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RESUMO

A primeira parte deste trabalho envolveu o estudo de docking molecular, a
sintese, e a avaliacdo das atividades antitumorais e anti-inflamatérias de &-
lactonas a,pB-insaturadas, analogos estruturais da (-)-Massoialactona, produto
natural com conhecida atividade farmacologica. O alvo biologico selecionado
para o estudo de docking foi a CRM-1, e tal estudo revelou o potencial
biolégico dos anélogos propostos. Estes analogos foram sintetizados em
rendimentos que variaram entre 65-75%, e as suas atividades antitumoral e
anti-inflamatéria foram avaliadas, sendo que um deles mostrou-se bastante
promissor. Estudos posteriores de docking molecular da lactona mais
promissora revelou que, apesar dos isbmeros R e S assumirem diferentes
encaixes no sitio ativo da CRM-1, ndo héa diferenca significativa na energia de
ligacdo entre esses isbmeros e o alvo molecular estudado. A segunda etapa
deste trabalho envolveu o estudo de docking molecular, a sintese, e a
avaliacdo da atividade antitumoral de Z-estilbenos, analogos da
Combretastatina A-4 (CA-4). O alvo bioldgico selecionado para o estudo de
docking molecular foi o dominio da colchicina na tubulina. Os calculos tedricos
dos analogos estruturais propostos revelaram que seis desses compostos
apresentam diferencas significativas nos valores de energia de ligacdo quando
comparados com o valor teérico calculado para a CA-4, ou seja, teoricamente
seriam mais ativos que o produto natural. Dos anélogos selecionados a partir
do docking molecular, dois foram sintetizados em bons rendimentos
empregando-se como precursores teluretos vinilicos e organotrifluoroboratos
de potassio. A posterior avaliagdo da atividade antitumoral dos compostos
sintetizados revelou que os resultados obtidos estavam em concordancia com

0 previsto no estudo tedrico.

Palavras chave: Docking molecular, Atividade antitumoral, 5-lactonas a,B-insaturadas,
Combretastatina A-4, Z-estilbenos.



ABSTRACT

The first part of this work involved the study of molecular docking, synthesis,
and the evaluation of anti-tumor and anti-inflammatory activities of o,p-
unsaturated dé-lactones, structural analogues of (-)-Massoialactone, a natural
product with known pharmacological activity. The biological target selected for
the docking study was the CRM-1 and this study revealed the biological
potential of the proposed analogues. These analogues were synthesized in
yields ranging from 65-75%, and its anti-tumor and anti-inflammatory activities
were evaluated, being one of them very promising. Further studies of molecular
docking using the most promising lactone revealed that despite the R and S
isomers take different fittings in the active site of CRM-1, there is no significant
difference in binding energy between these isomers and the molecular target
studied. The second step of this work involved the study of molecular docking,
synthesis, and evaluation of antitumor activity of Z-stilbenes, analogues of
combretastatin A-4. The biological target selected for the study of molecular
docking was the domain of colchicine in tubulin. Theoretical calculations of the
proposed structural analogues revealed that six of these compounds shown
significant differences in binding energy values compared to the theoretical
values calculated for the CA-4, ie, theoretically, the proposed compounds would
be more active than the natural product. From the selected analogs proposed
by molecular docking, two were synthesized in good yields employing vinyl
tellurides and potassium organotrifluoroborates as precursors. Further
evaluation of the antitumor activity of the synthesized compounds showed that
the results were in agreement with the theoretical study.

Key-words: Molecular docking, Anti-tumoral activity, o,p-unsaturaded 5-lactones,
Combretastatin A-4, Z-stilbenes.
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INTRODUCAO

Registros das primeiras civiliza¢cdes que habitaram a terra ja relatavam a
utilizacao de fontes naturais como recurso terapéutico. A utilizagdo das plantas
medicinais, como a papoula (Papaver somnniferum), a maconha (Cannabis
sativa), a babosa (Aloe vera), na cura de doencgas, inicialmente no Egito e
depois em outras regides do mundo foi o grande marco do desenvolvimento da
terapéutica moderna. Porém, somente no século XIX, com o advento do
isolamento do alcal6ide morfina por Friedrich Serturner (1806) foi iniciada a
busca por principios ativos de plantas, resultando nos primeiros medicamentos
dos moldes atuais (CALIXTO e SIQUEIRA, 2008).

O marco inicial da industria farmacéutica mundial ocorreu em 1839
quando foi realizada a primeira modificacdo estrutural de um principio ativo na
busca por um melhor resultado terapéutico. A salicina, analgésico e antitérmico
isolada do salgueiro-branco (Salix alba) por Rafaele Piria em 1829, foi
modificada para o acido salicilico, utilizado no tratamento de artrite reumatoide.
Posteriormente, em 1897, Felix Hoffman sintetizou, a partir do &cido salicilico, o
acido acetil salicilico (aspirina), dando origem a famosa e poderosa industria
farmacéutica alema, e a primeira patente a que se tem conhecimento nesta
area (CALIXTO e SIQUEIRA, 2008).

Um dos pesquisadores que mais colaborou para o desenvolvimento da
industria farmacéutica foi Paul Erlich, prémio Nobel em 1908, que estabeleceu
0 conceito acerca do mecanismo de acdo dos medicamentos (Corpora Non
Agunt Nisi Fixati — uma substancia quimica ndo é eficaz a menos que seja
capaz de ligar-se a um sitio especifico). Além disso, foi o responsavel pela
aplicacdo dos primeiros protocolos de avaliacdo da eficacia de um
medicamento quando acompanhou os efeitos causados pelo Salvarsan,
desenvolvido por ele a partir de modificagbes estruturais em compostos
denominados arsenobenzenos, no tratamento da sifilis em clinicas da
Alemanha (KAWANO, PEREIRA, et al., 2006).
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Com o advento das Guerras Mundiais e 0s avancgos tecnoldgicos
alcancados, a industria farmacéutica obteve grande avanco em todo o mundo,
e novos medicamentos foram desenvolvidos. Porém, a falta de fiscalizagdo na
aplicacdo dos mesmos levou a acidentes historicos, como a morte de mais de
100 criancas nos Estados Unidos por envenenamento apds o uso de um elixir
de sulfonamida que continha 72% de dietilenoglicol como veiculo. Este caso
resultou na elaboracdo dos principios bésicos dos testes clinicos para novos
medicamentos por Ceiling e Cannon (1938) (KAWANO, PEREIRA, et al.,
2006). A partir de entdo, foram estabelecidos os conceitos sobre a utilizagdo de
voluntarios em estudos clinicos, e criados os comités de ética em pesquisa

clinica.

Como resultado destas iniciativas foi criada, nos Estados Unidos, a FDA
(Food and Drug Administration) que analisava os medicamentos quanto ao
grau de pureza e padrdo de qualidade. Posteriormente, a impericia na
utilizacao da talidomida, levou a FDA a estabelecer em 1962 que o fabricante
de um novo medicamento deve provar nao so sua eficacia, mas principalmente
a sua seguranca, antes de seu uso clinico ou de sua propaganda (TAVARES,
2009).

Estas catastrofes farmacéuticas foram responséaveis pela abordagem
utilizada atualmente no desenvolvimento de um novo farmaco. Sendo assim,
para que uma nova molécula, um farmaco em potencial, seja introduzida no
mercado como um novo medicamento, sdo necessarios de dez a quinze anos
de pesquisas envolvendo profissionais de diversas areas do conhecimento
como bidlogos, quimicos, farmacéuticos, médicos, e investimentos que variam
entre US$ 500 milhdes e US$ 1 bilhdo (TAVARES, 2009). Tais estudos sao
realizados para assegurar a populacdo quanto ao uso de novos medicamentos,
para evitar que novas catastrofes ocorram, e seguem as etapas descritas na

Figura 1 abaixo.
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Figura 1: Etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos. Sendo, IND, investigacdo de
um novo candidato a farmaco (da sigla inglesa, investigational new drug); ADME — Tox, propriedades farmacocinéticas/
toxicidade: Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo (DIAS, DESSQY, et al., 2013).

Na figura acima, os itens numerados de 1 a 3 correspondem as

seguintes atividades:

1

Um alvo molecular é eleito, e moléculas pequenas sdo avaliadas

guanto suas capacidades de modular a atividade do alvo macromolecular

selecionado. Tais moléculas bioativas sdo advindas de produtos naturais ou

sintéticos e podem ser selecionadas a partir de triagens reais (in vivo) ou

virtuais (in silico), ou ainda através de planejamento racional (GUIDO, OLIVA e

ANDRICOPULO, 2012).
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2 As moléculas que apresentam baixa afinidade com o alvo molecular
sdo aperfeicoadas para atender propriedades como toxicidade, afinidade,
seletividade, absorcédo; e os compostos que melhor atendem as propriedades
sdo eleitos como compostos lideres para etapas posteriores de otimizagado
molecular (GUIDO, OLIVA e ANDRICOPULO, 2012).

® Considerada como uma das etapas-chave do processo, 0s

compostos lideres sdo avaliados quanto suas propriedades farmacodinamicas
e farmacocinéticas, com o objetivo de descobrir novas entidades quimicas com
elevado potencial de desenvolvimento clinico (GUIDO, OLIVA e
ANDRICOPULO, 2012).

Nas trés etapas descritas € possivel inferir o uso de métodos
computacionais na previsdo de moléculas bioativas, no estudo da interacéo
molécula e alvo molecular, no aperfeicoamento da estrutura molecular de
compostos com baixa afinidade, entre outros. Dentre o0os métodos
computacionais utilizados como ferramentas no desenvolvimento de novos
farmacos podemos citar o estudo das rela¢gdes entre estrutura e atividade (SAR
— structure-activity relationships), o estudo das relacdes quantitativas entre a
estrutura e atividade (QSAR — quantitative structure-activity relationships), e a
investigacdo das possiveis orientagfes que uma determinada molécula pode
assumir no interior do sitio ativo de um biorreceptor (docking molecular)
(GUIDO, OLIVA e ANDRICOPULO, 2012).

No caso do docking molecular, possiveis moléculas bioativas séo
testadas para um determinado alvo molecular a fim de estabelecer qual, ou
quais, delas apresentam melhor acomodac¢do ao sitio ativo do alvo. Os
resultados obtidos nos ensaios computacionais sdo dados em termos da
energia de ligacdo necessaria para que a provavel molécula bioativa se ligue
ao sitio ativo do alvo molecular selecionado. Dessa forma, a molécula que
apresentar menor quantidade de energia necessaria para se ligar ao sitio ativo,
sera aquela que, teoricamente, apresentara melhor resultado de atividade

bioldgica.
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Desse modo, esta ferramenta permite que diversas estruturas
moleculares de possiveis compostos bioativos sejam testadas a fim de obter
um screening virtual, em que aquelas que se apresentarem como mais
promissoras passam para as etapas de sintese e avaliacdo de suas atividades
bioldgicas, acelerando a fase inicial do desenvolvimento de um novo farmaco e
evitando o trabalho desnecesséario de sintese e avaliagdo biologica de

estruturas ndo promissoras.

Sob este aspecto, tendo em vista que de cada 30.000 moléculas
estudadas, 20.000 (66,7%) entram na fase de estudos pré-clinicos, 200
(0,67%) passam para a fase | de estudos clinicos, 40 (0,13%) entram na fase II,
12 (0,04%) seguem para a fase Ill, 09 (0,027%) sédo aprovadas pelos 6rgaos
regulatorios, e apenas 01 (0,003%) satisfaz o mercado, trazendo retorno para a
industria que a desenvolveu, a busca por novos compostos bioativos nunca
cessa (KAWANO, PEREIRA, et al., 2006).

Assim, no presente trabalho foi desenvolvido um estudo multidisciplinar
de possiveis moléculas bioativas pertencentes a duas classes de compostos, 8-
lactonas a.,B-insaturadas e Z-estilbenos. Foram sugeridos analogos estruturais
de produtos naturais com atividades biologicas estabelecidas, que foram
submetidos a um screening virtual, seguido da sintese e avaliagdo biol6gica

dos compostos lideres.
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Capitulo 1: é-lactonas a,B-insaturadas
1. Introducéo

Alguns produtos naturais com interesse medicinal isolados de diversas
fontes apresentam como unidade estrutural uma &-lactona ao,B-insaturada.
Esses compostos possuem diferentes complexidades estruturais, e apresentam
grande variedade de atividades bioldgicas. Dentre eles, podem-se destacar a

fostriecina, a citostatina, a leptomicina B, a goniotalamina e a massoialactona
(Figura 2).

0 e

HO-P-ONa __ on
7o O OH ¢#

- =

HO™ “CH;

fostriecina citostatina

A
IJ\ Xy x-COxH
O OH
leptomicina B (0]
| 9
goniotalamina (-)-massoialactona

Figura 2: Produtos naturais que contém uma unidade &-lactona a,B-insaturada.

Estudos de relacdo estrutura/atividade baseados nesses compostos
revelaram que a unidade &-lactona o,B-insaturada é uma parte importante nas
diferentes atividades bioldgicas exibidas por eles, devido a ser um aceptor de
Michael em potencial para os residuos nucleofilicos de aminoacidos presentes
em receptores naturais, permitindo que os mesmos se liguem a uma enzima
alvo (KUMAR e NAIDU, 2006).

As fosfatases s&o enzimas que desempenham um papel fundamental na
regulacdo de diversos processos biologicos. Sua funcdo € catalisar a
desfosforilagcdo de grupamentos hidroxila presentes na cadeia lateral de

aminoacidos. A proteina-fosfatase 2A (PP2A) € a serinal/treonina fosfatase
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mais importante, e desempenha um papel relevante em diversas fungdes
celulares, como o crescimento e mobilidade celular, e replicacdo. Devido a
importancia destes processos em diversas patologias e na tentativa de
compreender 0s mecanismos nos quais a etapa de fosforilacdo pode afetar
uma célula, surgiu a necessidade da busca e desenvolvimento de compostos
que possam inibir seletivamente proteinas-fostatase.

A Fostriecina foi isolada de subespécies de Streptomyces pulveraceous
(TUNAC, GRAHAM e DOBSON, 1983) e demonstrou um elevado potencial de
inibicdo das proteinas-fosfatase 1 (PP1), 2A (PP2A) e 4 (PP4) com valores de
ICs50 de 45 uM, 1,5 nM e 3,0 nM, respectivamente (CHENG, BALCZON, et al.,
1998). Apesar destas caracteristicas, fatores referentes a estabilidade fizeram
com que os testes clinicos com a Fostriecina fossem somente até a Fase |
(quando séo realizados ensaios para estabelecer um programa de tratamento
gue possa vir a ser bem sucedido, e uma lista preliminar dos efeitos colaterais
graves) (DE JONG, MULDER, et al., 1999).

Diversos grupos, empregando as mais diferentes metodologias
realizaram a sintese total da fostriecina (CHAVEZ e JACOBSEN, 2001),
(WANG e KOBAYASHI, 2002), (TROST, FREDERIKSEN, et al., 2005) e
(SARKAR, WANZALA, et al., 2009), sendo a primeira sintese realizada por
Boger e colaboradores (BOGER, ICHIKAWA e ZHONG, 2001). A estratégia

sintética empregada encontra-se resumida na Figura 3.

Di-hidroxilagéo '
assimétricade ------------- ! '
Sharpless i HWE
HWE

Figura 3: Estratégia sintética empregada por Boger e colaboradores para a sintese da
fostriecina.

O produto natural desejado foi obtido em um baixo rendimento global
apos 25 etapas reacionais, confirmando a estereoquimica e configuragcéo

absoluta anteriormente atribuida ao produto natural.
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Mais recentemente, O"Doherty e Gao realizaram a sintese da fostriecina
em 24 etapas e em um rendimento global de 0,09%. A estratégia empregada é
mostrada na Figura 4 (GAO e O'DOHERTY, 2010).

Metatese
Cruzada

\ Acoplamento
Alilacdo . de Suzuki
assimétrica |

Di-hidroxilacédo
assimétrica de
Sharpless

Figura 4: Estratégia sintética empregada por O Doherty e colaboradores para a sintese da
fostriecina.

Apesar de ser um produto natural com importante atividade biolégica, os
rendimentos globais apresentados nas sinteses totais descritas e a baixa
estabilidade de sua estrutura observada nos testes clinicos, sdo pontos que
estimulam a busca por outros produtos naturais de estrutura molecular mais
simples que a fostriecina e que possam apresentar atividades biolégicas iguais
ou melhores que a mesma.

Neste contexto pode-se destacar a goniotalamina, um produto natural
isolado de plantas do género Cryptocarya (Laureaceae) (CAVALHEIRO e
YOSHIDA, 2000), Bryonopsis (Cucurbitaceae) (MOSADDIK, HAUGE e
ERASHID, 2000) e Goniothalamus (Annonaceae) (JEWERS, DAVIS, et al.,
1972), (SAM, SEW-YEU, et al., 1987) e (LAN, CHANG, et al., 2003), e que
possui diversas atividades biolégicas como: atividade antimicrobiana
(MOSADDIK e HAUGE, 2003); imunossupressora; anti-inflamatéria (TANAKA,
YOICHI, et al., 2001); larvicida (KABIR, KHAN e MOSADDIK, 2003); além de
citotoxicidade in vitro em diferentes linhagens de tumores, como carcinomas de
mama, ovario, e leucemia, apresentando como mecanismo de acdo a indugao
de apoptose (AZIMATHOL, et al., 1998 e 2003).

Alguns mecanismos de acdo podem ser descritos para agentes
antitumorais, dentre eles: a morte celular por apoptose, também chamado de
suicidio celular programado; mecanismo onde células desnhecessarias ou
defeituosas sao eliminadas (KAUFMANN, 1997); e/ou a necrose (KERR,
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WYLLIE e CURRIE, 1972), que tem a célula como vitima, onde o alvo principal
sdo as organelas do citoplasma e o ndcleo ndo sofre alterages significativas.
Resumidamente, ao contrario do que ocorre na necrose, na apoptose a célula
participa da sua propria destruicio e este processo esta intrinsecamente
relacionado a substancias quimicas que possam desencadear O processo.
Logo, ao apresentar tal caracteristica, a sintese total da goniotalamina se torna
interessante ndo somente pelo fato de ser uma molécula estruturalmente
simples quando comparada com outros antitumorais, mas também por seu
modo de atuacao mais seletivo.

