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RESUMO

A combretastatina A-4 (CA-4) é um composto natural obtido a partir das cascas da
arvore africana combretum caffrum e se destacou por apresentar uma elevada atividade
antitumoral frente a diferentes linhagens de células tumorais. O modo de agédo desse composto,
baseado na inibic&o da polimerizacdo da tubulina e a sua simplicidade estrutural fizeram com
que a CA-4 recebesse uma atencao crescente de diversos pesquisadores. O baixo rendimento
de extracdo, 0,0000319% a partir de 77 Kg da casca da arvore africana combretum caffrum, e
a sua baixa estabilidade fizeram com que diversos andlogos da CA-4 fossem preparados a fim
de avaliar as suas possiveis atividades antitumorais. No presente trabalho foi realizado
inicialmente um estudo de docking molecular de novos andlogos da CA-4 e, dentre estes,
foram selecionados 0s que apresentaram baixas energias de ligacdo com o sitio ativo da
tubulina ou proximo da CA-4 para a sintese, 0 composto 4b foi 0 que apresentou a menor
energia de ligacdo com o sitio ativo da tubulina, igual a — 7,68 kcal/mol. A estratégia sintética
para a obtencdo dos analogos propostos foi baseada na reacdo de acoplamento cruzado do tipo
Suzuki entre um telureto vinilico e ariltrifluoroboratos de potassio contendo diferentes
funcionalidades. O telureto vinilico foi sintetizado de maneira estereosseletiva em um
rendimento de 80% e foi caracterizado por RMN *H, 3C e 1%Te. Os ariltrifluoroboratos de
potassio foram obtidos a partir dos acidos borénicos correspondentes em rendimentos que
variaram de 60% a 71% e caracterizados por RMN H, 3C, 1B e 1°F. Apds a obtencéo dos
materiais de partida foram sintetizados de maneira estereoespecifica quatro Z-estilbenos
analogos da CA-4 em rendimentos que variaram de 50% a 65%. Esses compostos foram

caracterizados por RMN 1H e 3C.

Palavras-chave: Combretastatina A-4; Docking Molecular; Teluretos vinilicos;
Ariltrifluoboratos de potassio; Acoplamento cruzado.



ABSTRACT

Combretastatin A-4 (CA-4) is a natural compound obtained from the bark of the
African tree combretum caffrum and stood out for having a high antitumor activity against
different tumor cell lines. The mode of action of this compound, based on the inhibition of
tubulin polymerization and its structural simplicity, has caused CA-4 to receive increasing
attention from several researchers. The low extraction yield, 0,0000319% from 77 kg of the
bark of the African tree combretum caffrum, and its low stability meant that several analogs
of CA-4 were prepared in order to evaluate its possible anti-tumor activities. In the present
work, a molecular docking study of new CA-4 analogs was initially carried out, and among
these, those that presented low binding energies with the active site of tubulin or close to CA-
4 for synthesis, the compound, were selected. 4b showed the lowest binding energy with the
active tubulin site, equal to - 7.68 kcal/mol. The synthetic strategy for obtaining the proposed
analogs was based on the Suzuki-type cross-coupling reaction between a vinyl telluride and
potassium aryltrifluoroborates containing different functionalities. The vinyl telluride was
synthesized in a stereoselective way in a yield of 80% and was characterized by 'H, *C and
125Te NMR. Potassium aryltrifluoroborates were obtained from the corresponding boronic
acids in yields ranging from 60% to 71% and characterized by H, *C, 18 and °F NMR. After
obtaining the starting materials, four Z-stilbenes analogous to CA-4 were synthesized in yields

ranging from 50% to 65%. These compounds were characterized by *H and 3C NMR.

Keywords: Combretastatin  A-4; Molecular docking; Vinyl tellurides; Potassium

aryltrifluoborates; Cross coupling.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —
Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —

Figura 8 —
Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 -
Figura 16 —
Figura 17 —
Figura 18 —
Figura 19 —
Figura 20 —
Figura 21 —

Figura 22 —

LISTA DE FIGURAS

Representacdo estrutural da cadeia da p-tubulina.

Principais inibidores da tubulina.

Combretastatinas isoladas da arvore africana Combretum caffrum.
Estrutura da CA4-P.

ModificacOes que podem ser realizadas na combretastatina A-4.
Analogo da combretastatina A-4 contendo um atomo de fluor.
Anélogos da combretastatina A-4 com modificagdes no anel B.
Derivado da CA-4 com atividades antitumorais semelhantes a CA-4.

Exemplos de andlogos da combretastatina A-4 contendo anéis
heterociclicos.

Anélogos da combretastatina A-4 contendo um anel 1,2,4-triazol.
Compostos de telrio ndo malcheirosos e malcheirosos.

Redocking do ligante co-cristalizado, colchicina, na estrutura da tubulina
(1SAOQ — cadeia o em roxo ¢ f em verde) com as poses original e obtida
pelo redocking mostradas em azul e vermelho, respectivamente.

Energias de ligacdo (AG) calculadas para 0s compostos 4a-j e
combretastatina A-4, frente ao sitio ativo da tubulina (PDB-1SAD).

Sobreposicdo da conformacdo de menor energia do composto 4b (ciano)
e a colchicina (amarelo) na tubulina (L1SAQ — cadeia o em roxo ¢ f em
cinza)

Anadlise retrossintética dos Z-estilbenos analogos da combretastatina A-4.
Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do ditelureto de dibutila.
Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCIs) do composto 2.

Expansao do Espectro de RMN 2D (*H — BC{*H}-HMBC)(partes).
Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCIs) do composto 2.

Expansao do Espectro de RMN 2D (*H — 3 C{*H}-HSQC)(partes).
Espectro de RMN 1%Te (126 MHz, CDCl3) do composto 2.

Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 3a.

15
16
17
17
18
19

20

21

21

23

33

34

35

36
37
39
40

41

42

44



Figura 23 —
Figura 24 —
Figura 25 —

Figura 26 —
Figura 27 —
Figura 28 —

Figura 29 —

Espectro RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
Espectro RMN B (96 MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
Espectro RMN *°F (282 MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do composto 4a.

Expansdo do Espectro de RMN 2D (*H — BC{1H}-HMBC)(partes) do
composto 4a.

Espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCl3) do composto 4a.

Expansdo do Espectro de RMN 2D (*H — ¥C{1H}-HSQC)(partes) do
composto 4a.

45
46
46
48

49

50

o1



Esquema 1 —
Esquema 2 —
Esquema 3 —

Esquema 4 —
Esquema 5 —

Esquema 6 —
Esquema 7 —
Esquema 8 —
Esquema 9 —
Esquema 10 —
Esquema 11 —
Esquema 12 —

Esquema 13 —

Esquema 14 —

Esquema 15 —

Esquema 16 —
Esquema 17 —
Esquema 18 —
Esquema 19 —
Esquema 20 —

Esquema 21 —

LISTA DE ESQUEMAS

Primeira sintese total da CA-4

Mecanismos de reacOes de hidrometalacéo.
Sintese de arilteluretos vinilicos.

Reacdo de hidroteluracdo de alcoois propargilicos.

Efeito dos grupos protetores na regioquimica da reacao de hidroteluracéo
de alcoois propargilicos.

Reacéo de hidroteluracdo de grupos eninos e diinos.

Reacdo de transmetalacao de teluretos vinilicos.

Reac0es de acoplamento entre teluretos vinilicos e acetilenos.
Primeira sintese de trifluoroboratos de potéssio.

Sintese de trifluoroboratos de potassio utilizando KHF.

Sintese de organotrifluoroboratos de potéssio a partir de haletos.
Sintese de trifluoroboratos de potassio utilizando KF.
Alquenilacdo de eletréfilos por reacdo de acoplamento cruzado.

Reacéo de acoplamento cruzado com N-metiltrifluoroborato isoindolin-
1-ona de potassio.

Sintese de novos 2,1-borozaronaftalenos a partir de reacdes de
acoplamento cruzado.

Sintese do ditelureto de dibutila.

Sintese do telureto vinilico 2.

Mecanismo da reac¢édo de hidroteluracao de alquinos.
Possiveis regioisdmeros nas reacdes de hidroteluracao.
Sintese dos ariltrifluoroboratos de potassio.

Sintese dos Z-estilbenos andlogos da Combretastatina A-4.

18
24
24

25

25

26
26
27
28
28
29
29
30

30

30

36
38
38
39
43

47



AcOEt
Aq

Ar

Bu
CCD
CDClIs
CPME
d

ddd

)
DMSO-ds
dt

h
HMBC
HSQC
Hz

J

m

Me
MeCN
MHz
NaHMDS
n-BuLi

NiBr2.glyme

Ph
qui
RMN B

RMN 13C
RMN 2D

RMN °F
RMN *H

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetato de etila

Aquoso

Arila

Butila

Cromatrografia em Camada Delgada
Cloroformio delterado

Ciclo-pentil-metil-éter

Dupleto

Dupleto de dupleto de dupletos

Deslocamento quimica

Dimetil sulfoxido deuterado

Dupleto de tripletos

Horas

Heteronuclear MultipleBond Coherence
Heteronuclear Single Quantum Coherence
Hertz

Constante de acoplamento

Multipleto

Metila

Acetonitrila

Mega Hertz

Bis(trimetisilano) amida de sddio

n-Butil Litio

Brometo de niquel 11 etileno glicol dimetil éter
Fenila

Quinteto

Ressonancia Magnética Nuclear de Boro-11
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
Ressonancia Magnética Nuclear em duas dimensdes
Ressonancia Magnética Nuclear de Fluor-19

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1



RMN 1%Te
sex

sl

t

TBS

THF

TIPS

TMS
XPhos

Ressonancia Magnética Nuclear de Telurio-125
Sexteto

Singleto

Tripleto

Terc-butil-dimetil-silano

Tetrahidrofurano

Triisopropilsilano

Trimetilsilano

2-diciclohexilfosfino-2,4,6- triisopropil-bifenil



1.1
1.2
1.3
131
1.3.2
133
14
141
1.5
151

2.1
2.2

3.1
3.2

6.1
6.2
6.3
6.3.1
6.3.2
6.3.3
6.3.4

SUMARIO

INTRODUGAOQ ...ttt sessen st 14
CANCER. .....oooiieecte ettt 14
COMBRETASTATINA A4 ..ottt 16
ANALOGOS DA COMBRETASTATINA A4, 18
ModifICAGBES NO ANEI Ao e 19
Modificagtes N0 ANl Bh..........c.coviieiiiii i 19
Modificagdes na ligacao dupla...........ccceeviiiiiiiieiie e 20
COMPOSTOS DE TELURIO EM SINTESE ORGANICA.........cccooonrrrnenn. 22
Teluretos vinilicos a partir de espécies nucleofilicas de telurio..................... 23
REAGENTES DE BORO EM SINTESE ORGANICA........ccccoovvererrrenrenn. 27
Métodos de preparacdo de trifluoroboratos de potassio............cccccvevvevvvennne. 28
OBJIETIVOS ...ttt aae e 31
OBJETIVO GERAWL ...ttt 31
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ot ersss s 31
RESULTADOS E DISCUSSOES .......ooovevieeveeeeeeeseeeeeseeiesesesessenisnes 32
DOCKING MOLECULAR ...t e e e e e e e eenannaan 32
SINTESE DOS ANALOGOS DA COMBRETASTATINA A-4................. 36
CONSIDERAGOES FINAIS......oooveeeeeeeeeeeeeeeee e eseses s en s 52
PERSPECTIVAS ...ttt 53
METODOLOGIA ... ettt 54
ASPECTOS GERAIS ...ttt 54
DOCKING MOLECULAR ..ottt 55
SINTESES. ...ttt 56
Sintese do ditelureto de dibutila...........cccoveveveiiiiiic 56
Sintese do (2)-3-(2-butil-telanil-vinil)aniling 2:..........cccccooeiiiinniniccen, 56
Sintese dos Trifluoroboratos de Potassio Arilicos (3a-d):........ccccevveiviiennns 57
Sintese dos Z-estilbenos (4a-A)..........ccveveiiieiieiice e 58
REFERENCIAS ..ottt 61

