdo passiveis de foto ou
quimioinducéo, fatores que instigam seu uso como sondas ou catalisadores sitio
especificos. (Pich, 2010).

Com esse embasamento, por meio da analise da interacado com DNA, pode-se

entao, avaliar como é o comportamento dos compostos e forma de interagao.

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Solvente e Reagentes

Os reagentes usados nas sinteses foram adquiridos da Merck, Aldrich, Acros,

Vetec e Nuclear, e foram usados sem prévia purificagdo. Os solventes orgéanicos de
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grau comercial foram secos por métodos tradicionais. Analises de cromatografia em
camada delgada foram realizadas em placas de aluminio da Merck GF254, 0.25 mm
de silicagel. As purificagdes por coluna cromatografica foram feitas com silica gel (230-
400 mesh).

4.2 ESPECTROMETRIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOUIER

As amostras foram analisadas através de espectrometria de infravermelho com
transformada de Fouier (FT-IR) onde foram investigadas evidéncias de compostos e
suas composi¢des quimicas através de espectro completo de infravermelho com altas
resolugdes (< 0,001 cm™). Os espectros de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) (4000-400 cm™"), foram registrados em um Shimadzu modelo IRSpirit-
T usando discos de KBr.

O FT-IR trata-se de um método de caracterizacao fisica para analise qualitativa,
onde os atomos que formam as moléculas possuem frequéncias especificas de
vibragdo que variam conforme sua composi¢cdo e estrutura sendo possivel a
identificacdo dos grupos funcionais porque cada molécula tera um espectro

caracteristico na regiao do infravermelho.

4.3 INTERAGAO COM O DNA

4.3.1 Titulagao Espectrofotométrica de Varredura UV-Visivel.

A potencial interacdo dos compostos 2 e 3 com o DNA do timo de bezerro
(CT-DNA) foi avaliada por meio de uma titulagdo espectrofotométrica de varredura
UV-visivel. Concentragdes crescentes dos complexos (0 -100,3 umol L-') foram
utilizadas para um ensaio de titulacdo de absorcdo enquanto a concentracdo de
CT-DNA (150 umol L") foi mantida constante. Para obter os espectros das amostras,
foi utilizado um Espectrofotdbmetro UV-Vis da marca EVEN e modelo UV-VIS IL-592-
S-Bl., e a varredura UV-visivel foi realizada de 200 a 500 nm (FRIZON, et al., 2013).

As solugdes foram misturadas e os espectros de absor¢do foram registrados
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imediatamente. As alteracdes na absorbancia de CT-DNA, apods incubagdo com os
complexos, bem como o desvio maximo do comprimento de onda de absorgao, foram
determinadas e as experiéncias foram repetidas trés vezes. Os resultados obtidos

foram graficados e tabulados na Figura 12.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de interagdo com o DNA tiveram seus resultados submetidos a
analise de variancia (ANOVA) n&o paramétrico, com testes post hoc realizados com o
auxilio do software GraphPad Prism 7.0 e aplicaveis a cada experimento com

significancia de p<0,05, tendo seus resultados expressos em média £ Desvio Padrao.

4.4.1 Sintese

4.4.1.1 Sintese do Acido 3,3"-Diselenobispropionico 1

Borohidreto de sédio (5,60 g, 148 mmol) e selénio (5,60 g, 70,9 mmol) foram
adicionados em um baldo de 3 bocas, sobre banho de gelo, equipado com um
condensador, um adaptador de entrada de gas e funil de gotejamento, sob uma
atmosfera de argdnio. Agua (300 mL) foi adicionada em uma porgdo, com agitacgo.
Ap0s a inicial reagao vigorosa ter diminuido (cerca de 10 minutos), o banho de gelo
foi removido e uma segunda porgao de selénio elementar (5,60g, 70,9 mmol) foi
adicionada a mistura incolor. A mistura foi entdo aquecida brevemente utilizando uma
pistola de ar quente para completar a dissolu¢gdo do selénio (cerca de 15 minutos). A
solugdo aquosa vermelha acastanhada de Na2Se:2 foi resfriada até a temperatura
ambiente e entdo foi adicionado o 4cido 3 bromo-propandico (20,0 g, 144 mmol) em
100 mL de H20. A solugdo amarela resultante foi agitada durante 3 horas. A camada
aquosa foi extraida com varias porcoes de éter e acetato de etila e os extratos
organicos foram combinados, secos (Na2S0O4) e o solvente foi concentrado sob vacuo.
O residuo foi cromatografado (eluigdo com 50% acetato de etila-hexano) para obter

os disselenetos alquilicos em bons rendimentos.
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HOJ\/\Se—S
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/\)J\OH

O

Rend.: 88 %. P.f. 131 °C. RMN "H (400 MHz, CDCI3): 3,15 (t, 2 H), 2,80 (t, 3 H).

