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Resumo

A combretastatina A4 fosfato (CA4P) € uma pro-droga que, por desfosforilacdo in vivo, produz a
combretastatina A4 (CA4), um produto natural isolado da casca da arvore africana Combretum caffrum
(Combretaceae) que atua como um inibidor da polimerizacdo da tubulina. A CA4P diminui a
vascularizagdo abaixo de um décimo da tolerdncia maxima por dose, e tem sido combinada com outras
terapias ou utilizada de forma tnica. Em testes clinicos estdo sendo observados menores efeitos colaterais
e a reducdo do fluxo de sangue para o tumor. A Fenstatina (3,4,5-trimetoxi 2’-hidroxi 4’-
metoxibenzofenona) descoberta por acaso por Pettit e colaboradores em 1998, ¢ um andlogo da
combretastatina e tem uma atividade antitubulinica compardvel com CA4 e atividade citotoxica
ligeiramente menor.

Essas substincias chamadas de VDAs (do inglés: vascular disrupting agents), trabalham para destruir o
endotélio do tumor, resultando na morte das suas células por falta de oxigénio e nutrientes, e bloqueiam o
transporte de sangue para novos capilares, causando a estabilizacdo do tumor.

O presente trabalho visa a sintese total de andlogos da fenstatina (metanonas e ésteres), a realizacdo de
testes antitubulinicos in vitro e a comparacao dos resultados de atividade bioldgica in vitro com resultados
obtidos in silico, oriundos de simulacdes computacionais, por docking molecular.

Um conjunto de 20 bisarilas foi submetido aos estudos de modelagem molecular com a estrutura
cristalografica da B-tubulina, dentre estes 20 ligantes, 13 foram sintetizados e analisados também através
de teste antitubulinicos in vitro pelo National Céancer Institute em Frederik, Maryland nos EUA, onde
foram realizados testes com a proteina tubulina isolada.

A metodologia empregada para a execucdo do docking mostrou-se eficiente, apresentando resultados
compativeis com os obtidos no teste in vitro.

Foram sintetizados neste trabalho 16 bisarilas, das quais cinco sdo inéditas e apenas duas ja foram testadas
em teste antitubulinico in vitro, todas as demais substincias ainda ndo haviam sido testadas quanto a
atividade antitubulinica in vitro e nenhuma substancia do trabalho j4 havia sido testada quanto a atividade

antitubulinica in silico.
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Abstract

Combretastatin A4 Phosfate (CA4P) is a prodrug, wich dephosforilates in vivo to give
combretastatin A4 (CA4), a natural product isolated from Combretum caffrum (Combretaceae), that
inhibits tubulin polymerization. The CA4P decreases vascularization, and has been combined with other
therapies or used as monotherapy. Minor side effects and reduced blood flow to the tumor are observed in
clinical trials. Phenstatin (3,4,5-trimethoxy 2'-hydroxy 4'-methoxybenzophenone), discovered by chance
by Pettit and coworkers in 1998, is an analogue of combretastatin and has antitubulin activity comparable
to CA4, although slightly cytotoxic activity.

These substances, called vascular disrupting agents (VDAs), destroy the tumor endothelium, resulting in
cells death for lack of oxygen and nutrients, and block blood transport for new capillaries, causing tumor
stabilization.

This work aimed the total synthesis of phenstatin analogues (methanones and esters) for antitubulin testing

in vitro. Results were compared with data derived from computer simulations by molecular docking.

Twenty bisaryls were subjected to molecular modeling studies with the crystal structure of B-tubulin.
Among these twenty binders, thirteen were also synthesized and tested for in vitro test antitubulin on the
National Cancer Institute, in Frederick, Maryland USA, where tests were performed with the isolated
tubulin. The docking methodology was efficient, with results consistent with those obtained for in vitro
evaluation of antitubilin activity.

In this work we describe the synthesis of sixteen bisaryls, five of them are new compounds and only two
already have been tested for in vitro antitubulin activity. Molecular modeling results for all assayed

substances are described for the first time.
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Abreviaturas e simbolos

0: deslocamento quimico

AcOEt: acetato de etila

CCD: cromatografia em camada delgada

CDCl;: cloroférmio deuterado

d: dubleto

dd: duplo dubleto

DEPT: Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
DMSO: dimetil sulféxido

EM: Espectrometria de Massas

g: grama (medida de massa); pg: micrograma (10'6g); mg: miligrama (10'3g)
HMBC: heteronuclear multiple-bond connectivity

HSQC: heteronuclear single quantum coherence

Hz: Hertz

J: constante de acoplamento

m: multipleto

MHz: megahertz

mL: mililitro (medida de volume)

mM: milimolar (medida de concentracao)

ppm: partes por milhdo

q: quarteto

RMN de C: Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-13
RMN de 'H: Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio
s: singleto

sl: singleto largo

t: tripleto

PDB: Protein Data Bank
ALA: Alanina

GLY: Glicina
Arg: Arginina
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ASN: Asparagina

LEU: Leucina
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VAL: Valina

MET: Metionina

t.a : Temperatura ambiente
M.P : Material de partida

Net; : Trietilamina
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1.0 Introducao
1.1. Cancer

O corpo dos animais funciona como uma sociedade ou ecossistema cujos integrantes sao as c€lulas,
que se reproduzem por divisdo celular e organizam-se em conjuntos que colaboram entre si (0s tecidos).
Cada célula comporta-se de uma maneira socialmente responsdvel, repousando, dividindo-se,
diferenciando-se ou morrendo, quando necessdrio para o bem estar do organismo. As alteragdes
moleculares que perturbam esta harmonia sdo problemdticas para a sociedade multicelular (ALBERTS et
al., 2004).

A cada dia, em cada corpo humano, bilhdes de células sofrem mutagcdes que podem desregular os
controles sociais. Mais perigoso ainda, uma mutacido pode dar certa vantagem seletiva para uma célula,
possibilitando que ela se divida mais vigorosamente que suas vizinhas e venha se tornar a fundadora de um
clone mutante que passa a crescer, originando entdo o cancer, uma doenca na qual certos clones mutantes
de algumas células passam a prosperar a custa das células vizinhas e, ao fim, leva a completa destrui¢do da
sociedade celular (ALBERTS et al., 2004; SOUZA, 2004).

A célula cancerosa € definida por duas propriedades hereditdrias: ela e sua descendéncia (1)
reproduzem-se desobedecendo os limites normais da divisdo celular e (2) invadem e colonizam regides
normalmente destinadas 2 outra célula. E a combinagio destas duas atividades que faz com o que o cancer
seja particularmente perigoso. Uma célula anormal isolada que nao prolifere além das suas vizinhancas
normais ndo causa danos significativos, independentemente de qualquer outra propriedade desagradavel
que ela possa ter. Se, entretanto, sua proliferacio estiver fora de controle, ela dard inicio a um tumor, ou
neoplasia, ou seja, uma massa compacta de células anormais continuamente em crescimento. Entretanto,
desde que as células neopldsicas permanecam agregadas formando uma massa unica, o tumor € dito ser
benigno. Normalmente, neste estdgio é possivel haver cura completa pela remog¢do cirdrgica da massa.
Um tumor é considerado um cancer apenas se for maligno, isto €, somente se suas células tiverem
adquirido a capacidade de invadir os tecidos adjacentes. Geralmente a invasividade implica na capacidade
de desagregacdo, penetracdo na corrente sanguinea ou nos vasos linfaticos e formacdo de tumores
secundarios, denominados metastases, em outros locais do corpo (ALBERTS et al., 2004).

Para que um tumor tenha um bom crescimento, ele, além de todos estes mecanismos, deve conseguir
um suprimento de sangue adequado. Assim, para que os tumores primarios € os tumores metastaticos
crescam € necessdrio haver angiogénese, isto €, deve haver a formacdo de novos vasos sanguineos. Os

tecidos normais tém mecanismos automadticos para atrair € aumentar o suprimento de sangue quando
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necessario, e muitos tumores, por outro lado, conseguem um crescimento muito rapido por alterar ou
aumentar a produgdo de sinais angiogénicos. Os novos vasos sanguineos fornecem nutrientes e oxigénio
ao tumor e também podem fornecer um caminho de escape mais fdcil para as células metastéticas
(ALBERTS et al., 2004).

Sao mais de 100 tipos de canceres relatados até o momento e classificados de acordo com o 6rgdo ou
tecido atingido e pelos tipos de alteracdes metabdlicas que provocam. Da mesma forma, existem vdrios
tratamentos para os diferentes tipos de tumores (cirurgia, terapia hormonal, radioterapia, quimioterapia e
outros). Além do tipo de tumor, outro fator essencial para a escolha do tratamento € o estigio em que o
tumor se encontra (AMERICAN CANCER SOCIETY).

Um dos métodos mais amplamente utilizados no tratamento de canceres € a quimioterapia, que
consiste no uso de farmacos para destruir células cancerosas. Existem mais de 50 diferentes tipos de
drogas quimioterdpicas que podem ser ministradas isoladamente, ou mais freqiientemente de forma
combinada, processo conhecido como combinac¢io quimioterdpica. O tipo de tratamento que € dado a um
individuo depende de muitos fatores, tais como o tipo de cancer, tecido de origem, aspecto histopatoldgico
e presenca ou auséncia de metdstase (AMERICAN CANCER SOCIETY).

Drogas quimioterdpicas interferem na capacidade de divisdo e crescimento de uma célula cancerosa.
As drogas quimioterdpicas sdo absorvidas por células em divisdo, incluindo células normais. Células
sauddveis podem reparar os danos causados pelos quimioterdpicos, mas as células cancerosas ndo o fazem
e, eventualmente, morrem. Se uma combinagdo de drogas € usada, cada droga € escolhida devido aos seus
diferentes efeitos. Infelizmente, como estes agentes podem também afetar algumas células normais no
organismo, eles podem causar efeitos colaterais indesejdveis. Contudo, o dano as cé€lulas normais €
tempordrio e muitos destes efeitos desaparecem no final do tratamento. A quimioterapia deve ser
cuidadosamente planejada de forma a destruir eficientemente as células tumorais durante o tratamento, e
ao mesmo tempo causar efeitos colaterais minimos sobre as células normais (AMERICAN CANCER
SOCIETY).

O cancer € responsavel pela morte de mais de 4 milhdes de pessoas por ano em todo o mundo. No
Brasil as estimativas para o ano de 2008 e 2009, apontam que ocorreram 466.730 casos novos de céncer,

sendo 231.860 casos novos para o sexo masculino e 234.870 para o sexo feminino (INCA, 2007).

1.2. Microtibulos
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Os microtibulos sdo filamentos do citoesqueleto presentes em quase todas as células eucaridticas,
caracterizam-se pelo seu aspecto tubular e por serem notavelmente retilineos e uniformes, além de
apresentarem uma configuracdo em anel. Os microtubulos sdo polimeros compostos por unidades
protéicas chamadas tubulinas. Cada tubulina ¢ um heterodimero e estas duas subunidades sdo proteinas
globulares chamadas a-tubulina e B-tubulina.

Apesar de serem diferentes, as duas subunidades de tubulinas tem muita afinidade, o que permite que
a subunidade o de cada tubulina ndo sé possa combinar-se com a subunidade § do préprio heterodimero,
mas também com a subunidade B de outra tubulina, através de sua extremidade livre. Além disso, os
heterodimeros livres podem unir-se entre si pelas extremidades de modo tal que se agrupam em circulo.
Tais particularidades levam a formagdo de uma estrutura tubular cuja parede € formada por varios
filamentos conhecidos como protofilamentos, que percorrem o eixo longitudinal do microtibulo (VIDAL
e MELLO, 1987; SOUZA, 2004).

Devido a polaridade das tubulinas, o préprio microtibulo se torna polarizado, ja que em uma de suas
extremidades ficam expostas as subunidades o e na outra as subunidades . Os heterodimeros podem
agregar-se (polimerizagdo) ou desagregar-se (despolimeriza¢do) por ambas as extremidades, ou seja,
durante a polimeriza¢do o microtibulo alonga-se e durante a despolimerizagdo ele encurta-se (ALBERTS
et al., 2004; COOPER e HAUSMAN, 2007).

Atualmente os microtibulos sdo considerados um importante alvo dos agentes quimioterdpicos, por
agirem de forma direta no processo de divisdo celular. A colchicina uma substancia utilizada no
tratamento da gota, se une a tubulina e impede sua polimerizacdo, levando ao desaparecimento dos
microtibulos e conseqiientemente atrapalhando o processo de divisdo celular (VIDAL e MELLO, 1987;
SOUZA, 2004; ALBERTS et al., 2004).