APENDICE A —ESPECTROS ..ottt s 66



14

1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer € a segunda doenca que mais mata no mundo, atrds apenas das doencas
cardiovasculares. Segundo dados do ministério da saude foram registradas 232 mil mortes
causadas por cancer no Brasil, nos homens os canceres de traqueia, brénquios e pulméo sao
responsaveis pela maior parte dos ébitos, correspondendo a 13,8 % das mortes, o cancer de
mama € 0 mais letal para as mulheres, sendo o responsavel por 16,4 % das mortes. Em 2020
foram estimados um numero de 616 mil novos casos de cancer entre homens e mulheres no
Brasil. Todos esses numeros reforcam a importancia dos estudos sobre as terapias usados no
tratamento dos diversos tipos de cancer.

O cancer pode ser classificado como uma doenca multigénica e multicelular e pode ser
dividido em dois tipos: tumores benignos e tumores malignos. No tumor benigno néo ocorre a
multiplicacdo descontrolada das células e sdo inofensivos para o corpo. Nos tumores malignos
ocorre a multiplicacdo descontrolada das células e, nesses casos o cancer pode se espalhar pelo
corpo em um processo denominado metastase. Os fatores que levam um individuo a contrair
cancer sdo os mais variados, obesidade, tabagismo, dieta, genética, exposicao a radiacoes, entre
outros (NAAZ; HAIDER; SHAFI; YAR, 2019). As drogas que séo utilizadas no tratamento do
cancer sdo chamadas de agentes anticancer ou antitumorais. Esses agentes sao citotdxicos e sdo
classificados como agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibidticos, produtos naturais e
horménios. O primeiro fArmaco utilizado no tratamento do cancer foi a mostarda nitrogenada,
desde entdo uma ampla variedade de compostos naturais, semissintéticos e sintéticos vem sendo
explorados como agentes citotoxicos. O grande problema dos farmacos anticancer sdo seus
efeitos colaterais, que podem ser os mais variados, como dores intensas, perda de cabelo,
nauseas, entre outros. Esses efeitos colaterais ocorrem devido a baixa seletividade desses
compostos, pois as células cancerigenas e as saudaveis séo muito semelhantes, assim o agente
anticancer interage com ambas. O mecanismo de ac¢do de uma ampla variedade desses agentes
citotoxicos concentra-se na etapa da mitose, que é a divisdo celular e esses agentes sdo
comumente separados em compostos que interagem com a tubulina e que nédo interagem
(NAAZ; HAIDER; SHAFI; YAR, 2019).

A tubulina é uma proteina que existe como um heterodimero a. e  (Figura 1) e compde

0s microtubulos, que séo fibras citoesqueléticas presentes no citoplasma de células eucariéticas
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e apresentam diversas funcdes nas células, participando principalmente da motilidade celular,
transporte intracelular, polarizagao celular, mitose e manutencdo da forma celular.

A funcdo mais importante da tubulina no contexto do planejamento de agentes
anticancer € a sua atuacao na separagdo dos cromossomos durante a mitose. A mitose é a quinta
etapa do ciclo celular, na qual ocorre a separacdo do DNA em duas células filhas. Assim, a
mitose € um dos principais alvos na busca por medicamentos anticancer, pois uma das
principais caracteristicas do cancer € a multiplicacdo descontrolada das células
(MCLOUGHLIN; O’BOYLE, 2020).

Figura 1 - Representacdo estrutural da cadeia da p—tubulina.

Fonte: R. B. RAVELLI (2004).

Os microtabulos sofrem etapas de polimerizacdo e despolimerizacdo, na qual a
montagem e a desmontagem do polimero ocorrem continuamente dentro da célula. Na fase da
mitose, a funcdo dos microtubulos é gerar um fuso mitdtico e quando as células entram na
mitose, a taxa de crescimento e encurtamento dos microtibulos aumenta 100 vezes. Essa
dindmica torna a etapa de mitose um alvo na terapia do cancer, pois € altamente sensivel a
modulacdo por agentes antimitoticos (MCLOUGHLIN; O’BOYLE, 2020).
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A maioria dos agentes de ligacdo aos microttbulos se ligam a tubulina e inibem a
dindmica dos microtdbulos. Alguns compostos podem se ligar em determinados sitios da
tubulina, impedindo sua polimerizacao, dentre estes destacam-se a colchicina, os alcaldides da
vinca e os taxanos. Os principais compostos naturais que inibem a polimerizacdo da tubulina
sdo a colchicina e a combretastatina A-4 (Figura 2) (SEDDIGI; MALIK; SARASWATI,
AHMED; BABALGHITH; LAMFON; KAMAL, 2017).

Figura 2 - Principais inibidores da tubulina.

H
B SN
OMe

MeO OMe OMe MeO OMe

Combretastatina A-4 Colchicina

Fonte: Adaptado de SEDDIGI et al. (2017).

1.2 COMBRETASTATINA A-4

A busca por novos farmacos que inibam a polimerizacdo da tubulina tornou a
combretastatina A-4 (CA-4) um composto alvo para a realizacdo de pesquisas que visam 0
desenvolvimento de farmacos anticdncer. Uma série de compostos denominados
combretastatinas foram isolados nas ultimas décadas (Figura 3) a partir da arvore africana
combretum caffrum, que foi tradicionalmente usada na Africa no tratamento de diversas
doengas (Figura 3) (PETTIT; et al., 1982, 1987, 1989). O primeiro desses compostos isolados
foi a combretastatina 1, porém estudos subsequentes mostraram que a CA-4 é o composto mais
potente na inibicdo do crescimento de celulas tumorais e na polimerizacdo da tubulina dentre

0s compostos que foram isolados da combretum caffrum (PETTIT; et al., 1989).
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Figura 3 - Combretastatinas isoladas da arvore africana Combretum caffrum.

OH
— OH
MeO OMe OMe MeO OMe OMe
Combretastatina 1 Combretastatina A-1
— — R1
O RaT e Ra e
R'O  OMe OMe MeO  OMe  OMe
R, R' =-CH,-, R?>=H R = Me, R1, R2=H
Combretastatina A-2 Combretastatina A-4
R, R%=H, R'= Me R R'=H,R?=Me
Combretastatina A-3 Combretastatina A-5

Fonte: Adaptado de PETIT et al. (1982, 1987, 1989)

A CA-4 foi isolada com baixissimo rendimento, 0,0000319% obtido a partir de 77 Kg
de cascas da combretum caffrum e despertou atencdo devido a sua elevada citotoxicidade. A
CA-4 inibiu a polimerizagdo da p—tubulina de maneira mais eficiente (ICso = 2-3 uM) que a
colchicina (PETTIT, et al., 1989). Posteriormente, estudos da relacdo estrutura-atividade
revelaram que a geometria Z da CA-4 é essencial na inibicdo do crescimento de células
tumorais, isso se justifica porque essa geometria torna a molécula mais acomodavel no sitio
ativo da tubulina (KARATOPRAK; AKKOL; GENC; BARDAKCd; YUCEL; SOBARZO-
SANCHEZ, 2020). Apesar dos bons resultados obtidos para estudos in vitro a CA-4 n3o
avangou para testes in vivo devido a sua baixa solubilidade em agua, desse modo um pro-
farmaco, CA-4P (Figura 4), foi desenvolvido para a realizacdo desses estudos (TRON et al.,
2006).

Figura 4 - Estrutura da CA4-P.

— (@)
W\
/P\—ONa
o (") {5
MeO OMe OMe

CA-4P

Fonte: Adaptado de TRON et al. (2005).
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A maior parte das rotas desenvolvidas para sintetizar a CA-4 e analogos envolveu a
reacdo de Wittig. A CA-4 foi sintetizada pela primeira vez a partir da reagdo entre um sal de
fosfonio e o 3,4,5-trimetoxibenzaldeido usando n-butil litio como base (Esquema 1), a CA-4
foi obtida na forma de uma mistura de isémeros Z e E na proporcéo de 1:1,5. O produto com a

estereoquimica desejada Z, foi obtido em 19% de rendimento (PETTIT, et al., 1995).

Esquema 1 - Primeira sintese total da CA-4.

PPh3Br
1) n-BuLi
) n-Bui . HO OMe
2) OMe
OTBS MeO MeO OMe
OMe j OMe
(@) 19%
OMe Z.E=115
3) TBAF

Fonte: Adaptado de PETTIT, et al. (1995).

Apesar de ser um método eficiente, a baixa estereoseletividade na sintese traz um
problema, visto que a separagdo dos isdbmeros Z e E é dificil de ser realizada além de diminuir

ainda mais o rendimento da sintese.

1.3 ANALOGOS DA COMBRETASTAINA A-4

Nos ultimos anos diversos compostos analogos da CA-4 foram sintetizados na tentativa
de se obter antitumorais mais potentes e mais seletivos. As modificagdes estruturais envolveram

variages nos grupos funcionais presentes nos aneis A e B e na ligacdo dupla (Figura 5).

Figura 5 - Modificagdes que podem ser realizadas na combretastatina A-4.

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

Os diversos analogos obtidos nos ultimos anos foram sumarizados em algumas revisfes
da literatura (JAROCH, 2016; SEDDIGI, 2017; MCLOUGHLIN, O’BOYLE, 2020), aqui serdo
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apresentados alguns destes andlogos recentemente sintetizados e que apresentaram avangos em

relacdo a CA-4.

1.3.1 Modificagdes no anel A

Por muitos anos acreditou-se que a presenca dos trés grupos metoxila eram
indispensaveis para a atividade da CA-4. Essas conclusdes se baseavam no fato de que a
colchicina, um inibidor natural da tubulina, apresenta um anel com os trés grupos metoxila, e
em estudos em que um analogo sintetizado contendo um anel aromatico sem substituintes no
lugar do anel A foi menos ativo quando comparado com a CA-4 (JAROCH, et al., 2016). No
entanto, Pettit et al. (2005) sintetizaram um anélogo contendo um atomo de fltor substituindo
um dos grupos metoxila (Figura 6) e avaliou sua inibicdo da polimerizacdo da tubulina.