Desse modo, diversas estratégias sintéticas para a obtencdo da
goniotalamina foram descritas baseadas em reacdes envolvendo, por exemplo,
enzimas ou microorganismos, reducdes e adicdes assimétricas, e a utilizacao
de substratos quirais (DE FATIMA, et al., 2003 e 2005), (SABITHA,
SUDHAKAR e YADAYV, 2006) e (HARSH e O'DOHERTY, 2009).

Uma das primeiras sinteses descritas para a goniotalamina foi baseada
em uma reacdo de alilacdo assimétrica empregando-se reagentes de boro
(REDDY, BROWN e RAMACHANDRAN, 2001). O produto desejado foi obtido
em um rendimento global de 42% apds cinco etapas reacionais. A formacéo da
d-lactona o,B-insaturada foi realizada a partir da utilizacdo de reagentes de
Grubbs (Figura 5) (NGUYEN, et al., 1992 e 1993).

___ metatese de
ligagdes duplas

.
alilacao
assimétrica

Figura 5: Estratégia sintética empregada por Ramachandran e colaboradores para a sintese
da goniotalamina.

Mais recentemente, Yadav e colaboradores empregaram uma estratégia
que envolveu uma reacédo do tipo aldol assimétrica para a introducdo do centro
estereogénico, além das reacdes de Horner—Wadsworth—-Emmons e metatase
de ligacdes duplas nas etapas principais (Figura 6) (YADAV, BHUNIA, et al.,
2013).
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___ metatese de
ligacdes duplas

.
reagéo de aldol
assimétrica

Figura 6: Estratégia sintética empregada por Yadav e colaboradores para a sintese da
goniotalamina.

Empregando-se esta estratégia, a goniotalamina foi obtida em um
rendimento global de 43% apds cinco etapas reacionais. Vale salientar que
estas cinco etapas nao incluem a preparacdo dos precursores para a reagao
aldol assimétrica.

Dentro do contexto de busca por alvos sintéticos de estrutura molecular
simples, nosso grupo de pesquisa demonstrou interesse na sintese da (-)-
massoialactona, uma vez que possiveis atividades farmacoldgicas poderiam
ser exibidas por este composto, pois 0 mesmo possui uma d-lactona o,f-
insaturada como unidade estrutural.

A massoialactona foi isolada pela primeira vez das cascas da planta
Cryptocarya massoy através do processo de hidrodestilacdo (ABE, 1937).
Posteriormente, a lactona foi identificada como componente do 6leo essencial
de Magellanica Baccharis (SIMONSEN, RIEDEL, et al., 2009), Isolona cooperi
(BOTI, KOUKOQUA, et al., 2005) e Aeollanthus suaveolens (LUPE, LEMES, et
al., 2007). Sendo que na ultima, a lactona atua como substancia de defesa
contra duas espécies de formigas do género Camponotus (LLOYD, SCHMUFF
e HEFETZ, 1984) e (CAVILL, CLARK e WHITFIELD, 1968). A massoialactona
demonstrou ainda causar irritacdo na pele e provocar paralisia sistélica nos
musculos cardiacos de rds. Mais recentemente, um grupo brasileiro descreveu
o isolamento e o estudo da atividade antimicrobiana da massoialactona contra
uma colecdo de onze micro-organismos, incluindo sete bactérias e quatro
leveduras (SIMIONATTO, PORTO, et al., 2007).

A estratégia desenvolvida por nosso grupo baseou-se, diferentemente
dos demais métodos para a sintese de uma d-lactona o,B-insaturada que

utilizam metéatese de ligacdes duplas, na utilizacdo de um telureto vinilico para
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a introducdo da dupla ligacdo com estereoquimica Z presente no produto
natural (Esquema 1) (OLIVEIRA, FREITAS, et al., 2011).

Esquema 1
OH
TIPSO 1) (2-Th)BuCu(CN)Li, :
TN THF, 25°C, 1h Z
TeBu
0, HO
2) I/\/\/\ 75%
-78 a 25°C, 2h o
3) TBAF, THF, 25°C, 1h BAIB

TEMPO ‘
CH,Cl, 25°C, 3h

o)

(-)—mas;(;flctona

Empregando-se esta estratégia, a (-)-massoialactona foi obtida em um
rendimento global de 52%, sendo este 0 mais elevado até 0 momento descrito
na literatura.

Com os exemplos citados até entdo, pode ser observado que a sintese
de moléculas com estruturas relativamente simples é uma vertente importante
na busca por compostos que possam reproduzir com sucesso os elementos
essenciais responsaveis pela atividade biolégica de produtos naturais mais
complexos, como aqueles descritos na Figura 2. Sendo assim, 0 sucesso da
estratégia sintética descrita no Esquema 1 motivou nosso grupo a realizar a
sintese de analogos estruturais da (-)-massoialactona ainda mais simples, e

gue pudessem ser obtidos a partir de reagentes comerciais.
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2. Objetivos

= Objetivo Geral
Aplicacdo de reagentes de telario na sintese de compostos com

atividade bioldgica/ farmacolégica.
= Objetivos Especificos
i. Realizar estudo de docking molecular de analogos estruturais da

(-)-massoialactona;

ii.  Sintetizar as d-lactonas o.,B-insaturadas sugeridas;

iii. Submeter os compostos sintetizados a estudos de atividade

antitumoral e anti-inflamatoria.
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3. Resultados e Discusséao
3.1. Docking Molecular

A CRM-1, regido de manutencdo cromossbémica |, € uma proteina de
exportacdo nuclear responsavel pelo transporte de um grande numero de
proteinas e alvos quimioterapicos (KALID, WARSHAVIAK, et al., 2012). Esta
caracteristica faz com que a CRM-1 seja um dos alvos moleculares mais
importantes no desenvolvimento de novos inibidores que possam reproduzir
toxinas naturais como, por exemplo, a leptomicina B (Figura 7). Tal produto
natural € um potente inibidor da exportacdo nuclear de proteinas, e seu modo
de acdo envolve sua ligacdo a CRM-1 através de sua porcao d-lactona o,f3-
insaturada (KUDO, WOLFF, et al., 1998).

o A
N SN X CO2H

Figura 7: Estrutura quimica da leptomicina B.

Desse modo, a CRM-1 foi o alvo bioldgico escolhido para o estudo de
docking molecular da (-)-massoialactona e de seus andélogos estruturais
propostos (5a-e). Para tanto, a estrutura da CRM-1 foi obtida do Research
Collaboratory of Structural Bioinformatics Protein Data Bank (PDB 4HAT), e os
calculos foram realizados em colaboracdo com o Doutor Carlos Henrique B. da
Cruz. Os resultados obtidos para as energias de ligacdo entre a (-)-
massoialactona, e seus analogos estruturais, e a CRM-1 estdo descritos na
Tabela 1.
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Tabela 1: Valores de energias de ligacdo obtidos para a (-)-massoialactona e seus

analogos estruturais.

Composto AGligat;éo calculado AG‘Iigr:l(;:?lo analogo — AGligageio(l)
(kcal/mol) (kcal/mol)

-6,42 -

-5,61 +0,81

-7,72 -1,30

-5,61 +0,81

-7,21 -0,79

(6]
E‘;?\/\/\
(o]
o
(o]
@OO
(o]
4 5¢ @ 7,25 -0,83
NP
(6]
G
‘ =
(o]
e

Da Tabela 1, se os resultados obtidos para os compostos 1 e 5a (linhas
1 e 2) forem comparados, observa-se que o encurtamento da cadeia alquilica
lateral implica em um aumento da energia de ligacdo a CRM-1. Este dado
sustenta a hipotese de que a cadeia lateral desempenha um fator importante
no reconhecimento molecular. Além disso, a introducdo de uma cadeia lateral
insaturada (Tabela 1, linha 5) ndo causa nenhum efeito na energia de ligacao.
Contudo, a adicdo de um heterodtomo na cadeia lateral (Tabela 1, linha 4)
aumenta a interacdo da molécula com o sitio ativo da CRM-1, e a energia de
ligacdo diminui significativamente.

Quando a cadeia lateral é composta por um anel aromatico, como pode
ser observado nos compostos 5b e 5e, também se observa um aumento na
interacdo das moléculas com o sitio ativo da CRM-1 causando uma diminuicéo
na quantidade de energia necessaria para ocorrer a ligacdo (Tabela 1, linhas 3
e 6).

Dentre os compostos analisados, o 5b foi 0 que proporcionou um
complexo CRM1/ lactona mais estavel, apresentando energia de ligacao igual a
-7,72 kcal/mol.
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A guantidade de energia necessaria para que uma molécula se ligue a
um determinado alvo molecular reflete na atividade bioldgica desta molécula,
pois quanto mais facil for a interacdo entre o composto e o alvo, ou seja,
qguanto mais estavel for o complexo formado, menor sera a energia necessaria
para que esta interacdo ocorra. Sendo assim, quando comparados o0s
resultados obtidos para os analogos estruturais e para a (-)-massoialactona
tem-se que, aqueles que apresentaram energias de ligagdo menores que a do
produto natural, ou seja, que mostraram valores maiores em modulo serao,
teoricamente, mais ativos que a (-)-massoialactona, pois se ligardo mais
facilmente ao alvo molecular. Desse modo, espera-se que 0s analogos 5b, 5c e
5e, apresentem melhores resultados de atividade biologica quando
comparados com os resultados obtidos para a (-)-massoialactona.

Ao finalizar esta etapa do trabalho, foi dado prosseguimento ao mesmo

partindo para a etapa de sintese dos analogos estruturais propostos.
3.2. Sintese dos Analogos Estruturais

A estratégia utilizada para a sintese das d-lactonas o,p-insaturadas
analogas da (-)-massoialactona foi baseada na mesma estratégia descrita no

Esquema 1, na qual um telureto vinilico foi utilizado como precursor (Figura 8).

0] OH OoP
ii)\ Ij\> @4 E:> f + ?>\R
R R TeBu

S-lactonas 1,5-diol Telureto

. Epéxido
a,B-insaturadas Vinilico

Figura 8: Estratégia sintética para a preparacao de 3-lactonas o,B-insaturadas.

O telureto vinilico foi utilizado para instalar a dupla ligagédo Z existente na
lactona, e o mesmo foi preparado através da conversédo do alcool propargilico
em seu derivado de silicio a partir da reacdo com TIPSC| (CUNICO e BEDELL,
1980). Em seguida foi submetido a uma reacéo de hidroteluragéo, que resultou
no telureto vinilico desejado em um rendimento de 85% na forma de uma

mistura de regioisomeros (Esquema 2).
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Esquema 2

HO TIPSCI TIPSO

imidazol, CH,Cl,

12h, 25°C
(2) (3)
TeBu
TIPSO
BuTeTeBu X + TIPSO
NaBH, EtOH TeBu

refluxo, 5h (4) (5)
85%
90:10

A utilizacdo do grupamento volumoso TIPS como grupo régio-dirigente ja
foi descrita por nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA, PALMEIRA, et al., 2010),
sendo possivel determinar a propor¢cdo dos regioisdbmeros obtidos através de
cromatografia gasosa ou RMN 'H e '*Te (FREITAS, PALMEIRA, et al., 2012).

No espectro de RMN'H (Figura 9), pode-se observar que os sinais
apresentados estdo de acordo com a estrutura proposta. Os sinais entre 6 0,9 —
1,1 correspondem aos hidrogénios dos grupamentos TIPS; aqueles entre 5 1,3
— 2,6 representam os prétons alquilicos das butilas; e os sinais entre 6 4,2 — 4,4
correspondem aos hidrogénios dos grupos CH, e CH,’, respectivamente. Os
sinais que caracterizam os hidrogénios vinilicos Ha e Hb surgem como dois
duplos tripletos entre 6 6,3 — 6,7, com J= 9,9 e 4,9 Hz, caracteristico de
alquenos com configuracéo Z; e os prétons geminais Ha’ e Hb’ aparecem como
dois tripletos em 6 6,2 e 6 5,5, respectivamente, ambos com J= 3,0 Hz.

Hb

TIPSO, /\/Ha TeBu ‘
CcT ™= +
TIPSO, Ha'
M2 Tepy C7 ™ ‘
|

TS

1.00 1.00
6.85 6.80 B.75 B.70 6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 640 6.35 8.30 1
Chemical Shift (ppm)
J
Ha* Hb' CH, \CH, |
I I
I i A | .
100 1.00 0.541.97 2.06 254 297 267131

8.0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 05
Chemical Shit (ppm)

Figura 9: Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCl;) dos teluretos obtidos de acordo com o

Esquema 6.
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No espectro de RMN***Te (Figura 10), podem ser observados dois sinais
em aproximadamente & 280 e 370 que correspondem ao telureto Z e seu

regioisdmero, respectivamente.

TIPSO N TeBu
TIPSO

277.3935

366.8700

R B N B R e EARRR RS aSa
480 460 440 420 400 380 360 340 320
Chemical Shift (ppm)

125

FiguralO: Espectro RMN“"Te (94.6 MHz, CDCl,) dos teluretos obtidos de acordo com o

Esquema 6.

O telureto 4 foi entdo submetido a uma sequéncia de reacdes
desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa para levar a cinco s-lactonas ao,p-
insaturadas contendo diferentes cadeias laterais, a depender do epoxido
empregado na sintese (OLIVEIRA, FREITAS, et al.,, 2011). A sequéncia
sintética é mostrada no Esquema 3, e os rendimentos apresentados referem-se

aos rendimentos globais obtidos apds quatro etapas sintéticas.

Esquema 3
_ OH 9
1) (2-Th)BuCu(CN)Li, BAIB
@ — 25°C, 1h f\/LR _tempo [ 9
o HO CH,Cl,, 25°C R
2) Q\R 3h

-78 a 25°C, 2h
3) TBAF, THF, 25°C, 1h

Exemplos sintetizados:

o o) o 0
@v @V ﬁkj’v (3
RO e g
(5a) (5b) (5¢) (5d)
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Os compostos obtidos foram caracterizados por RMN *H e °C, e os
espectros estdo de acordo com as estruturas propostas. Como exemplo, sera
discutido o espectro de RMN*H do composto 5b (Figura 11).

1.00

605 600 595 590
Chemical Shift (ppm)

)MH'
J 7

216 4.16 1.00 1.06 2.24 2.27
[ I = — [ —

Ha

33

R A e A A A R B AR e T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 11: Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCl3) do composto 5b.

O espectro obtido corresponde a estrutura proposta, e nele observamos,
dentre outros sinais, um multipleto entre 5 7,30 — 7,15 referente aos prétons
aromaticos H1; outro multipleto entre 6,94 — 6,92 que corresponde aos
hidrogénios aromaticos H2 e ao hidrogénio vinilico Hb; e um sinal em & 6,0 na
forma de ddd, com J= 9,6; 3,9 e 2,2 Hz, referente ao préton vinilico Ha. As
constantes de acoplamento encontradas para o0 hidrogénio Ha sé&o
caracteristicas de ligacdes duplas com estereoquimica Z.

Em todos os casos, as lactonas obtidas foram resultantes
exclusivamente do ataque do cianocuprato vinilico ao atomo de carbono menos
substituido do epdéxido. A Unica excecdo ocorreu quando o éxido de estireno foi
utilizado. Neste caso, uma mistura de dibis regioisoméricos foi obtida em uma
propor¢cdo de 1,2:1. Os mesmos puderam ser isolados e, posteriormente,
submetidos a etapa de oxidagao para levar as lactonas desejadas (Esquema
4).
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Esquema 4
oH HO._HO Q
=
o J/\)\Q AN i-iv [ 9
—_— _—

“ HO
65% (5€)
[1.2: 1.0] 70%

6xido de
estireno

Reagentes e condig¢des: (i) (2-Th)BuCu(CN)Li,, THF, 25°C, 1 h; entdo 6xido de estireno, -78 a
25°C, 2h; (ii) TBAF, THF, 25°C, 3 h; (iii) separacéo cromatografica; (iv) BAIB, TEMPO, CH,Cl,,
25°C, 3h.

Os anélogos sintetizados nesta etapa do trabalho, e a (-)-massoialactona
previamente sintetizada pelo nosso grupo de pesquisa, foram submetidos a
avaliacdo de suas atividades antitumorais. Quanto a avaliacdo da atividade
anti-inflamatéria, participaram deste estudo apenas alguns dos analogos

sintetizados como serd mostrado nas proximas secoes.

3.3. Atividade Antitumoral

E conhecido da literatura que diferentes linhagens de células tumorais
apresentam diferentes sensibilidades quando expostas a um composto
citotoxico. Desse modo, nesta etapa do trabalho, realizada em colaboracao
com a professora Gardénia C. G. Militdo da Universidade Federal de
Pernambuco, a (-)-massoialactona, previamente sintetizada por nosso grupo, e
seus analogos 5a-e foram submetidas a analise de citotoxicidade pelo método
MTT. Tal método € o mesmo utilizado pelo programa de screening do Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos, e corresponde a uma analise
colorimétrica baseada na conversdo do sal MTT em azul de formazan, a partir
de enzimas mitocondriais presentes somente em células metabolicamente
ativas (BERRIDGE, TAN, et al., 1996).

Inicialmente foi realizado um screening inicial em que as lactonas
sintetizadas neste trabalho e a (-)-massoialactona foram testadas em trés
linhagens de células tumorais, HT-29 (adenocarcinoma humano de cdélon),

MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama), e NCI-H292 (carcinoma humano
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de pulméo), a uma concentragdo constante de 25 ug/mL. Os resultados obtidos
no screening inicial, dispostos na Tabela 2 abaixo, foram avaliados de acordo
com uma escala de intensidade que define o grau de citotoxicidade dos
compostos testados, como ilustrado na Figura 12.