Horwiz e colaboradores (1979), do “Albert Einstein Medical College”, demonstraram que o produto
natural paclitaxel era capaz de estabilizar os microtibulos formados, impedindo sua despolimerizagdo
necessdria a replicacdo celular. Tal produto foi o primeiro composto capaz de inibir a divisdo celular pela
despolimerizacdo dos microtibulos, um mecanismo de acdo até entdo desconhecido (SOUZA, 2004).

O paclitaxel € um triterpeno poliidroxilado extraido de Taxus brevifolia, uma arvore do pacifico, que
foi isolado pela primeira vez por Wall e colaboradores (1971); no entanto um grande problema na extragao
do paclitaxel reside no fato de que a espécie Taxus brevifolia demora cerca de 100 a 200 anos para atingir

a maturidade e encontra-se em extingdo. Devido a sua eficicia, este produto natural foi desenvolvido e
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comercializado com o nome de Taxol e € usado no tratamento do cancer em pacientes que nao apresentam
bons resultados com outros tratamentos quimioterdpicos (SOUZA, 2004).

Como os microtibulos sdo essenciais no processo de divisdo celular e, conseqiientemente, na
formacdo do citoesqueleto, atualmente existe uma grande busca por substincias que estabilizem os
microtibulos, ligando—se na tubulina e formando uma intercalacio entre o farmaco e as subunidades a e 3
tubulina; assim ocorre a ativacdo do nucleotideo guanosina trifosfatase, o qual é um coordenador
intracelular do citoesqueleto (ALBERTS et al., 2004; LIPPERT, 2006; SOUZA, 2004; VIDAL e MELLO,
1987).

Estas drogas antitubulinicas por terem atividades VTAs (do inglés: vascular targeting agents), sdo
portanto inibidores de angiogéneses. A angiogénese tumoral € essencial para o crescimento dos tumores e
para o espalhamento metastitico, por isso é um alvo atraente para o planejamento de novos agentes
anticancer. Os VTAs interferem na formagdo de novos vasos, e portanto tem acao preventiva. Eles diferem
dos VDAs (do inglés: vascular disrupting agents) na forma de agir. Os VDAs trabalham para destruir o
endotélio do tumor, resultando na morte das células do tumor por falta de oxigénio e nutrientes; eles
bloqueiam o transporte de sangue para novos capilares, causando a estabilizacdo do tumor. Acredita—se
que as novas drogas a serem desenvolvidas baseadas nos VDAs (Figura 1) sio menos téxicas e mais
eficientes, muitas estdo em fase de testes clinicos e alguns exemplos sdo: DMXAA, ZD6126, AVES062,
TZT1027 (LIPPERT, 2006).

HO
NHAG
O}J\NHZ.HG
. OPO 4H, e NH
H3CO E OCH 5 O OCH 4
OCH 5 H3CO OCH 3
OCH 4
ZD6126 AVE8062
3
N
ONNH N o
N, e —0 5
ha 07> ONH

TZT1027 DMXAA

Figura 1. Exemplos de alguns VDAs (do inglés: vascular disrupting agents)
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O composto DMXAA apresenta atividade sobre o DNA de células endoteliais (CHING et al., 1991).
O composto TZT-1027 € um derivado da dolastatina-10 e age sobre o mesmo sitio de ligacdo da
vimblastina, um alcaldide que inibe a polimeriza¢do das tubulinas no fuso mitético, encontrado na espécie
vegetal Catharanthus roseus (CHEN e HONG, 2006; THOMSON et al., 2006). O ZD6126 € um andlogo
da colchicina e age sobre o mesmo sitio de ligacao na tubulina (MICHELETTI et al., 2003).

1.3. Combretastatina

A CA4P € uma pré-droga que atua como um 6timo inibidor da polimerizacdo da tubulina; sua
desfosforilacdo, produz a CA4 que também tem Otima afinidade com a tubulina, e pode ser encontrada
como um produto natural isolado da casca da arvore africana Combretum caffrum (Combretaceae). A
CA4P diminui a vascularizacdo abaixo de um décimo da tolerancia méxima por dose, e tem sido
combinada com outras terapias ou utilizada de forma tnica. Em testes clinicos estdo sendo observados
menores efeitos colaterais, melhores maneiras de uso, dosagens adequadas e a reducdo do fluxo de sangue
para o tumor (LAWRENCE et al., 2001; LIPPERT, 2006).

Testes feitos mostram que a CA4 e a CA2 inibem o crescimento celular em baixa concentracdo, se
ligam de maneira muito forte a tubulina, possuem a mesma porcentagem de inibi¢do da polimerizagdo a
0°C e a 37°C, e dissociam mais rapido que a colchicina. Porém existe uma maior busca por compostos que
tenham uma maior solubilidade em dgua, por exemplo a combretastatina A4 fosfato e o derivado difosfato
A1l que ja se encontram em fase de estudo clinico (KIRWAN et al., 2004; LAWRENCE et al., 2001; LIN,
et al., 1989). Essas substancias agem induzindo mudangas morfolégicas no citoesqueleto endotelial que
acarretam a retracdo celular de vasos sanguineos, ocasionando o desligamento in vivo de permeabilidade
vascular, levando ao aumento da pressdo intersticial, acarretando o bloqueio fisico dos capilares e

conseqiientemente a morte do tumor, devido a falta de vascularizacao (GRIGGS et al.,2001).
NH
— o O — —0 n/
\ /P\O \ (0]
—0 O (0] —0 (0] O O
/ / / / \
CA4P CA4 Colchicina

Figura 2. Estrutura molecular da CA4P (combretastatina A4P), CA4 (combretastatina A4) e da
colchicina
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Virios esfor¢os t€m sido direcionados para obten¢do de andlogos com diferentes grupos espacadores
entre os anéis aromdticos da CA4 (substitutos a dupla ligagdo). Porque a relacdo espacial entre os dois
anéis aromdticos da combretastatina, colchicina e medicamentos similares € uma caracteristica importante
das estruturas em relagc@o as suas habilidades de ligacdes na tubulina (LAWRENCE et al., 2001; LIN, et
al., 1989).

Muitos dos andlogos obtidos apresentaram atividade citotéxica e antitubulinica compardveis com
CAA4. Substitui¢des isostéricas da dupla ligagdo espagadora, no estilbendide, por metileno (GETAHUN et
al., 1992) ou mesmo por fungdes amina e éter acarretam em reducdo ou perda da atividade citotéxica e
antitubulinica; contudo alguns éteres apresentam atividade antitubulinica compardvel com a CA4
(LAWRENCE et al., 2001). No entanto, de forma curiosa, a fenstatina (Figura 3), descoberta por acaso
por Pettit e colaboradores em 1998 (PETTIT et al., 1998), que também apresenta um dtomo de distincia

entre os anéis, tem uma atividade antitubulinica compardvel com CA4 e atividade citotoxica ligeiramente

menor (PETTIT et al., 1998).
| O
O OH
~o ‘ ‘ 0
o) |

~
Figura 3. Estrutura da Fenstatina (6)

Esse fato, aparentemente paradoxal, inspira estudos de fatores estruturais importantes para a
atividade bioldgica, por exemplo: a distdncia entre os anéis aromadticos e a afinidade do grupo separador e
dos substituintes em relagdo aos residuos adjacentes do sitio de ligacdo da colchicina (PETTIT et al.,
1998).

Na tabela 1 estdo indicados diferentes grupos espacadores entre os anéis aromdticos e suas

respectivas atividades bioldgicas frente a testes in vitro de atividade antitubulinica.
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Tabela 1: Analogos da CA4 com grupo espacador (A) nao ciclico e suas atividades antitubulinica
relativas a CA4.

I
(@) A\®:OH
\O Z O/
O

A Atividade antitubulinica

~ N (GETAHUN et al, 1992) -

_~_~ (GETAHUN et al., 1992) +

0]

)J\ (PETTIT et al., 1998) et

= +++
N\ (KAFFY et al., 2005)

_<: (DUCKI et al., 1998) AN

/\0/1 (LAWRENCE et al., 2001) -

_O._1 (LAWRENCE et al., 2001) *
O //O
-~ \,,3\1 (NAGARATHNAM et al., 1992) +
O
O (LAWRENCE et al,, 2001) -

_NH_ " (LAWRENCE et al,, 2001)

+++ similar a CA4 (IC5p ~ 1,4 uM), ++ (ICsp 3 - 5 uM) moderada, + (ICso 5 - 10 pM) pouco ativo, - (ICsp > 10 uM) inativo.
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Estudos 1iniciais de atividade citotoxica sobre linhagens de células tumorais humanas com a
substancia previamente preparada (RRO7, Figura 4) por nosso grupo, levaram a obtencdo de resultados
altamente promissores que justifica a continuacdo do trabalho na busca de novas substancias lideres com
potencial antitumoral baseando em metanonas com similaridade estrutural com a fenstatina e, conseguinte,

com RRO7.
\ O

e
O O/

|
O
Figura 4. Estrutura da RR07

De acordo com estas informagdes, neste trabalho foram sintetizados compostos com o grupo cetona
ou o grupo éster como espagador e tentou-se também a sintese de tiocetonas. No entanto ndo conseguimos
obter nenhuma para o envio para os testes biol6gicos, mas realizamos o docking de algumas tiocetonas
para avaliar as possiveis atividades bioldgicas. Paralelo ao trabalho de sintese foi feito um estudo de

modelagem molecular de andlogos da fenstatina que foram sintetizados ou nao.

1.4. Modelagem molecular

O estudo de quimica tedrica tem se mostrado um bom caminho para previsdo de protétipos de
farmacos. Como os recursos necessarios para iniciar pesquisas nessa area sio relativamente baixos, devido
aos precos dos computadores que diminuem ano apds ano, e os programas reconhecidos pela comunidade
cientifica sdo encontrados gratuitamente, essa ferramenta de pesquisa tem se tornado vidvel nos
laboratorios de sintese e de produtos naturais.

Por meio da modelagem molecular é possivel simular atividades farmacoféricas estudando as
energias das ligagdes, conformagdes e propriedades fisicos-quimicas. E possivel estabelecer afinidades
entre moléculas por meio de interagdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo e energia dos
orbitais (HINCHLIFFE, 2006).

Desde a concepcao do alvo bioldgico até a descoberta de um novo farmaco, um processo que pode
levar em média 11 anos ou mais, a bioinformatica, juntamente com a quimica computacional (ou
quimioinformdtica), vem se tornando, a cada dia, indispensdvel no planejamento racional de novos

farmacos, j4 com inumeros casos de sucesso alcangados (MARSHALL, 2004). Para Manuel Peitsch
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(2004), da “Novartis Institutes for BioMedical Research”, o processo de descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos € hoje totalmente dependente do emprego de metodologias computacionais.

Através da cristalografia de raio-X e de RMN ¢é possivel obter a estrutura das proteinas e das
moléculas com as quais elas formam complexos , estes dados sdo disponibilizados no PDB, que ¢ um
banco de dados de estruturas 3D de proteinas. No entanto nem sempre o PDB consegue revelar a
totalidade da estrutura molecular da proteina, sendo as vezes necessdrio recorrer a outras técnicas que
complementem as “regides vazias” das proteinas cristalografadas. Grande parte das proteinas da mesma
classe possui similaridade na estrutura, tornando possivel a correcio de residuos faltantes ou mal
posicionados por meio da sobreposicdo de diferentes proteinas, completando os vazios existentes
(MEHRAN, 2000). Tal técnica ¢ denominada modelagem por homologia.

O docking Molecular é um método de simulacdo computacional, onde € possivel encontrar o melhor
encaixe entre duas moléculas (macromolécula e ligante). O desafio do docking molecular pode ser
definido como se segue: dadas as coordenadas atdmicas das duas moléculas, o programa investiga a
formacao do complexo.

Existem diferentes formas de buscar o “melhor encaixe”. Algumas técnicas consideram o receptor
como sendo rigido e o ligante podendo ser rigido ou flexivel. Técnicas mais recentes tém possibilitado a
mobilidade de alguns residuos da proteina em especial do sitio ativo. Neste estudo adotou-se a técnica em
que o ligante possui mobilidade no receptor rigido e o programa utilizado foi o Autodock 4.2. Este
programa diferencia do Autodock 3.0.5 por apresentar a op¢ao de usar residuos do sitio ativo da proteina
flexiveis, porém ndo fizemos uso deste recurso.

As avaliagdes a respeito de energias de ligacdo s@o conseguidas pelo pré-calculo dos potenciais de
afinidade eletronica para cada tipo de atomo na molécula do ligante ou proteina. Com o programa
Autogrid a proteina é embebida na sua estrutura tridimensional por uma grade e um &4tomo-sonda é
colocado em cada ponto da grade. A energia de interacdo de cada d&tomo com a proteina € atribuida a cada
ponto da grade. As interacdes eletrostaticas sdo avaliadas de maneira similar, pela interpolacdo dos valores
de potencial eletrostitico baseando-se na eletronegatividade do d&tomo. O tempo para célculo de energia é
proporcional ao nimero de dtomos do ligante sendo independente do tamanho da proteina (GOODSELL,
MORRIS., 1996).