Figura 6 - Analogo da combretastatina A-4 contendo um &tomo de fldor.

MeO OMe OMe
Fonte: Adaptado de PETTIT et al. (2005).

Este composto apresentou uma atividade de inibicdo da polimerizacdo da tubulina
semelhante a CA-4. Assim, esse resultado revelou que as trés metoxilas ndo sdo indispensaveis
para a atividade da CA-4. No mesmo estudo também foram sintetizados analogos contendo Cl
e Br no lugar do F, porém esses analogos diminuiram a atividade antitumoral em relagdo a CA-
4,

1.3.2 Modificagdes no anel B

Devido a ideia de que o anel A seria indispensavel para a atividade dos analogos da CA-
4, a grande maioria das modificacdes estruturais foram realizadas no anel B (TRON, et al.,
2006). Por exemplo, a substituicdo do grupo -OH na posicdo 3 do anel por um grupo -NH2
(King, et al., 1998) ou por um grupo B(OH)2 (KONG, et al., 2005) revelaram um aumento na
poténcia das atividades citotoxicas em relagdo a CA-4 (Figura 7).
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Figura 7 - Anédlogos da combretastatina A-4 com modificac¢fes no anel B.

wo-{ ) L oy {p-aom
Me OMe

MeO OMe OMe MeO O

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

O anélogo contendo o &cido bordnico [-B(OH)2] além de ter apresentado maior
citotoxicidade e atividade de inibicdo da polimerizacdo da tubulina, também apresentou maior
solubilidade em agua que a CA-4, possibilitando a sua utilizagdo em testes in vivo.

Mais recentemente, Ojike, Lavignac e Casely-Hayford (2018), sintetizaram analogos
contendo um grupamento ester de cadeia longa no lugar da hidroxila da CA-4. Um desses

analogos apresentou atividade antitumoral muito proxima da CA-4 (Figura 8).

Figura 8 — Derivado da CA-4 com atividades antitumorais semelhantes a CA-4.

MeO O O
OMe o — — - -

OMe
Fonte: Adaptado de OJIKE, LAVIGNAC e CASELY-HAYFORD (2018).

1.3.3 Modificagdes na ligacao dupla

A maioria das modificag¢Oes na ligacdo dupla da CA-4 visam a obtencdo de compostos
ciclicos que aumentem a poténcia citotoxica do analogo e sua seletividade. Além desses dois
fatores, a presenca de compostos ciclicos também mantém a estrutura rigida. Uma ampla
variedade de compostos contendo anéis heterociclicos foram obtidos. Alguns exemplos séo
mostrados na Figura 9 (SEDDIGI, et al., 2017).
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Figura 9 - Exemplos de anélogos da combretastatina A-4 contendo anéis heterociclicos.

(\/N

N
H MeO Cl
N’N‘N
\ MeO  OMe OFEt
R. Romagnoli, et al
MeO Sci. Rep. 2016, 6, 2016
MeO OMe OMe

N. R. Madadi, et al
Eur. J. Med. Chem. 2015, 103, 2015

NS

MeO O O OH

MeO OMe OMe

Z. Wang, et al
MedChemComm. 2015, 6, 2015

MeO O O OH

MeO OMe OMe

Q. Guan, et al
Eur. J. Med. Chem. 2014, 87, 2014

Fonte: Adaptado de SEDDIGI, et al. (2017).

Um exemplo desses analogos foi obtido recentemente por Mustafa et al. (2019). Uma
série de Z-estilbenos andlogos da CA-4 contendo um anel 1,2,4-triazol foram sintetizados e

alguns desses apresentaram atividade de inibicdo da polimerizacdo da tubulina muito
semelhante a CA-4 (Figura 10).

Figura 10 - Anélogos da CA-4 contendo um anel 1,2,4-triazol.

2
hoR
O~__N R3
j\: . R'=F, OMe
’z
N /N R R2 = H, OMe, Me, F
N R®

R3=H, OMe, CI, F

OMe R* = H, OMe, OEt, F, OCF3 CO,H
R®=H, Me, F

R’ Cl 0 OMe

\

Me

Fonte: Adaptado de MUSTAFA et al. (2019).
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1.4 COMPOSTOS DE TELURIO EM SINTESE ORGANICA

O primeiro composto organico de teldrio foi obtido ha mais de 150 anos com a sintese
do telureto de dietila por Wohler em 1840. No entanto, até meados do século XX os compostos
de teltrio permaneceram esquecidos pela comunidade cientifica até que os estudos de reagentes
de selénio receberam destaque, em especial devido a descoberta da reacdo de eliminagédo syn
de selendxidos. Esse fato, levou diversos pesquisadores a explorar as potencialidades dos
compostos de teldrio, comprovado pelo grande nimero de trabalhos e revisdes publicadas nos
ultimos anos sobre esses compostos (ZENI; MENEZES, 2011).

Apesar das potencialidades dos reagentes de organotel(rio em sintese organica, essa
classe de compostos sempre carregou uma ma reputagdo por serem considerados malcheirosos,
instaveis e toxicos. No entanto, esses comentarios sdo validos apenas para alguns tipos de
reagentes. Em relacdo ao mau cheiro, por exemplo, pode-se fazer uma comparacdo entre
diteluretos e teluretos organicos que contém grupos alquila de baixo peso molecular, esses
compostos apresentam mau cheiro, sendo necessario seu manuseio em capela, porém, quando
¢ adicionado qualquer grupo substituinte a esses grupos alquila, os diteluretos e teluretos
organicos correspondentes sdo praticamente inodoros. Na Figura 11 é mostrado um resumo das
espécies de organotellrio malcheirosas e ndo malcheirosas. Existem ainda diversos compostos
de organotelirio que séo solidos estaveis e podem ser armazenados como um reagente de
laboratdério qualquer. Com relacdo a toxicidade, esses estudos sdo ainda escassos (ZENI;
LUDTKE; PANATIERI; BRAGA, 2006, COMASSETO, 2010).
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Figura 11 - Compostos de teldrio ndo malcheirosos e malcheirosos.

Compostos que nao sao malcheirosos

pre— n
Al TR  ATeAr  ATeTeAr AeR 7 TeBY
R

— — o) (\O
HO Te"Bu O:(—\Te "Bu 0
R R /U\/\TenBu \#/\TenBu

0 HO R = alquila, arila, OR

H
Ho/U\MnATe”Bu R/N\Mﬁ\Te”Bu )\MfTe"Bu

Compostos malcheirosos

RTeTeR RTeR R = alquila

Fonte: Adaptado de COMASSETO et al. (2010).

Diversos compostos de organoteldrio foram preparados nos ultimos anos e dentre estes
a classe que mais se destacou foram os teluretos vinilicos, que sdo compostos extremamente
Uteis e versateis em sintese orgéanica. Diversos métodos baseados na utilizacdo de espécies
nucleofilicas, eletrofilicas ou radicalares de telirio sdo descritos para a sintese desses
compostos. No topico seguinte serd apresentada a preparacdo desses compostos por espécies
nucleofilicas de telurio, que é considerada a mais eficaz e a mais utilizada em nosso laboratorio
(ZENI; MENEZES, 2011).

1.4.1 Teluretos vinilicos a partir de espécies nucleofilicas de teldrio

Os teluretos vinilicos podem ser sintetizados a partir de reacdes de hidroteluracdo de
alquinos, as quais levam a alquenos de geometria Z, diferentemente das hidrometalacdes
convencionais, como a hidrozirconacéo, hidroboragado e hidroaluminagéo, que levam a alquenos
E (Esquema 2) (COMASSETO, 2010). Isso acontece devido as hidrometalagdes convencionais
ocorrerem via um mecanismo de adicdo syn do metal e do atomo de hidrogénio ao alquino
(Esquema 2a), enquanto na hidroteluracdo a adicdo ao alquino ocorre através de um mecanismo
anti, no qual o &nion telurolato se adiciona em uma face da ligacao tripla e o proton € capturado
pela outra face (Esquema 2b) (ZENI; MENEZES, 2011).
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Esquema 2 - Mecanismos de reacdes de hidrometalacéo.

E
R R
M-H _
R— > \,_—-_, —_— >:\
M= Al, B, Zr VIV H M (a)
syn E

R'TeTeR' [EtO-H y 7
NaBH,4 R—

R—= | (b)
EtOH TR R TeR

anti V4

Fonte: Adaptado de ZENI (2011).

A obtencdo de teluretos vinilicos por espécies nucleofilicas de telGrio ganhou for¢a nos
ultimos anos e uma grande variedade dessas espécies contendo diferentes grupos funcionais
foram obtidas a partir da reacdo de hidroteluracéo.

Os alquinos contendo anéis aromaticos séo considerados bons substratos para as reagées
de hidroteluracdo, uma vez que apenas o telureto vinilico 1,2-dissubstituido é geralmente obtido
e com estereoquimica Z de maneira exclusiva (Esquema 3) (DABDOUB; DABDOUB,;
COMASSETO; PETRAGNANI, 1986).

Esquema 3 - Sintese de arilteluretos vinilicos.

R'TeTeR ', NaBH TeR'
720 - .

— T EtOH, refluxo
2 -24h

R' = alquila, arila, vinila

Fonte: Adaptado de DABDOUB (1986).

Outra classe de composto que foi submetida a rea¢fes de hidroteluragdo sdo os alcoois
propargilicos. Esses compostos sao substratos interessantes por serem intermediarios relevantes
em sintese organica. Assim como a maioria das hidrotelura¢6es de alquinos contendo grupos
alquila, as hidroteluracdes de alcoois propargilicos geralmente levam a uma mistura dos
regioisdbmeros 1,1-dissubstituidos e 1,2-dissubstituidos, sendo o Gltimo o produto majoritario
(Esquema 4) (LUXEN; CHRISTIAENS; RENSON, 1980).
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Esquema 4 - Reacdo de hidroteluracdo de alcoois propargilicos.

R R? o (PhTe)z, NaBH, ~,<:\ PhTe
a— EtOH, refluxo HO R2 TePh — + <\

HO R1 R2
HO R'
70-80%
1,2-dissubstituido ~ 1,1-dissubstituido
majoritario minoritario

Fonte: Adaptado de LUXEN (1980).

O nosso grupo de pesquisa realizou um estudo sobre a influéncia de diferentes grupos
protetores e diferentes temperaturas na reacdo de hidroteluracdo de alcoois propargilicos.
Constatou-se que 0 TBS e TIPS séo os melhores grupos protetores nesta reagdo por aumentarem
a regiosseletividade da reacdo (Esquema 5) (MENEZES, 2010).

Esquema 5 - Efeito dos grupos protetores na regiosseletividade da reagéo de hidroteluragdo de &lcoois

propargilicos.

BuTe

(BUTe)z, NaBH4 —
— . ro— “TeBu s

rRO. EtOH, refluxo
3h 78-82%  OR
R=H 56:44
R =TBS 85:15
R= TIPS 88:12

Fonte: Adaptado de MENEZES (2010).