Tabela 2: Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras e respectivo
desvio (SD) em trés linhagens tumorais testadas na dose Unica de 25 pg/mL.
MCF-7 NCI-H292 HT-29
SD SD
(IC%) (IC%) (IC%)

1 1 69,0 2,9 70,2 0,9 74,2 0,1

24,4 7,5 38,9 0 53,5 3,7

71,9 0,5 72,3 0,4 78,6 0,8

36,3 3,1 60,3 3.9 21,1 12,2

68,7 1,7 74,8 0,9 78,9 11

(6]
(6]
i
(o]
Co
“O
(o]
4 5c @y 72,5 1,9 70,0 1,7 74,2 0,3
SNFN
(o]
i
=
[e]
%

BaixaAtividade Alta Atividade

IC%

Sem Atividade Atividade Moderada

Figura 12: Escala de Intensidade do Percentual de Inibicdo do Crescimento Celular (IC%).

De acordo com a escala de intensidade, os compostos
considerados promissores sao aqueles que apresentam alta atividade (IC%
entre 70-100%). Desse modo, dentre os compostos testados observamos que

as lactonas 5a e 5d ndo sdo consideradas promissoras e, portanto, nao
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participaram dos testes para determinagcdo dos valores de ICso. Em
contrapartida, os compostos 1, 5b, 5c e 5e, apresentaram bons resultados de
IC%, sendo assim classificados para a etapa de determinacdo de seus valores
de 1Cso.

Aqui, podemos observar a coeréncia com os resultados do docking
molecular que indicou os compostos 5a e 5d como aqueles que, teoricamente,
apresentariam menor atividade biolégica em comparagdo com 0S outros
compostos sugeridos.

Nesta segunda etapa, tendo em vista os bons resultados de 1C%, foram
testadas além das linhagens ja citadas mais duas linhagens de células
tumorais: HL-60  (leucemia  pro-mielocitica) e K562  (leucemia
eritromieloblastoide). Os valores de ICsp obtidos estdo descritos na Tabela 3

abaixo.

Tabela 3: Valores de ICsq para a (-)-massoialactona 1 e seus analogos 5a-e frente a
cinco linhagens de células tumorais.

ICs0 (ng/mL)
MCF-7  NCI-H292 HT-29 HL-60 K562

1 1 d\/w 60,0 11,3 226 160 202

>100 >100 >100 NT NT

22,5 0,8 4,4 54 29

3 5b Qo e

4 5¢ @ 44,6 16.6 184 255 500
(0]

]
9
(o]
Co_
(o]
(]
(o]
(]
~x
(o]
s sy
=
(o]
6 5e % 22,9 9,1 109 132 89

7 DOX? 0,34 0,02 NT 0,03 0,26

®Doxorubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo; NT, ndo testada.

>100 >100 >100 NT NT

O valor de ICsy representa a quantidade de composto necessaria para

inibir o crescimento de 50% da populacédo de células tumorais. Assim, quanto
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menor for o valor de ICsp, mais ativo serd o composto, pois apenas uma
pequena quantidade dele € necessaria para inibir o crescimento de 50% da
populacao.

Dessa forma, ao observar a Tabela 3, € possivel verificar que a (-)-
massoialactona exibiu citotoxicidade moderada frente as linhagens testadas
(Tabela 3, linha 1), sendo mais ativa nas linhagens NCI-H292 e HL-60. Os
resultados obtidos para os compostos 5a e 5d (Tabela 3, linhas 2 e 5) mostram
que nenhuma atividade antiproliferativa foi observada. Tais resultados d&o
suporte a hipotese de que a cadeia lateral tem um papel fundamental na etapa
de reconhecimento celular. Em um estudo semelhante, o mesmo
comportamento foi observado para analogos da fostriecina, onde a reducdo da
cadeia lateral levou a um decréscimo na atividade antiproliferativa (BUCK,
HARDOUIN, et al., 2003).

No caso da citostatina, é conhecido que a presenca do trieno na cadeia
lateral ndo é essencial para a inibicdo in vitro (BIALY e WALDMANN, 2003).
Em analogia, os derivados 5¢ e 5d que possuem uma ligacdo dupla terminal
foram testados, mas somente 5c exibiu uma citotoxicidade moderada, talvez
indicando que a presenca de um atomo eletronegativo na cadeia lateral poderia
aumentar o potencial citotéxico quando comparado com o composto 5d (Tabela
3, linhas 4 e 5).

A partir da analise da estrutura da goniotalamina, pode-se observar,
comparativamente, que os analogos com a cadeia lateral flexivel apresentaram
somente uma citotoxicidade moderada. A presenca de uma cadeia lateral
flexivel talvez seja a responsavel pelos resultados moderados obtidos até o
momento.

Desse modo, nossa atencdo foi voltada para os analogos 5b e 5e
(Tabela 3, linha 3 e 6), que possuem um anel aromatico em suas cadeias
laterais. De maneira satisfatoria o analogo 5b exibiu boa citotoxicidade contra
as linhagens NCI-H292 e K562, enquanto o analogo 5e apresentou atividade
moderada para estas mesmas linhagens de células tumorais. Tais resultados
compdem os melhores valores de ICso pra o estudo realizado, levantando a
hipétese de que uma cadeia lateral rigida seja responsavel pela a atividade de

d-lactonas o, B-insaturadas.
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Vale salientar que dentre as linhagens estudadas a HL-60 (leucemia pro-
mielocitica), e a K562 (leucemia eritromieloblastéide), sdo tumores liquidos,
logo, a interacdo droga/tumor é facilitada quando comparada a mesma
interacdo com tumores solidos. Desse modo, um composto que apresenta um
baixo valor de ICso contra um tumor sélido, ou seja, uma alta citotoxicidade,
pode ser considerado bastante efetivo, pois consegue quebrar a barreira fisica
existente.

Sob este aspecto, pode-se destacar o composto 5b que, dentre os
analogos testados, apresentou os menores valores de ICso tanto para um tumor
sélido (NCI-H292) quanto para um tumor liquido (K562), mostrando ser o
analogo mais citotoxico.

Um provavel questionamento feito pelo leitor é: por que foram testadas
as misturas racémicas das lactonas e ndo seus enantibmeros puros
separadamente? Tal questionamento pode ser respondido em duas partes:
primeiramente, epoxidos quirais possuem alto valor monetario o que
impossibilitou suas aquisicdes para realizacdo da sintese dos respectivos
analogos enantiomericamente puros; e a sintese assimétrica destes
compostos, em alguns casos, € um procedimento que envolve diversas etapas
sintéticas. Em segundo lugar porque estudos recentes indicaram que ndo ha
diferenca significativa na citotoxicidade entre enantibmeros puros de d-lactonas
a.B-insaturadas (DE FATIMA, et al., 2005 e 2006).

Para comprovar que ndo ha diferenca significativa na citotoxicidade
entre 0os enantibmeros dos compostos sintetizados, foi realizado um estudo de
docking molecular, novamente em colaboracdo com o Dr. Carlos Henrique B.
da Cruz, com os enantibmeros R e S daquele analogo que apresentou melhor
atividade antitumoral (5b) e o alvo biolégico CRM-1.

O estudo de docking molecular para as lactonas R-5b e S-5b (Figura 13)
confirmou nossas suspeitas de que seus padrbes de ligacdo a CRM-1 né&o

dependem da estereoquimica da molécula.
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R-5b S-5b

Figura 13: Estruturas quimicas dos isbmeros R-5b e S-5b.

A ligacdo entre a lactona R-5b e a CRM-1 ocorre inicialmente por duas
interacbes moleculares: o oxigénio carbonilico da lactona interage com os
aminoacidos LYS548 e LYS579 da proteina, e o oxigénio do anel lacténico
interage com a LYS579, posicionando a dupla ligagdo do anel, ou seja, o
aceptor de Michael, a uma distancia de 3,65 A da CYS539 (Figura 14). A
interacdo observada para o anel lactbnico da R-5b é a mesma observada

guando se estuda a relacdo da leptomicina B com a CRM-1.

n

Figura 14: Interacdes moleculares entre a R-5b e a CRM-1.

Ja a interacdo entre a lactona S-5b e a CRM-1 ocorre com seu encaixe
na regido hidrofobica da proteina, com os dois atomos de oxigénio do anel
lactonico direcionados para o interior da cavidade, e o anel aromatico
acomodado na regido hidrofébica da MET556, posicionando assim a dupla
ligacdo do anel a uma distancia de 3,66 A da CYS539, e resultando na perda
das interagBes com os aminoacidos LYS548 e LYS579 observadas para a R-
5b (Figura 15).
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LYS579
<A

Figura 15: Intera¢cdes moleculares entre a S-5b e a CRM-1.

Desse modo, é possivel observar que a forma como os isbmeros R-5b e
S-5b se encaixam a CRM-1é diferente, porém eles se ligam igualmente a esta
proteina através da interacdo entre a dupla ligacdo aceptora de Michael do anel
lacténico e o aminoacido CYS539, havendo uma diferenca de apenas 0,01 A
no tamanho da ligacao.

Com o estudo de docking molecular também foi possivel calcular a
provavel energia de ligacdo requerida para que a molécula estudada se ligue
ao alvo molecular. Desse modo, quando a interacao entre um determinado alvo
bioldgico e diferentes moléculas € comparada, aquela que gerar menor energia
de ligacdo sera referente a molécula que, teoricamente, apresentard melhor
atividade bioldgica. Para o sistema estudado, a diferenca entre as energias de
ligacdo para a R-5b e a S-5b na cavidade da CRM-1 foi de, aproximadamente,
0,2 kcal/mol. Tal diferenca indica que, provavelmente, 0s respectivos
enantibmeros apresentardo atividades bioldgicas semelhantes, justificando o
fato dos testes de atividade antitumoral das &-lactonas o,B-insaturadas

sintetizadas terem sido realizados apenas com suas misturas racémicas.

40



Tese de Doutorado
Maria Ester de Sa B. Barros

3.4. Atividade Anti-inflamatoéria

Apoés o estudo da atividade antitumoral e, tendo em vista o potencial
anti-inflamatoério de produtos naturais com porcao o-lactona o,B-insaturada,
realizou-se um estudo com alguns dos analogos sintetizados a fim de avaliar tal
propriedade. Os analogos foram selecionados tendo em vista a disponibilidade
de composto. Inicialmente, tais compostos (5b-e) foram submetidos a um
screening para determinar suas toxicidades in vitro. Aqueles que apresentaram
baixa toxicidade foram testados quanto suas possiveis atividades anti-
inflamatorias. Tais ensaios foram realizados in vitro em macréfagos peritoneais
murinos (células intestinais de camundongos) estimulados por LPS
(lipopolissacarideos). Estes estudos foram realizados em colaboragdo com a
professora Teresinha Gongalves da Silva no Laboratério de Bioensaios para
Pesquisa de Farmacos do Departamento de Antibioticos da UFPE.

E descrito na literatura que endotoxinas bacterianas como, por exemplo,
0s LPS (NAGY, KONCZ, et al., 2010) e (TAKACS, CZAKO, et al., 2002), ativam
0s macrofagos que conduzem a producao de oxido nitrico (NO), um importante
mediador pro-inflamatorio associado com a ativacao dos linfocitos T (TIWARI,
DWIVEDI e KAKKAR, 2010). LPS promovem a ativagao do fator nuclear kappa
B (NF-«xB, fator de transcrigdo envolvido no controle da expressao de diversos
genes ligados & resposta inflamatéria (ARAGAO-FILHO, MOREIRA, et al.,
2009)) em macrofagos, estimulando a producdo de NO e citocinas pro-
inflamatorias. Dessa forma, pode-se associar reducdes dos niveis de NO a
inibicdo da ativacao da NF-xB, que regula a inibicdo da enzima o6xido nitrico
sintase (INOS) e de genes relacionados com a producédo de citocinas (LEE,
JUNG, et al., 2012).

Assim, realizou-se inicialmente o estudo da toxicidade dos analogos 5b-
e, através do método MTT, a fim de evitar a utilizacdo de doses toxicas nos
testes de atividade anti-inflamatoria. Os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 4.
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Tabela 4: Percentual de viabilidade celular de macréfagos murinos
tratados com as 6-lactonas a,pB-insaturadas 5b-e.

Concentracdo (ug/mL)
3,1 6,2 12,5 25,0

1 sb @o 93 473 0 0

2 5c @ 100 77,2 51,1 7,7
O\/\

3 5d o 57 45,4 19,7 2,5

4 se % 34,5 30,9 1,0 7,4

Os resultados obtidos estdo apresentados como a meédia + desvio
padrdo de trés experimentos independentes (n=12).

Na Tabela 4 temos que os analogos selecionados foram testados em
quatro concentracdes diferentes (3,1; 6,2; 12,5 e 25,0 ug/ mL), e os resultados
obtidos correspondem ao percentual de células vivas apés os testes. Sendo
assim, quanto maior for o percentual obtido, menos téxico € o composto
testado para uma dada concentracao.

Dessa forma, podemos observar na Tabela 4 que a medida que a
concentragdo utilizada aumenta, também h& um aumento na toxicidade dos
compostos testados, ou seja, diminui o percentual de células vivas ap0s os
testes. Dentre o0s analogos testados temos que as lactonas 5b e 5c
apresentaram maior percentual de células vivas quando testadas na
concentracdo de 3,1 ug/mL (Tabela 4, linhas 1 e 2). Assim, tais condigbes
foram selecionadas para os proximos ensaios (lactonas 5b e 5c na
concentracéo de 3,1 pug/mL).

O passo seguinte foi avaliar a atividade anti-inflamatoria das lactonas
selecionadas a partir do efeito causado pelas mesmas sobre a produgao de NO
por macréfagos murinos estimulados por LPS. Os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 5 abaixo. O tratamento estatistico dos dados foi feito
através da analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste
Newman-Keuls com intervalo de confianca de 95%. Valores de p<0,05 foram

considerados como indicativos de significancia. Foram avaliados os niveis de
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NO nos macréfagos nao inflamados (Tabela 5, linha 1), nos macréfagos com o
estimulador de inflamagédo (Tabela 5, linha 2), e nos macréfagos com o
estimulador de inflamacéo e tratados com as lactonas 5b e 5c¢ (Tabela 5, linhas
3ed).

Tabela 5: Efeito das &-lactonas o.fB-insaturadas 5b e 5c sobre a
producéo de NO por macréfagos murinos estimulados com LPS.

Concentragédo (ug/mL) NO (uM)

1 controle - 2,8+0,13

2 LPS 1,0 19,2 + 0,06*

[0}

3 &b @OO
o

4 sc @ 31 2.7 +0,05%
O\/\

Os resultados obtidos estdo apresentados como a média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes. *Diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle (p<0,05).

31 5,2 +0,04*

Na Tabela 5, o valor obtido para a concentracdo de NO sob o efeito do
composto testado deve ser o mais préximo possivel do valor observado para o
controle, pois o composto testado terd reduzido o nivel de NO a valores
comparados ao da ceélula ndo inflamada, caracterizando sua acdo anti-
inflamatoria.

Os resultados obtidos na Tabela 5 informam que a producédo de NO na
célula ndo inflamada (linha 1) é de 2,8uM, e que esta producdo aumenta para
19,2 uM quando as células de macréfagos murinos séo inflamadas com LPS
(linha 2). Quando as células inflamadas séo tratadas com os compostos 5b e
5c (linhas 3 e 4) a uma concentragdo de 3,1 ug/mL, os niveis de producdo de
NO séo reduzidos a 5,2 e 2,7 uM, respectivamente, indicando que esses
compostos possuem atividade anti-inflamatéria e que seus mecanismos de
acao sao, pelo menos parcialmente, devido a regulacao da producéo de NO.

Dentre os compostos testados, aquele que causou uma redugcdo na
producdo dos niveis de NO comparaveis a producdo observada nas células
nao inflamadas (controle), e que assim pode ser considerado o0 mais ativo

nesse teste, foi a lactona 5c.
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Outro teste de avaliagdo anti-inflamatéria com os compostos 5b e 5¢ a
uma concentracdo de 3,1 pug/mL foi realizado. Neste teste foram avaliados os
niveis da citocina pré-inflamatéria TNF-a, largamente relacionada com a
producdo de NO induzido por LPS (TER STEEDE, VAN DER VEN, et al.,
1998). Assim, a reducdo dos niveis de NO também pode ser atribuida a
reducdo dos niveis de TNF-a. A Tabela 6 mostra os efeitos das lactonas 5b e
5c sobre a producao de TNF-a por macrofagos murinos estimulados com LPS
(Tabela 6, linhas 3 e 4), ndo estimulados (Tabela 6, linha 1), e apenas com o

estimulador de inflamacao (Tabela 6, linha 2).

Tabela 6: Efeito das &-lactonas o,B-insaturadas 5b e 5c¢ sobre os niveis
de TNF-o. em macréfagos murinos estimulados por LPS.
Concentracdo (ug/mL) TNF-a (pg/mL)

1 controle - 57,5+5,9

2 LPS 1,0 274,4 +£10,6*

3,1 112,4 +9,8*

4 5c @ 3,1 2100+ 7,7*
O\/\

Os resultados obtidos estdo apresentados como a média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes. *Diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao controle (p<0,05).

Na Tabela 6, pode ser observado que a producdo de TNF-a nas células
nao inflamadas (linha 1) é igual a 57,5 pg/mL, e que esta producdo aumenta
para 274,4 pg/mL quando as células sdo inflamadas com LPS (linha 2).
Quando as células inflamadas sdo entdo tratadas com os analogos 5b e 5c¢
(linhas 3 e 4) a uma concentracado de 3,1 ug/mL, os niveis de producdo de
TNF-a sdo reduzidos para 112,4 e 210,0 pg/mL respectivamente. Estes
resultados indicam que a atividade anti-inflamatéria dos compostos testados
também se deve a reducgdo dos niveis de NO a partir da reducgéo dos niveis de
TNF-a, e que a lactona que promoveu maior reducdo dos niveis de TNF-a em
macrofagos estimulados por LPS foi a 5b.