No experimento estdo envolvidos dois processos: o docking e o scoring. O docking gera as vdrias
conformagdes possiveis para o ligante no sitio ativo, utilizando métodos de amostragem conformacional

como o algoritimo genético e as fun¢des scoring avaliam a afinidade entre o ligante e a proteina. Essas
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funcdes sdo importantes porque as conformagdes finais sdo selecionadas de acordo com a afinidade. O
maior problema deste experimento estd nas fungdes scoring. As limitagdes destas fungdes podem estar
relacionadas a falta de flexibilidade da proteina, ao tratamento inadequado da solvatacdo e a natureza
simplista das funcdes de energia empregadas (TERAMOTO et al., 2007).

O programa empregado neste trabalho utiliza o algoritimo genético Lamarckiano (LGA) como
método de busca conformacional. Os algoritimos genéticos sdo inspirados na teoria evoluciondria de
Darwin. Cada busca consiste na geracdo de uma populagdo de individuos na qual cada individuo
representa uma possivel solu¢do para o problema do docking, que é a posi¢do do ligante em relagdo a
proteina. Assim, cada conformacio do ligante € representada por um cromossomo, constituido por genes
que representam os graus de liberdade translacional, orientacional e conformacional. Esses individuos sdo
avaliados pela energia de afinidade do complexo macromolecular proteina-ligante e pela energia
intramolecular do ligante. A sele¢do dos individuos que irdo se reproduzir leva em conta esses parametros
de energia e, na seqiiéncia, mutagdes e crossovers poderdo ocorrer para gerar novos individuos
(MAGALHAES et al., 2004; THOMSEN, 2003). Usualmente miiltiplas andlises empregando o LGA sio
realizadas em cada experimento de docking. Cada corrida fornece uma solug@o, ou seja, um modo de
interagdo previsto. Ao final do experimento do docking, o programa AutoDock agrupa as diferentes
solucdes em clusters, de acordo com a similaridade entre as diferentes conformacdes geradas e ordena os
clusters de acordo com a menor energia representativa daquele conjunto. No programa AutoDock, a
energia de interacdo (Edock) de um dado ligante € expressa como o somatério das interagdes

intermoleculares entre o complexo e a energia estérica interna do ligante (MORRIS et al., 1998).
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2. Objetivos

- Sintese de bisarilas andlogos da combretastatina A4 e da Fenstatina;

- Avaliacdo antitubulinica in vitro das substancias sintetizadas;

- Utilizacdo de metodologias computacionais que permitam avaliar melhor a interagdo entre os
ligantes (propostos e sintetizados) e a tubulina, comparando a atividade bioldgica antitubulinica in vitro
com estudos de ancoragem molecular (docking).

- Analisar os residuos da B-tubulina que interagem com os ligantes estudados neste trabalho.

- Auxiliar o desenvolvimento da pesquisa na drea de obtengdo de novos farmacos para o tratamento

de tumores cancerigenos.
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3.0. Resultados e discussao

3.1. Sintese
3.1.1. Tentativas de obtencao de metanonas (difenilcetonas) através de reacao de Acilacao de

Friedel-Crafts a partir do acido 3,5-dimetoxibenzéico

Com o objetivo de obter algumas metanonas (difenilcetonas), andlogas a fenstatina, vérias acilagdes
de Friedel-Crafts foram feitas a partir do dcido 3,5-dimetoxibenzdico. A rota desta sintese € vidvel devido
a grande semelhanca dos produtos com a fenstatina (46), por ser rdpida e por utilizar o 4cido 3,5-
dimetoxibenzdico que € um material de partida de baixo custo. A tabela 2 mostra alguns dados das
reacoes feitas para a obten¢do de metanonas a partir do 4cido 3,5-dimetoxibenzdico e o esquema 1 indica

as reacoes que foram realizadas:

| (6]
NO, S
OH CH,4l /K,CO, 2- nitroanisol / AICI, O O
—_——————— >
acetona/A /16 hs CH,Cl,/6hs/0°C= ta anisol / AlCl, o~

CHCI/13hs/0°C>ta 1

o)
| O
cl
0 OH SOCI,
—_— >
CH,Cl,/ 4 hs/ A

-

tolueno / AICI,

O CH,Cl,/6hs/0C= ta
OH
OH  CH,l /KGO, 2- metoxifenol / AICI,
acetona/ A/ 4 hs CH,Cl,/8hs/0°C=ta

Esquema 1: Protocolo geral de preparacao de metanonas (difenilcetonas) a partir do acido 3,5-
dimetoxibenzéico
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Tabela 2: Reacoes feitas nas tentativas de obtencio de metanonas através de reacio de Acilacao de
Friedel-Crafts a partir do acido 3,5-dimetoxibenzéico

Composto aromatico  Procedimento experimental N° Tempo de reacdo  Rendimento (%)

Anisol 4123 13 horas 17%
Tolueno 4.1.2.4 6 horas -
2-nitro anisol 4.1.2.5 6 horas -
2-metoxifenol 4.1.2.6 8 horas -

2-nitrofenol 4.1.2.1 16 horas 97%

catecol 4.1.2.2 4 horas 44%

Para a realizacdo das reacdes de acilagdo de Friedel — Crafts foram preparados dois reagentes
utilizando-se reacdes de metilacdo através da metodologia descrita em (UOZUMI et al, 2004). O
composto 2-nitroanisol (8) foi obtido através da metilagdo do 2-nitrofenol, sendo que a reagdo ocorreu
com um alto rendimento e obteve-se o produto puro que foi confirmado por dados de espectroscopia de
RMN de 'H, "°C e DEPT (Tabela 3). O composto 2-metoxifenol (7) foi obtido através da reacdo de
metilac@o do catecol, o produto foi obtido com um rendimento de 44% e apresentou pequena quantidade
do produto totalmente metilado mesmo apds o processo de purificacio com coluna cromatografica de
silica de gel 230 — 400 mesh. A reacdo foi finalizada quando apareceu na placa de CCD uma outra
mancha indicando a formacdo do 2-metoxianisol. A Tabela 4 mostra os valores de deslocamentos

quimicos observados para este produto.

Tabela 3: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 2-nitro anisol (8). O espectro de
RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente (CDCs) foi usado
como referéncia interna.

NO,

O

=
/

\l—l\)

4/
g

™~

A\

2-Nitroanisol (8)
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Posicio RMN “Cé (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade

1 56,25 CH; 3,87 s (3H)

2 152,70 C - -

3 139,42 C - -

4 125,35 CH 7,74 d (J=38,11Hz, 1H)
5 120,39 CH 6,95 t (J = 7,69Hz, 1H)
6 134,14 CH 7,47 t (J = 7,69Hz, 1H)
7 113,36 CH 7,03 d (J = 8,00Hz, 1H)

A formacdo do composto 8 foi confirmada através dos sinais de metoxila nos espectros de RMN de

'H e de "°C: o sinal em 56,25 ppm (no espectro de RMN °C) e o sinal em 3,87 ppm (no espectro de

RMN de 'H).

Tabela 4: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 2-metoxifenol (7). O espectro de
RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de °C a 75 MHz. O sinal residual do solvente (CDCI3) foi usado
como referéncia interna.

4——3
JN

\

OH
1

/

6——7
2-Metoxifenol (7)

Posicio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm)  Multiplicidade

1 55,85 CH; 3,87 s (3H)
2 143,71 C - ]

3 145,47 C - -

4 114,56 CH 6,93 m (1H)
5 120,26 CH 6,87 m (1H)
6 115,43 CH 6,77 m (1H)
7 110,82 CH 6,80 m (1H)

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Resultados e Discussdo 15

A formacgdo do composto 7 foi confirmada através do sinal de metoxila nos espectros de RMN de

'H e de "*C: o sinal em 55,85 (no espectro de RMN 13C) e o sinal em 3,87 (no espectro de RMN de 1H).
Como pode ser observado no esquema 1, somente na reagdo com o anisol ocorreu formacio da metanona
desejada, o prcedimento utilizado para a sintese dos compostos 1, 4, 5, 6 segue a metodologia adaptada
(MORENO et al., 2001; CUSHMAN et al., 1992).
A acilacdo com o tolueno teve a formagao da cetona, que pode ser comprovada através do sinal do
carbono da carbonila no espectro de RMN-">C. Porém, ocorreu 2 formagdo de produtos que ndo eram
passiveis de separacdo por cromatografia em coluna devido a pequena quantidade em massa. E as reacdes
com 0s compostos 2-nitroanisol e 2-metoxifenol ndo formaram o produto desejado.

As reagdes sdo do tipo substitui¢do eletrofilica aromatica, sendo que a acilagdo € a etapa chave da
sintese das metanonas propostas. Analisando a estrutura dos produtos propostos, podemos observar que a
reacdo que contem o grupo desativador nitro ndo formou o produto almejado, possivelmente devido ao
efeito desativador que causa no anel. Porém, somente este efeito ndo justifica o insucesso na reagao
porque no composto aromdtico com o grupo nitro também temos o grupo metoxila que é um ativador
forte. A reacd@o com o 2-metoxifenol (7) também ndo formou o produto de interesse e neste caso podemos
considerar que podem ocorrer reacdes acido-base devido a presenga da hidroxila.

As reacdes para a formacdo de cloretos de acila ocorrem em duas etapas: adi¢do nucleofilica
seguida de eliminag¢do de um fon cloreto para a formagdo de um intermedidrio altamente reativo: um
clorossulfito de alquila protonado; este intermedidrio possui um 6timo grupo abandonador, o que facilita
a formacdo do produto almejado. O esquema 2 ilustra o mecanismo para a formacgao do cloreto de 3,5-

dimetoxibenzdico:

O _cl z0O Cl

5 I cl b 59 b S
OH 4 A7y 0y 0"™0
T Vs=0 ,L| — oo

cl
O _0O _0
cr
/ | 0
of Cl S
9 s=0 Cl
0 I 4+ HCl 4 SO,
c H
—0 _O

Esquema 2: Mecanismo proposto para a formacao do cloreto de acila do acido 3,5-
dimetoxibenzéico
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O mecanismo da reacdo de formacdo dos produtos acilados € o classico de reacdes de acilacdo de
Friedel-Crafts. Inicialmente, o 4cido de Lewis (AICl3) liga-se ao oxigénio da carbonila do cloreto de
acido e, apods a eliminacdo do cloreto, é formado o eletréfilo da reacdo, o fon acilio. Na seqiiéncia, o
substrato aromdtico ataca o carbono parcialmente positivo do fon acilio. O anel aromédtico encontra-se
deficiente de elétrons, nesse momento, porém a carga € deslocalizada através de formas de ressonancia
que constituem um hibrido estdvel. A eliminacdo de hidrogénio restitui o carater aromdtico do anel, mas
somente apds a elaboragdo da reacio o produto fica livre do 4cido de Lewis.

O esquema 3 apresenta o mecanismo de formagdo do produto 1, vdlido para todas as reacdes de
acilacdo descritas neste trabalho. Deve-se levar em consideracdo o tipo de substituinte existente em cada
substrato, isso porque podem ser formados diferentes produtos, dependendo da reatividade e orientagdo

do anel aromaético para substitui¢des eletrofilicas (MARCH e SMITH, 2007):

| o | O/A|C|3 C|) |O A|C|4_
+ 3 » +
O
_0O _0O - O
+AICl5 | O
O | O| o)
O
Vel @) — U
0 - 1 ©
/ © 0
/O O -

Esquema 3: Mecanismo proposto para a reacao de acilacdo de Friedel-Crafts para o acido 3,5-
dimetoxibenzéico

A mistura obtida da reacdo com o tolueno apresentou um sinal no RMN *C préximo de 200,00 ppm;
evidenciando a formac¢@o do produto. O produto 1 finalmente foi purificado e confirmado por dados de
espectroscopia de RMN de 'H, ">C e DEPT e comparado com resultados da literatura (PETTIT et al.,
2002); o sinal mais significante para a comprovagdo da formacgdo do produto de interesse € o sinal em
195,18 ppm referente ao carbono de carbonila de cetona. A Tabela 5 mostra os valores de deslocamentos
quimicos observados para este produto e a Tabela 6 apresenta os dados espectroscopicos da literatura. As
andlises de espectrometria de massa mostraram o pico do ion molecular com valor corresponde a massa

do composto e o pico base indicando que ocorreu uma quebra o a carbonila.