Outra classe de compostos interessante como substratos em reacdes de hidroteluracéo
sdo os diinos e eninos, uma vez que o0s produtos formados sdo 0s eninos e dienos
correspondentes, estruturas presentes em diversos compostos naturais (Esquema 6) (ZENI;
MENEZES, 2011).
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Esquema 6 - Reacdo de hidroteluracdo de grupos eninos e diinos.

R2
(RTe)Z, NaBH4 -
Rl———=—R? > TeBu
EtOH, refluxo //
diino R' enino
R
\_\\ /z/_\TeBu
R
(RTe),, NaBH,4 .
enino dieno
EtOH, refluxo
R —
— \:/_\TeBu
R/_\\

Fonte: Adaptado de ZENI (2011).

Um exemplo da aplicacdo de teluretos vinilicos em sintese organica séo as reac0es de
transmetalacdo. Tucci, et al. (1996) obtiveram uma série de cupratos Z-vinilicos de maneira
estereoespecifica a partir de Z-teluretos vinilicos, em seguida reagiu esses cupratos com enonas
e epoxidos, a obtencdo dos cupratos a partir dos teluretos vinilicos e a subsequente reagédo destes

cupratos com uma enona é mostrada no Esquema 7.

Esquema 7 — Reacdo de transmetalacdo de teluretos vinilicos.

o)
0
2 R?
R THE R’
. — - —

RiCUCN)L + gh “gr3 250c  R'  Cu(R)(CN)Liz =

R2
R = Me, n-Bu
R',R?=H, Ph
R3 = n-Bu, Ph

Fonte: Adaptado de TUCCI et al. (1996).

Estes resultados foram particularmente importantes porque a obtencéo de cupratos com

estereoquimica Z por outros métodos € bastante complexa, envolvendo uma serie de reacdes.
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Outra aplicagdo importante dos teluretos vinilicos esta nas reacGes de formacdo de
ligacdo cabono-carbono. Zeni e Comasseto (1999) obtiveram uma série de eninos e enediinos

a partir de uma reacao de acoplamento entre teluretos vinilicos e acetilenos (Esquema 8).

Esquema 8 — Reagdes de acoplamento entre teluretos vinilicos e acetilenos

1) PdClI; (20 mol %)
__ Cul (20 mol %), MeOH, 25 °C K —

R TeBu 2) R=—H EtN \ 1
R

R, R' = alquila, arila

Fonte: Adaptado de ZENI e COMASSETO (1999).

Os pesquisadores observaram que houve a retencdo da geometria Z dos teluretos

vinilicos, dependendo do telureto usado pdde-se obter 0s eninos ou enediinos.

1.5 REAGENTES DE BORO EM SINTESE ORGANICA

Os compostos organometalicos sdo de suma importancia em sintese organica por tornar
possivel a obtengéo de produtos de dificil acesso a partir de reacdes de liga¢do carbono-carbono,
os reagentes mais utilizados nessas transformaces sdo o0s compostos de organolitio e
organomagnesio. No entanto, a elevada nucleofilicidade e basicidade desses compostos impede
seu uso quando reagentes com grupos funcionais sensiveis estdo envolvidos. Nesse sentido, a
busca por reagentes organometalicos mais seletivos, que tolerem um maior nimero de grupos
funcionais é constante e dentre estes destacam-se 0s compostos de Zn, Si, B e Sn. Os compostos
de organoboro e organoestanho foram os mais utilizados, porém as organoestananas possuem
elevada toxicidade, dificultando o uso. Por outro lado, o interesse nos compostos de organoboro
é crescente, principalmente apds o desenvolvimento da reacdo de acoplamento cruzado de
Suzuki-Miyaura (DARSES; GENET, 2008).

Os compostos de organoboro sdo geralmente obtidos a partir da reacao de hidroboracao
de alquenos e alquinos, sendo 0 BHs o reagente mais utilizado para essa finalidade. O produto
resultante € uma organoborana, compostos sensiveis ao ar e umidade e de dificil manipulacdo
(KAUR; KHATIK; NAYAK, 2017).

A partir das organoboranas podem ser obtidos os acidos boronicos e ésteres borénicos

correspondentes. Esses derivados sdo 0s principais compostos de boro usados em sintese
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organica em especial devido a sua maior estabilidade e possibilidade de aplicacdo em reagdes
de acoplamento cruzado.

Os organotrifluoroboratos de potassio surgiram como uma nova alternativa aos
reagentes de boro convencionais. Esses compostos sdo solidos cristalinos, muito estaveis ao ar
e a umidade (STEFANI; CELLA; VIEIRA, 2007) e também podem ser utilizados como
substratos em reagdes de acoplamento. O topico a seguir dara énfase aos métodos de preparacao

dessa classe de compostos de boro.

1.5.1 Meétodos de preparacao de organotrifluoroboratos de potassio

Inicialmente, os organotrifluoroboratos de potassio foram obtidos a partir do tratamento
de organodihaloboranas com uma solucao aquosa de KF (Esquema 9) (CHAMBERS; CLARK;
WILLIS, 1960).

Esquema 9 - Primeira sintese de trifluoroboratos de potéassio.

KF
2

R-BX,

R-BF4K

Fonte: Adaptado de CHAMBERS (1960).

A desvantagem desse método baseia-se no fato das organodihaloboranas serem
compostos instaveis e altamente reativos. Posteriormente, Vedejs e colaboradores
desenvolveram um método mais brando para a preparacdo de organotrifluoroboratos de
potassio a partir do tratamento de acidos borénicos com uma solugdo aquosa de hidrogénio
fluoreto de potéassio. Os organotrifluoroboratos de potéssio correspondentes foram obtidos em
bons rendimentos na maioria dos casos (Esquema 10) (VEDEJS; et al., 1995).

Esquema 10 - Sintese de trifluoroboratos de potassio utilizando KHF».

KHF>(3 equiv.)

R=B(OH), R-BF3K

MeOH, H,O 50-95%

25°C
R = alquila, arila, vinila

Fonte: Adaptado de VEDEJS et al. (1995).
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A purificacdo dos organotrifluoboratos de potéassio pode ser feita de maneira simples,
por lavagem com acetona a quente e cristalizacdo com éter dietilico.

Os organotrifluoroboratos de potassio também podem ser obtidos a partir de compostos
organometalicos em uma sequéncia de etapas que envolve a inicial preparacdo dos ésteres
bordnicos a partir da reacdo de reagentes de organolitio ou organomagnésio com boratos
seguida da adicdo de KHF2 (Esquema 11) (STEFANI; CELLA; VIEIRA, 2007).

Esquema 11 - Sintese de organotrifluoroboratos de potassio a partir de haletos.

B(OR"), KHF; (aq)

R-M ————> R-B(OR'), ———— R-BF;K
M = MgX, Li 38-95%
R = alquila, arila, vinila
R' = alquila

Fonte: Adaptado de STEFANI et al. (2007).

Mais recentemente, Lennox e Lloyd-Jones (2012) relataram um método eficiente para
a sintese dos organotrifluoroboratos de potassio a partir de acidos borénicos correspondentes

utilizando uma solucdo aquosa de KF e &cido tartarico (Esquema 12).

Esquema 12 - Sintese de organotrifluoroboratos de potéssio utilizando KF.

KF (aq)
acido tartarico
R—B(OH), R—BF3K
MeCN, H,0, THF 57.98%
25°C

R = alquila, arila, vinila

Fonte: Adaptado de LENNOX e LLOYD-JONES (2012).

Nas Ultimas trés décadas a utilizacdo dos organotrifluoroboratos de potassio em reagdes
de acoplamento ganhou grande destaque, tornando esses compostos os reagentes de boro mais
relevantes atualmente.

Recentemente, Molander e Argintaru (2014) desenvolveram um método de
acoplamento cruzado entre organotrifluoroboratos de potassio e haletos catalisada por um sal
de niquel (Esquema 13). A vantagem da utilizacdo dos organotrifluoboratos de potassio nesse
tipo de reacédo se deve a estabilidade destes ao ar e a umidade. Os compostos desejados foram

obtidos de modo estereoseletivo.
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Esquema 13 — Alquenilacéo de eletréfilos por reacdo de acoplamento cruzado.

NiBr,.glyme (10 mol %)

R/\WBF3K + Br/\/\@\ Batofenantrolina (10 mol %) R/\NJJ

R NaHMDS ou t-BuONa 3 equiv.
R = alquila, arila t-BuOH/CPME = 1:1, 60 °C R
R1 =H. Ph EouZ

estereoespecifico

Fonte: Adaptado de MOLANDER e ARGINTARU (2014)

Nadaf e Seapy (2014) utilizaram o N-metiltrifluoroborato isoindolin-1-ona de potéssio
em uma reacao de acoplamento cruzado catalisada por sais de paladio com cloretos de arila
(Esquema 14), os produtos desejados foram obtidos em bons rendimentos e a sintese destes
compostos € importante pois a subestrutura da isoindolina-1-ona é comum em varios produtos
naturais e farmacéuticos.

Esquema 14 — Reacdo de acoplamento cruzado com N-metiltrifluoroborato isoindolin-1-ona de potéssio.

o PdCl,(MeCN), (7,5 mol %) o)
BF,K XPhos (15 mol %), K,COj (3 equiv.) A
NJ + CI-Ar N
t-BUOH/H,0 (4/1; 0,25M)
100 °C, 16h 53-93%

29 exemplos

Fonte: Adaptado de RASHIDN e DAVEG (2014)

Molander e Wisniewski (2014) sintetizaram novos 2,1-borozaronaftalenos, uma classe
de compostos com aplicacGes importantes na area da quimica medicinal e de materias. Os

produtos de acoplamento foram obtidos em bons rendimentos utilizando condigfes aquosas
(Esquema 15).

Esquema 15 — Sintese de novos 2,1-borozaronaftalenos a partir de reag¢des de acoplamento cruzado.