Assim, pode-se inferir que 0 mecanismo de acgdo anti-inflamatoria da
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lactona 5b é devido principalmente a reducéo dos niveis de TNF-a nas células
inflamadas, enquanto que para a lactona 5c € devido principalmente a reducéo

dos niveis de NO.
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4. Conclusdes

v As estruturas moleculares dos andalogos sugeridos e da (-)-
Massoialactona foram submetidos ao estudo de docking molecular tendo
como alvo biolégico a CRM-1. Os compostos 5b, 5¢c e 5e obtiveram
valores de energia de ligacdo menores que o produto natural, indicando
que, teoricamente, apresentariam melhores atividades biologicas que a
(-)-Massoialactona.

v' Cinco &-lactonas a,B-insaturadas foram sintetizadas em rendimentos

moderados que variaram entre 65-75%.

o) o) o o o)

e e -

5a 5b 5¢ 5d 5e
75% 65% 75% 65% 70%

v' Todos os compostos sintetizados, e a (-)-massoialactona, previamente
sintetizada pelo nosso grupo de pesquisa, foram submetidos a estudos
de atividade antitumoral e anti-inflamatdria, sendo o composto 5b o que
apresentou melhor resultado quanto a atividade antitumoral, e os
compostos 5b e 5¢ quanto a atividade anti-inflamatéria.

v" Os resultados obtidos para atividade antitumoral estdo de acordo com a
previsdo feita pelo estudo de docking molecular que indicava que o
analogo 5b seria mais ativo que os outros andlogos e que a (-)-
massoialactona.

v' Os calculos de docking molecular revelaram que ndo ha diferenca
significativa na energia de ligacdo entre os isbmeros R-5b e S-5b no
alvo molecular CRM-1, o que indica que tais compostos apresentariam
atividades biolégicas semelhantes, e justifica a utilizacdo das misturas
racémicas das o-lactonas o,p-insaturadas nos estudos de atividade
antitumoral.

v' Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho foram publicados no
journal de circulagdo internacional European Journal of Medicinal
Chemistry (Eur. J. Med Chem. 2014, 76, 291).
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Capitulo 2: Z-estilbenos

1. Introducéao

Entre as décadas de 1970 e 1990, Pettit e colaboradores desenvolveram
uma seérie de estudos baseados na inibicdo do crescimento de células
cancerigenas a partir da utilizacdo dos componentes constituintes da arvore
sul-africana  Combretum caffrum, uma espécie pertencente a familia
Combretaceae. Tradicionalmente, arvores e arbustos pertencentes a esta
familia sdo utilizados em praticas medicinais na Africa e na india, no tratamento
de infec¢Bes respiratorias, hepatite, maléria, cancer uterino, lepra, disenteria,
entre outros exemplos. Tais estudos levaram ao isolamento e determinagéo
estrutural de varios compostos bioativos, dentre eles, uma série de estruturas

denominadas de combretastatinas (Figura 16) (PETTIT, SINGH, et al., 1995).

OH
MeO RO N o N
. C1)
MeO O MeO O o) O
OMe OH OMe R, OMe OH
OMe OMe OMe

Combretastatina 1
(8,18x1074%)

OH
OMe

O g

MeO
OMe

Combretastatina A-6
(7,70x1075%)

Combretastatina:

A-1: R=Me, R=R,=0H (9,1x10%)
A-3: R=H, Ry=H, R,=0OH (6,24x104%)
A-4: R=Me, Ry=H, R,=OH (1,30x10°%)
A-5: R=H, Ry=H, R;=OMe (9,00x10%)

Combretastatina:
B-1: R=Me, R{=OH (5,1x107%%)
B-2: R=R,=H, (6,71x10°%)

Combretastatina A-2
(5,74x1074%)

Combretastatina C-1
(1,00x107%)

OH OH
O (0]
i K 0 \
(6] (6]

Combretastatina D-1
(2,30x107%)

Combretastatina D-2
(7,5x10-6%)

Figura 16: Estruturas quimicas das combretastatinas obtidas a partir da C. caffrum e seus
respectivos rendimentos de isolamento (PETTIT, et al., 1982, 1987 e 1988) e (SINGH, et al.,

1989 e 1990).
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Dentre as combretastatinas isoladas, pode-se destacar a
Combretastatina A-4 (CA-4) (Figura 17), o produto natural de menor peso
molecular que inibe a polimerizacéo da tubulina ligando-se ao mesmo dominio
da proteina que provoca a polimerizacao (DUAN, CAl, et al., 2007).

MeO O AN
MeO O
OMe OH
OMe

Figura 17: Estrutura da Combretastatina A-4.

A tubulina, por sua vez, € um importante alvo no tratamento do cancer e
possui um papel fundamental na formacao do fuso mitético, que promove a
separacao fisica dos cromossomos durante a mitose (KUMAR, SAPRA, et al.,
2012).

O crescimento de um tumor sélido depende do desenvolvimento de uma
vasculatura (disposicdo dos vasos sanguineos) para que sejam supridas as
necessidades de oxigénio, nutrientes, entre outros. Desse modo, se o leito
vascular que se desenvolveu no interior da massa tumoral for quebrado, entao
o crescimento do tumor serd significativamente prejudicado. Assim, quando
ocorre a interrup¢éo da polimerizacdo da tubulina, também ocorre a interrupcéo
da formacdo da vasculatura tumoral, promovendo entdo um bloqueio no
crescimento celular (TRON, PIRALLI, et al., 2006).

Diante de tal importancia biologica, diversos grupos de pesquisa se
aplicaram em realizar a sintese total da CA-4. Estilbenos podem ser
usualmente preparados a partir de dois tipos de reacdes: reacdo de Wittig, e
condensacao de Perkin. Na primeira, pode ser obtida uma mistura entre os
isbmeros Z e E. Ja na reacdo de Perkin o isbmero Z predomina, porém &
necesséria a utilizacdo de temperaturas elevadas na etapa de descarboxilacdo
para que o produto final seja obtido (LUPATTELLI, D’AURIA, et al., 2009).

A primeira sintese total da CA-4, foi descrita em 1995 pelo mesmo grupo
que a isolou (PETTIT, SINGH, et al., 1995). A etapa-chave baseou-se em uma
reacao de Wittig entre um sal de fosfénio obtido a partir da isovanilina e o 3,4,5-
trimetoxibenzaldeido (Esquema 5).
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Esquema 5
® o
—_—
MeO MeO
OH OTIPS
Isovanilina MeO N
o} —
i - MeO
oM
€ OH
MeO OMe OMe
OMe CA-4
Z/E1:1,5

3,4,5-trimetoxibenzaldeido

O método ndo se mostrou estereosseletivo, uma vez que foi obtida uma
mistura de isbmeros Z e E na proporgao de 1:1,5; e ndo se mostrou eficiente,
obtendo-se a CA-4 em rendimento global de 19% ao final de sete etapas

reacionais.

Em 2001, McGown e colaboradores descreveram a sintese da CA-4 a
partir da reacdo de condensacdo de Perkin entre o &cido 3,4,5-trimetoxi-fenil-
acético e o 3-hidréxi-4-metoxi-benzaldeido, levando a CA-4 com 72% de
rendimento e uma razdo de 88:12 entre os isOmeros Z/E (Esquema 6)
(GAUKROGER, HADFIELD, et al., 2001).

Esquema 6

M
€0 CO,H
CO,H

MeO MeO

OMe Et3N X CU(S) MeO X
D TGO, = %
o7 OH OMe OH ' OH
/\C[OMe OMe 7z OMe

88:12

Apesar desta metodologia resultar no produto desejado em apenas duas
etapas reacionais, para obté-lo € necessario o emprego de temperaturas

elevadas (230°C) na etapa final de descarboxilagcéo.

Em 2011, um grupo de pesquisa chinés descreveu a sintese da CA-4,

também utilizando a condensacdo de Perkin, a partir da reacdo entre o (E)-1-
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metéxi-4(prop-1-enil) benzeno (comumente chamado de anetol), composto
base da biomassa do anis estrelado chinés, disponivel de forma abundante e
sustentavel naquele pais, e o 3,4,5-trimetdxi-benzaldeido, derivado da gallnut
chinesa, um fruto que muito se assemelha com uma noz (CHEN, ZOU, et al.,
2011). Os autores afirmaram que tal metodologia é um exemplo da obtencéao
de compostos bioativos de forma verde e que possibilita a sua produgdo em
larga escala. Contudo, apesar de utilizarem materiais de partida sustentaveis,
ainda foi necessario 0 uso de solventes organicos toxicos e condicdes
especiais, como temperaturas elevadas e atmosfera inerte. O isdbmero Z da CA-
4 foi obtido exclusivamente ao final de seis etapas reacionais, com um

rendimento de 70% (Esquema 7).

Esquema 7
CO,H
x
IO
—_—
MeO OH
OMe
Anetol MeO N
o . O
CO,H X MeO O
oM
. © OH
—_—
MeO OMe MeO OMe OMe
OMe OMe CA-4
Acido galico

Devido a baixa solubilidade em agua da CA-4, um pro-farmaco de
fosfato (CA-4P, Figura 18) mais soluvel, foi sintetizado para o desenvolvimento
de estudos in vitro e in vivo. Atualmente, a CA-4P encontra-se em fase de
ensaios clinicos para o tratamento, dentre outros, do carcinoma anaplasico de
tiredide, uma das formas mais agressivas deste cancer que rapidamente atinge
orgaos a distancia, como os pulmdes, 0s 0ssos e o figado, e corresponde a 2%

dos casos de carcinoma de tiredide (JIN, QI, et al., 2011).
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Figura 18: Estrutura quimica da CA-4 e da CA-4P.

Dessa forma, tendo em vista seu baixo peso molecular e sua elevada
efetividade na inibicdo da polimerizacdo da tubulina, diversos grupos na area
de quimica organica sintética e medicinal vem se dedicando a sintese de
derivados estruturais da CA-4 que apresentem resultados similares, ou
melhores, que a mesma quando se trata de sua atividade biolégica. Para tanto,
muitos deles se basearam em estudos de estrutura-atividade, que ao longo dos
anos se concentraram em modificagdes no anel A, no anel B, e na dupla

ligacdo entre os anéis A e B, da CA-4 (Figura 19).

Figura 19: Identificacdo dos anéis A e B da CA-4.

Com relagcédo ao anel A, por muito tempo foi sugerido que a presenca
das trés metoxilas fosse crucial para as caracteristicas citotéxicas e inibitoria da
polimerizagdo da tubulina da CA-4 (TRON, PIRALI, et al.,, 2006). Contudo
diversas modificagbes estruturais feitas no anel A, como por exemplo, a
substituicdo dos grupos metoxila por grupos de maior natureza lipofilica
(MAYA, PEREZ-MELERO, et al., 2005), ou por trés metilas (GAUKROGER,
HADFIELD, et al., 2003), ou ainda substituicbes da metoxila na posicdo meta
por um atomo de fldor (PETTIT, MINARDI, et al., 2005), promoveram
resultados positivos e negativos, tanto na citotoxicidade da molécula quanto na
sua resposta a inibicdo da polimerizacdo da tubulina. Desse modo, ndo se
pode afirmar que o0s grupos metoxila do anel A sejam de fundamental

importancia para a atividade da CA-4.
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Historicamente, ao supor que as metoxilas do anel A seriam cruciais
para a atividade da CA-4, o anel B foi visto como a Unica por¢cao da molécula
passivel de modificacbes para que compostos mais potentes fossem
sintetizados. Desse modo, de forma geral, o anel B sofreu substituicbes em
trés diferentes vertentes: (i) anéis aromaticos substituidos; (ii) anéis aromaticos
nao substituidos; (iii) anéis heterociclicos. Tais estudos levaram a algumas
conclusdes acerca da constituicao deste anel: (i) para uma boa citotoxicidade a
posicdo para deve ser ocupada por uma metoxila; (i) a posicdo meta pode ser
substituida por grupos doadores ou retiradores de elétrons desde que nao
excedam o tamanho do grupo original (hidroxila) desta posi¢ao (TRON, PIRALI,
et al., 2006).

Com relacao a dupla ligacéo de configuracdo Z que une os anéis A e B,
pode-se dizer que esta é de fundamental importancia para a citotoxicidade da
CA-4, haja vista que o isdbmero Z possui significativamente maior atividade que
o isbmero E. Além disso, a citotoxicidade do isbmero E pode estar relacionada
a sua isomerizacdo ao isbmero Z durante os testes de atividade. Acredita-se
que a dupla ligacdo Z seja responsavel pela colocacdo dos anéis A e B a uma
distancia apropriada dando ao composto uma angulacdo adequada para
maximizar a interacdo entre o mesmo e o alvo biolégico (TRON, PIRALI, et al.,
2006). Logo, pode-se concluir que a configuracdo Z da dupla ligacdo é de
extrema importancia para a citotoxicidade da CA-4. Dessa forma, analogos
dessa molécula devem manter esta configuracdo para apresentarem bons

resultados de atividades citotoxicas e de inibicdo da polimerizacdo da tubulina.

Assim, ao longo das duas ultimas décadas, foram descritos centenas de
anélogos estruturais da CA-4 dos mais variados tipos, com as mais variadas
modificacdes nos anéis A e B, e na dupla ligacdo que os une. Para muitos
desses analogos foram realizados testes de atividade antitumoral, anti-
inflamatoria, testes para avaliar suas eficacias na inibicdo da polimerizacdo da
tubulina, entre outros. De forma ilustrativa e comparativa foram selecionados
alguns exemplos desses analogos (Figura 20), obtidos a partir das mais
variadas metodologias sintéticas, e seus valores de ICsy para a linhagem de

adenocarcinoma de mama humano (MCF-7).
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OMe OH NO,

OMe OMe

IC5q < 0,0027 pg/mL IC5q = 0,49 pg/mL

J. Nat. Prod. 2005, 68, 1450.

\ /
MeO Si\E:[OH
MeO ; OMe
OMe
IC50= 0,017 pg/mL

Bioorg. Med. Chem. 2013, 21, 7381

MeO O N
MeO O o)
OMe \ J\G
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Anti-Cancer Drugs 2015, 26, 148

Figura 20: Exemplos de analogos estruturais da CA-4 e seus respectivos valores de ICsy para
a linhagem de células tumorais MCF-7.

Nas Ultimas décadas a utilizacdo de espécies de paladio como
catalizador em reag0es de acoplamento cruzado impulsionou a pesquisa nessa
area tanto no ambito académico como industrial (KUMADA, 1980). A grande
vantagem do uso de paladio em reacdes deste tipo esta na viabilidade de
formacdo de ligacbes C-C a partir de precursores mais simples, tolerando

varios grupos funcionais, e em condi¢des suaves (MIYAURA e SUZUKI, 1995).

Dentre as metodologias desenvolvidas para reacdes de acoplamento
cruzado catalisado por paladio podemos destacar a reacao de Stille, em que o
grupo eletrofilico utilizado € um organoestanho, e a reacdo de Suzuki-Miyaura,
onde o eletréfilo usado é um organoboro. Precursores de organoestanho e
organoboro com dupla ligacdo Z podem ser aplicados em reacdes de
acoplamento que visam a manutencdo da mesma. No Esquema 8 a seguir
estdo exemplificadas algumas metodologias recentes para obtencdo dos

precursores citados.
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Esquema 8

BPin
/ Cy,BH R BPin
—_— \—/

AcOH

R

Molander, G. A,; Ellis, N. M. J. Org. Chem. 2008, 73, 6841.

1) BuyTe, NaBH
= R ) BuzTey, L . R SnMe;

2) BuLi, Me3SnCl

Mirzayans, P. M.; Pouwer, R. H.; Williams, C. M. Org. Let. 2008, 10, 3861.

Entretanto, tendo em vista o interesse do nosso grupo de pesquisa ha
aplicacdo de reagentes de telirio e boro como precursores na sintese de
analogos estruturais de produtos naturais, podemos citar a metodologia
desenvolvida por Stefani e colaboradores em que tais compostos séo utilizados
na sintese de Z-estilbenos a partir do acoplamento cruzado do tipo Suzuki
(Esquema 9) (CELLA e STEFANI, 2006).

Esquema 9

/—\ Pd(l:’l:)f'lg,)4Y AgzO /—\
Ar! TeBu +  Ar’BF;K Ar' Ar?
MeOH, t.a.
»

Em tal trabalho, foram sintetizados oito estilbenos de configuracdo Z,
sem mistura de enantibmeros, em rendimentos que variaram de 60% a 82%

empregando-se tal estratégia.

Diante da importancia biol6gica da CA-4 e da possibilidade de obtencéo
de novos andlogos estruturais, empregando-se como estratégia a utilizacdo de
teluretos vinilicos e organotrifluoroboratos de potassio, metodologias
comumente utilizadas em nosso grupo de pesquisa, optou-se por desenvolver
estudos para a sintese e posterior avaliagdo das possiveis atividades

bioldgicas de tais analogos.
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2. Objetivos

Objetivo Geral
Aplicacéo de reagentes de tellrio e boro na sintese de estilbenos de

configuracdo Z analogos da CA-4.

Objetivos Especificos
Realizar estudo de docking molecular de estruturas anélogas a
CA-4 propostas de acordo com a disponibilidade de reagentes

comerciais no laboratorio;

Sintetizar as moléculas selecionadas no estudo de docking

molecular;

Avaliar a atividade antitumoral dos anélogos sintetizados.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Docking Molecular

Nesta etapa do trabalho foram realizados calculos de docking para onze
analogos estruturais da CA-4 sugeridos de acordo com a disponibilidade de
reagentes comerciais em nosso laboratorio de pesquisa. O alvo biolégico
selecionado para o estudo foi a tubulina, e o sitio ativo em que as moléculas
sugeridas foram encaixadas foi 0 mesmo descrito para a colchicina, também
descrita como um potente inibidor da polimerizacédo da tubulina (JIN, QI, et al.,
2011). A estrutura da tubulina foi obtida no Research Collaboratory of Structural
Bioinformatics Protein Data Bank (PDB 4HAT), e o estudo docking foi realizado
novamente em colaboracdo com Dr. Carlos Henrique B. da Cruz.