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Resultados e Discussdo 17

Tabela 5: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1). O
espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de "*C a 75 MHz. O sinal residual do solvente
(CDCI3) foi usado como referéncia interna.

| I

0\3' /2'\1' /1\1" /2"\\3”
4“\5 ! -ll\s /L..\O/4
3/é

3.4’,5-Trimetoxibenzofenona (1)

Posicio RMN °C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm)  Multiplicidade
1 195,18 C - -
2e3 55,60 CH; 3,80 s (6H)
4 55,51 CH; 3,86 s (3H)
1’ 140,23 C - -
2’e6’ 107,59 CH 6,85 d (J = 2,28 Hz, 2H)
3e5 160,52 C - -
4 104,26 CH 6,63 t (J=2,28 Hz, 1H)
17 130,07 C - -
27e6” 132,56 CH 7,82 d (J = 8,68 Hz, 2H)
37e5” 113,56 CH 6,93 d (J = 8,68 Hz, 2H)
4’ 163,31 C - -
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Tabela 6: Dados da literatura de deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4°,5-
trimetoxibenzofenona (1). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de °C a 75 MHz. O

sinal residual do solvente (CDCIl3) foi usado como referéncia interna.

Posicio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade
1 195,20 C - -
2e3 55,60 CH; 3,82 s (6H)
4 55,50 CH; 3,88 s (3H)
1 140,20 C - -
2’e@ 107,60 CH 6,87 d (J = 2,00 Hz, 2H)
3e5 160,50 C - -
4 104,20 CH 6,65 t (J = 2,00 Hz, 1H)
7197 130,10 C - -
2”e6” 132,60 CH 7,84 d (J = 9,00Hz, 2H)
37e5” 113,60 CH 6,95 d (J = 9,00 Hz, 2H)
47 163,30 C - -

(PETTIT et al., 2002)

3.1.2. Tentativas de obtencao de metanonas (difenilcetonas) através de reacao de Acilacio de
Friedel-Crafts a partir do acido 3,4,5-trimetoxibenzéico

Foram feitas novas reagdes para tentativa de obtencdo de difenilcetonas trimetoxiladas a partir do
3.4,5-trimetoxicloreto de benzoila (32), através da metodologia adaptada (CUSHMAN et al., 1992).
No entanto, apesar do cloreto de benzoila trimetoxilado ter sido adquirido comercialmente, este reagente
também foi sintetizado para que pudéssemos analisar a dificuldade de realizar a acilacdo com este
reagente, tendo em vista a dificuldade apresentada durante as reacdes com o cloreto de benzoila
dimetoxilado e também devido a diferenca em valores destes dois reagentes, sendo o cloreto de benzoila
dimetoxilado muito mais caro. A preparacao do composto 32 (ilustrada no esquema 4) foi feita através da
metilacdo do 4cido galico com o procedimento experimental adaptado (UOZUMI et al., 2004), posterior
hidrélise do éster 30 e da formacdo do cloreto de 4cido através da reacdo de adicdo nucleofilica-
eliminacdo do 4cido 31 com cloreto de tionila utilizando a metodologia adaptada (MORENO et al.,

2001).
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OH O
- 0
SOCl,
CH,Cl,/A/6 hs
Y
| O
© Cl
~
o 32
/O

Esquema 4. Protocolo geral de preparacao de 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila (32)

A Tabela 7 mostra os valores de deslocamentos quimicos observados para o composto 30 e a

Tabela 9 mostra os valores de deslocamentos quimicos observados para o composto 31.

Tabela 7: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila
(30). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de 1*C a 75 MHz. O sinal residual do

solvente (CDCI;) foi usado como referéncia interna.

|2
@)
\3'/

4
\o/ N

2

|

3 b
|5.

O

4

’\,/1\
=

@)

3,4,5-Trimetoxibenzoato de metila (30)
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Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm) Multiplicidade
1 166,73 C - -
2ed 56,24 CH; 3,89 s (12H)
3 60,93 CH; 3,89 s (12H)
5 52,23 CH; 3,89 s (12H)
1’ 125,17 C - -
2’e6’ 106,83 CH 7,28 s (2H)
3e5 152,96 C - -
4 142,20 C - -

Tabela 8: Dados da literatura para deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4,5-
trimetoxibenzoato de metila (30). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de >C a 75
MHz. O sinal residual do solvente (CDCI;) foi usado como referéncia interna.

Posicio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm) Multiplicidade
1 166,68 C - -
2ed 56,19 CH; 3,87 s (12H)
3 58,80 CH; 3,87 s (12H)
5 52,19 CH; 3,87 s (12H)
1 125,11 C - -
2’e6’ 106,75 CH 7,26 s (2H)
3e5 152,89 C - -
4 142,11 C ; ]

(ROTTA., 2005)

O composto 30 foi confirmado através dos sinais do espectro de RMN "°C em 56,24 ppm referente as

metoxilas mais desprotegidas, o sinal em 60,93 ppm referente a metoxila 3 mais protegida (sabe-se que

metoxilas protegidas apresentam sinal acima de 60,00 ppm e metoxilas mais desprotegidas apresentam

sinal abaixo deste valor) e o sinal da metoxila 5 em 52,23. Quanto ao espectro de RMN IH, o sinal

referente as metoxilas € apresentado como um singleto com integracdo referente a 12 atomos de

hidrogénio. Os sinais também foram comparados com dados da literatura que sdo mostrados na tabela 8

(ROTTA., 2005). O composto 30 foi submetido a reacdo de hidrdlise, formando entdo o composto 31 que

possui os dados espectroscopicos indicados nas tabelas 9 e 10.
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Tabela 9: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o acido 3,4,5-trimetoxibenzéico
(31). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do
solvente (CDCI;) foi usado como referéncia interna.

T ﬁ
O\3'/ 2\1'/ 1\OH
[
3\0 /4'\5 8
|
g 7

Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (31)

Posicio RMN °C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm) Multiplicidade

1 171,61 C - -
2e4 56,28 CH; 3,91 s 3H)

3 60,97 CH3 391 s (3H)

r 124,10 C - -
2’e6’ 107,46 CH 7,36 s (2H)
Jed 152,99 C - -

¥ 143,04 C - -

Tabela 10: Dados da literatura para deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para
apresentados para o acido 3,4,5-trimetoxibenzéico (31). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300
MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente (CDC;) foi usado como referéncia interna.

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm) Multiplicidade

1 171,80 C - -
2e4 56,16 CH; 3,93 s BH)

3 60,88 CH3 3,94 s 3H)

r 124,09 C - -
2’e®’ 107,32 CH 7,38 s (2H)
Jed 152,88 C - -

i 142,87 C - -

(ROTTA., 2005)
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A formacgdo do composto (31) foi confirmada através da auséncia do sinal em 52,23 ppm no espectro

de RMN "°C e pela integracdo do singleto em 3,91 ppm no espectro de RMN 'H que foi referente a 9

hidrogénios e ndo mais a 12. O composto também foi confirmado através da comparacdo com dados
espectroscopicos da literatura que s@o mostrados na Tabela 10 (ROTTA., 2005).

As reacdes de acilagdo com o composto 32 estdo representadas no esquema 5 e os resultados estao

apresentados na Tabela 11, onde estdo indicados os rendimentos de cada reagcdo; pode-se constatar que a

tinica reacdo que ndo teve a formagao do produto desejado foi a reagdo com o fenol.

25

_0
fenol / AICI,
CH,Cl,/32hs/0°C= t.a

I 9 anisol / AICI, O O O
0
cl ;
:©)\ CH,Cl,/5hs/0°C = ta ~o ) o
~
O 0

O
32

Y

-
tolueno / AICI,
CHLCl,/24 hs/0°C = t.a
(0]

|
ROAS
>0 3
_0

Esquema 5. Protocolo geral de preparacao de metanonas (difenilcetonas) através de reacao de
Acilacao de Friedel-Crafts a partir do 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila (32)
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Tabela 11: Reacoes feitas na tentativa de obtencao de metanonas a partir do 3,4,5-trimetoxicloreto

de benzoila (32)
Compostos P .
rocedimento Tempo de reacio Rendimento (%)
aromaticos experimental N°
Anisol 4.1.2.27 5 horas 80%
Tolueno 4.1.2.28 24 horas 21%
Fenol 4.1.2.26 32 horas -

As estruturas dos compostos 2 e 3 estdo de acordo com os sinais observados nos espectros de RMN
de 'H, de ">C, DEPT-135° . As anélises dos espectros mostraram que os compostos estdo puros, devido 2
auséncia de sinais de quaisquer outros subprodutos ou reagentes da acilacdo de Friedel-Crafts. O sinal
mais caracteristico da formacao dos produtos 2 e 3 € o sinal da carbonila de cetona que fica préximo de
200,00 ppm; no composto 2 o sinal do carbono da carbonila aparece em 195,65 ppm e no composto 3
aparece em 195,56 ppm. Na Tabela 12 estdo os valores de deslocamentos quimicos observados para o
composto 2 e na Tabela 13 estdo os dados espectroscOpicos da literatura para este composto
(CUSHMAN et al., 1992).

A Tabela 14 mostra os valores de deslocamentos quimicos observados para o composto 3. O
composto 3 ndo apresenta dados espectroscopicos detalhados na literatura.

As andlises de espectrometria de massa dos produtos 2 e 3 mostram o pico do fon molecular com
valor corresponde a massa de cada composto e o pico base indicando que ocorreu uma quebra o a

carbonila com elimina¢do do anel trimetoxilado.

Tabela 12: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 3,4,4°,5-tetrametoxibenzofenona (2).
O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente
(CDCI3) foi usado como referéncia interna.

| I
O A
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3,4,4’,5-Tetrametoxibenzofenona (2)
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Posicio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade
1 195,65 C - -
2ed 56,30 CH; 3,85 s (6H)
3 60,96 CH; 3,90 s (3H)
5 55,49 CH; 3,86 s (3H)
1’ 130,29 C - -
2’e6’ 107,47 CH 6,99 s (2H)
3e5 152,84 C - -
Y 141,62 C - -
17 133,35 C - -
2’ e6”’ 132,39 CH 7,80 d (J = 8,69 Hz, 2H)
37e5” 113,56 CH 6,95 d (J = 8,69 Hz, 2H)
4’ 163,14 C - -

Tabela 13: Dados da literatura para deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 3,4,4’,5-
tetrametoxibenzofenona (2). O espectro de RMN de H foi obtido a 300 MHz e o sinal residual do
solvente (CDCI;) foi usado como referéncia interna.

Posicio RMN 'H 6 (ppm) Multiplicidade
1 - -
2e4 3,88 s (6H)
3 3,94 s (3H)
5 3,90 s (3H)
r - -
2’e6 7,03 s (3H)
Jes - -
4 . .
1 B B,
2”e6” 7,83 d (J=8,70 Hz, 2H)
37e5” 6,98 d (J=8,70 Hz, 2H)
4’ - -

(CUSHMAN et al., 1992)
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Tabela 14: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 4’-metil-3,4,5-trimetoxibenzofenona
(3). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente
(CDCI3) foi usado como referéncia interna.

I T
3/2"\\1"/1\1'/2'\3'/0
o |‘|‘\5..// EL 6||\ 5./ J"\O/ °

4/|O

4’-Metil-3,4,5-trimetoxibenzofenona (3)

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm)  Multiplicidade
1 195,56 C - -
2ed 56,30 CH; 3,85 s (6H)
3 60,97 CH; 3,91 s (3H)
5 21,65 CH; 2,42 s (3H)
Ik 132,96 C - -
2’e6’ 107,64 CH 7,03 s (2H)
3e5 152,82 C - -
4 143,09 C - -
17 135,04 C - -
27e6” 130,15 CH 7,70 d (J = 8,00Hz, 2H)
37e5” 128,96 CH 7,26 d (J = 8,00 Hz, 2H)
4’ 141,83 C - _

3.1.3. Tentativas de obtencao de benzoatos de fenila substituidos através de reacio de

esterificacio a partir do acido 3,5-dimetoxibenzdico

Devido as dificuldades na formacdo de metanonas, decidiu-se realizar a preparacdo de ésteres, as

metodologias utilizadas nas rea¢des envolvendo o dcido 3,5-dimetoxibenzdico estdo apresentadas abaixo:

1° Método - Reagado do acido 3,5-dimetoxibenzéico com fendis substituidos, através da preparacio

do cloreto de 4cido com SOCI, e posterior esterificacdo em meio bésico, através da metodologia adaptada
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(MORENO et al., 2001, ANDREI et al., 2003). O esquema 6 mostra a reacdo de preparacdo do 3,5-

dimetoxicloreto de benzoila e as posteriores reacdes de esterificacdo deste cloreto com fendis substituidos.