H t-BuyP-Pd-G2
H t-BugP-Pd-G2 (1 mol %) N.  Me
N.g-Me Cs,CO; (3 equiv.) B~
+ ArBF3K =
A By CPME:H,0 (1:1) 0,5M Ar NH

60 °C, 18h

53-98% P,d—Pt-Bu3
38 exemplos (';|

Fonte: Adaptado de Molander e Wisniewski (2014)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Sintetizar e caracterizar analogos da CA-4 com elevada atividade antitumoral a partir

de um estudo de docking molecular com o sitio ativo da proteina tubulina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a energia de ligacdo de analogos da CA-4 com o sitio ativo da tubulina a
partir de estudos de docking molecular;

e Sintetizar os analogos com baixas energias de ligagdo com o sitio ativo da tubulina em
relacdo a CA-4;

e Utilizar as técnicas de RMN de *H, 3C e 1°Te e técnicas de RMN 2D para caracterizar
0s compostos vinilicos de telureto;

e Utilizar as técnicas de RMN de 'H, BC, "B e °F para caracterizar os
organotrifluoroboratos de potassio;

e Utilizar as técnicas de RMN de *H e **C e técnicas de RMN 2D para caracterizar os Z-
estilbenos;

e Testar as possiveis atividades antitumorais dos analogos sintetizados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 DOCKING MOLECULAR

A busca por compostos com atividade antitubulinica tem se intensificado gradualmente,
especialmente nas ultimas décadas, buscando-se principalmente novos protétipos
farmacéuticos com aplicacdo anticancerigena (BARRECA et al., 2020). Diferentes agentes
antineoplasicos conceituados se utilizam deste mecanismo de acdo, com destaque para a
colchicina, um alcaldide natural obtido de Colchicum automnale com elevada atividade
antimitotica (ABOUAITAH et al., 2020) e a combretastatina-A4, isolada primeiramente da
Combretum caffrum apresentou elevada atividade anticancerigena (PETIT et al., 1989).
Entretanto, a aplicacdo da colchicina e da combretastatina-A4 tem sido limitada devido as suas
propriedades toxicas e farmacocinéticas indesejaveis, respectivamente (SAMPEDRO-NUNEZ
et al.,, 2018; PREMALATHA; RAMACHANDRAN, 2020). Estes fatos tém fomentado
significativamente os esforgos na obtencéo de diversos agentes antitubulinicos tanto de origem
natural quanto sintética, que possam ser Uteis no design e desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos (BARRECA et al., 2020).

Inicialmente, foi realizado o redocking com a estrutura da colchicina a fim de validar os
parametros que seriam aplicados nos estudos de docking molecular envolvendo diferentes
compostos. Nesta etapa, foi possivel atestar a eficiéncia dos parametros utilizados durante os
calculos de ancoragem, com o valor de RMSD = 0,68 A (Figura 12), o qual esté de acordo com
os padrdes preconizados pela literatura cientifica (HAWKINS et al., 2008; CARLSON et al.,
2016).
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Figura 12 - Redocking do ligante co-cristalizado, colchicina, na estrutura da tubulina (1SAQ — cadeia o em roxo e

B em verde) com as poses original e obtida pelo redocking mostradas em azul e vermelho, respectivamente.

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

Apos a validacao do protocolo, compostos contendo diferentes grupos funcionais 4a-j
foram submetidos ao estudo de docking molecular frente a tubulina, encontrando-se baixos
valores de energia livre de ligacdo para todos os compostos estudados (Figura 13), merecendo
destaque o composto 4b, o qual apresentou uma energia livre estimada de -7,68 kcal/mol. Os
valores de energia livre de ligacdo encontrados mostram-se como um bom indicativo da
possibilidade dos compostos 4a-j apresentarem a capacidade de interagirem com o sitio de
ligacdo da colchicina na tubulina, uma vez que, quanto menor a energia livre, maior sera a
estabilidade do complexo ligante-receptor, e portanto, mais favorecida serd a interacdo
(FERREIRA, 2013).
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Figura 13 - Energias de ligacdo (AG) calculadas para os compostos 4a-j e combretastatina A-4, frente ao sitio
ativo da tubulina (PDB-1SAQ).
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

Apresentando o valor de energia livre de ligagdo mais proximo da colchicina entre os
compostos testados e com valor mais baixo que a combretastatina A-4, 0 composto 4b interagiu
com a tubulina em uma posi¢éo bastante proxima ao ponto de ancoragem da colchicina no seu
sitio de ligacdo, conforme demonstrado na Figura 14. Nos estudos de docking molecular foi
possivel observar que o grupo —NH2 deste composto estabeleceu liga¢bes de hidrogénio com os
residuos de Ala317 e Lys352. Além disso, outras interacOes foram estabelecidas com o sitio de
ligacdo da colchicina na tubulina, mais especificamente, os anéis aromaticos do composto 4b
realizaram interacGes do tipo n-alquila com os residuos de Cys241, Met259, Ala316, Val318 e

Ala354; e do tipo m-sigma com o residuo de Ala316 (Figura 14).
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Figura 14 - Sobreposi¢éo da conformacéo de menor energia do composto 4b (ciano) e a colchicina (amarelo) na

tubulina (1SAQ — cadeia o em roxo e  em cinza)

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

Adicionalmente, foi possivel notar que as energias encontradas para 0s compostos 4a-j
apresentaram valores que se aproximaram do valor de energia encontrado para a CA-4. Os
compostos que apresentaram as menores energias de ligacdo com o sitio ativo da tubulina foram
0s compostos 4b, 4h, 4e e 4d, respectivamente, valores menores que a CA-4. Além destes, 0s
compostos 4a e 4f tiveram valores de energia de ligacdo menores que a CA-4, ja 0s compostos
4c e 4j apresentaram valores de energia maiores que a CA-4, porém muito proximas.

Estes resultados indicaram a possibilidade dos compostos 4a-j interagirem de forma
semelhante a colchicina na estrutura tridimensional da tubulina, podendo formar complexos
mais estaveis e interagir de forma mais favoravel que a CA-4. Desse modo, estes resultados
sustentam a possibilidade desses analogos apresentarem uma atividade antineoplasica
interessante ao interagirem com a tubulina no sitio de ligacdo da colchicina, o que fomentou a
realizacdo da sintese desses compostos, que apresentaram bons resultados de docking

molecular.
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3.2 SINTESE DOS ANALOGOS DA COMBRETASTATINA A-4

A andlise retrossintética para a sintese dos Z-estilbenos analogos da combretastatina A-
4 esta descrita na Figura 15. As moléculas-alvo foram divididas em dois fragmentos principais
A e B, 0s quais poderiam ser unidos através de uma reacdo de acoplamento cruzado do tipo
Suzuki-Miyaura. O fragmento A é um telureto vinilico e poderia ser obtido de maneira
estereosseletiva a partir da reagéo de hidroteluragdo do alquino correspondente e o fragmento
B é um organotrifluoroborato de potassio, o qual poderia ser sintetizado a partir da reacdo do

acido boronico correspondente com KF.

Figura 15. Andlise retrossintética dos Z-estilbenos analogos da combretastatina A-4.

BF5K
R A — X
R1
O TeBu
2
R? Fragmento A Fragmento B

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

A rota sintética foi iniciada pela sintese do fragmento A, utilizando a reacdo de
hidroteluracdo entre um alquino funcionalizado e o ditelureto de dibutila. O ditelureto de
dibutila ndo é comercialmente disponivel e foi necessério realizar a sua sintese. Desse modo, 0
reagente foi preparado a partir da reacdo de teldrio elementar com n-BuL.i seguido da oxidacao
do telurol intermediario (ndo isolado) obtido (Esquema 16) (FREITAS, et al., 2012).

Esquema 16 - Sintese do ditelureto de dibutila.

1) n-BuLi, THF, 0°C

Tel BuTeTeBu
2) NH,Cl(aq), 25° C 80%
3) [O], 4h

Fonte: Adaptado de FREITAS (2012).

O produto desejado foi obtido na forma de um 06leo avermelhado em um rendimento de
80% e foi utilizado na etapa seguinte sem a necessidade de purificacdo. O ditelureto de dibutila
foi caracterizado por RMN H e %Te (Figura 16).
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Figura 16 - Espectro de RMN H (400 MHz, CDClIs3) do ditelureto de dibutila.

4 2
T
NN eTe/\a/\1

4
m 3 2
N

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

"5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f1 (ppm)

FONTE: PROPRIO AUTOR (2021).

Todos os deslocamentos quimicos presentes no espectro correspondem aos protons da
molécula. O tripleto em & 0,93 corresponde aos hidrogénios metilicos H1, o sexteto em & 1,39
corresponde aos protons H2, o quinteto em & 1,70 corresponde aos protons H3 e, finalmente, o
tripleto em 6 3,11 corresponde aos prétons H4 vizinhos aos atomos de teldrio, todos os sinais
apresentam J = 7,6 Hz.

De posse do ditelureto de dibutila, foi realizada a sintese do telureto vinilico, a partir da
reacdo de hidroteluracdo do 3-amino-fenilacetileno 1, obtido comercialmente (Esquema 17). A
reacao de hidroteluracdo foi baseada na formacao in situ de um telurol (espécies analogas aos
alcoois) que sdo compostos instiveis e sensiveis a reacdo de oxidacdo. Desse modo, essas
espécies ndo podem ser isoladas, o que ndo ocorre com selendis e tidis. Uma vez que o ditelureto
de dibutila pode gerar o telurol correspondente a partir de uma reacgdo de reducdo em solvente
protico, € conveniente a preparacdo desse composto, que pode ser estocado para realizar a
posterior reacdo de formacéo do telurol.

Para a reacdo de hidroteluragéo, o ditelureto de dibutila foi solubilizado em etanol e a
esta solucdo foi adicionado NaBHa4 até que a reacdo mudasse da coloragdo avermelhada para
incolor (indicativo da formacéo do telurol). Nesse ponto da reacao, o 3-amino fenil acetileno 1,
foi adicionado a reacdo, que permaneceu em agitacdo sob refluxo durante 5 h. O telureto

vinilico 2, foi isolado na forma de um 6leo esverdeado em um rendimento de 80%.
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Esquema 17 - Sintese do telureto vinilico 2.

=
BuTeTeBu A
NaBH,, EtOH TeBu
NH, refluxo, 5h NH,
1 2
80%

Fonte: Adaptado de FREITAS (2012)

A reacdo ocorreu de modo estereoseletivo uma vez que somente a formacdo do
estereoisdmero Z foi observada. A estereoquimica da reacdo pode ser explicada a partir do
mecanismo da reacdo de hidroteluracdo, onde a adicdo do telurol e a captura do préton do
solvente ocorrem de maneira anti, diferente das hidrometalagdes convencionais, que ocorrem

via adicdo syn (Esquema 18).

Esquema 18 - Mecanismo da reacao de hidroteluracéo de alquinos.
T

L (r HOEt H
aBH, —Ar
BuTeTeBu — [2 BuTeHI —_— ——Ar — —
EtOH EtOH . BuTe Ar
telurol refluxo BuTe ~

telureto vinilico
ataque anti V4

Fonte: Adaptado de ZENI (2010).

As reacOes de hidroteluracdo podem levar a formacéo de dois possiveis regioisdmeros
e a regiosseletividade da reacdo depende da natureza do alquino de partida (Esquema 19).
Alquinos contendo substituintes alquilicos podem levar ao telureto vinilico 1,2-dissubstituido
ou ao 1,1-dissubstituido, sendo o primeiro o produto majoritario na maioria dos casos. Ja
alquinos contendo substituintes arilicos levam a formacao exclusiva do telureto vinilico 1,2-
dissubstituido e, por isso sdo considerados excelentes substratos para a preparacéo de teluretos
vinilicos. Uma explicacdo plausivel para essa observacao é que o grupo arila estabiliza a carga
parcial negativa formada no carbono durante 0 mecanismo da reacéo (Esquema 18).
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Esquema 19 - Possiveis regioisdmeros nas reacdes de hidroteluracéo.