Os anélogos sugeridos indicam modificacdes apenas nos anéis A e B da
CA-4, ndao havendo modifica¢cées na configuracdo e nos substituintes da dupla

ligacdo que os une (Figura 21).
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Figura 21: Estruturas quimicas da CA-4 e de seus analogos estruturais propostos.

Inicialmente calculou-se a energia de ligacdo necessaria para que a CA-

4 se encaixasse ao dominio da colchicina na tubulina. O valor obtido foi de
AGiigacao = -6,70 kcal/mol. Como dito anteriormente, quanto menor a energia de
ligacdo necesséaria para que uma molécula se ligue a um determinado alvo
bioldgico, mais facil ocorrera seu encaixe e assim, teoricamente, melhor sera a

atividade biolégica desse composto.

Os valores de energia de ligacdo obtidos através dos célculos de

docking molecular para os compostos sugeridos estdo descritos na Tabela 7, e
na Figura 22 temos, de maneira ilustrativa como ocorre o encaixe do composto

6f no dominio da colchicina na tubulina.
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Tabela 7: Resultados obtidos no estudo de docking molecular para a CA-4 e seus analogos sugeridos 6a-k.

Py AGiigagto A—G Zgécéo C~A-4 AGiigacao A_G Zgégéo CNA *
(keai/mol) Analogo cacuago e Andlogo cacune e
analogo analogo
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol) (keal/mol)

MeO O N N MeO ~
CA-4 MeO O -6,70 6a O 5,35 +1,35 |6g O -7,93 -1,23
OMe OH O OMe O o

OMe
MeO O N
6D Mmeo O -5,99 +0,71 ’M/; 7,17 -0,47
e
X
Me

eO

X
g i
O
OH
MeO N M
6¢c MeO O -6,69 +0,01 6i -7,27 -0,57
OMe OMe _0
X
J o !
Me
6k

MeO O x
’/; 7,19 -0,49

6d I -7,04 -0,34 O
F
MeO O B Meo AN
6e Meo O -7,97 -1,27 \Q/%S -6,76 -0,06
OMe NH, OMe \=
MeO O N
6f O -7,39 -0,69
OMe
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Figura 22: Imagem ilustrativa do encaixe do composto 6f no sitio ativo da tubulina.

De acordo com a Tabela 7, os compostos que apresentaram valores
negativos de AGjgacso ca-4 — AGiigacio analogo NECESSItamM de menos energia para
se ligarem ao sitio ativo da proteina alvo e, portanto, teoricamente seriam mais
ativos que este produto natural. Dessa forma, os resultados de docking
molecular indicam que os Z estibenos 6a e 6b seriam menos ativos que a CA-
4, os analogos 6¢ e 6k apresentariam atividades semelhantes a CA-4, e 0s
compostos 6d-j seriam mais ativos que a CA-4.

Considere a seguinte designacdo dos anéis dos Z-estilbenos sugeridos

para as observacdes a seguir:

Figura 23: Designacdes anéis A e B dos Z-estilbenos.

Podemos dividir os analogos propostos em trés grupos de acordo com
0S substituintes nos anéis A e B, séo eles:
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= Grupo 1: Analogos 6a-c.

P DU
MeO MeO
OMe

6a 6b 6¢C
-5,35 kcal/mol -5,99 kcal/mol -6,69 kcal/mol

Neste grupo temos que no analogo 6a ndo ha nenhum substituinte nos
anéis A e B, enquanto que nos compostos 6b e 6¢c 0 nimero de grupos
metoxila aumenta no anel A, e a configuracdo do anel B é mantida.
Observamos neste grupo que o aumento de grupos metoxila no anel A acarreta
uma reducéo no valor da energia de ligacéo calculada, confirmando a hipétese
de que a presenca de grupos metoxila no anel A € um fator importante para a

atividade destes compostos.

= Grupo 2: Analogos 6c¢c-6e.

MeO 2
MeO O N O MeO O =
MeQO
LO WA
OMe Mo OMe NH,
6¢c 6d 6e
-6,69 kcal/mol -7,04 kcal/mol -7,97 kcal/mol

Neste grupo temos a manutencao dos grupos metoxilas no anel A e uma
variagdo nos substituintes do anel B. Observamos que a inclusao de
substituintes no anel B (analogos 6d e 6e) provoca uma reducdo nas energias
de ligacdo calculadas, contudo a presenca de um substituinte na posicdo meta
causou uma reducdo significativa na energia de ligacdo ao sitio ativo da

proteina quando comparado a um substituinte na posicao para.
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= Grupo 3: Anélogos 6f-k.

MeO.
=
MeO O S MeO N O
O ’/‘\ OMe O
OMe
NH; oMe oH

OH

of 69 6h
-7,39 kcal/mol -7,93 kcal/mol -7,17 kcal/mol
MeQ O SN MeO O = MeO SN
OMe 20 E OMe ‘=
6i 6j 6k
-7,27 kcal/mol -7,19 kcal/mol -6,76 kcal/mol

Neste grupo, manteve-se a configuracdo do anel A, com duas metoxilas nas

posicoes 3 e 5, e modificado os substituintes, e posicbes dos mesmos, no anel

B. Aqui, foi considerada a hip6tese de que a presenca das trés metoxilas no

anel A nédo teria importancia crucial para a atividade dos estilbenos analogos

da CA-4. Algumas conclusbes podem ser feitas acerca dos resultados das

energias de ligacdo calculadas para este grupo, sao elas:

A presenca de grupos doadores (NH;, OH) e retirador (CHO) na posicao
meta (compostos 6f, 6g e 6i) resultaram em menores energias de
ligacdo, quando comparados a energia calculada para a CA-4;

Estudos de estrutura-atividade indicaram que a substituicdo do grupo
OH na posicdo meta do anel B poderia resultar em compostos mais
ativos que a CA-4 (TRON, PIRALI, et al., 2006). Quando os resultados
de docking molecular para os compostos 6f, 6g e 6i foram considerados,
foi possivel confirmar tal hipGtese, pois seus valores de energia de
ligagéo obtidos foram menores que o calculado para a CA-4. Contudo,
para 0S compostos em questdo, a presenca do grupo OH continua
resultando em valores inferiores de energia de ligacdo [(AGiigacaosg —
AGjigacaost = (-7,93 kcal/mol) — (-7,39 kcal/mol) = -0,54 kcal/mol,
(AGjigacgosg — AGiigacaosi = (-7,97 kcal/mol) — (-7,27 kcal/mol) = -0,70
kcal/mol)];

Tais estudos de estrutura-atividade também sugeriram que esta
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substituicdo ndo € positiva quando a hidroxila é substituida por grupos
mais volumosos. Esta hip6tese foi confirmada quando os compostos 69
e 6i foram comparados;

e O efeito eletrbnico do substituinte no anel aromatico também foi
avaliado. A presenca de um grupo doador (OH, 6h) e um retirador de
elétrons (F, 6j) na posicdo para do anel B nado resultou numa diferenca
significativa no docking molecular (AGiigagaosk — AGiigacaosj = (7,19
kcal/mol) — (-7,17 kcal/mol) = -0,02 kcal/mol).

e A substituicdo do anel B por um anel heteroaromatico (6k) ndo resultou
em um aumento da energia de ligacdo quando comparado com o0s
demais compostos estudados, e também ndo apresentou uma reducao
significativa na energia de ligagdo quando comparado com o valor
calculado para a CA-4.

Com as consideracfes feitas até agora, e considerando 0os compostos
6e, 6f e 6g os quais, segundo o estudo de docking seriam 0s mais ativos
dentre os anélogos sugeridos, tem-se:

e Os resultados obtidos para os analogos 6e e 6f, nos quais a

configuragdo do anel B foi mantida e o nUmero de grupos metoxila
no anel A foi reduzido, seria contraditério a hipotese de que a
presenca de trés metoxilas no anel A néo seria fundamental para a
atividade.

¢ Quando os compostos 6e e 6g nos quais um grupo metoxila no anel

A foi removido e o substituinte do anel B foi alterado (NH, versus
OH) foram comparados, ndo foi observada uma diferenca
significativa nos valores calculados de energia de ligacdo (AGiigacaose
— AGiigacaosg = (-7,97 kcal/mol) — (-7,93 kcal/mol) = -0,04 kcal/mol).
Assim, foi confirmada que a presenca das trés metoxilas no anel A

nao seria fundamental para a manutencéo da atividade do analogo.

Dessa forma, o estudo teorico de docking molecular realizado para os
compostos sugeridos confirmaram as hipéteses divulgadas anteriormente na

literatura para estudos de estrutura-atividade de analogos da CA-4.
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Assim, ao considerarmos que o0s resultados obtidos nos testes de
atividades bioldgicas para as é-lactonas a,p-insaturadas corroboraram com 0s
resultados obtidos no estudo tedrico de docking molecular, nesta etapa do
trabalho decidimos sintetizar apenas aqueles analogos que apresentaram
diferencas significativas nos valores calculados de energia de ligacdo e que,
dessa forma, seriam mais ativos que a CA-4. Entdo, os analogos selecionados

para a etapa de sintese foram 6d-j.

3.2. Sintese dos Analogos Selecionados

Nesta etapa do trabalho foram dedicados esforcos para sintetizar os
compostos selecionados a partir do estudo de docking. Para tanto, a estratégia
sintética utilizada foi baseada na metodologia descrita por Stefani e
colaboradores (CELLA e STEFANI, 2006). Contudo, considerando um estudo
metodoldgico realizado em nosso laboratdrio pela entdo aluna de doutorado
Natércia Maria Miranda Bezerra (BEZERRA, 2011), aplicou-se uma
modificacdo do 6xido de prata empregado na metodologia original (Ag.0). Os
resultados apresentados indicaram que o uso de Ag,COj3 leva aos produtos de
acoplamento sem a obtencao de uma mistura entre os isdbmeros Z e E.

E importante salientar que a metodologia descrita por Stefani é bastante
versatil uma vez que os substituintes presentes nos anéis aromaticos A e B
podem estar presentes nos teluretos vinilicos ou nos ariltrifluoroboratos de
potassio a serem empregados. A analise restrossintética para os analogos da
CA-4 selecionados através do estudo de docking molecular encontra-se

descrita na Figura 24.
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Figura 24: Analise retrossintética proposta para obten¢éo dos Z estilbenos 6e-j.

O composto 6d, ndo incluido na andlise retrossintética acima, foi

previamente sintetizado em nosso grupo de pesquisa, e portanto, sua sintese
nao sera abordada neste trabalho (BEZERRA, 2011).

Os teluretos vinilicos 7a-b foram obtidos a partir da reacdo de

hidroteluracdo dos alquinos correspondentes, disponiveis comercialmente,

empregando-se o ditelureto de dibutila, conforme descrito na literatura
(Esquema 10) (OLIVEIRA, PALMEIRA, et al., 2010).

Esquema 10

/

/
GF D
/

9a: GF = 3-NH,
9b: GF = 3,5-OMe

(BuTe), NaBH XX
2" > GF

EtOH o TeBu
t.a. - refluxo

H2N X MeO AN
TeBu TeBu

7a
60%

OMe
7b

80%

Os teluretos sintetizados foram caracterizados por GC-MS, RMN H, *C
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e 1%Te, e os dados obtidos estdo de acordo com as estruturas propostas.
Como exemplo temos o espectro de RMN *H do composto 7b (Figura
25). Observamos que os sinais obtidos estdo de acordo com a estrutura
proposta, e podemos destacar o simpleto em & 3,8 referente aos seis
hidrogénios dos grupos metoxilas, e os dupletos em 6 7,0 e 7,3 referentes aos
préotons vinilicos Ha e Hb, respectivamente. A constante de acoplamento
calculada para tais dupletos foi de 10,7 Hz, caracteristica de duplas ligacGes de

configuracéo Z.

Ha

2 x OMe MeO Hb
e
Hb Ha =
TeBu

OMe

7.40 7.35 730 725 720 715 710 7.05 7.00 695
Chemical Shit (ppm)

0.90 0.92 6.00
= = =l
T T T T T T T T T e e o e LA o e e

T T
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 25: Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCl3) do composto 7b.

No espectro de RMN ***Te (Figura 26) é possivel observar apenas um
sinal em aproximadamente & 337, indicativo da formacdo de um Unico
composto, o telureto vinilico de configuracdo Z, como evidenciado

anteriormente pelo espectro de RMN *H.
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TeBu

OMe
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Figura 26: Espectro de RMN**Te (126 MHz, CDCl;) do composto 7b.

Os organotrifluoroboratos de potassio 8b, 8d e 8e, foram sintetizados
seguindo a metodologia descrita por Vedejs e colaboradores a partir dos seus
respectivos acidos borénicos, obtidos comercialmente (Esquema 11) (VEDEJS,
FIELDS, et al., 1999).

Esquema 11
B(OH), BF3;K
N KHF, e N
GF— — H,0, MeOH L
0°C
10a: GF = 3-NH, 8b-e
10b: GF= 4-OH

10c: GF= 3-CHO

BF3;K BF;K BF3;K
0
NH, =z
OH
8b 8d 8e
87% 73% 90%

Os trifluoroboratos de potassio arilicos foram obtidos em bons
rendimentos e caracterizados por RMN *H, *C, *°F e !B, e os dados obtidos
estdo de acordo com as estruturas propostas. Para exemplificar, seréao
discutidos os espectros obtidos para o composto 8d.

No espectro de RMN *H do composto 8d (Figura 27) é possivel observar
dois dupletos com J= 7,8 Hz referentes aos prétons aromaticos Ha (5 7,10) e
Hb (3 6,50), além de um singleto largo em & 8,54 referente ao grupo hidroxila

na posicao para. Os outros sinais observados séo referentes aos solventes
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utilizados na recristalizacdo do composto e na aquisicAo do espectro

(GOTTLIEB, KOTLYAR e NUDELMAN, 1997). Tais solventes foram

posteriormente removidos em bomba de alto vacuo antes da aplicacdo do
produto nas reacdes posteriores.

BF4K
Ha Ha H20
Hb Hb DMSO
OH
Ha Hb (CH3),CO
OH L—J
/) 4
1.00 2.00 2.00
=l = =
Tels e es | so | 7s 70 s eo 85 50 45 4o as a0 25 20 15 1o o5 o

Chemical Shift (ppm)

Figura 27: Espectro de RMN'H (400 MHz, DMSO-d;s) do composto 8d.

Na Figura 28 (a) e (b) sdo mostrados os espectros de RMN °F e !B,

respectivamente. O sinal referente aos atomos de flGor presentes na molécula

aparece em § -138, enquanto o sinal referente ao atomo de boro aparece em 6
8,1.

Q —
w
[
f !\
[
| i
i i
| 4
J i
| |
y \'{J
ﬂ# |
uft fh
i U,
— i 1l 'J.‘-H-‘J‘I
)\, ot T o
'me.x.mmwrwwvmwm'*w) Rt $ihu o
-133 -134 -135 -136 -137 -138 -139 -140 -141 -142  -143 14 12 10 8 6 4 2 0
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
() (b)

Figura 28: (a) espectro de RMN °F (376 MHz, DMSO-ds) e (b) *'B (128 MHz, DMSO-ds) do
composto 8d.

Para a sintese do ariltrifluoroborato de potassio 8a, foi utilizada uma

metodologia baseada na reac&o de troca litio/halogénio do brometo de 3,4,5-
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trimetoxi-benzeno, obtido comercialmente, seguido da adicdo de
triisopropilborato e KHF, (Esquema 12) (BROWN, 1997), (BROWN e
ZAIDLEWICK, 2001) e (SUZUKI e BROWN, 2003).

Esquema 12

Br BF;K
1) n-BulLi, THF, -78°C
2) B(OiPr);, -78°C
MeO OMe 3) KHF, H,0, 0°C MeO OMe
OMe OMe

11 8a
50%

Empregando-se esta metodologia, o composto 8a foi obtido com
rendimento de 50% sendo também caracterizado através de RMN *H, *C, B
e °F.

Ja os ariltrifluoroboratos de potassio 8b e 8f foram obtidos a partir da
metodologia descrita por Lennox e Lloyd-Jones (Esquema 13) na qual o acido
bor6nico foi convertido ao trifluoroborato de potassio correspondente a partir da
utilizacéo de fluoreto de potéssio, seguido da adicdo de um acido suave, neste
caso o acido L-(+)-tartarico (LENNOX e LLOYD-JONES, 2012).

Esquema 13

B(OH), , BF,K
KF, Ac. Tartarico
i I
CFu MeCN, THF, H,0 CF L
t.a. 1h
10d: GF= 3-OH 8c e 8f
10e: GF= 4-F
BF,;K BF;K
OH
F
8c 8f
58% 92%

Apdés obtencdo dos materiais de partida necessarios foram realizadas
tentativas para a sintese dos compostos propostos 6e-j. A metodologia foi
baseada na reacdo de acoplamento, sendo utilizado o Pd(PPhs)s como
catalisador.

Dois resultados distintos foram observados nesta etapa do trabalho. A

reacdo para a sintese dos analogos 6f e 6i levou aos compostos desejados em
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bons rendimentos apds purificacdo através de cromatografia em coluna

(Esquema 14).

Esquema 14
MeO BF3K MeO N
e
" -
TeBu R MeOH, t.a. OMe O
OMe ) R
8b, R = NH, _ 0
7b 8e. R = CHO 6f, R = NH, (50%)

6i, R = CHO (66%)

Os compostos 6f e 6i foram devidamente caracterizados por RMN 'H e
13C e os sinais obtidos estdo de acordo com as estruturas propostas. No
espectro de RMN *H do composto 6i, podem ser destacados os dois dupletos
em 6 7,5 e 7,7 com J= 7,4 Hz, referentes aos hidrogénios vinilicos Ha e Hb,
respectivamente. O valor obtido para esta a constante de acoplamento é
caracteristico de prétons em configuracdo Z, o que confirma a manutencao da
configuracdo da dupla ligacdo do telureto vinilico ap6s a reacdo de
acoplamento. Além disso, podem ser observados dois simpletos em 6 3,6 e 9,9
referentes aos hidrogénios dos grupos metoxila presentes no anel A, e ao

hidrogénio do grupo -CHO, presente no anel B, respectivamente (Figura 29).