O_

2,4-dinitrofenol
NaOH / 15 min /t.a 0

2- nitrofenol NO,

NaOH /15 min/t.a 0O

~
| o 1
© Cl
SOCI
CH .Cl,/4hs/A
/O

2-aminofenol
NaOH /15 min/t.a

4-metilfenol
NaOH / 15 min/t.a

O_

Esquema 6. Protocolo geral de preparacao de benzoatos de fenila substituidos, a partir do acido 3,5-
dimetéxibenzéico

Nas reacOes de esterificacdo com o 2-nitrofenol e com o 4-metilfenol ocorreu a formagdo dos
produtos desejados sendo que os rendimentos estdo apresentados na Tabela 15. No entanto, nas reagdes
com os fendis, 2,4-dinitrofenol e 2-aminofenol ocorreu a formag@o de grande mistura de produtos que nao
foram passiveis de separagcdo por cromatografia em coluna.

Os compostos 11 e 9 ainda ndo foram descritos na literatura.

Os dados espectroscopicos dos compostos 9 e 11 estdo descritos nas Tabelas 16 e 17

respectivamente, e 0 mecanismo de esterificacdo proposto para a formacgao destes ésteres estd ilustrado no

esquema 7.
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Tabela 15: Reacoes para a obtencao de benzoatos de fenila, partindo-se do acido 3,5-

dimetoxibenzoéico:
Fenol Procedimento Tempo de reagio Rendimento (%)
experimental N°
4-metilfenol 4.1.2.7 15 min 13%
2-nitrofenol 4.1.2.9 15 min 30%
2.4-dinitrofenol 4.1.2.10 15 min -
2-aminofenol 4.1.2.8 15 min -

Tabela 16: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil -
fenila (9). O espectro de RMN de H foi obtido a 300 MHz e de ">C a 75 MHz. O sinal residual do
solvente (CDCl;) foi usado como referéncia interna.

T T\’
0\3- /2'\1 | P \o
(I
4'\5 /6‘ ” 2/1"\6”
I
- "G\T/S"
4

3,5-Dimetoxibenzoato de 4-metil -fenila (9)

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade
1 165,09 C - -
2e3 55,68 CH; 3,84 s (6H)
4 21,38 CH; 2,37 s (3H)
I 131,49 C - -
2’e@ 107,67 CH 7,32 d (J = 2,13 Hz, 2H)
3e5 160,76 C - -
4 106,35 CH 6,70 t (J=2,13 Hz, 1H)
7197 150,91 C - -
2”e6” 122,29 CH 7,06 d (J = 7,69 Hz, 2H)
37e5” 129,24 CH 7,28 d (J = 7,69 Hz, 2H)
47 139,73 C - -
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Tabela 17: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,5-dimetoxibenzoato de 2-
nitrofenila (11). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual

do solvente (CDCls) foi usado como referéncia interna.
2

0
| |
0\3'/2\ '/1\0
‘ -

1
4 6' "
N T Ny

3,5-Dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11)

Posicio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm) Multiplicidade
1 164,14 C - -
2e3 55,66 CH; 3,83 s (6H)
1’ 130,17 C - -
2’e6’ 108,01 CH 7,31 d (J = 1,70 Hz, 2H)
3e5 160,84 C - -
Y 107,02 CH 6,72 t (J = 1,70 Hz, 1H)
1 144,32 C - -
27 141,95 C ; ]
3” 125,86 CH 8,12 d (J = 8,25 Hz, 1H)
4’ 126,66 CH 7,42 t (J = 7,69 Hz, 1H)
57 134,67 CH 7,68 t (J = 7,40 Hz, 1H)
6” 125,32 CH 7,36 d (J=8,12 Hz, 1H)

| 9 ]
o)
+ o — 5 0
o o ; ;
- /O /O 9

Esquema 7: Mecanismo proposto para a esterificaciao do acido 3,5-dimetoxibenzdico com o
composto aromatico 4-metil-fenol para a formacao do composto 9
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O mecanismo da rea¢do ocorre através de uma reacao de adi¢do nucleofilica seguida de eliminacdo;
para que ocorram reacgdes de esterificacdes; com a formacgao de um éster de fenila € necessario um cloreto
de acila, porque através do tradicional procedimento de esterificacdo na presenca de um dacido de
Bronsted-Lowry a reagdo de formacdo de ésteres de fenila ndo ocorre. O mecanismo se inicia com o
ataque nucleofilico do fenolato ao carbono da carbonila, o par de elétrons da ligacdo dupla carbono-
oxigénio se deslocando para o dtomo de oxigénio e formacdo de um intermedidrio que expele um ion

cloreto através do restabelecimento da ligacao dupla.

2° Método - Reacdo de preparacdo do cloreto de acido do acido 3,5-dimetoxibenzéico com SOCI, e
sua esterificagdo, em meio bdsico, com fenol, seguindo o procedimento experimental adaptado
(MORENO et al., 2001, ANDREI et al., 2003). A preparacdo do composto 24 estd ilustrada no esquema
8.

| O | 0
0 0]
S 0 o 0
OH SOCl, fenol .
CH.ClL./4hs/A NaOH /30 min/t.a
2~72
o O O 2
e

Esquema 8. Protocolo geral de preparacao de 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24), a partir do
cloreto de acido do acido 3,5-dimetoxibenzoéico com fenol

A reacdo foi realizada trés vezes, variando-se a solucdo bdsica. Na primeira reacdo a solugdo
basica foi feita com NaOH em acetona, porém devido a baixa solubilidade do NaOH nesse solvente, a
reacdo nao foi bem sucedida. Na segunda tentativa a solugc@o bdasica foi feita com pouca dgua, acetona e
NaOH adicionando-se o fenolato por gotejamento ao cloreto de 4cido; ndo foi obtido o produto desejado.
Em outra tentativa o cloreto de 4cido foi adicionado aos poucos a solu¢do aquosa bdsica, e a mistura
manteve-se sob agitacdo por 30 minutos; ao fim deste periodo, filtrou-se a solu¢cdo obtendo-se um sélido
marrom.

A placa de ccd apresentou cinco manchas que foram separadas por cromatografia e o produto (24)
foi obtido em pouca quantidade. Os dados espectroscopicos do composto 24 estdo apresentados na Tabela
18.

As variacdes nas solucdes bdsicas foram feitas devido aos insucessos nas tentativas de
esterificagdes, tendo em vista que as reacdes para a formacdo do cloreto do dcido eram bem sucedidas,

formando uma grande quantidade de produto e em um tempo adequado.
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Tentou-se adaptar a esterificacdo para uma rea¢do em solvente organico para eliminar o contato da
dgua com o cloreto de dcido. Porém, sabe-se que o ataque nucleofilico quando se tem dgua e fenolato é

feito pelo fenolato por este ser uma base mais forte.

Tabela 18: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24).
O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de "*C a 75 MHz. O sinal residual do solvente
(CDC;) foi usado como referéncia interna.

3,5-Dimetoxibenzoato de fenila (24)
Posicio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm) Multiplicidade

1 164,99 C - -
2e3 55,68 CH; 3,85 s(6H)
r 131,44 C - -
2e® 107,71 CH 7,32 d (J=2,27 Hz, 2H)
Jed 160,80 C - -
& 106,41 CH 6,70 t (1H)
1” 150,98 C - -
27e6” 121,71 CH 7,19 d (/=38,11 Hz, 2H)
3’ e5” 129,52 CH 7,42 t (J =7,69 Hz, 2H)
4” 125,95 CH 7,27 m (1H)

A caracterizacdo do produto foi feita primeiramente através de CCD, onde se observou, apos a
cromatografia em coluna, uma tnica mancha e a auséncia das manchas caracteristicas dos materiais de
partida. O produto também foi identificado através dos sinais nos espectros RMN de 'H, de '*C, DEPT-
135°.
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A caracterizacdo do produto através de CCD foi fundamental para a identificag@o do éster 24, isso
porque os sinais nos espectros de RMN de 'H, de *C e DEPT-135° para os materiais de partida (dcido
3,5-dimetoxibenzdico e fenol) sdo muito semelhantes aos sinais do produto desejado. O composto 24 ¢

inédito na literatura.

3° Método - Tentativa de preparagcdo de ésteres derivados do acido 3,5-dimetoxibenzdico feita na
presenca dos 4cidos de Lewis, o AICl; e o ZnCl,, através do procedimento experimental adaptado (ROY e
MAMUN, 2006). A Tabela 19 apresenta alguns dados experimentais das reagdes de esterificacao feitas

utilizando como catalisadores o AICl; e ZnCl,.

Tabela 19: Reacoes feitas nas tentativas de obtencao de ésteres a partir do acido 3,5-
dimetoxibenzéico com fenol em meio de AICl; e ZnCl,

Quantidades Procedimento experimental N° Tempo de reacgio Produto

Acido: 5.5 mmol
AlCl;5: 0.20 mmol

Fenol: 5.5 mmol 4.1.2.20 26 horas Nio formado
7ZnCl,: 5.5 mmol
Acido: 5.5 mmol
AICl3: 1.60 mmol 41201 16 horas ettt

Fenol: 5.5 mmol
ZnCl,: 11 mmol

Os resultados dessa terceira tentativa foram insatisfatorios. Ambas as reacdes ndo formaram produto
algum, recuperando-se o fenol e o respectivo acido carboxilico. O esquema 9 ilustra uma proposta para o

mecanismo da reagao:
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| o*AlCl3 I o-ACls I o-AICTs
O\©)I\OH 0\©)+\OH fenol / ZnCl, O\©<2n0|2
- - e |_||
o)
- O\ O\ .

AICI 5
Y L H

| Cot I 9
o] ~ZnCl, O\©/ILO
- 0 -
> . ©
24

o<

Esquema 9: Mecanismo proposto para a esterificacao do acido 3,5-dimetoxibenzéico com o fenol
em meio de AICl; e ZnCl,
A funcdo do AICI; € tornar o carbono da carbonila mais eletrofilico para o ataque do fenolato e a

fun¢do do ZnCl, € tornar o grupo OH um bom grupo de saida, uma vez que em reacdes de esterificacio
com fenolatos ndo se pode utilizar um 4cido para protonar o grupo OH do 4cido carboxilico e ter como

grupo de saida dgua, ja que o 4cido ndo permitiria a formagao do fenolato.

3.1.4. Obtencao de benzoatos de fenila através de reacao de esterificacdo a partir do acido
benzdico

Realizou-se a sintese dos ésteres 13 e 14 (esquema 10) através da preparacdo do cloreto de 4cido
com SOCI, e posterior esterificagdo em meio bésico, através da metodologia adaptada (MORENO et al.,

2001, ANDREI et al., 2003). Ambas as reagdes ocorreram facilmente e com bons rendimentos.

) fenol
NaOH(aq) / 15 min / t.a 14

O O

OH socl, ol
CH,Cl,/4 hs/A

4-clorofenol
NaOH(aqg) / 15 min / t.a

%

Esquema 10. Protocolo geral da preparaciao de benzoatos de fenila, a partir do acido benzédico
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A Tabela 20 apresenta informagdes sobre as reagdes para a formacdo dos benzoatos de fenila 13 e
14. E os dados espectroscopicos dos compostos 14 e 13 estdo apresentados nas tabelas 21 e 22,
respectivamente.

Tabela 20: Reacoes feitas para obtencio dos ésteres 13 e 14 a partir do acido benzéico

Fenol Procedimento experimental N° Tempo de reacio  Rendimento (%)
4-clorofenol 4.1.2.11 15 min 90%
Fenol 4.1.2.12 15 min 90%

Tabela 21: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o benzoato de fenila (14). O espectro
de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente (CDCls) foi
usado como referéncia interna.

(@)

.
TN
4' 6' 1"
N7 |T/ \\T..
N

Benzoato de fenila (14)

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade

1 165,19 C - -
r 129,63 C - -
2e6 130,18 CH 8,20 d (J=7,12 Hz, 2H)
3es 128,58 CH 7,50 m (2H)
4 133,58 CH 7,63 m (1H)
17 151,00 C - -
27 e6” 121,73 CH 721 d (J=17,55 Hz, 2H)
37 e5” 129,50 CH 742 m (2H)
4 125,90 CH 7,27 m (1H)
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Tabela 22: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o benzoato de 4-clorofenila (13). O
espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de "*C a 75 MHz. O sinal residual do solvente
(CDCI3) foi usado como referéncia interna.

I
S
[y
N7 |2/ \\T..
|
BN
!