BuTeTeB BuTe
uTeTeBu /—\
R— > R TeBu + >:
NaBH,4 R
EtOH telureto vinilico telureto vinilico
1,2-substituido 1,1-substituido

R = alquila = 60:40 a 80:20
R=arila =100:0

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

O telureto vinilico 2 foi caracterizado através de RMN de 'H, 13C e ®Te. No espectro
de RMN *H todos os sinais sdo correspondentes aos prétons da molécula, onde destacam-se 0s
dois dupletos em & 7,30 e 6 6,93 (Figura 17), que correspondem aos protons H6 e H5,
respectivamente, da ligacdo dupla, com J = 10,8 Hz. Essa constante de acoplamento é um valor

caracteristico de ligac6es duplas com geometria Z.

Figura 17 - Espectro de RMN 'H (400MHz, CDCls) do composto 2.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

A atribuicdo inequivoca dos protons HS em 6 6,93 e H6 em 6 7,30 foi realizada a partir

do espectro de RMN 2D de HMBC, no qual é possivel observar os acoplamentos entre atomos



40

de carbono e protons a duas e trés ligacdes, ou até quatro ligacGes em sistemas conjugados.
Observou-se 0 acoplamento entre o proton H5 e C4 com elevada intensidade, o que ndo poderia
ser observado para o acoplamento de H6 e C4 devido a distancia entre as ligacdes. Em outra
expansdo foi também observado o acoplamento entre H6 e os carbonos C8 e C12 com maior
intensidade que o acoplamento entre H5 e 0s mesmos &tomos de carbono. Esta observagéo
também corroborou para a atribui¢do inequivoca dos prétons H5 e H6, visto que H6 esta a trés
ligacGes distantes destes carbonos e H5 esta a quatro ligacdes distantes, o que explicaria a

intensidade do sinal observado (Figura 18).

Figura 18 - Expansdo do Espectro de RMN 2D (*H — $3C{*H}-HMBC)(partes).

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

No espectro de RMN *3C do composto 2 (Figura 19) todos os sinais correspondem aos
atomos de carbono da molécula, destacando-se o sinal em 6 33,9, que corresponde a C3, e em
0 24,9 que corresponde a C2, o sinal em 6 13,4 corresponde a Cl1 e o sinal em o 8,9,
correspondente a C4. Além destes deslocamentos caracteristicos do grupo n-Bu, vale destacar
os deslocamentos quimicos em & 105,1 e 6 136,9 que correspondem aos carbonos C5 e C6,

respectivamente.
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Figura 19 - Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) do composto 2.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

A atribuicdo dos atomos de carbono C5 em & 105,1 e C6 em & 136,9 de maneira
inequivoca foi realizada a partir do espectro de RMN 2D do HSQC, uma vez ja atribuidos os
prétons H5 e H6 e observando o espectro de RMN 2D do HMBC, foi possivel observar a quais
carbonos esses dois protons estavam diretamente ligados, diferentemente da técnica de HMBC,
0 HSQC mostra a relagcdo entre protons e carbonos diretamente ligados. Além destes dois
atomos de carbono 0 RMN 2D do HSQC também permitiu a atribui¢do dos carbonos alifaticos,
comClem 13,4, C2em 24,9, C3em 4 33,9 e C4em 4 8,9. O deslocamento quimico de C4
evidencia que o atomo de telurio blinda os atomos de carbono aos quais esta ligado (Figura 20).
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Figura 20 - Expansdo do Espectro de RMN 2D (*H — 3 C{*H}-HSQC)(partes).
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

ApoOs a andlise dos sinais nos espectros de RMN de *H e *3C, foi obtido o espectro de
RMN de 1%°Te. Foi observado um Gnico sinal em & 331,3, correspondente ao atomo de teltrio
da molécula, comprovando a obtencdo de um Unico produto, o telureto vinilico 1,2-

dissubstituido 2 (Figura 21).

Figura 21 - Espectro de RMN ?5Te (126 MHz, CDCl3) do composto 2.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).
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Finalizada a sintese e caracterizacdo do fragmento A foi iniciada a sintese do fragmento
B. Os ariltrifluoroboratos de potéssio foram obtidos seguindo a metodologia descrita por
Lennox e Lloyd-Jones (2012). A partir dos acidos bordnicos arilicos correspondentes, que
foram comercialmente adquiridos. Estes compostos foram submetidos a reacdo com uma
solucdo aquosa de KF em MeCN e, ap6s 5 min de agitacdo foi adicionado &cido tartarico em
THF, ocorrendo a precipitacdo de bitartarato de potéssio, indicativo da formacdo do
ariltrifluoborato de potassio. Empregando-se essa metodologia, os ariltrifluoroboratos de
potassio 3a-d foram obtidos na forma de s6lidos brancos em rendimentos que variaram de 60%
a 71% (Esquema 20).

Esquema 20 - Sintese dos ariltrifluoroboratos de potassio.

KF(aq), acido tartarico

Ar-B(OH), > Ar-BF3;K
MeCN, THF
25 °C, 10 min.

BF3K BF3K BF3K BF3K
9
S

OMe o OH

3a 3b 3c 3d

71% 60% 60% 63%

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

Nos ultimos anos cresceu o interesse na aplicagcdo desses sais de organoboro em reagdes
de formacéo de ligacdo carbono-carbono, em especial devido ao fato desses compostos serem
estaveis ao ar e a umidade, ao contrario dos acidos e ésteres bordnicos comumente utilizados
como reagentes nesse tipo de reacdo. A confirmacdo da formacdo dos ariltrifluoroboratos de
potassio foi a partir das analises de RMN de *H, 3C, !B e °F. Como exemplo seréo
apresentados o0s espectros obtidos para 0 composto 3a.

O espectro de RMN *H do composto 3a apresentou todos os sinais correspondentes a
estrutura. O singleto em 6 3,6 corresponde aos trés protons da metoxila em C4, os dupletos em
d 7,26 ¢ 6 6,69 com J = 8,4 Hz correspondem aos protons H1 e H2, respectivamente,
caracteristicos de um anel para-dissubstituido. Os prétons H2 sdo mais blindados devido ao
efeito doador de elétrons do &tomo de oxigénio do grupo metoxila, conhecido por ser um grupo

ativante para as posigoes orto e para (Figura 22).
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Figura 22 - Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

No espectro de RMN 3C obtido para o composto 3a foram observados todos os sinais
correspondentes dos 4&tomos de carbono do composto. Em & 54,6 observou-se a metoxila, e em
6 112,1 o sinal correspondente aos carbonos C3 e C5. Em 6 132,4 pode-se observar o sinal para
0s atomos de carbono C2 e C6, e o carbono C4 ¢é o mais desblindado aparecendo em & 157,5
(Figura 23). O sinal referente ao carbono C1, que esta ligado diretamente ao atomo de boro,

nédo aparece no espectro devido ao efeito quadrupolar do boro (OLIVEIRA, et al., 2009).



Figura 23. Espectro RMN 3C (75MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

O espectro de RMN B mostrou um tnico sinal alargado em & 7,9, comprovando a

obtencdo do produto (Figura 24). Algumas vezes € possivel observar um quarteto

correspondente ao sinal do boro com uma proporc¢édo 1:3:3:1, explicado pela regra 2nl+1, em

gue n é o numero de nucleos vizinhos e | é o spin do ndcleo, porém, devido ao efeito de

relaxacdo relativamente rapido do 4&tomo boro néo foi possivel observar o J do boro com os

atomos de fluor nesse caso. Outra possibilidade é que este sinal tenha sido alargado devido a

efeitos de concentracéo.



46

Figura 24 - Espectro RMN 1B (96MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

No espectro de RMN *°F foi observado o deslocamento quimico do atomo de fltior em
6 -138,6, 0 que evidencia a sintese do composto (Figura 25). Novamente, em alguns casos €
possivel observar um quarteto no espectro de RMN °F para organotrifluoroboratos de potassio,
que seria o esperado para o atomo de fldor devido a regra do 2nl+1 (OLIVEIRA, et al, 2009),

porém, provavelmente devido a efeitos de concentragdo, um simpleto foi observado.

Figura 25 - Espectro RMN °F (282MHz, DMSO-ds) do composto 3a.
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Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).
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De posse dos fragmentos A (telureto vinilico) e B (ariltrifluoroboratos de potassio) foi
dado prosseguimento a sintese dos Z-estilbenos andlogos da combretastatina A-4. Os analogos
desejados foram obtidos a partir de uma reacdo de acoplamento cruzado do tipo Suzuki-
Miyaura entre os dois fragmentos, seguindo a metodologia desenvolvida por Cella e Stefani
(2005). No entanto, uma pequena modificagdo na metodologia foi realizada onde foi utilizado
Ag2CO3 em substituicdo ao Ag20 (Esquema 21). Essa mudanca foi realizada em nosso grupo
de pesquisa em trabalhos anteriores, onde constatou-se um aumento no rendimento da reagéo.

Os Z-estilbenos 4a-d foram obtidos de maneira inédita em rendimentos que variaram de
50% a 65% de forma estereoespecifica, diferentemente dos métodos comumente usados para a
sintese de analogos da CA-4 (CIRLA, MAN, 2003). Como a separa¢do de estereoisomeros é
particularmente dificil de ser realizada, a utilizacdo de uma metodologia estereoespecifica foi

crucial.

Esquema 21 - Sintese dos Z-estilbenos analogos da Combretastatina A-4.

X
X
TeBu + Ar—BF3K Pd(PPh3)4, A92CO3
MeOH Ar

NH 25° C, 40min,
) ) \H,
4a-d
PDOUNSS UGS
@ 9
NH; NH, NHy S NH;
OMe
(0] Me OH
4a 4b 4c 4d
55% 50% 65% 60%

Fonte: PROPRIO AUTOR (2021).

A confirmacao da formagcéo dos produtos desejados foi realizada através de RMN de *H
e 13C. Como exemplo sera apresentado o espectro de RMN *H obtido para o composto 4a, onde
destacam-se um dupleto em 6 6,48 ¢ um dupleto em 6 6,44 referentes aos protons H8 e H7,
respectivamente, com um valor de J = 12 Hz, caracteristico de acoplamentos de protons em
alquenos com geometria Z. Esse valor de constante de acoplamento evidencia a manutencéo da

geometria Z da ligacdo dupla do telureto vinilico (Figura 26).
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Figura 26 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) do composto 4a.
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Fonte: Proprio autor (2021).

Novamente foi realizada a atribuigdo inequivoca dos prétons da ligagao dupla, H7 em 6
6,44 e H8 em 6,48 a partir do espectro de RMN 2D de HMBC. Uma expansao desse espectro
na regido dos dois prétons da dupla (Figura 27) mostra o acoplamento de H7 com o carbono
C1 e C5 em maior intensidade que o acoplamento de H8 com os mesmos carbonos, além disso,
0 acoplamento de H8 com o carbono C9 é mais intenso que o0 acoplamento de H7 com 0 mesmo
carbono, por ultimo também pode-se observar o acoplamento desses dois protons com o
carbono C6 e H7 acopla com mais intensidade, como esperado. Todos esses dados

corroboraram para esta atribui¢do inequivoca dos dois prétons.
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Figura 27 - Expansdo do Espectro de RMN 2D (*H — $3C{*H}-HMBC)(partes) do composto 4a.
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Fonte: Proprio autor (2021).