Ha
Hb Ha MeO i o Hb
OMe O /O

2x OMe
790 785 780 775 770 765 760 755 750 745 740 735
Chemical Shift (ppm)

0.90 0.860.89 5.99
= HoH =l
RN R R e R R R e R R AR R s

ARERARE!
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0

55 5.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 29: Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCI3) do composto 6i.

Quando as mesmas condi¢cOes reacionais foram aplicadas ao telureto
vinilico 7a e o trifluoroborato arilico 8a, a reagdo ndo levou ao derivado

proposto 6e, mas a uma mistura complexa de produtos (Esquema 15).
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Esquema 15
BF3K N
H,N M2 N
m .  Pd(PPhg), AgsCO;
TeBu MeO OMe MeOH t.a. O
OMe ) MeO OMe
7a
8a OMe
6e

O mesmo foi observado quando o telureto vinilico 7b e o trifluoroborato
arilico 8d foram empregados, onde o derivado proposto 6h néo foi obtido, mas

uma mistura complexa de produtos (Esquema 16).

BF3K MeO N
TeBu + _Pd(PPhs)s, AG,CO5
MeOH t.a. O

OH
7b 6h

Esquema 16

Mesmo nao sendo possivel obter todos os analogos selecionados para a
sintese, foi dado prosseguimento ao trabalho realizando o estudo da atividade

antitumoral dos Z estilbenos sintetizados.

3.3. Atividade Antitumoral

Os Z estilbenos 6f e 6i foram submetidos ao estudo de suas atividades
citotdxicas frente a trés linhagens de células tumorais: HL-60 (leucemia pro-
mielocitica), HT-29 (adenocarcinoma humano de co6lon) e NCI-H292
(carcinoma humano de pulméo). Da mesma forma que para as &-lactonas a,3-
insaturadas, este estudo foi realizado em colaboracdo com a professora
Gardénia C. G. Militdo. O método utilizado foi o de MTT, e um screening inicial
a uma concentracado constante de 25 pg/mL foi realizado com o intuito de
avaliar as percentagens de inibicdo para cada linhagem de células. Na Tabela
8 abaixo, encontram-se os resultados obtidos para os compostos 6f e 6i, além
dos obtidos anteriormente por n0sSso grupo de pesquisa para 0S compostos 6a-
d a titulo de comparagcédo (BEZERRA, 2011).
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Tabela 8: Percentual de Inibicdo de Crescimento Celular (IC%) dos analogos

6a-d, 6f e 6i, em trés linhagens de células tumorais na dose Unica de 25 pug/mL.

IC% Linhagens Testadas

Analogos HT-29 NCI-H292 HL-60
B
6a O 494 +48 58,7+11 N.T.
o
6b MeO O 42,1+£1,3 46,7+t 7,1 N.T.
MeO N
6c Moo O 58,3+0,5 46,6+4,5 N.T.
OMe ‘
MeO O X
6d MeO O 852+02 77,2+09 N.T.
OMe
Me
MeO O N
6f O - 451+£29 73,3+7,0
OMe NH
2
MeO
6i O 47,7+0,9 90,9+0,6

*N.T.: Nao Testado

Os resultados obtidos no screening inicial foram avaliados de acordo
com a escala de intensidade que define o grau de citotoxicidade dos
compostos testados, assim como feito no Capitulo 1 para as é-lactonas o,f-
insaturadas (Figura 12).

Na escala de intensidade, os compostos considerados promissores sé&o
agueles que apresentam alta atividade (IC% entre 70-100%). De acordo com
os resultados de docking molecular apresentados na Tabela 7, tem-se que,
dentre as estruturas sugeridas, 0s compostos menos ativos seriam 6a-c, e 0s
mais ativos seriam 6d-k. Esta tendéncia teorica também foi observada no
resultado experimental, uma vez que 0Ss compostos 6a-c apresentam
percentuais de inibicdo baixos e moderados, e 0os compostos 6d, 6f e 6i

apresentam altos percentuais de inibicdo em algumas das linhagens testadas,
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sendo assim classificados como promissores.

Dessa forma, o estudo de atividade antitumoral dos compostos
sintetizados neste trabalho continuou com a determinacdo de seus valores de
ICso (Tabela 9).

Tabela 9: Valores de ICg, obtidos para os Z estilbenos 6f e 6i frente a trés

linhagens de células tumorais.

ICs0 (ng/mL)
Anélogos HL-60 HT-29 NCI-H292

MeO O N
6f 0,2 >25 >25
OMe NH,
MeO O N
6h 1,9 >25 >25
OMe _0O

DOX* 0,02 0,4 0,01

4Doxorubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Os resultados obtidos indicaram que os Z estilbenos testados néo
tiveram atividades citotoxicas efetivas frente as linhagens de tumores solidos
(HT-29 e NCI-H292), indicando que estes compostos Sdo mais agressivos
frente a linhagens de tumores liquidos (HL-60), apresentando excelentes
valores de ICx.

Em uma andalise comparativa destes resultados com o0s obtidos no
estudo de docking molecular, pode-se observar que os dados estdo em
consonancia. O estudo tedrico indicou um valor de energia de ligacao ao sitio
ativo da tubulina para o composto 6f igual a -7,39 kcal/mol, e para o composto
6i igual a -7,27 kcal/mol. Desse modo, teoricamente, o andlogo 6f da CA-4
seria mais ativo que o analogo 6i, pois se ligaria mais facilmente ao dominio
colchicina na tubulina. Este fato foi comprovado experimentalmente para uma
das linhagens de células tumorais testadas, mostrando que o composto 6f é
mais ativo que o 6i frente as células de leucemia pré-mielocitica (HL-60).

Assim, os resultados obtidos para os analogos sintetizados neste
trabalho sdo satisfatorios, e demonstram a aplicabilidade do estudo

multidisciplinar na busca por novos compostos bioativos.
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Conclusodes

v' As estruturas moleculares dos analogos sugeridos e da CA-4 foram
submetidas ao estudo de docking molecular tendo como alvo bioldgico a
tubulina. Os compostos 6d-k obtiveram valores de energia de ligacéo
menores quando comparados com o produto natural, indicando que,
teoricamente, apresentariam melhores atividades biologicas que a CA-4.

v Os materiais de partida necessarios para a reacdo de acoplamento
cruzado, teluretos vinilicos e ariltrifluoroboratos de potassio, foram

sintetizados em rendimentos que variaram de moderados a excelentes.

H2N AN MeO AN
TeBu TeBu

OMe

7a 7b

60% 80%
BF3K BF;K BF3K BF3K BF3K BF3K

sTe! L
MeO OMe NH, OH

OMe OH F
8a 8b 8c 8d 8e 8f
50% 87% 58% 73% 90% 92%

v' Dos sete analogos selecionados para sintese, dois foram obtidos em

bons rendimentos e submetidos a testes de atividade antitumoral.

MeO\,/; MeO\,/;\/
NG Toe Clo
© NH, © =

6f 6i
50% 66%
0,2 ng/mL 1,9 pg/mL

v Os estilbenos 6f e 6i sintetizados neste trabalho s&o inéditos, ndo tendo
suas estruturas descritas na literatura até o presente momento.

v" Os resultados obtidos para atividade antitumoral estdo de acordo com a
previsao feita pelo estudo de docking molecular que indicava que o

analogo 6f seria mais ativo dentre os compostos testados.
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5. Perspectivas
v' Realizar a sintese dos Z-estilbenos 6e, 6g, 6h e 6j para a posterior

avaliacdo de suas atividades antitumorais, e comparacdo do resultado

experimental com o tedrico;
MeO ! X MeO O AN MeO O AN MeO O AN
MeO
Me NH,
6e 6g 6j

v' Submeter o estudo dos analogos da CA-4 a um journal de circulagdo

internacional indexado.
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Capitulo 3: Procedimentos Experimentais

1. Aspectos Gerais

A vidraria utilizada, quando nescessério, foi flambada sob fluxo de argonio
seco. Os solventes usados nas reacfOes e colunas cromatograficas foram
purificados antes de serem utilizados; o THF foi seco a partir de sua destilacéo
sob sodio metélico; o CH,CI, foi seco a partir de sua destilagdo sob CaH,; a
concentracdo do n-BuLi, quando necessaria, foi determinada através de titulacao
com isopropanol utilizando 1,10-fenantrolina como indicador; todos os reagentes
comerciais foram usados do mesmo modo como foram entregues.

PurificacOes através de cromatografia em coluna foram realizadas utilizando-
se silica-gel Merck (230-400 mesh) [Aldrich ou Merck]; as andlises de
cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando-se placas
de silica-gel GF Analtech ou placas GF Merck e, para suas visualizacfes, as
placas foram colocadas sob luz ultravioleta, ou mergulhadas em solucéo vanilina.

Os espectros de RMN *H (300 e 400 MHz), **C (75 ou 100 MHz), *°F (376
MHz), e B (128 MHz) foram registrados em um aparelho Varian UNITY PLUS ou
Varian UNMRS; os deslocamentos quimicos sdo expressos em partes por milhdo
(ppm) relativos ao pico residual do solvente utilizado na aquisicdo. No caso dos
espectros de RMN !B (128 MHz), °F (376 MHz) e '**Te (94 MHz), os espectros
foram calibrados utilizando, respectivamente, BF3*Et,O (0.0 ppm), CF3;CO2H (0.0
ppm) e difenil ditelureto (422,0 ppm) como referéncia externa. As constantes de
acoplamento (J) séo descritas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos no aparelho
Shimadzu QP-5050A (70 eV) utilizando hélio 5,0 como gas de arraste e uma
coluna DB-5 (30m x 0,25um); os espectros de massas de alta resolucéo foram
obtidos no equipamento Bruker Micro Tof Ic Bruker Daltonics. Os espectros de
infravermelho foram registrados no espectromero Bruker IFS 66 e as amostras
foram preparadas como filmes finos ou pastilhas de KBr.

Os equipamentos citados acima se encontram na Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de

Pernambuco, com excecdo do equipamento de massas de alta resolucdo que se
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encontra na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Séao
Paulo.

2. &-Lactonas a,B-Insaturadas

2.1. Docking Molecular:

A estrutura cristalografica da CRM1-RAN complexada com o inibidor foi
obtida do Research Collaboratory of Structure Bioinformatics Protein Data Bank
(PDB 4HAT) (SUN, CARRASCO, et al., 2013). Os ligantes e moléculas de agua
foram retirados do arquivo PDB. Todos os célculos de encaixe molecular foram
executados com o pacote de programas do AutoDockTools 4.2 (ADT)
(MORRIS, HUEY, et al., 2009). Inicialmente, a estrutura molecular dos ligantes
foi construida através do programa Gauss View 4.1 (DENNINGTON, KEITH e
MILLAM, 2009) e otimizada usando o modelo semi-empirico AM1 (DEWAR,
ZOEBISH, et al., 1985). A carga atdmica do modelo Gasteiger (GESTEIGER e
MARSILI, 1980), os tipos de atomos e a flexibilidade do ligante foram
determinados usando o conjunto de parametros padrédo do programa ADT, no
qual foi permitido torcer apenas a ligacao que conecta os anéis aroméaticos. Os
mapas de energia eletrostatica, afinidade atbmica especifica e desolvatacao,
necessarias para o calculo de docking, foram calculadas usando o programa
Autogrid 4.2, com centro do grid em -39,174; 72,955 e 29,907 A, dimensbées
iguais a 19,50 x 15,75 x 15,75 A, e espacamento de 0,375 A. Cinquenta
populacdes, cada uma com 2,5 milhdes de avaliagdes, foram obtidas usando o

Algoritmo Genético de minimizacdo da energia e o programa Autodock 4.2.
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2.2. Sinteses
2.2.1. Preparacao do ditelureto de dibutila:

P Te-Te/\/\

A um baldo de fundo redondo (250 mL) sob atmosfera de argdnio contendo Te°
(39 mmol, 5,0 g), previamente ativado em estufa a 100 °C, foi adicionado THF
seco (100 mL). A solucéao foi resfriada a 0 °C, e entdo n-BuLi (45 mmol, 18 mL
de uma solucédo 2,5 M em hexano) foi adicionado lentamente, gota a gota.
ApoOs esta adi¢do o banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi agitada
durante 1h a temperatura ambiente. Decorrido este tempo adicionou-se
lentamente uma solucdo saturada de NH4CI (25 mL) e a mistura reacional foi
agitada por mais 2h em contato com o ar. Apds este periodo a mistura bifasica
foi separada e a fase organica obtida foi extraida com acetato de etila (2x10
mL) e lavada com uma solugcdo saturada de NaCl (25 mL). Os extratos
organicos reunidos foram secos sob MgSQO,, filtrados e concentrados sob
vacuo. O produto desejado foi obtido, sem posterior purificagdo, como um 6leo
avermelhado em um rendimento de 13,0 g (90%). IV (filme fino, cm™) Vmax
2955, 2921, 2868, 1457, 1175; RMN'H (300 MHz, CDCls), & 3,10 (t, 4H, 2xCH,,
J=7,8 Hz), 1,80-1,60 (m, 4H, 2xCHy), 1,46-1,30 (m, 4H, 2xCH,), 0,92 (t, 6H,
2xCHgs, J= 7,5 Hz); RMN™C (75 MHz, CDCly), § 35,6; 24,5; 13,3; 4,2; RMN*®Te
(94,6 MHz, CDCls), & 127,8; CG/EM m/z (Intensidade relativa %) 373 [M'] (3),
315 (4), 257 (6), 57 (100), 55 (24), 41 (78), 39 (22).

2.2.2. Preparacéo do tri-isopropil(prop-2-iniloxi)-silano (3):

///\OTIPS

@)

Em um baldo de fundo redondo seco e sob atmosfera de argdnio foi adicionado
CHCl, destilado (30 mL), imidazol (1,70 g, 25 mmol), e alcool propargilico (2,
0,56 g, 0,58 mL, 10 mmol). ApGs a mistura reacional ser resfriada a 0°C,
TIPSCI (2,30 g, 2,55 mL, 12 mmol) foi adicionado lentamente. Ao término da

adicdo a temperatura reacional foi aumentada a ambiente, e a mistura foi
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deixada sob agitacdo e atmosfera de argonio por 12h. A mistura reacional foi
entdo diluida com CH,CI, (20 mL), e a reacdo foi interrompida adicionando-se
agua (20 mL). A mistura bifasica foi separada, e a fase organica obtida foi
lavada com uma solugéo 3% de HCI (10 mL), solucéo saturada de NaHCO3; (20
mL), e dgua (10 mL). Os extratos organicos reunidos foram secos sob MgSOQy,
filtrados e concentrados sob vacuo. O produto bruto obtido foi entdo submetido
a purificacéo através de destilacdo sob vacuo (p.e. 110°C, 20 mmHg), levando
ao éter de silicio (3) como um 6leo incolor em um rendimento de 2,0 g (95%).
RMN *H (300 MHz, CDCls) § 4,37 (d, J = 2,4 Hz, 2 H, CHy), 2,38 (t, J = 2,7 Hz,
1 H, CCH), 1,11-1,04 (m, 3 H, 3 x CH, 18 H, 6 x CHs); RMN *C (75 MHz,
CDCl3) 6 81,4 (CH=CCHy), 72,5 (CH=CCH,), 51,7 (CH,), 17,8 (6 x CH3), 11,9 (3
X CH).

2.2.3. Preparacao do (Z)-(3-(butiltalanil)aliloxi)-tri-isopropil-silano (4):

TIPSO

TeBu
(4)

Em um sistema composto de um baldo de duas bocas de fundo redondo e um
condensador de refluxo sob atmosfera de argénio, diluiu-se (3) (2,0 g, 9,5
mmol) em etanol absoluto (20 mL). Acrescentou-se a solucdo ditelureto de
dibutila (1,75 g, 4,75 mmol), e pequenas por¢cdes de NaBH, até que a
coloracdo avermelhada da solucédo (caracteristico do BuTeTeBu) se tornasse
amarelada (indicativo da presenca do anion butil-telurolato). Quando a
coloragdo amarelada se manteve constante, a mistura reacional foi aguecida
sob refluxo, e o0 andamento da reac&o foi acompanhado por cromatografia de
camada delgada (CCD). Apdés consumo total do material de partida,
aproximadamente 5h de reacdo, a mistura foi resfriada a temperatura
ambiente, e a reacéo foi interrompida adicionando-se uma solucdo saturada de
NaHCO;3; (20 mL) e acetato de etila (20 mL). A fase organica foi isolada e
lavada com H,O (50 mL) e solucéo saturada de NaCl (50 mL). Os extratos
organicos reunidos foram secos sob MgSOQO,, filtrados e concentrados sob
vacuo. O produto bruto foi submetido a purificagcdo em coluna cromatografica

utilizando apenas hexano como eluente, levando ao composto (4) na forma de
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um Oleo amarelado em um rendimento de 3,2 g (85%). IV (pastilha de KBr, cm’
1 Umax 2941, 2865, 1462, 1095, 918; RMN *H (300 MHz, CDCls) & 6,72 (dt, J =
9,9 Hz, 4,9 Hz, 1 H, TeCH=CH), 6,39 (dt, J = 9,9 Hz, 4,9 Hz, 1 H, TeCH=CH),
4,22 (d, J =4,9 Hz, 2 H, CH=CHCH,), 2,6 (t, J = 7,6 Hz, 2 H, CH), 1,80-1,71
(m, 2 H, CHy), 1,41-1,34 (m, 2 H, CH,), 1,20-1,07 (m, 3 H, 3 x CH, 18 H, 6 X
CHs), 0,93 (t, J = 7,3 Hz, 3 H, CH3); RMN *C (75 MHz, CDCl;) & 138,1
(TeCH=CH), 102,1 (TeCH=CH), 65,7 (CH=CHCH,), 34,0 (CH,), 24,9 (CH,),
17,9 (6 x CHCH3), 17,8 (CH,), 13,3 (CHs3), 11,9 (3 x CHCHs); RMN **Te (94,6
MHz, CDCls) & 366,9; 277,4; CGMS (EI, Rel. Int. %) m/z 400 ([M*], 6), 357 (83),
245 (41), 227 (12), 213 (29), 169 (100), 157 (24), 127 (60), 87 (10), 57 (7);
HRMS (ESI, MeOH:H,0) calculado para Ci¢H340SiTe [M + H]", 401,1519;
encontrado 400,9330.