4.4.1.2 Metodologia utilizada para a obtencdo do disseleneto 2 e do dissulfeto 3

contendo colesterol

Para uma solugao contendo o respectivo acido (1,0 mmol) em 15 mL de CH2Cl2

seco, foi adicionado DCC (2,4 mmol) e colocado para agitar. Depois de 10 min. DMAP

catalitico e colesterol (2 mmol) foram adicionados a reacao e agitados a temperatura

ambiente durante 48hs. A mistura foi filtrada e concentrada em rotavapor. O sélido

resultante foi purificado em coluna cromatografica, utilizando CH2CI2 solvente.

Colesterol 3,3'-diselenodiildipropanoato (2):

Rend.: 64 %. FTIR (KBr) vmax/cm-': 2950, 1725, 1450, 1375, 1200, 1150, 1025,
800, 725, 600. RMN 'H: 5,39 (d, 2H, 4,30Hz); 4,63 (m, 2H); 3,71 (s,4H); 2,35 (d, 4H,
7,42Hz); 2,03-0,85 (m, 70H); 0,67 (s, 12H). RMN '3C: 170,09; 139,40; 122,87; 75,25;
56,67; 56,13; 49,99; 42,30; 39,71; 39,50; 37,99; 36,94; 36,57; 36,17; 35,80; 31,83;
29,77; 28,23; 28,01; 27,69; 24,27, 23,85; 22,82; 22,56; 21,02; 19,31; 18,71; 11,85.

Colesterol 3,3'-disulfetodiildipropanoato (3):

W—obs—sjj\ow
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Rend.: 55 %. FTIR (KBr) vmax/cm™': 2950, 1750, 1450, 1350, 1300, 1200, 1100,
1000, 800. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 8,08 (d, J = 8,4 Hz, 4 H), 7,68 (d, J = 8,4 Hz,
2H),7,01(d,J=8,4Hz 2H), 4,02 2H), 1,81 (m, 2 H), 1,27 (largo, 14 H), 0,88 (t,
3 H). 3C RMN (100 MHz, CDCI3): 174,5; 168,8; 161,7; 129,4; 128,5; 128,1; 127,5;
123,4; 118,9; 114,7; 68,2; 21,9; 29,5; 29,4; 29,2; 26,0; 22,7; 14,1.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de sintese dos compostos finais desejados inicia pela obteng¢ao do
disseleneto alquilico seguido pelo acoplamento com o esterdide colesterol. A sintese
do disseleneto alquilico 1, conforme indicado no Esquema 2, iniciou com a adi¢ao de
boro hidreto de so6dio a uma solugdo contendo selénio e agua, sob banho de gelo. A
mistura foi aquecida brevemente usando uma pistola de ar quente para completar a
dissolucao do selénio (cerca de 15 minutos). A solugdo aquosa marrom-avermelhada
de NaSe: foi resfriada a temperatura ambiente e o brometo de alquila em 10 mL de
H20 foi adicionado. A solugdo amarela resultante foi agitada por mais 3 horas. A
camada aquosa foi extraida com diversas porcoes de éter etilico e acetato de etila e
os extratos organicos foram combinados e secados com Na2SOs. O residuo foi
cromatografado (eluicdo com 50:50 de acetato de etila-hexano) para obter o

disseleneto 1 com 88% de rendimento.

0 0O 0
Ho)v Br > >~ HOJ\/\Se—Se/\)J\OH

1

Esquema 3. Metodologia utilizada para a sintese do disseleneto 1

Por fim, a sintese dos compostos finais simétricos de interesse 2 e 3, procedeu-
se através da esterificacdo do Acido 3,3-Diselenobispropionico, previamente
sintetizado, e do Acido 3,3'-ditiodipropiénico (obtido comercialmente) com o esteroide
colesterol, utilizando sistema DCC/DMAP em diclorometano seco. O Esquema 3
apresenta a sintese do disseleneto 2 contendo o esterdide colesterol.
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0 0]

HO)J\/\X—X/\)J\OH * HO

DCC/DMAP
CH,Cl,

Compound 2 : X = Se
Compound 3:X=S

Esquema 4. Esquema sintético para a obtengao do composto 2 e 3 desejado

Os compostos finais sintetizados foram caracterizados por Espectroscopia no
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). A Figura 6 apresenta o espectro
de Infravermelho para o composto 5, onde podemos observar o desaparecimento da
banda em torno de 3500ppm relativo ao OH do colesterol; aparecimento de banda
intensa em torno de 2850ppm relativo aos Hidrogénios Alquilicos do comprimento 2 e
aparecimento de uma banda intensa e estreita em 1000ppm relativa a presencga de
carbonilas de éster do produto desejado. Dessa forma, consegue-se confirmar a

obtencao do produto 2 desejado.
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Figura 6 Espectro de FTIR do composto 2.

Disseleneto
mi
=2
o
e
«© Colesterol
w
|
o
=
Col_Se

-—
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Namero de Onda (cm™)
Fonte: do autor (2022).

Analisando o espetro de RMN 'H do disseleneto 2 (Figura 7), observa-se dois
tripletos, em 3,1 ppm e 2,8 ppm, referentes aos hidrogénios alquilicos localizado entre
o atomo de selénio e a carbonila. Observa-se, também, o pico em 4,66 ppm, referente
aos hidrogénios vizinhos ao atomo do oxigénio do colesterol e em 5,4 ppm um tripleto
referente ao hidrogénio alilico do mesmo, salientando assim a sintese do disseleneto
alifatico 2.
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Figura 7 Espectro de RMN 'H do composto 2.
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Fonte: do autor (2022).