No espectro de RMN 3C do composto 4a foi possivel observar os deslocamentos
quimicos dos 15 atomos de carbono presentes na molécula, com destaque para 0s sinais
correspondentes a C7 e C8, em 6 128,9 e 6 129,6, respectivamente. Também pode-se destacar

o sinal em 6 55,2 que corresponde a ressonancia da metila ligada ao atomo de oxigénio (Figura

28).
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Figura 28 - Espectro de RMN 3C (100 MHz, CDCls) do composto 4a.
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Fonte: Proprio autor (2021).

Novamente a atribui¢do inequivoca dos carbonos da ligagao dupla C7 e C8 em 6 128,9
e 0 129,6, respectivamente, foi realizada através do espectro de RMN 2D do HSQC. Tendo
determinado os prétons H7 e H8, foi possivel determinar com facilidade a partir do acoplamento
destes prétons com os atomos de carbono C7 e C8, o deslocamento quimico de cada um destes
atomos de carbono. A expansdo do espectro de RMN 2D do HSQC (Figura 29) apresenta esses

acoplamentos, assim foi elucidada de maneira inequivoca a posi¢éo destes &tomos.
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Figura 29 - Expansdo do Espectro de RMN 2D (*H — $3C{*H}-HSQC)(partes) do composto 4a.
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Fonte: Proprio autor (2021).

Todos os Z-estilbenos foram obtidos e suas estruturas foram confirmadas por
espectroscopia de RMN, comprovando sua sintese e pureza.

Tendo os quatro Z-estilbenos puros em maos, seguiu-se com a Ultima etapa do trabalho,
a avaliacdo da citotoxicidade dos compostos frente a diferentes linhagens de células tumorais.
As amostras foram enviadas para o laboratorio ao qual nosso grupo tem parceria e as analises

estdo sendo realizadas, porém ainda ndo foi possivel obter estes resultados.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos estudos de docking molecular evidenciou-se que os analogos da CA-4
submetidos aos estudos podem ser agentes antitumorais promissores Visto que apresentaram
baixas energias de ligacdo com o sitio ativo da tubulina. Alguns destes compostos apresentaram
energias de ligacdo menor ou muito proximas da CA-4, que é um conhecido inibir da
polimerizacédo da tubulina e potente agente antitumoral, destacando-se 0s compostos 4a, 4b, 4c,
4d, 4e e 4h. O composto 4b apresentou a menor energia de ligacdo entre todos os analogos
propostos, ainda menor que a energia de ligacdo da CA-4 (4b = -7,68 kcal/mol; CA-4 = -6,66
kcal/mol). Devido aos resultados obtidos no estudo de docking molecular, todos esses analogos
da CA-4 tornam-se promissores como candidatos a agentes antitumorais.

Quatro Z-estilbenos analogos da CA-4 foram sintetizados em rendimentos que variaram
de 50% a 65% a partir de uma reagédo de acoplamento cruzado do tipo Suzuki entre um telureto
vinilico e organotrifluoboratos de potassio. Os produtos obtidos foram caracterizados por RMN
'H, 13C e por experimentos de RMN 2D de HMBC e HSQC. O telureto vinilico foi obtido em
um rendimento de 80% e foi caracterizado por RMN de *H, ¥C, %Te e também por
experimentos de RMN 2D de HMBC e HSQC. Os organotrifluoboratos de potassio foram
obtidos em rendimentos que variaram de 60% a 71% sendo caracterizados por RMN *H, 3C,
1B e F. Todos os analogos sintetizados serdo submetidos a testes in vitro de citotoxicidade

frente a diferentes linhagens de células tumorais.
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PERSPECTIVAS

Sintetizar os anélogos 4e, 4f e 4h, uma vez que tiveram bons resultados no docking
molecular, porém néo foi possivel realizar suas sinteses até 0 momento.
Realizar os estudos de atividade antitumoral de todos os compostos a fim de comparar estes

resultados in vitro com os obtidos in silico pelos estudos de docking molecular.
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6 METODOLOGIA

6.1 ASPECTOS GERAIS

A vidraria utilizada, quando necessério, foi flambada sob fluxo de arg6nio seco. Os
solventes usados nas reacdes e colunas cromatograficas foram purificados de acordo com a
literatura antes de serem utilizados (ARMAREGO, 1996); O THF foi seco a partir de sua
destilacdo sob sddio metalico. A concentracdo do n-BuLi, quando necessaria, foi determinada
através de titulacdo com isopropanol utilizando 1,10-fenantrolina como indicador (CASTRO,
2007). Todos os demais reagentes comerciais foram usados do mesmo modo como foram
entregues.

As purificages atraves de cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-se
silica-gel Merck (230-400 mesh) [Aldrich ou Merck] de acordo com o método desenvolvido
por Still, Kahn e Mitra (1978). As anélises de cromatografia em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando-se placas de silica-gel GF Analtech ou placas GF Merck e, para suas
visualizagdes, as placas foram colocadas sob luz ultravioleta ou mergulhadas em solugéo de
vanilina.

Os espectros de RMN *H (300 e 400 MHz), *C (75 ou 100 MHz), *°F (376 MHz), e 1'B
(128 MHz) foram registrados em um aparelho Varian UNITY PLUS, Varian UNMRS ou
Bruker Avance. Os espectros de RMN 'H (600 MHz), *C (150 MHz) foram registrados em um
aparelho Bruker Avance; os deslocamentos quimicos sao expressos em partes por milhdo (ppm)
relativos ao pico residual do solvente utilizado na aquisi¢cdo. No caso dos espectros de RMN
1B (128 MHz), °F (376 MHz) e *°Te (126 MHz), os espectros foram calibrados utilizando,
respectivamente, BF3+Et20 (6 0,0), CFsCO2H (6 0,0) e ditelureto de difenila (6 422,0) como
referéncia externa. As constantes de acoplamento (J) séo descritas em Hertz (Hz).

Os equipamentos citados acima se encontram na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco, com excecdo dos
equipamentos Bruker Avance RMN 600 MHz e 400 MHz, que se encontram na Universidade
Federal de Alagoas, no Nucleo de Andlises e Pesquisa em Ressonancia Magnética Nuclear
(NAPRMN) e na Universidade Federal da Paraiba, no Laboratorio Multiusuario de

Caracterizacdo e Analises (LMCA), respectivamente.
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6.2 DOCKING MOLECULAR

O software AutoDock 4.2.6 foi utilizado para os estudos de docking molecular. O
AutoDock 4.2.6 apresenta-se como um conjunto de algoritmos que simulam o processo de
ancoragem (docking) molecular, sendo estruturado para estimar como pequenas moléculas,
substratos ou farmacos, se ligam a um receptor de estrutura 3D conhecida. Para isso, as
estruturas tridimensionais dos ligantes que foram submetidos ao estudo de docking foram
construidas utilizando o software Avogadro 1.2.0 (HANWELL et al., 2012) e otimizadas pelo
método semi-empirico PM6 (TEWART, 2007) implementado no MOPAC2016. Apos
otimizados, os ligantes foram transformados para o formato “.pdb” e preparados para o docking
fundindo os hidrogénios ndo polares com o carbono correspondente, calculando a carga parcial
dos atomos usando o procedimento de Gasteiger e definindo as ligacdes rotaveis dos ligantes a
partir do pacote AutoDockTools-1.5.6.

A estrutura tridimensional cristalizada da tubulina foi obtida no RCSB Protein Data
Bank no formato “.pdb” (cddigo: 1SA0Q) e preparada para o estudo de docking molecular
removendo os residuos de agua e outros heteroatomos presentes, fundindo os hidrogénios néo
polares e adicionando a estrutura proteica os hidrogénios polares, bem como as cargas de
Kollman a partir do pacote AutoDockTools-1.5.6. As dimensdes e posicionamento do grid box
foi definido tomando como ponto central o ligante co-cristalizado presente na estrutura
tridimensional da tubulina, a colchicina (x = 118,026; y = 89,818; z = 6,327), alcancando-se 0s
aminoacidos pertencentes ao sitio de ligacdo da enzima, apresentando uma dimens&o de 40 x
40 x 40 pontos. Foi utilizado o algoritmo genético Lamarckiano para a realiza¢do dos calculos
no AutoDock 4.2.6, realizando-se 100 execuc¢des para cada ligante a fim de determinar as
melhores conformacdes e orientacdes de cada composto.

Para a validacdo dos pardmetros que foram utilizados nos calculos de docking
molecular, realizou-se o estudo de redocking da colchicina co-cristalizada. Essa avaliacdo é
feita a partir do valor de Root Mean Standard Deviation (RMSD) obtido, o qual calcula a
diferenca entre a disposicdo espacial do ligante observado nos estudos de cristalografia e a
conformacdo obtida apds os calculos de docking, sendo considerados adequados valores de
RMSD <2 A (HAWKINS et al., 2008; CARLSON et al., 2016).

As poses de acoplamento resultantes, bem como imagens mostrando interagdes enzima-
ligantes, foram geradas e analisadas usando o AutoDockTools, 0 BIOVIA Discovery Studio
Visualizer (Dassault Systemes BIOVIA, 2016) e o Visual Molecular Dynamics (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996).
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6.3 SINTESES

6.3.1 Sintese do ditelureto de dibutila:

PN Te/Te e U

Em um baldo de fundo redondo de trés bocas acoplado com um funil de adicéo e sob
atmosfera de argonio foi adicionado teldrio elementar (1,9 g, 15 mmol) [previamente aquecido
por 24 h em estufa a 100 °C] seguido de THF seco (100 mL). A suspensdo foi resfriada a 0° C
e n-BuLi (15,4 mL, 20 mmol de uma solucédo 1,3 M em hexano) foi adicionado lentamente. O
banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi agitada por 1 h a temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, adicionou-se lentamente uma solugédo saturada de NH4CI (15 mL) e a
mistura reacional foi agitada por 4 h em contato com o ar. Entdo adicionou-se AcOEt (15 mL),
a fase organica foi separada e lavada com solucdo saturada de NaCl (2 x 50mL), H20 (2 x
50mL), seca sob MgSOa anidro e filtrada. A remocéo do solvente sob vacuo levou a 4,4 g (80%)
de um oleo avermelhado que foi utilizado sem a necessidade de purificagéo.

RMN !H (400 MHz, CDCls) § 3,12 — 3,09 (t, J = 7,6 Hz, 4H, Te-CH2), 1,74 — 1,67 (qui,J=7,6
Hz, 4H, CH), 1,43 — 1,34 (sex, J = 7,6 Hz, 4H, CH2), 0,94 — 0,91 (t, J = 7,6 Hz, 6H, CHj).
RMN 12°Te (126 MHz, CDCl3) § 115,5.