2.2.4. Procedimento geral para a sintese das 3-Lactonas o,p-Insaturadas 5a-e:

Em um bal&o adicionou-se THF seco (10 mL) e tiofeno destilado (1,05 g, 12,5
mmol). Esta solucao foi resfriada a -78°C e n-BuLi em hexano (1,40 M, 9,0 mL,
12,5 mmol) foi adicionado lentamente, gota a gota. A mistura amarelada
resultante foi aquecida a -40°C e mantida a esta temperatura por 20 minutos,
guando foi entdo transferida via canula para um segundo frasco contendo uma
suspensao de CuCN (0,89 g, 10 mmol) em THF resfriada a -78°C. Ao
completar a transferéncia, o sistema foi aguecido a 0°C e a mistura foi mantida
a esta temperatura por 5 minutos, ou até total dissolucdo, quando foi
reestabelecida a temperatura de -78°C. Um segundo equivalente de n-BuLi em
hexano (1,40 M, 7,10 mL, 10 mmol) foi adicionado lentamente, gota a gota.
Apos 15 minutos a -78°C, a mistura foi novamente aquecida a 0°C e o telureto
vinilico (4) (4,20 g, 10,5 mmol), dissolvido em THF (10 mL), foi adicionado. A
temperatura da mistura reacional foi elevada a ambiente, e mantida sob
agitagcao por 1h. Apos este periodo, a mistura foi novamente resfriada a -78°C,
e 0 epoxido apropriado (10 mmol), dissolvido em THF (10 mL) foi adicionado. A
mistura reacional foi aquecida mais uma vez a 0°C, e mantida a esta
temperatura por 3h. Depois foi aquecida a temperatura ambiente e mantida sob
agitacdo por mais 1h. Ao final deste periodo, baixou-se a temperatura para -
78°C e adicionou-se uma solucao 9:1 de solucéo saturada de NH4Cl e solucéo
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saturada de NH,OH. A mistura foi agitada por mais 15 minutos, enquanto sua
temperatura atingiu a ambiente. Apds esse periodo, a mistura foi extraida com
Acetato de etila (2 x 60 mL), e a fase organica obtida foi lavada com solucéo
saturada de NaCl (2 x 100 mL), seca sob MgSQy, filtrada e concentrada sob
vacuo. O produto bruto foi entdo dissolvido em THF (5 mL), e TBAF (10 mL,
solugdo 1 M em THF, 10 mmol) foi adicionado lentamente. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo e temperatura ambiente e o andamento da reagéo foi
acompanhado por CCD. Ao observar o consumo total do material de partida, a
reacao foi interrompida adicionando-se uma solucdo saturada de NH4CI (10
mL). A fase aquosa foi extraida com Acetato de etila, e as fases organicas
combinadas foram lavadas com uma solucdo saturada de NaCl, secas sob
MgSQ,, filtrada e concentrada sob vacuo. O produto bruto foi purificado por
coluna cromatografica em silica gel, utilizando um sistema 1:1 hexano/Acetato
de etila para levar aos 1,5-didis correspondentes. ApGs purificagdo, os 1,5-didis
(2,5 mmol, 1 equiv.) foram transferidos para um baldo de fundo redondo e
diluidos em CH,CI, (30 mL). Adicionou-se BAIB (2,5 g, 7,7 mmol, 3 equiv.) e
TEMPO (0,08 g, 20 mol%), e a mistura reacional foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente. Apds todo material de partida ser consumido,
aproximadamente 3h de agitacdo, a reacdo foi interrompida adicionando-se
uma solucéo saturada de Na,S,03 (10 mL), e extraida com CH,ClI, (2 x 25 mL).
Os extratos organicos combinados foram lavados com solucfes saturadas de
NaHCO3 (10 mL), NH4Cl (10 mL) e NaCl (2 x 50 mL), secos sob MgSOy,
filtrados e concentrados a vacuo. O produto bruto foi purificado por coluna
cromatografica em silica gel usando solu¢cdes que variaram em proporcdes
entre 100:0 a 90:10 (hexano/Acetato de etila) para levar as 6-lactonas o,p-

insaturadas 5a-e.
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6-etil-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5a):

Isolado como um 6leo incolor, 0,24 g (75%); IV (filme fino, cm™) vmax 1714
(C=0), 1251, 1036, 865; RMN *H (300 MHz, CDCls) & 6,87 (ddd, J = 9,6; 5,1;
3,3 Hz, 1 H, CH=CHCH,), 6,02 (dt, J = 9,6; 1,5 Hz, 1 H, CH=CHCH,), 4,39-4,30
(m, 1 H, CH), 2,34-2,29 (m, 2 H, CH=CHCH,), 1,85-1,64 (m, 2 H, CH>), 1,00 (t,
J = 7.2 Hz, 3 H, CHs); RMN **C (75 MHz, CDCls) & 164,6 (C=0), 145,1
(CH=CH), 121,3 (CH=CH), 79,1 (CH,CHO), 28,8 (CHy), 27,8 (CH>), 9,2 (CHs);
CGMS (El, Rel. Int. %) m/z 126 ([M™], 2), 97 (72), 69 (28), 68 (100), 41 (33), 40
(21); HRMS (ESI, MeOH:H,0) calculado para C;H100-Na [M + Na]*, 149,0579;
encontrado 149,0230.

6-(fendximetil)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5b):

SO

(5b)

Isolado como um sélido branco, 0,33 g (65%); p.f. 80-82°C; IV (pastilha de KBr,
cm™) vmax 1721 (C=0), 1599, 1495, 1386, 1238, 1087, 1044, 812, 756; RMN *H
(300 MHz, CDCl3) 6 7,30-7,15 (m, 2 H, 2 x Ar-CH), 6,94- 6,82 (m, 3 H, 3 x Ar-
CH, 1 H, CH=CHCH),), 6,04 (ddd, J = 9,6; 3,9; 2,2 Hz, 1 H, CH=CHCH,), 4,77-
4,68 (m, 1 H, CH), 4,15-4,05 (m, 2 H, CHy), 2,65-2,41 (m, 2 H, CH=CHCHy);
RMN *3C (75 MHz, CDCls;) 8§ 163,4 (C=0), 158,0 (Cg-Ar), 144,8 (CH=CH),
129,5 (2 x CH-Ar), 121,3 (CH=CH), 121,1 (CH-Ar), 114,4 (CH-Ar), 75,5
(CH,CHO), 68,3 (CH,0-Ar), 26,1 (CH,), CGMS (EI, Rel. Int. %) m/z 204 ([M™],
43), 111 (28), 110 (36), 107 (24), 97 (100), 94 (33), 83 (15), 81 (16), 79 (17), 77
(67), 69 (56), 55 (25), 43 (70), 41 (59); HRMS (ESI, MeOH:H,0) calculado para
Ci12H1,03Na [M + Na]*, 227,0684; encontrado 227,0672.
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6-(aliloximetil)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5c¢):

O
3
~ X

(5¢)

Isolado como um 6leo incolor, 0,31 g (75%); IV (filme fino, cm™) vmax 3524,
3079, 2914, 2867, 1722 (C=0), 1423, 1249, 130, 1051, 848, 663; RMN 'H (300
MHz, CDCI3) 6 6,89 (ddd, J = 9,6; 6,0; 2,7 Hz, 1 H, CH=CHCHy,), 5,97 (ddd, J =
9,6; 2,4; 0,9 Hz, 1 H, CH=CHCH,), 5,92-5,79 (m, 1 H, CH=CH,), 5,28-5,14 (m,
2 H, CH=CH,), 4,60-4,51 (m, 1 H, CH), 4,03 (dt, J = 5,7; 1,2 Hz, 2 H,
CH,CH=CH), 3,62 (d, J = 4,5 Hz, 2 H, CH,), 2,59-2,31 (m, 1 H, CH=CHCH,),
2,32-2,43 (m, 1 H, CH=CHCH,); RMN **C (75 MHz, CDCl;) & 163,7 (C=0),
145,0 (CH=CH), 134,0 (CH=CH,), 120,9 (CH=CH), 117,4 (CH=CH,), 76,5
(CHOCH,OCH,), 72,4 (CH,CHCH,), 70,6 (CH,CHO), 25,9 (CH=CHCH,);
CGMS (El, Rel. Int. %) m/z 169 ([M+1], 1), 154 (46), 126 (68), 97 (34), 81 (13),
69 (74), 55 (30), 43 (90), 41 (86), 40 (37); HRMS (ESI, MeOH:H0) calculado
para CgH1,03Na [M + Na]*, 191,0684; encontrado 191,0680.

6-(but-3-enil)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5d):

Isolado como um éleo incolor, 0,25 g (65%); IV (filme fino, cm™) vmax 1716
(C=0), 1388, 1065, 1039, 996, 955, 864, 817; RMN 'H (300 MHz, CDCls) &
6,89 (ddd, J = 9,6; 5,1; 3,9 Hz, 1 H, CH=CHCHy), 6,03 (dt, J = 9,6; 1,8 Hz, 1 H,
CH=CHCH,), 5,86-5,73 (m, 1 H, CH=CH,), 5,10-4,98 (m, 2 H, CH=CH,), 4,48-
4,39 (m, 1 H, CH), 2,36-2,21 (m, 4 H, 2 x CH,); RMN *3C (75 MHz, CDCl;) &
164,5 (C=0), 145,0 (CH=CH), 137,1 (CH=CH,), 121,4 (CH=CH), 115,6
(CH=CHy), 77,1 (CH,CHO), 33,9 (CH,CHO), 29,3 (CH), 28,8 (CH,); CGMS (ElI,
Rel. Int. %) m/z 152 ([M'], 1), 110 (17), 97 (85), 69 (53), 68 (100), 67 (52), 55
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(34), 42 (20), 41 (79), 40 (34); HRMS (ESI, MeOH:H,0) calculado para
CoH1202Na [M + Na]*, 175,0735; encontrado 175,0729.

6-fenil-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5e):

(Se)

Isolado como um éleo incolor, 0,31 g (70%); IV (filme fino, cm™) vmax 1722
(C=0), 1454, 1382, 1246, 1061, 1022, 816, 760, 699; RMN 'H (300 MHz,
CDClg) 6 7,45-7,33 (m, 5 H, 5 x Ar-CH), 6,98 (ddd, J = 10,0; 5,6; 3,2 Hz, 1 H,
CH=CHCHy), 6,14 (ddd, J = 10,0; 2,4; 1,2 Hz, 1 H, CH=CHCH,), 5,44 (dd, J =
10,8; 5,2 Hz, 1 H, CH), 2,66-2,61 (m, 2 H, CH,); RMN *3C (75 MHz, CDCls) &
164,1 (C=0), 144,9 (CH=CH), 138,4 (Cg-Ar), 128,7 (2 x CH-Ar), 128,6 (2 x Ar-
CH), 126,0 (Ar-CH), 121,7 (CH=CH), 79,2 (CH,CHO), 31,6 (CH;); CGMS (El,
Rel. Int. %) m/z 174 ([M'], 17), 128 (5), 105 (9), 77 (16), 68 (100), 51 (14);
HRMS (ESI, MeOH:H,0) calculado para Ci;Hi00.Na [M + Na]*, 197,0579;
encontrado 197,0575.

2.3. Atividade Antitumoral:

As atividades antitumorais das d-lactonas o,B-insaturadas 5a-e foram
estudadas nas seguintes linhagens de células tumorais: HT-29
(adenocarcinoma humano de célon), NCI-H292 (carcinoma humano de
pulmédo), MCF-7 (adenocarcinoma humano de mama), HL-60 (leucemia proé-
mielocitica) e K562 (leucemia eritromieloblastéide). Tais linhagens foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos,

mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO..

O meétodo utilizado na avaliacdo da citotoxicidade das amostras foi
baseado no ensaio de conversdao do sal MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazolium bromide), disponivel para compra na Sigma Aldrich Co.,
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em azul de formazan. Para todos os experimentos as células foram plaqueadas
em placas de 96 pocos (10° células/mL para células aderentes, ou 3,0x10°
células/mL para leucemias). Os compostos testados, em concentracbes que
variaram entre 0,1-25 pg/mL, dissolvidos em DMSO 0,1%, foram adicionados
em cada poco e incubados por um total de 72h em estufa a 37°C e 5% de CO..
Os grupos de controle receberam a mesma quantidade de DMSO. Apos 69h de
incubacéo, 25 uL de MTT (5,0 mg/mL) foi adicionado a cada poco e, apds mais
3h de incubacéo, o produto da conversdo do MTT foi dissolvido em 100 uL de

DMSO, e a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro de placa a 595 nm.

Os valores de ICsp e seus intervalos de 95% de confianca para dois
diferentes experimentos foram obtidos por regressdo néo linear utilizando o
programa GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, California, USA).

2.4. Atividade Anti-inflamatoria:

Quatro camundongos balb/c (6 a 10 semanas) receberam, por via
intraperitoneal, 3,0 mL de tioglicolato de sédio 3%. Apds 72h os animais foram
sacrificados em camara de CO;, e o exsudato peritoneal coletado através da
lavagem da cavidade com 5,0 mL de PBS gelado estéril. A viabilidade celular
foi determinada por meio do corante azul de tripan e a suspensao celular foi
cultivada na concentracéo de 5,0x10° células/mL, em meio RPMI 1640 estéril
contendo 10% de soro fetal bovino, suplementado com 1,0% de solucdo de
antibiotico (penicilina 1000 Ul/mL e estreptomicina 250 mg/mL) e 1,0% de L-
glutamina 200 Mm. A suspensao foi plaqgueada em placa de cultura de 96
pocos e incubada por 2h em estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, as
células nédo aderentes foram descartadas, e as dé-lactonas o,p-insaturadas 5b-e
(3,1-25 pg/mL) foram adicionadas aos macréfagos aderidos na placa na
presenca de LPS (1,0 ug/mL). O controle consistiu apenas na ceélula nativa.
Apo6s 24h de incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO,, o sobrenadante foi
coletado para analises posteriores dos niveis de nitrito e citocina, e a

viabilidade celular avaliada através do ensaio MTT. Para a avaliagdo da
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citotoxicidade dos compostos, 20 uL de uma solucdo de MTT (5,0 mg/mL) foi
adicionada a cada poco por 4h. Os cristais de formazan formados foram
dissolvidos em DMSO, e sua absorbancia foi medida a 550 nm, utilizando um
leitor de microplacas. A citotoxicidade foi calculada como uma percentagem de
células mortas atravées da férmula: (1 - [absorbancia dos pocos
experimentais/absorbancia dos pocos de controle]) x 100%. Cada
concentracéo foi testada em quadruplicata. Os compostos que apresentaram
viabilidade celular acima de 90% (5b e 5c) foram utilizados para a avaliacdo da

atividade anti-inflamatoria in vitro.

Determinacao da producéo de NO:

O nitrito presente no sobrenadante da cultura de macrofagos e no
exsudato peritoneal foram utilizados como indicadores da producdo de NO.
Para isto, 50 uL do reagente de Griess foram adicionados ao mesmo volume
das amostras em 96 pocos de placas de microtitulagdo, e incubados a
temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia das placas foi
determinada a 540 nm utilizando um leitor de microplaca, e as concentracdes
de nitrito foram determinadas por comparacdo com uma curva padrao de nitrito

de soédio.

Avaliacdo dos niveis de TNF-ou

Os niveis da citocina pro-inflamatoria TNF-o no sobrenadante da cultura
de macréfagos foram determinados utilizando kits comerciais especificos para
ratos (eBioscience, San Diego, Califérnia, USA), seguindo-se as instru¢des dos

fabricantes.

3. Z-Estilbenos

3.1. Docking Molecular:

As coordenadas atdbmicas de uma das subunidades da proteina Tubulina
complexada com o inibidor colchicina foram obtidas do Research Collaboratory
of Structure Bioinformatics Protein Data Bank (codigo do PDB 1SAO0) (JIN, QI,
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et al., 2011). As moléculas de agua cristalografica e o inibidor foram removidos.
Todos os atomos de hidrogénio polares foram adicionados, os modelos de
cargas atdmica Gasteiger (GESTEIGER e MARSILI, 1980) assinalados e os
tipos de atomos do campo de forca foram determinados usando a interface
grafica do AutoDockTools 4.2 (ADT) (MORRIS, HUEY, et al.,, 2009)Erro!
Indicador ndo definido.. A coordenada atdomica da Tubulina tratada foi salva no
formato requerido pelo autogrid4. Uma malha de pontos centrada no sitio de
ligacdo (118,921; 89,718; e 5,941 A e espacamento de 0,375 A) com
dimensbes compativeis com o tamanho dos ligantes (9 x 13,5 x 9,75) foi

construida, e os mapas afinidades calculados com Autogrid 4.2.

Todos as estruturas dos Z-estilbenos foram modeladas com o
GaussView 4.1 (DENNINGTON, KEITH e MILLAM, 2009) e otimizadas usando
0 modelo semi-empirico Austhin Model 1 (AM1) com o Gaussian 09 (DEWAR,
ZOEBISH, et al., 1985). As cargas atbmicas do modelo Gasteiger foram
assinaladas e os atomos nédo polares incorporados dentro da abordagem do
united atom. A flexibilidade do ligante foi definida usando o conjunto de
parametros padrdo do ADT. A coordenada atébmica dos ligantes foi salva no
formato requerido pelo autodock. Finalmente, cinquenta populagbes cada uma
com 2,5 milhdes de avalia¢des foram calculadas usando o Algoritmo Genético
de minimizag&o da energia com Autodock 4.2 (MORRIS, HUEY, et al., 2009).