Benzoato de 4-clorofenila (13)

Posicio RMN C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H & (ppm)  Multiplicidade
1 164,97 C - -
1 129,25 C - -
2’e@ 130,27 CH 8,17 d (J = 7,40 Hz, 2H)
Fes 128,72 CH 7,50 t (J = 7,40 Hz, 2H)
4 133,87 CH 7,63 t (J = 7,40 Hz, 1H)
7197 149,51 C - -
2”e6” 123,22 CH 7,15 d (J = 8,68 Hz, 2H)
37e5” 129,60 CH 7,37 d (J = 8,80 Hz, 2H)
47 131,29 C - -

As caracterizagdes dos produtos 13 e 14 foram feitas, primeiramente através de CCD, onde se

observou a presenc¢a de apenas uma tnica mancha e a auséncia das manchas caracteristicas dos materiais

de partida. O produto também foi identificado através dos sinais nos espectros RMN de 'H, de "°C, DEPT-

135°. No entanto, como ja comentado, os resultados de RMN para estes €steres sao muito semelhantes aos

sinais referentes aos materiais de partida, por isso € necessdria a andlise conjunta de CCD e RMN. O sinal

mais significativo € o referente ao carbono da carbonila que se apresenta mais protegido nos ésteres 13 e

14 do que no respectivo 4cido carboxilico. No dcido carboxilico o sinal para este carbono estd em 168,00,

ja no éster 13 o sinal aparece em 164,97 ppm e no éster 14 em 165,19 ppm.
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3.1.5. Tentativas de obtencado de benzoatos de fenila substituidos através de reacio de
esterificaciao a partir do acido 3,4,5-trimetoxibenzoico

Outra tentativa de preparagdo de ésteres foi feita conforme mostrado no Esquema 11, cujos
resultados estdo apresentados na Tabela 23.

| (6]
o (6]
~o0 ©/NOZ
/o 29
| (6]
2-nitrofenol (0]
NaOH / 15 min /t.a 0
4-clorofenol ~o
NaOH / 15 min /. o 27
O ~
b N ¢
AN
0]
/O 4-metilfenol
NaOH /15 min/t.a
| (6]
(@]
fenol (0]
NaOH /15 min/t.a \O
_0 26
| (@]
(6]
0]
- @
O 28

Esquema 11. Protocolo geral de preparacao de benzoatos de fenila substituidos, a partir do cloreto
de acido 3,4,5-trimetoxibenzoico (32)

Tabela 23: Reacoes para a obtencao de benzoatos de fenila, partindo-se do 3,4,5-trimetoxicloreto de

benzoila (32):

Fenos Procedimento Experimental N° Tempo de reacio Rendimento (%)
4-metilfenol 4.1.2.31 15 min 87 %
2-nitrofenol 4.1.2.29 15 min 80 %

Fenol 4.1.2.30 15 min 90 %
4-clorofenol 4.1.2.32 15 min 95 %
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As reacdes de esterificac@o para a obtencdo dos produtos 26, 27, 28 e 29 foram realizadas através da
metodologia adaptada (ANDREI et al., 2003). Todas ocorreram com bons rendimentos e um alto teor de
pureza; no entanto as reacdes que formaram ésteres substituidos com o grupo nitro e o dtomo de cloro
(compostos 27 e 29), devido a presenca dos grupos desativadores, originaram, juntamente com o produto
desejado o respectivo dcido carboxilico que € produto da hidrélise do cloreto de acila. Neste contexto,
lavou-se a mistura com solugdo de bicarbonato de sédio (pH = 9) até a total remocgao do 4cido carboxilico.
Como todos os ésteres sintetizados neste trabalho, os compostos 26, 27, 28 e 29 foram identificados
principalmente através de CCD; as reacdes foram acompanhadas por CCD até que se observasse a
auséncia do respectivo fenol e do 4cido 3,4,5-trimetoxibenzéico (31). As andlises através de RMN de lH,
de °C, DEPT-135° confirmaram a formagdo dos produtos, porém a comparagio com dados da literatura
ndo pode ser feita porque estes compostos nao foram detalhadamente caracterizados na literatura.

As andlises dos espectros de massa dos compostos 26, 27, 28 e 29 mostraram que todos os
compostos apresentaram o valor do pico do fon molecular com valor corresponde a massa do composto e
o0 pico base referente a quebra caracteristica de ésteres, com perda do anel aromdtico da parte fenodlica.

Nas Tabelas 24, 25, 26 e 27 estdo apresentados os dados espectroscOpicos dos compostos 27, 28,

26, 29, respectivamente.
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Tabela 24: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-
clorofenila (27). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal

residual do solvente (CDCls) foi usado como referéncia interna.
2

o}
| |
0\3‘/2\1'/1\0
[
3\0 /4'\5 b 2/1"\6”
1]
NP~
!

3,4,5-Trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27)

Posicio RMN C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade
1 164,56 C - ;
2ed 56,25 CH; 3,91 s (6H)
3 60,94 CH; 3,92 s (3H)
1’ 123,92 C - -
2’e6’ 107,31 CH 7,40 s (2H)
3e5 153,00 C - -
Y 142,85 C - -
719 149,35 C - -
2”e6” 123,11 CH 7,12 d (J = 8,70Hz, 2H)
37e5” 129,51 CH 7,36 d (J = 8,70 Hz, 2H)
47 131,24 C - -
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Tabela 25: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila
(28). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de 1*C a 75 MHz. O sinal residual do
solvente (CDCI;) foi usado como referéncia interna.

@)
AN
1—O

/

2\ /2':1 '\ /1 ":6{
o—3'\\' // 6 "2\\” // 5"
4—5\ 3"—"

3—O O

/

4

3,4,5-Trimetoxibenzoato de fenila (28)

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade

1 164,84 C - -
2e4 56,35 CH3 3,92 s (9H)
3 60,99 CH3 3,92 s (9H)
r 124,47 C - -
2’e® 107,31 CH 7,44 s (2H)
Jed 153,09 C - -
i 142,85 C - -
1” 151,02 C - -
27e6” 121,73 CH 7,18 d (/=7,68Hz, 2H)
37eS” 129,53 CH 7,41 d (/=797 Hz, 2H)
4 125,93 CH 7,27 d (/=7,26Hz, 1H)
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Tabela 26: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metil
fenila (26). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de 1*C a 75 MHz. O sinal residual do
solvente (CDCI;) foi usado como referéncia interna.

(0]
S
2\0 3/2 :1‘\6' 1 :6\
N/ A/
4'—5 - 4
\ \
—0 O 5
/
4

3,4,5-Trimetoxibenzoato de 4-metil fenila (26)

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN'H 6 (ppm)  Multiplicidade
1 165,06 C - -
2ed 56,35 CH; 3,92 s (9H)
3 61,00 CH; 3,92 s (9H)
5 20,93 CH; 2,36 s (3H)
1 124,60 C - -
2e6 107,40 CH 7,43 s (2H)
Fes 153,06 C - -
4 142,75 C - -
17 148,75 C ] ]
2”e6” 121,40 CH 7,05 d (J = 8,11Hz, 2H)
3’e5” 130,05 CH 7,23 d (J = 8,11 Hz, 2H)
4” 135,58 C - -
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Tabela 27: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-
nitrofenila (29). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal
residual do solvente (CDCls) foi usado como referéncia interna.

| I
0\3'/2'\1‘/1\O
]
3\0 /4'\T 0 | 6/1\\|2 _NO,
|
N N

3,4,5-Trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29)

Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade

1 163,89 C - -
2e4 56,25 CH; 3,91 s (6H)
3 60,94 CH3 3,93 s (3H)
r 123,14 C - -
2’e®’ 107,67 CH 7,42 s (2H)
Jes 153,05 C - -
4 143,20 C - -
1” 144,28 C - -
2” 141,67 C - -
3”7 125,80 CH 8,11 d (/=8,26 Hz, 1H)
4 126,60 CH 7,43 m (1H)
5” 134,68 CH 7,68 m (1H)
6” 125,29 CH 7,37 m (1H)

Devido a proximidade nos valores dos sinais de '"C é possivel que os deslocamentos estejam trocados.

3.1.6. Tentativas de obtencio de metanonas através do rearranjo de Fries
Alguns ésteres obtidos foram submetidos ao rearranjo de Fries para a formacg@o das respectivas
difenilcetonas através da metodologia adaptada (KHANUM et al., 2003). O rearranjo € uma maneira util
de preparar cetonas através de ésteres e também € uma boa maneira de introduzir um grupo hidroxila no
anel aromatico, jd que o grupo hidroxila ndo € um grupo facil de ser adicionado. O esquema 12 ilustra as

reacOes feitas através do rearranjo de Fries, cujos resultados estdo apresentados na tabela 28.
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o AICI,
120 °C -140 °C / 25 min
13 16 Cl
Cl
0 O OH
@O AIC,
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14 17
0
©)LNH AICI,
Cl -
©/ 120 °C -140 °C / 25 min
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o AlCI,

120 °C -140 °C / 50 min
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O
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| o)
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Qe >
>0 120 °C 140 °C /5 min O
O 2 O 9
| o)
o)
o)
AlCI,
\O >
120 °C -140 °C / 7 min
0

Esquema 12. Protocolo geral de preparacio de metanonas (difenilcetonas) a partir do rearranjo de
Fries
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Tabela 28: Rearranjos de Fries de benzoatos de fenila ou benzamidas substituidos na tentativa de
obtencao de metanonas

Material de Partida (MP)  Procedimento experimental Tempo de reagio  Rendimento (%)

NO
Benzoato de 4-clorofenila 4.1.2.15 25 min 30 %
Benzoato de fenila 4.1.2.17 30 min 25 %
N-2-clorofenil benzamida 4.1.2.18 25 min Degradacdo do MP
3,5-dimetoxibenzoato de 4-
4.1.2.19 5 min 18 %
metilfenila
3,5-dimetoxibenzoato de 2-
4.1.2.16 50 min Degradacdo do MP
nitrofenila
3,4,5-trimetoxibenzoato de
4.1.2.33 5 min 5 %
4-metilfenila
3,4,5-trimetoxibenzoato de
4.1.2.34 7 min Degradacdo do MP

fenila

O rearranjo de Fries ocorre somente em altas temperaturas, de 80 — 180 °C e na presenga de no
minimo 1 equivalente de dcido de Lewis ou de Bronsted Lowry. As reacdes podem variar de poucos
minutos a diversas horas e o rearranjo € geral para uma grande variedade de estruturas. A reacdo pode
ocorrer também através da irradiagdo de luz, o que € mais comumente chamado de foto rearranjo de Fries.
Os produtos obtidos tanto no foto rearranjo como na reacao i6nica podem ser controlados, por exemplo,
nas reagOes conduzidas com aquecimento, quando se usa uma temperatura mais alta o produto orto é
favorecido e quando se usa uma temperatura mais baixa o produto para € favorecido. A reacdo também
pode ser controlada através da polaridade do solvente, com o aumento da polaridade o produto para
acilado aumenta.

As reagdes de rearranjo de Fries realizadas neste trabalho foram conduzidas a altas temperaturas e
todas foram realizadas na auséncia de solvente; fez-se apenas uma tentativa de reagdo com solvente,
utilizando-se o hexano. Devido a baixa polaridade desse solvente e a solubilidade de nosso material de
partida no mesmo, ndo ocorreu formacdo alguma da cetona almejada, recuperando-se o material de

partida.
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1° Reacao — Rearranjo do éster Benzoato de 4-clorofenila (13) para obtencao de 5-cloro 2-

hidroxibenzofenona (16)

O O OH
0 AlCI,
120 °C -140 °C / 25 min
13 16 Cl

Cl
A reagdo para a formacdo do produto 16 ocorreu facilmente formando somente o produto

desejado, a presenca do dtomo de cloro no grupo fenila faz com que o anel fique mais rico em elétrons,
mesmo o cloro sendo um grupo desativador, seu efeito indutivo doador de elétrons favorece o rearranjo.
O produto foi confirmado através de dados espectroscépicos de RMN de 'H, °C e DEPT (tabela 29), no
entanto na literatura ainda ndo foi detalhadamente caracterizado. A andlise do espectro de massa
mostrou o pico do fon molecular com valor correspondente a massa do composto e o valor do pico base

indicando a perda de H.

Tabela 29: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para o 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16).
O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente
(CDCI;) foi usado como referéncia interna.