O espetro de RMN '3C (Figura 8) do composto 2, mostra um pico relativo ao
carbono carbonilico em 171,5 ppm. Os indicativos em 139,5 e em 122,7 ppm, séo
respectivos aos carbonos vinilicos do colesterol. O pico em 74,5 ppm, pode ser
disposto ao carbono ligado de modo direto ao oxigénio da molécula. Na regido de 56,7

— 11,8 ppm, pode-se ver os carbonos alquilicos do composto 2.
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Figura 8 Espectro de RMN '3C do composto 2.
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A Figura 9 apresenta o espectro de Infravermelho para o composto 3, onde
podemos observar o desaparecimento da banda em torno de 3500ppm relativo ao OH
do colesterol; aparecimento de banda intensa em torno de 2900ppm relativo aos
Hidrogénios Alquilicos do composto 3 e aparecimento de uma banda intensa e estreita
em 1750ppm relativa a presenga de carbonilas de éster do produto desejado. Dessa

forma, consegue-se confirmar a obtengao do produto 3 desejado.



Figura 9 Espectro de FTIR do composto 3.
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Analisando o espetro de RMN 'H do dissulfeto 3 (Figura 10), observa-se dois

tripletos, em 2,9 ppm e 2,7 ppm, referentes aos hidrogénios alquilicos localizados

entre o atomo de selénio e a carbonila. Observa-se, também, o pico em 4,6 ppm,

relacionado aos hidrogénios vizinhos ao atomo do oxigénio do colesterol e em 5,4 ppm

um tripleto referente ao hidrogénio alilico do mesmo, evidenciando assim a sintese do

disseleneto alifatico 3.
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Figura 10 Espectro de RMN 'H do composto 3.
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Fonte: do autor (2022).

O espetro de RMN'3C (Figura 11) do composto 3, mostra um pico referente ao
carbono carbonilico em 171,0 ppm. Os indicativos em 139,5 e em 122,7 ppm, séo
respectivos aos carbonos vinilicos do colesterol. O pico em 74,5 ppm, pode ser
disposto ao carbono ligado de modo direto ao oxigénio da molécula. Na regido de 56,7

— 11,8 ppm, pode-se ver os carbonos alquilicos do composto 3.
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Figura 11 Espectro de RMN '3C do composto 3.
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5.1 RESULTADOS COM A INTERAGAO DE DNA

Os 2 compostos interagem com o CT DNA, como pode ser visto na Figura 12.
Esta interagdo entre o composto e o CT DNA foi analisada por titulagao
espectrofotométrica de varredura.

Na figura 12 A, esta demostrada a interagdo do composto 2, o qual apresenta
primeiramente um efeito hipercrébmico, devido a interacdo com sulco da molécula de
DNA e em concentragbes mais elevadas, um efeito hipocrémico passa a ser
observado. Neste composto indicando, com suas respectivas concentracoes,
apresenta uma interagao por intercalacao.

Na figura 12 B, esta demostrada a interacdo do composto 3, onde observa-se
um efeito hipocrémico caracteristico de interagao por intercalagéo.

A interagéo por sulco ocorre devido ao tamanho alongado da molécula e suas
caracteristicas rotacionais e as interagdes por intercalagdo sao devido a unidade
colesterol a qual possui caracteristicas hidrofébicas assim como, as bases
nitrogenadas do DNA.
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Figura 12. Resultados da interacdo entre o complexo e o CT DNA analisada por titulacao
espectrofotométrica de varredura: A) Composto 2 e B) Composto 3.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho buscou apresentar de forma clara e objetiva a importancia do
desenvolvimento de compostos inovadores para possivel aplicacdo como novos
farmacos.

Com base nos resultados obtidos, a metodologia utilizada para sintese dos
produtos desejados se mostrou eficiente, levando a obtengcdo dos compostos 2 e 3
com elevado rendimento e suas estruturas foram completamente caracterizadas
através de andlises de RMN "H, RMN '3C e FTIR.

Foi avaliada a interagdo com DNA dos compostos sintetizados, através de
método CT DNA, onde, para o composto contendo Colesterol e disseleneto
demonstrou um efeito hipercrdmico e hipocrémico em concentracdes mais elevadas,
devido a interagdo por sulco da molécula de DNA. Ja para o composto contendo
colesterol e dissulfeto, 0 mesmo apresentou efeito hipocrébmico caracteristico de
interacao por intercalagao.

Estes estudos ajudardo no desenvolvimento de séries de compostos
estruturalmente relacionados, bem como na concepcao de novas moléculas eficientes
para um futuro desenvolvimento de farmacos programados através da identificagao

de novos marcadores de DNA ou drogas anticancer.
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Outros testes para avaliar as atividades antioxidantes dos compostos obtidos
estdo sendo realizados, como GPX e TBARS, porém os resultados estdo sendo

tabulados e nao foi possivel apresentar no presente trabalho.
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