3.2.Sinteses

3.2.1. Sintese dos teluretos vinilicos 7a e 7b:

A um sistema composto de um baldo de duas bocas de fundo redondo
conectado a um condensador de refluxo sob atmosfera de argonio, dilui-se o
acetileno apropriado (0,23 g, 2,0 mmol do 3-etinil-anilina; 0,86 g, 5,3 mmol do
1-etinil-3,5-dimetoxi-benzeno) em etanol absoluto (50 mL). Acrescentou-se a
mistura reacional ditelureto de dibutila (0,36 g, 1,0 mmol; 1,24 g, 2,65 mmol), e
pequenas porcdes de NaBH, até que a coloracdo avermelhada da solucéo
(caracteristico do BuTeTeBu) se tornasse amarelada (indicativo da presenca
do anion butiltelurolato). Quando a coloracdo amarelada se manteve constante,

agueceu-se a mistura reacional a temperatura de refluxo por 5h, ou o tempo
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necessario para que todo o material de partida fosse consumido (CCD). A
mistura foi entdo resfriada a temperatura ambiente, e a reacdo interrompida
adicionando-se uma solucao saturada de NaHCOg3; (200 mL) e Acetato de etila
(200 mL). A fase organica foi isolada e lavada com H,O (500 mL) e solucdo
saturada de NaCl (500 mL), seca sob MgSQ,, filtrada e concentrada sob vacuo.
O produto bruto foi submetido a purificacdo em coluna cromatografica com
silica gel utilizando um sistema 90:10 (Hexano/Acetato de etila) como eluente.

(2)-3-(2-(butiltelanil)vinil) anilina (7a):

H,N N
TeBu

(7a)

Isolado como um 6leo amarelado 0,36g (60%); RMN *H (400 MHz, CDCls) &
7,24-7,21 (d, J= 11,2 Hz, 1H, TeCH=CH), 7,11-7,07 (t, J= 7,6 Hz, 1H, Ar-CH),
6,89-6,86 (d, J= 11,2 Hz, 1H, CH=CHTe), 6,66-6,64 (d, J= 7,6 Hz, 1H, Ar-CH),
3,79 (sl, 2H, NHy), 2,67-2,63 (t, J= 7,6 Hz, 1H, TeCH,), 1,78-1,71 (qui, J= 7,6
Hz, 2H, CHy), 1,37-1,29 (sex, J= 7,6 Hz, 2H, CH,), 0,87-0,84 (t, J= 7,6 Hz, 3H,
CHs); RMN *C (100 MHz, CDCls) & 146,34; 140,02; 136,84; 129.19; 117,87;
114,15; 113,89; 105,14; 33,87; 24,86; 13,36; 8,92; RMN '*Te (126 MHz,
CDCls) & 340,58.

(2)-butil(3,5-dimetéxi-estiril) telano (7b):

MeO X
TeBu

OMe

(7b)

Isolado como um 6leo amarelado 1,48g (80%); RMN 'H (300 MHz, CDCls) &
7,3(d, J = 10,71 Hz, 1H, TeCH=CH), 7,0 (d, J = 10,71 Hz, 1H, TeCH=CH), 6,5
(d, J = 2,19 Hz, 2H, 2 x Ar-CH ), 6,4 (t, J = 2,19, 1H, Ar-CH), 3,8 (s, 6H, 2 x
OCHj), 2,7 (t, J = 7,41 Hz, 2H, TeCH,), 1,8 (qui, J = 7,41 Hz, 2H, CH,), 1,4
(sex, J = 7,41 Hz, 2H, CHy), 0,9 (t, J = 7,41 Hz, 3H, CHs); RMN **C (75 MHz,
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CDCls) § 60,7 (2 x OCH3), 141,0 (TeCH=CH), 136,6 (TeCH=CH), 106,2 (2 x Ar-
CH), 105,3 (2 x Ar-OCHs), 99,9 (Ar-CH), 55,3 (Ar-CH=CH), 33,8 (CH.), 24,8
(CH»), 13,3 (CH>), 9,0 (CHs); RMN ***Te (126 MHz, CDCls) § 337,11.

3.2.2. Preparacéo do 3,4,5-trimetoxi-feniltifluoroborato de potassio (8a):

BF3K

MeO OMe
OMe

(8a)

A um baldo de fundo redondo seco, sob atmosfera de argbnio, contento uma
solucdo de 5-bromo-1,2,3-trimetdxibenzeno (1,24 g, 5,0 mmol) em THF (30 mL)
a -78°C, adicionou-se n-BuLi em hexano (1,60 M, 3,8 mL, 6,0 mmol)
lentamente, gota a gota. A mistura reacional foi mantida na mesma temperatura
sob agitacdo por 15 minutos, quando triisopropilborato (1,13 g, 1,38 mL, 6,0
mmol) foi adicionado também lentamente, gota a gota. Depois de concluida a
adicao, elevou-se a temperatura da mistura reacional para 0°C, e manteve-se a
agitacdo por mais 30 minutos. Passado este periodo, adicionou-se uma
solucéo de KHF; (3,75 g, 48 mmol) em H,O0 (5,0 mL). A mistura foi mantida sob
agitacdo por mais 20 minutos a 0°C quando a temperatura foi elevada a
ambiente e deixada sob agitacdo por mais 30 minutos. Apés este periodo, a
mistura foi concentrada sob vacuo, e o sdlido residual extraido com quatro
porcdbes de uma solucdo 80:20 (acetona/metanol). Os extratos organicos
combinados foram concentrados até préximo ao ponto de saturacdo e entdo,
éter etilico foi adicionado até que ndo fosse mais observada precipitagdo. O
precipitado foi coletado, lavado com duas por¢cGes de éter etilico e seco sob
alto vacuo durante 12 h levando ao produto desejado na forma de um sélido
branco (0,69 g, 50%). RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) & 6,75 (s, 2H, 2 x Ar-CH),
3,74 (s, 6H, 2 x OMe), 3,64 (s, 3H, OMe); RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) &
223,28 (Ar-BF3K), 151,52 (2 x OMe), 135,44 (OMe), 108,03 (2 x Ar-CH), 59,71
(2 x Ar-OMe), 55,42 (Ar-OMe); RMN *°F (282 MHz, DMSO-ds) & -139,4; RMN
1B (96 MHz, DMSO-dg) & -16,3.
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3.2.3. Procedimento geral para a sintese dos organotrifluoroboratos de
potéssio 8b, 8d e 8e:

A uma solucado do acido borénico apropriado (8,0 mmol) em metanol (30,0 mL)
foi adicionada lentamente, gota a gota, uma solucdo de KHF, (2,35 g, 30,0
mmol) em H,O (7,0 mL) utilizando-se um funil de adicdo. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 30 minutos. Ap0Os este
periodo, a mistura foi concentrada sob vacuo. O soélido residual foi extraido com
quatro porcdes de uma solucao 80:20 (acetona/metanol). Os extratos organicos
combinados foram concentrados até proximo ao ponto de saturacdo e entao,
éter etilico foi adicionado até que nao fosse mais observada precipitacdo. O
precipitado foi coletado, lavado com duas porcbes de éter etilico e seco sob
alto vacuo durante 12 h para levar ao produto desejado.

3-amino-feniltrifluoroborato de potassio (8b):

BF;K

NH,
(8b)

Isolado como um sélido esverdeado 0,46 g (87%); RMN 'H (400 MHz,
(CD3),CO) & 6,85-6,78 (m, 3H), 6,39-6,38 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 2,91 (sl, 2H, NHy);
RMN *3C (100 MHz, (CD3),CO) & 146,68 (Ar-NH,), 127,34 (CH), 121,67 (CH),
119,14 (CH), 112, 51 (CH); RMN *°F (376 MHz, (CD3),CO) § -138,79; RMN B
(128 MHz, (CD3)2CO) & 7,89.

4-hidréxi-feniltrifluoroborato de potassio (8d):

HO

(8d)

Isolado como um sélido rosa 0,77g (73%); RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) & 7,10
(d, J= 7,8 Hz, 2H, 2 x Ar-CH), 6,50 (d, J= 7,8 Hz, 2H, 2 x Ar-CH); RMN *3C (75
MHz, DMSO-dg) 6 127,23 (Ar-BF3K), 120,82 (2 x Ar-CH), 118,93 (2 x Ar-CH),
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111,92 (Ar-OH); RMN **F (376 MHz, DMSO-d) & -138,01; RMN B (128 MHz,
DMSO-dg) & 8,15.

3-formil-feniltrifluoroborato de potassio (8e):

BF3K

_0O

(8e)

Isolado como um sélido branco 0,95 g (90%); RMN *H (300 MHz, DMSO-ds)
89,96 (s, 1H, CHO), 7,90 (s, 1H, Ar-CH), 7,70 (d, J=6,9 Hz, 1H, Ar-CH), 7,63
(dt, J= 7,5; 1,5 Hz, 1H, Ar-CH),7,35 (t, J= 7,5 Hz, 1H, Ar-CH); RMN *C (75
MHz, DMSO-dg) & 195,0 (CHO), 150,3 (Ar-CHO), 138,4 (Ar-BF3K), 135,1(Ar-
CH), 133,4 (Ar-CH), 127,7 (Ar-CH), 127,2 (Ar-CH); RMN *°F (282 MHz, DMSO-
de) 5 -140,12; RMN B (96 MHz, DMSO-de) & 7,38.

3.2.4. Procedimento geral para a sintese dos organotrifluoroboratos de
potéssio 8c e 8f:

A um baldo de fundo redondo contendo uma suspensdo do &cido bordnico
correspondente (1,0 mmol) em acetonitrila (4,0 mL), foi adicionado KF (4,0
mmol, 232 mg) em H,O (0,4 mL). Enquanto isso, uma solucdo de acido L-(+)-
tartarico (2,05 mmol, 308 mg) em THF (1,5 mL) foi preparada a partir do
aguecimento e agitacdo moderada desses componentes. Esta solucao foi
entdo adicionada lentamente, gota a gota, a solucdo contendo o &cido
borénico. A solucdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por
aproximadamente 1h, ou até que todo material de partida fosse consumido
(CCD). A mistura reacional foi entdo diluida com mais MeCN (1,0 mL), filtrada,
e 0 solido remanescente no baldo é lavado novamente com MeCN (3 x 5,0
mL). Os filtrado foi concentrado sob vacuo, e seco em bomba de alto vacuo

para levar ao produto desejado.
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3-hidréxi-feniltrifluoroborato de potassio (8c):

BF3K

OH
(8c)

Isolado como um sdlido branco 0,12g (58%); (400 MHz, DMSO-dg) & 8,50 (s,
1H), 6,89 (t, J= 7,6 Hz, 1H), 6,79 (d, J= 12 Hz, 1H), 6,44 (d, J= 9,6, 1H); RMN 3
C (100 MHz, DMSO-dG) 0 158,84; 130,93; 129,46; 126,19; 122,30; 114,27,
RMN *°F (376 MHz, DMSO-d®) § -138,95; RMN "B (128 MHz, DMSO-d°) &
5,33.

4-fllor-feniltrifluoroborato de potassio (8f):

F

(8f)

Isolado como um sélido branco 0,186g (92%); RMN *H (300 MHz, DMSO-ds)
87,32 (dd, J= 9,0 6,0 Hz, 2H), 6,87 (dd, J= 9,0 e 8,7 Hz, 2H); RMN *3C (75
MHz, DMSO-dg) & 162,94 (Ar-F), 133,18; 113,23;: RMN *°F (283 MHz, DMSO-
de) 8 -118,61 (s, 1F), -139,98 (sl, 3F); RMN *'B (96 MHz, DMSO-ds) & 2,89.

3.2.5. Procedimento geral para a sintese dos estilbenos 6f e 6i:

A um tubo de ensaio contendo uma suspensao do telureto vinilico (0,5 mmol) e
o organotrifluoroborato de potassio (0,6 mmol) apropriados, em MeOH seco
(5,0 mL), adicionou-se AgCO3 (168 mg, 1,0 mmol) e Pd(PPh3), (43,14 mg, 0,04
mmol). A mistura foi mantida em banho de ultrassom a temperatura ambiente
até que todo material de partida fosse consumido (CCD). Apds este periodo, a
mistura foi passada por uma coluna contendo silica gel/ celite/ silica gel, com
Acetato de etila, para que o excesso de paladio fosse removido. O solvente foi
evaporado sob vacuo, e o produto bruto foi entdo diluido em CH,Cl, e lavado
com uma solucdo saturada de NH4CI (2 x 10 mL). Os extratos organicos

reunidos foram secos sob MgSQ,, filtrados, e o solvente removido sob presséo



Tese de Doutorado | 92
Maria Ester de Sa B. Barros

reduzida. A purificacdo do produto bruto foi feita em coluna cromatografica com
silica gel utilizando sistemas de solvente que variaram entre 90:10 — 70:30

(Hexano/Acetato de etila), para levar ao produto desejado.

(2)-3-(3,5-dimetodxiestiril)anilina (6f):

Isolado como um 6leo amarelado 31,88 mg (50%); RMN *H (300 MHz, CDCls) &
7,06-7,01 (t, J= 7,7 Hz, 1H), 6,70-6,68 (d, J= 7,4 Hz, 1H), 6,62 (s, 1H), 6,56 (d,
J= 6,0 Hz, 1H), 6,52-6,49 (d, J= 8,2 Hz, 2H), 6,44 (d, J= 1,9 Hz, 2H), 6,32-6,30
(t, J= 2,2 Hz, 1H), 3,65 (s, 6H, 2 x OMe), 3,57 (s, 2H, NH,); RMN *3C (75 MHz,
CDCl3) 6 159,39 (Ar-NHy), 145,18; 138,08; 137,29; 129,85; 128,96; 128,09;
118,39; 114,35; 113,04; 105,75; 98,90; 54,18 (2 x OMe).

(2)-3-(3,5-dimetoxiestirilbenzaldeido (6h):

MeO l N
OMe ‘ _0

(61)

Isolado como um 6leo amarelado 44,22 mg (66%); RMN *H (300 MHz, CDCl3) &
9,92 (s, 1H, CHO), 7,77 (s, 1H, Ar-CH), 7,73-7,70 (d, J= 7,4 Hz, 1H, CH=CH),
7,54-7,51 (d, J= 7,4 Hz, 1H, CH=CH), 7,41-7,36 (t, J= 7,4; 7,7 Hz, 1H, Ar-CH),
6,64 (s, 2H, Ar-CH), 6,36 (d, J=1,9 Hz, 2H, Ar-CH), 6,34 (d, J= 1,9 Hz, 2H, Ar-
CH), 3,64 (s, 6H, 2x OMe); RMN *3C (75 MHz, CDCls) 8 192,20 (CHO); 160,72;
138,39; 138,23; 136,50; 134,94; 131,87; 130,67; 129,03; 128,83; 128,09;
106,72; 100,08; 55,21 (2 x OMe).
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3.3. Atividade Antitumoral:

As atividades antitumorais dos estilbenos 6f e 6i foram estudadas nas
linhagens de células cancerigenas HL-60 (leucemia pro-mielocitica), HT-29
(adenocarcinoma humano de coélon) e NCI-H292 (carcinoma humano de
pulm&o), e a metodologia aplicada para esta etapa do trabalho foi € idéntica a

descrita no item 2.3 deste capitulo.
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Apéndice — Espectros Selecionados

1. d-Lactonas a,B-Insaturadas

1.1. (2)-(3-(butiltalanilaliloxi)-tri-isopropil-silano (4)
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e RMN *Te (94.6 MHz, CDCls)
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1.2. 6-etil-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5a)

e RMN H (300 MHz, CDCl5)
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6-(fenoximethil)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5b)
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1.4. 6-(aliloximetil)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5c¢)
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1.5. 6-(but-3-enil)-5,6-dihidro-2H-piran-2-ona (5d)

e RMN H (300 MHz, CDCl5)
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1.6. 6-fenil-5,6-dihidro-2H-piran-2-one (5e)
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2. Z-estilbenos

2.1.  (2)-3-(2-(butiltelanil)vinil) anilina (7a)

e RMN H (400 MHz, CDCl5)
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TeBu
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e RMN *Te (126 MHz, CDCl5)

HoN N
TeBu

331.087
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Chemical Shift (ppm)
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2.2.

(2)-butil(3,5-dimetoéxi-estiril) telano (7b)

e RM

N 'H (300 MHz, CDCl5)
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e RMN *Te (126 MHz, CDCl5)
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2.3. 3-amino-feniltrifluoroborato de potassio (8b)

e RMN *H (400 MHz, (CD3),CO)
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Chemical Shift (ppm)

e RMN %3C (100 MHz, (CD3),CO)
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e RMN B (128 MHz, (CD5),CO)

BF3K

7.894

NH,
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Chemical Shift (ppm)

e RMN '°F (376 MHz, (CD3),CO)
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2.4. 3-hidréxi-feniltrifluoroborato de potassio (8c)

e RMN H (400 MHz, DMSO-d®)

—8.500

BF3K

OH

6.887
~6.757

6,906

N

)L
1.00 1.051.94 0.99
u [N
S s B B A A e .
95 9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0
Chemical Shift (ppm)
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e RMN "B (128 MHz, DMSO-d®)
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Chemical Shift (ppm)
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2.5. 4-hidréxi-feniltrifluoroborato de potassio (8d)

e RMN H (400 MHz, DMSO-d®)
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Chemical Shift (ppm)
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e RMN "B (128 MHz, DMSO-d®)
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2.6. 3-formil-feniltrifluoroborato de potassio (8e)

e RMN H (300 MHz, DMSO-ds)
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e RMN **F (282 MHz, DMSO-ds)
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2.7. 4-flior-feniltrifluoroborato de potassio (8f)

e RMN H (300 MHz, DMSO-ds)
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e RMN B (96 MHz, DMSO-ds)
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Chemical Shift (ppm)
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2.8. (2)-3-(3,5-dimetoxiestiril)anilina (6f)

e RMN H (300 MHz, CDCl5)
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2.9. (2)-3-(3,5-dimetoxiestiril)benzaldeido (6h)

e RMN H (300 MHz, CDCl5)
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