OH @)
e |\1./ U\1 2
SR
Cl

5-Cloro 2-hidroxibenzofenona (16)

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Resultados e Discussdo 44

Posicio RMN C 6 (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm)  Multiplicidade

1 200,60 C - -
r 119,71 C - -
2 161,69 C - -
KX 120,08 CH 7,02 d (J=8,83 Hz, 1H)
4 136,18 CH 7,43 d (J = 8,85 Hz, 1H)
5 123,38 C - -
6’ 132,38 CH m (1H)
1” 137,20 C - -
2”e6” 129,13 CH 7,66 d (J = 8,25 Hz, 2H)
3 e5” 128,52 CH 7,54 m (2H)
4” 132,38 CH 7,60 m (1H)
2° Reacdo - Rearranjo do éster Benzoato de fenila (14) para obtencao de 2-

hidroxibenzofenona (17)

2 O OH
@O AIC,
© 120 °C -140 °C /30 min
14 17

Devido ao fato do éster 14 nao ter nenhum substituinte no grupo fenila a reacdo ocorre com mais
dificuldade, obtendo rendimento mais baixo e mistura de produtos que ndo sdo de interesse. Como
descrito por KHANUM e colaboradores (2003), muitos €steres que ndo possuem substituintes no grupo
fenila para ativar a reacdo de acilag@o, ndo sofrem este tipo de rearranjo ou formam apenas uma pequena
quantidade do produto. O produto foi confirmado através de dados espectroscépicos de RMN de 'H, *C
e DEPT (Tabela 30) e através de dados da literatura, que estao apresentados na Tabela 31 (LAMPERT.,
et al 1997). A andlise do espectro de massa mostrou o pico do {on molecular com valor correspondente a

massa do composto e o valor do pico base indicando a perda de H.
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Tabela 30: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 2-hidroxibenzofenona (17). O espectro
de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de *C a 75 MHz. O sinal residual do solvente (CDCl5) foi
usado como referéncia interna.

..
e N N
Pl
AP N A
2-Hidroxibenzofenona (17)
o B RMN 'H 5 o
Posicaio RMN “C 6 (ppm) DEPT-135° Multiplicidade
(ppm)
1 201,63 C - -
r 119,16 C - -
2 163,26 C - -
3 118,43 CH 7,05 d (J = 8,40Hz, 1H)
4 136,37 CH 7,53 m (1H)
5 118,70 CH 6,84 m (1H)
. 131,98 o S5 dd ('J =782 Hz, *J = 1,56 Hz,
1H)
1” 137,91 C - -
2”e6” 129,22 CH 7,63 m (2H)
37e5” 128,39 CH 747 m (2H)
4” 133,66 CH 7,66 m (1H)

Tabela 31: Dados da literatura para deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 2-
hidroxibenzofenona (17). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de >C a 75 MHz. O
sinal residual do solvente (CDCl;) foi usado como referéncia interna.
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R RMN 'H §
Posicao RMN ~“C 6 (ppm) DEPT-135° Multiplicidade
(ppm)

1 203,81 C - -

1 121,33 C - -

2 165,45 C - -

3 120,61 CH 6,84 d (J = 8,40Hz, 1H)

4 138,50 CH 7,36 m (1H)

5 120,80 CH 6,63 m (1H)

dd ('J =782 Hz, *J = 1,56 Hz,
6’ 135,81 CH 7,26
1H)

1” 139,80 C - -
2”e6” 132,20 CH 7,57 m (2H)
3”e5” 130,51 CH 7,24 m (2H)

4” 134,62 CH 7,34 m (1H)

(LAMPERT., et al 1997)
3° Reacao — Rearranjo da amida N-2-clorofenil benzamida (49) para obtencao de 2-amino

3-clorobenzofenona (19)
0]

NH AlCI,
©/CI -

120 °C -140 °C / 25 min

49
Testou-se a possivel formacdo de metanonas através de amidas utilizando-se também o
procedimento do rearranjo de Fries, mas a reac@o apresentou resultados insatisfatorios.
4° Reacao — Rearranjo do éster 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (9) para obtencao de
2-hidroxi 5-metil 3°,5’-dimetoxibenzofenona (21)

| O
o) | O OH

0 AICI, O
120 °C -140 °C /5 min O O

9 0 21

_0O

A formacido do produto foi rdpida devido a presencga de vdrios grupos ativadores no éster 9; como

o tempo da reacdo foi de cinco minutos nao foi possivel acompanhar a formagao do produto por CCD e a
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reacdo foi interrompida devido a rdpida mudanca tanto da coloracdo como do estado fisico do meio
reacional. A formacdo do composto 21 foi confirmada através dos dados de espectroscopia de RMN de
13C, He DEPT, que estdo descritos na Tabela 32. Nao existe descri¢do deste composto na literatura.

A andlise do espectro de massa mostrou o pico do ion molecular com valor correspondente a

massa do composto e o valor do pico base indicando a perda de uma metoxila.

Tabela 32: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 2-hidroxi 5-metil 3°,5’-
dimetoxibenzofenona (21) . O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de '*C a 75 MHz. O
sinal residual do solvente (CDCIl;) foi usado como referéncia interna.

T T
NI
(I R
N o~
| i
. 0 4

2-Hidroxi 5-metil 3°,5’-dimetéxibenzofenona (21)
Posicio RMN “C & (ppm) DEPT-135° RMN 'H 6 (ppm) Multiplicidade

1 200,82 C - -
2e3 55,61 CH; 3,81 s (6H)
4 22,02 CH; 2,35 s 3H)
r 139,91 C - -
2e6 106,88 CH 6,74 d (J=2,14 Hz, 2H)
3es 160,59 C - -
4 103,85 CH 6,63 t (1H)
17 116,81 C - -
27 163,44 C - ;
3 118,45 CH 7,50 d (J=8,11 Hz, 1H)
47 133,49 CH 6,66 d (J=8,11 Hz, 1H)
5 148,23 C - ;
6’ 120,01 CH 6,85 sl (1H)
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5° Reacao — Rearranjo do éster 3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11) para obtencio de
2-hidroxi 3’,5’-dimetoxi 3-nitrobenzofenona (18)
| O
(0]

o AlCI,
NO, -
120 °C -140 °C / 50 min
_0

11

Testou-se o rearranjo com o éster 11 que possui o grupo nitro que € um forte desativador, mas a
reacdo nio formou cetona alguma. O grupo nitro desativa o anel e impede a reacdo de acilacdo devido a
falta de elétrons no anel aromético.

6° Reacao — Rearranjo do éster 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metil fenila (26) para obtencao

de 2-hidroxi 5-metil 3°,4°,5’-trimetoxibenzofenona (22)

0 0
e YT T
~o 120 °C 140 °C/5min O

O 2 O 9

7

A reagdo para obtencdo do composto 22 foi realizada vdrias vezes e apesar de em todas as
misturas de produtos se observar a formacao da cetona de interesse a quantidade de produto era sempre
muito pequena, mesmo quando se usava grande quantidade de material de partida. O tempo da reagdo
era muito curto e quando a reacdo tinha uma duracdo maior que cinco minutos, podia-se observar a
diminuicao da quantidade do produto de interesse. . A formacdo do composto 22 foi confirmada através
dos dados de espectroscopia de RMN de C, 'H e DEPT, que estdo descritos na Tabela 33. Nao existe
descricao deste composto na literatura. A andlise do espectro de massa mostrou o pico do ion molecular
com valor correspondente a massa do composto e o valor do pico base indicando uma quebra o a

carbonila com eliminagdo do anel aromético com a hidroxila.

Tabela 33: Deslocamentos quimicos (ppm) apresentados para 2-hidroxi 5-metil 3°,4°,5’-
trimetoxibenzofenona (22). O espectro de RMN de 'H foi obtido a 300 MHz e de 1*C a 75 MHz. O
sinal residual do solvente (CDCIl;) foi usado como referéncia interna.
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T .
RN NP L N
(N |l
NN N
| |
4/O 5
2-Hidroxi 5-metil 3°,4°,5’-trimetoxibenzofenona (22)
RMN “C 5 DEPT- RMN 'H $
Posicao Multiplicidade
(ppm) 135° (ppm)
1 200,45 C - -
2ed 56,39 CH; 3,88 s (6H)
3 61,04 CH; 3,93 s (3H)
5 29,72 CH; 2,26 s (3H)
I 127,77 C - -
2’e6 106,97 CH 6,90 s (2H)
3es 152,98 C - -
g 141,51 C . -
17 118,83 C - -
P 161,04 C . .
3” 118,23 CH 6,97 d (/= 8,28 Hz, 1H)
. 13726 - 231 dd ('J = 8,28 Hz, ’J = 1,35 Hz,
1H)
5” 138,40 C - -
6” 133,01 CH 7,42 sl (1H)

7° Reacao — Rearranjo do éster 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28) para obtencao de 2-

hidroxi 3’,4°,5’-trimetoxibenzofenona (41)

AICl,
\O >
120 °C -140 °C / 7 min
_0
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Como para a obten¢@o do produto 22, foram feitas vérias reacdes na tentativa de se obter o produto
41, porém ele sempre foi obtido em pouca quantidade e ndo foi possivel sua separacdo para o envio para

os testes bioldgicos; no entanto, sua formagdo pode ser confirmada através de espectrometria de massa.

3.1.7. Tentativas de obtenciao de tiometanonas

Tabela 34: Tentativas de obtenciao de tiometanonas

Material de Partida (MP)  Procedimento experimental Metodologia Produto
34°,5- 4.11.\12.13 (KALETA et al., 2006) Nao formado
trimetoxibenzofenona
Benzoato de 4-clorofenila 4.1.2.14 (KALETA et al., 2006) Nio formado
Benzofenona 4.1.2.35 (SHULTZ et al., 2003) Nio formado
Benzofenona 4.1.2.36 (POLSHETTIWAR et al., N3ao formado
2004)
Benzofenona 4.1.2.37 (POLSHETTIWAR et al., Naio formado
2004)
Benzofenona 4.1.2.38 (RAJENDER et al., 1999) Observado

As reacOes de tentativas de tionag@o foram feitas com variados procedimentos, como descrito na
Tabela 34, no entanto apenas na reacdo realizada em microondas ocorreu a formagdo da tiocetona. Os
produtos obtidos nas outras reacdes foram analisados por técnica de RMN, espectrometria de massa e
CCD, porém todos apresentavam somente o material de partida.

Uma variedade grande de reagentes inorganicos tem sido relatada como agentes de tionacdo, os
quais possuem em sua estrutura fésforo ou enxofre, alguns exemplos sdo: PCls/Al,S3/Na,SOy, P,Ss/Nets,
RPS(OR’);, PSCl,(Nme;);, mas o mais comumente usado ainda é o P;S;9 (McGREGOR e
SHERRINGTON, 1993). Esse composto foi pela primeira vez usado na sintese da tiocetona de Michler’s
em 1886, e a partir desta data foi extensamente usado na sintese de compostos tiocarbonila. O maior
problema com este reagente € sua insolubilidade em grande parte dos solventes organicos, trazendo,
portanto, dificuldade em muitas reacdes. E muito comum os relatos de sucessos do reagente em solventes
como THEF, piridina e acetonitrila; nestes solventes se consegue uma boa homogeneidade entre o reagente
inorganico e o meio reacional e bons resultados nas preparacdes de tiocetonas contendo grupos alquila,

alquenila, arila, ou éster substituidos. A maior vantagem do uso deste reagente € o ficil processo de
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purificac@o, onde o produto tionado pode ser separado do P4S;¢ através de filtragem (POLSHETTIWAR e
KAUSHIK, 2004).

Para se obter um reagente de tiona¢do com caracteristicas mais proximas de compostos organicos,
usa-se preparar o reagente 2,4-bis(4-metoxifenil)-1,3-ditio-2,4-fosfatano-2,4-disulfito através da reacdo de
P4S1p com anisol, porém o método requer a purificagdo por cromatografia para a retirada do excesso de
anisol (KALETA et al, 2006; McGREGOR e SHERRINGTON, 1993) O reagente € comercializado com o
nome de Lawesson e € solivel em benzeno, tolueno, xileno e THF. Outros compostos andlogos ao
reagente de Lawesson sdo preparados através de substiancias que possuem outro grupo substituindo a
metoxila. Outra diferenga entre o reagente de Lawesson e o P4S;o é que este requer que a reacao ocorra em
meio bdsico, usando-se normalmente bicarbonato de sédio no meio reagente (POLSHETTIWAR e
KAUSHIK, 2004; KALETA et al, 2006).

Em ambos os métodos de tionagdo, a velocidade da reacdo é dependente da densidade eletrOnica
existente na carbonila e limitada pela temperatura, em compostos contendo duas ou mais carbonilas,
sofrerd mais facilmente tionacdo aquela que for mais rica em elétrons (POLSHETTIWAR e KAUSHIK,
2004; KALETA et al, 2006).