6.3.2 Sintese do (2)-3-(2-butil-telanil-vinil)anilina 2:

TeBu

NH,
2

Em um bal&o contendo uma solugéo de BuTeTeBu (0,74g, 2 mmol) em etanol absoluto
(40 mL) a temperatura ambiente e sob atmosfera de argonio adicionou-se NaBHas (0,23g, 6
mmol) em pequenas por¢oes até que a solucdo passasse de vermelho para incolor [evidéncia da
formagéo do anion telurolato]. Em seguida, foi adicionada a 3-etinilanilina, 1 (0,12g, 1 mmol)

e a reacao permaneceu em agitacao sob refluxo por 5h. Apds esse periodo, a reagdo foi resfriada
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a temperatura ambiente e foi interrompida a partir da adi¢do lenta de uma solucgéo saturada de
NaHCOs (20 mL) seguida de AcOEt (30 mL). A fase organica foi separada e lavada com
solucéo saturada de NaCl (20 mL), seca sob MgSOs anidro e filtrada. A posterior remogéo do
solvente sob pressdo reduzida levou a um 6leo esverdeado, o qual foi purificado por coluna
cromatogréfica utilizando uma mistura hexano:AcOEt (85:15) como eluente para levar a 240
mg (80%) do composto 2.

RMN H (400 MHz, CDCls) § 7,31 — 7,28 (d, J = 10,8 Hz, 1H, Ar-CH=CH), 7,17 — 7,13 (t, J
=8 Hz, 1H, Ar-CH), 6,95 -6,93 (d, J = 10,8 Hz, 1H, Te-CH=CH), 6,71 — 6,68 (dt, J = 4 Hz,
1H, CH=CH-Te), 6,61 — 6,60 (m, 1H, Ar-CH), 6,59 — 6,56 (ddd, J = 8 Hz, 3,2 e 1,2 Hz, 1H,
Ar-H), 3,67 (sl, 2H, NH2), 2,74 — 2,71 (t, J = 8 Hz, 2H, CH>), 1,86 — 1,78 (qui, J = 8 Hz, 2H,
CH2), 1,46 — 1,37 (sex, J = 8 Hz, 2H, CH2), 0,95 - 0,92 (t, J = 8 Hz, 3H, CH3). RMN 3C (100
MHz, CDCls) 6 146,4; 140,2; 137,0; 129,3; 118,0; 114,2; 114,0; 105,1; 33,9 (CH2); 24,9 (CH);
13,4 (CHs); 8,9 (Te-CH2). RMN ®Te (126 MHz, CDCls) & 331,4.

6.3.3 Sintese dos Trifluoroboratos de Potéssio Arilicos (3a-d):

Em um baldo de 25 mL contendo uma suspensao do acido bordnico arilico apropriado
(1 mmol) em MeCN (4 mL) a temperatura ambiente foi adicionado KF (0,23 g, 4 mmol) em
agua (0,4 mL). A solucgdo foi mantida sob agitacdo até a completa dissolucao do &cido bordnico
(0,5 a 5 min) e em seguida uma solucéo de L-(+)-acido tartarico (0,30 g, 2,05 mmol) em THF
(1,5 mL) foi adicionada lentamente [em alguns casos, foi necessario agitacdo e aquecimento
para que a dissolucdo fosse concluida]. Observou-se a formacgdo de um precipitado. A reagdo
foi entdo diluida com MeCN (1 mL) e filtrada. Os solventes foram removidos sob pressdo
reduzida para levar aos compostos desejados na forma de solidos cristalinos.
4-metoxi-feniltrifluoroborato de potassio (3a): Sélido branco cristalino
BF3K (71%, 0,152 g). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & 7,27 — 7,24 (d, J = 9
Hz, 2H, Ar-H), 6,70 — 6,67 (d, J = 9 Hz, 2H, Ar-H), 3,67 (s, 3H, OMe);
Svte RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds)  157,5; 132,4; 112,1; 54,6 (OMe); RMN
3a 11B (96 MHz, DMSO-ds) 6 7,9; RMN °F (282 MHz, DMSO-ds) § - 138,6.
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4-acetilfeniltrifluoborato de potéssio (3b): Sélido branco cristalino.
BF3K (60%, 0,136 g). RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & 7,72 — 7,70 (d, J = 8
Hz, 2H, Ar-H), 7,46 — 7,44 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar-H), 3,35 (sl, 3H, Me);
RMN %3C (100 MHz, DMSO-ds) 6 198,3 (C=0); 134,3; 131,4; 126,3; 26,6
0”7 “Me (Me); RMN B (128 MHz, DMSO-ds) & 4,2. RMN °F (376 MHz,

3b DMSO-ds) & — 139,7.
BFK 4-metanolfeniltrifluoborato de potassio (3c): Solido branco cristalino.
(60%, 0,128 g). RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) & 7,28 — 7,26 (d, J = 8
Hz, 2H, Ar-H), 7,04 — 7,02 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar-H), 4,92 — 4,89 (t, J= 6
Hz, 1H, OH), 4,40 — 4,38 (d, J = 6 Hz, 2H, CH2). RMN %3C (100 MHz,
3SH DMSO-ds) & 138,7; 131,1; 124,9; 63,5 (CH2); RMN !B (128 MHz,

DMSO-ds) & 4,6;: RMN °F (376 MHz, DMSO-ds) & — 138,7.

Tiofeno-3-trifluoroborato de potassio (3d): Solido branco cristalino.

KF4B (63%, 0,120 g). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & 7,23 — 7,22 (m, 1H,
Z/ )\ Ar-H), 7,11 — 7,10 (m, 1H, Ar-H), 7,07 — 7,04 (m, 1H, Ar-H); RMN 3C

S
gy (75 MHz, DMSO-ds) 5 132,1; 124,8; 123,0; RMN B (96 MHz, DMSO-

ds) 5 7,2. RMN F (282 MHz, DMSO-ds) & — 135,8.

6.3.4 Sintese dos Z-estilbenos (4a-d):

Em um tubo de ensaio contendo o telureto vinilico 2 (0,151 g, 0,5 mmol) e o
trifluoborato de potassio arilico apropriado 3a-d (0,6 mmol) foi adicionado Pd(PPhs)4 (0,0462
g, 0,04 mmol) e Ag2COs (0,092 g, 1 mmol) seguido de MeOH (4 mL). A mistura foi irradiada
em banho ultrassbnico a temperatura ambiente até que todo o material de partida fosse
consumido (CCD). Ap0s esse periodo, a mistura reacional foi passada por uma coluna contendo
silica/celite/silica utilizando AcOEt como eluente para remover sais de paladio remanescentes.
O solvente foi entdo evaporado e o residuo diluido em CH2Cl2 (5 mL), lavado com uma solucao
saturada de NH4Cl (2 x 10 mL). A fase organica foi separada, seca sob MgSQOa4 anidro, filtrada
e o solvente foi removido sob presséo reduzida. Os Z-estilbenos foram purificados por coluna

cromatografica em gel de silica utilizando hexano:AcOEt [80:20 — 65:45].
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(2)-3-(4-metoxiestiril)anilina (4a): Oleo amarelado (55%, 0,124
g). RMN 'H (400 MHz, CDCls) § 7,23 — 7,20 (m, 2H, Ar-H), 7,06
—7,02 (t,J=12 Hz, 1H, Ar-H) 6,78 — 6,74 (m, 2H, Ar-H), 6,69 —
6,67 (m, 1H, Ar-H), 6,62 — 6,61 (m, 1H, Ar-H), 6,55 — 6,52 (ddd,
J =176 Hz, 3,2 e 1,1H, Ar-H), 6,50-6,47 (d, J = 12 Hz, 1H,
CH=CH), 6,45-6,42 (d, J = 12 Hz, 1H, CH=CH), 3,79 (sl, 3H,
OMe); RMN C (100 MHz, CDCls) & 158,6 (Ar-OMe); 146,3
(Ar-NH); 138,7; 130,2; 129,8; 129,6; 129,2; 128,9; 119,4; 115,3;
113,9; 115,3; 113,5; 55,2 (OMe).
(2)-1-(4-(3-aminoestiril)fenil)-1-etanona (4b): Oleo verde escuro
(50%, 0,118 g). RMN H (600 MHz, CDCls) § 7,82 — 7,80 (m, 2H,
Ar-H), 7,36 — 7,34 (m, 2H, Ar-H), 7,05 — 7,02 (t, J = 9 Hz, 1H,
Ar-H), 6,66 — 6,64 (d, J = 12,6 Hz, 1H, CH=CH), 6,63 — 6,61 (dt,
J=178¢0,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,56 — 6,54 (d, J = 12,6 Hz, 1H,
CH=CH), 6,56 — 6,55 (m, 2H, Ar-H), 3,58 (sl, 2H, NH), 2,57 (sl,
1H, CHs); RMN 3C (150 MHz, DMSO-ds) § 197,7 (C=0); 146,4
(Ar-NH2); 142,4; 137,8; 135,6; 132,7; 129,4; 129,1; 128,9; 128,3;
119,3; 115,2; 114,4; 26,5 (CHs).

(2)-3-(2-(3-tiofeno)vinil)anilina (4c): 6leo amarelado (65%, 0,131
g). RMN 'H (600 MHz, CDCl3) 6 7,13 (m, 2H, Ar-H), 7,10 - 7,08
(t, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,93 — 6,92 (m, 1H, Ar-H), 6,72 — 6,70
(dt, J = 7,8 e 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,64 — 6,63 (t, J = 2,4 Hz, 1H,
Ar-H), 6,59 — 6,57 (ddd, J = 7,8, 2,4 e 1,2 Hz 1H, Ar-H), 6,53 —
6,51 (d, J = 12,6 Hz, 1H, CH=CH), 6,50 — 6,48 (d, J = 12,6 Hz,
1H, CH=CH), 3,60 (sl, 2H, NH2); RMN 3C (150 MHz, DMSO-
de) 6 146,3 (Ar-NH2); 138,9; 138,4; 129,7; 129,3; 128,2; 124,7;
124,2; 124,1; 119,2; 115,2; 114,1.
(2)-1-(4-(3-aminoestiril)fenil)metanol ~ (4d):Oleo
(60%, 0,135 g). RMN H (600 MHz, CDCl3) § 7,27 — 7,26 (m, 2H,
Ar-H), 7,21 - 7,20 (m, 2H, Ar-H), 7,03 - 7,01 (t, J = 7,8 Hz, 1H,
Ar-H), 6,66 — 6,64 (dt, J =7,8 e 1,2 Hz 1H, Ar-H), 6,59 — 6,58 (t,
J =24 Hz, 1H, Ar-H), 6,54 — 6,52 (m, 3H), 4,63 (sl, 2H, CH2);
RMN 3C (150 MHz, CDCls) 5 146,2 (Ar-NHz); 139,6 (Ar-CHo);

amarelado
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138,3; 136,7; 130,6; 129,7; 129,2 (Ar,CH=CH); 126,8; 119,4;
115,4; 114,1; 65,2 (CHo).
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