A conversdo do grupo carbonila em tiocarbonila, com o reagente de Lawesson, € atribuida a ilideos
de ditiofosfina, formados a partir da quebra do anel de quatro membros, contendo dtomos de fésforo e
enxofre alternados. O mecanismo reacional envolve um intermedidrio de quatro membros semelhante a
oxafosfetana, observada na reacdo de Witting, para a formacao de alcenos a partir de aldeidos e cetonas;
no esquema 13 temos a proposta do mecanismo da reagdo de tionacdo com o reagente de Lawesson

(KALETA et al, 2006; McGREGOR e SHERRINGTON, 1993).

N /S\ e
AQSQP\ ,P/S
° : ~

O S

X X

R~ R R™ R
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s
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\P/
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ik O PO R i
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Esquema 13: Mecanismo proposto para a reacao de tionacio com o reagente de Lawesson
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3.1.8. Tentativas de obtencao de hidrazonas e oximas

N
38
N

NH, OH.HCI / K,CO,
MeOH / A

(Y

H, NH, / ACOH )
I

MeOH / A
OH O N
O O NH, OH.HCI / K,CO, '
_— >
16 MeOH / A a0
Cl Cl

| (@]
0
O O NH, NH, / AcOH
B —— e —
~0 2 o~ MeOH / A
0

~

W

OH
NH,
_NH,

Esquema 14. Protocolo geral de preparacao de hidrazonas e oximas

Foram realizadas reacOes para a obtencdo de hidrazonas e oximas (esquema 14) através da
metodologia adaptada (ALVAREZ et al., 2008) e foram obtidos os produtos 37 e 38; no entanto, estas
reacOes foram feitas apenas com o intuito de testar os procedimentos. As reagdes para a formagdo de
hidrazonas e oximas de interesse degradaram o produto formado sendo que no final da reacdo foi
possivel observar a formacdo de poucos produtos, porém durante a cromatografia em coluna o produto

degradava, ndo sendo possivel a sua obtencao.

3.1.9. Discussdo dos espectros de RMN de 'H, *C e DEPT-135

1° grupo de compostos: Cetonas e ésteres derivados do acido 3,4,5-trimetoxibenzéico e do
acido 3,5-dimetoxibenzoico
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Figura 5: Derivados do acido 3,4,5-trimetoxibenzoico e do acido 3,5-dimetoxibenzoico

Os compostos apresentados na Figura 5 apresentam caracteristicas em comum quanto aos sinais de

RMN de 'H, °C e DEPT-135.

O sinal de carbonila de cetona é consideravelmente desprotegido devido ao efeito de ressonancia

que ocorre, atraindo os elétrons da ligacdo dupla carbono — oxigénio para o dtomo de oxigénio; no

entanto os sinais de carbonila das cetonas 1, 3, e 2 sdo relativamente protegidos devido aos grupos

metoxilas presente nos anéis aromaticos.
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Os sinais de carbonila de ésteres sdo protegidos pelo efeito de ressonancia, e devido a este fato os
ésteres 24, 28, 26, 29, 27, 9 e 11 apresentam sinais para o carbono da carbonila em torno de 165,00 ppm.

Tanto os sinais referentes a carbonila de cetona como os sinais de carbonila de ésteres sdo pequenos
devido ao efeito over-noe quando se irradia o H, aumenta-se o sinal do carbono correspondente e, como o
carbono de carbonila ndo possui substituinte, o sinal é pequeno.

Em relacdo aos sinais dos carbonos ligados a um atomo de hidrogénio, nos compostos
trimetoxilados os carbonos mais protegidos sdo os 2’ e 6’ apresentando sinais préximos de 107,00 ppm
por estarem orto as metoxilas e devido ao efeito y. Os compostos dimetoxilados, 1, 11, 9 e 24 apresentam
o carbono 4’ mais protegido ainda que os carbonos 2’ e 6°, os carbonos 4’ estdo vizinhos a duas
metoxilas e portanto apresentando duas prote¢des em orto e dois efeitos .

Apbs os carbonos da carbonila, os mais desprotegidos sdo os C que estdo diretamente ligados a
atomos de oxigénio, sendo o sinal dos C 3’ e C 5’ facilmente identificado por ser mais intenso.

Nas cetonas 1, 2 e 3 os sinais dos C 1’ e C 1”’ sdo diferenciados devido ao efeito de protecdo das
metoxilas, e portanto o C 1’ € mais protegido.

Os carbonos referentes as metoxilas 3 apresentam sinal acima de 60,00 ppm, devido ao
impedimento estérico sdo mais desprotegido que as metoxilas 2 e 4 que possuem apenas um substituinte
em orto e aparecem abaixo de 60,0 ppm.

Para os compostos que possuem anel aromdtico para substituido, 1, 3, 9, 26, 2 e 27 tem-se dois
dubletos facilmente identificados na regiio dos CH arométicos no espectro de 'H.

Os compostos 28 e 24 apresentam padrdo de segunda ordem para o anel fenila, por isso a

diferenciacdo dos sinais dos hidrogénios é complicada e os valores de integracdo ndo sio confidveis.
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2° grupo de compostos: Cetonas provenientes do rearranjo de Fries
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Figura 6: Cetonas sintetizadas através do rearranjo de Fries

Na Figura 6 estdo ilustradas as cetonas sintetizadas através do rearranjo de Fries e que possuem
sinais semelhantes nos espectros de RMN de 'H, '°C e DEPT-135. Os sinais de C para as carbonilas dos
compostos 17, 16, 21 e 22 sdo desprotegidos por causa do efeito de desprotecdo causado pela ligacdo de
hidrogénio intramolecular. Ap6s os carbonos da carbonila, os mais desprotegidos sdo os C que estdo
diretamente ligados a dtomos de oxigénio, sendo o sinal dos C 3’ e C 5° facilmente identificado por ser
mais intenso.

O carbono da metoxila 3 do composto 22 apresenta sinal acima de 60,00 ppm, devido ao
impedimento estérico e as metoxilas 2 e 4, tanto do composto 21 como do composto 22, apresentam sinal
abaixo de 60,00 ppm por possuirem apenas um substituinte em orto.

Os sinais dos C aromaticos dos anéis sem substituintes dos compostos 17 e 16 sao identificados
devido ao efeito da carbonila, os C 2’ e 6°” sdo mais desprotegidos que os C 3’ ¢ 57, ja o sinal referente
aos C 4’ sdo identificados também pela intensidade. Os dtomos de H destes anéis sdo considerados do
padrdo de segunda ordem.

OH 1’ e 6" do composto 22 aparece como um singleto em 6,90 ppm e no composto 21 os H1’ e 6’
aparecem como um dubleto em 6,74 ppm.
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3° grupo de compostos: Esteres derivados do acido benzéico
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Figura 7: Esteres derivados do acido benzéico

Na Figura 7 estdo ilustrados os ésteres derivados do dcido benzdico e que possuem sinais
semelhantes nos espectros de RMN de 'H, '°C e DEPT-135.

O carbono 1 dos compostos 14 e 13 apresenta sinal protegido devido ao efeito de ressonancia que
ocorre nos ésteres, o sinal nestes compostos aparece proximo de 165,00 ppm. Apds os carbonos da
carbonila, os mais desprotegidos sdo os C que estdo diretamente ligados a 4tomos de oxigénio, neste caso
os carbonos 1°°. Os sinais referentes aos C dos CH arométicos sao diferenciados pela intensidade dos
sinais referentes a 2 C ou a 1 C e também através da andlise dos substituintes que protegem ou
desprotegem estes carbonos.

O espectro de 'H apresenta sinais de segunda ordem para o composto 14 e para o anel benzoato do
éster 13, ja os sinais dos hidrogénios da parte fenilica do composto 13 apresentam um padrdo de anel

aromadtico para substituido.

3.0 Resultados e discussao

3.2. Estudos de modelagem molecular por docking e comparacao do resultado tedrico com o
teste bioldgico

Os estudos de ancoragem molecular foram realizados utilizando-se o programa Autodock 4.2
(MORRIS et al., 2007). Um conjunto de 20 ligantes, ilustrados nas figuras 8 e 9, foi submetido aos
estudos de modelagem molecular com a estrutura cristalografica da B-tubulina, selecionada no Protein
Data Bank (entrada no PDB 3DU7). O objetivo deste estudo foi determinar a afinidade e o modo de
interacdo entre a P-tubulina e os potenciais ligantes estudados neste trabalho, através da andlise da

estrutura do complexo proteina-ligante, da comparacdo dos residuos que interagem com o ligante

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Resultados e Discussdo 57

cristalogrifico (CN2) e os residuos que interagem com os ligantes propostos, através da energia da
ligacdo no complexo e através da sobreposi¢do dos ligantes propostos ao ligante cristalografico e a
fenstatina (46). Dentre 20 ligantes, 13 foram analisados também através de teste biologico para que se
pudesse investigar a capacidade das moléculas sintetizadas de serem usadas como agentes antivasculares,
interagindo com o sitio de ligacdo da colchicina (48). Os 13 ligantes podem ser visualizados na Figura 9.
As amostras foram enviadas para o National Cancer Institute em Frederik, Maryland nos EUA, onde
foram realizados testes com a proteina tubulina isolada.

Os outros 7 ligantes remanescentes foram estudados apenas através do docking devido a dificuldade
de obté-los no laboratério. Sendo assim, com os 13 ligantes fizemos a comparagdo do resultado do estudo
tedrico com o resultado do teste bioldgico e com os outros 7 ligantes avaliamos suas potenciais atividades

bioldgicas apenas através do docking As estruturas dos sete ligantes podem ser visualizadas na Figura 8.

OH N'NH2 | l\f’NH2 OH O | | )
\O O/ O/ ©/ 2
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Figura 8: Ligantes propostos e estudados apenas por docking molecular
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Figura 9: Ligantes sintetizados, analizados por meio de teste bioldgico e estudados por docking

molecular

3.2.1. Estudo de ancoragem molecular (docking)

Para cada ligante proposto foram obtidas dez conformagdes, estas diferentes conformacdes sio
produzidas pelo programa baseadas no algoritimo genérico Lamarckiano (THOMSEN et al., 2003). A
conformacdo de interesse € a que possui a menor energia (melhor encaixe), e portanto é provavelmente a
conformacdo obtida no complexo ligante-proteina.

Além dos célculos de docking feito com os ligantes propostos, também foi feito o docking com o
ligante CN2 cristalografado no PDB - 3DU7 e com a fenstatina (46). Analisaram-se quais eram os
residuos que interagiam com estes dois ligantes e como estes residuos estavam em relacido aos ligantes
propostos. Os residuos estudados foram: VAL318, LEU242, ALA250, ASN249, ASN258, LYS254,
LEU255, VAL315, MET 259, ASN349, LYS352. Os residuos VAL315, MET 259 e ASN349 estio
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proximos apenas da fenstatina (46), os residuos ASN258, LYS254, LYS352 e LEU255 interagem com a
fenstatina (46) e com 0 CN2 e os residuos VAL318, LEU242, ALA250 e ASN249 estdo préximos apenas
do CN2. Neste contexto podemos observar uma significativa diferenca entre os residuos que estdo
proximos da fenstatina (46) e os que estdo proximos do ligante cristalografico (CN2). A Figura 10
justifica esta diferenca através da ndo sobreposi¢do entre os compostos. E a Tabela 35 apresenta os

resultado do docking dos ligantes contruidos e do ligante cristalografico CN2.

Figura 10: Representacao esquematica da proximidade do ligante cristalografado CN2 (verde) com
a fenstatina — 46 (vermelho).
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Tabela 35: Resultado do docking dos ligantes contruidos e do ligante cristalografado CN2.

Ligante Nc*  Nee* Enet;%i;ilj\nﬁlg)agﬁo
CN2 2 2 -9,25
Fentastina 6 1 -7,33
17 5 1 -7,26
16 4 2 -7,23
1 6 1 -6,98
3 5 2 -6,93
21 5 2 -7,44
22 6 3 -7,18
9 5 2 -7,83
26 3 7 -6,96
24 k * k
28 4 5 -6,46
29 4 4 -6,60
27 5 4 -7,10
2 5 3 -6,85
41 3 8 -6,95
40 k * *
44 6 1 -7,83
43 4 4 -7,11
11 5 2 -6,77
45 4 3 -7,14
42 6 3 -7,86

Nc* = Numero de clusters; Ncc**= Nuamero de conformagdes no clusters principal
*: os ligantes 24 e 40 ndo possuem ligagdes rotaciondveis suficientes para o estudo de ancoragem

3.2.1.1. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante cristalografado
CN2.

Para a andlise do resultado do experimento de docking realizado com o ligante CN2 cristalografico
utilizou-se a conformacdo de menor energia do cluster menos populoso. O resultado obtido mostrou a
grande quantidade de residuos que se encaixam bem com o ligante CN2, a maior parte destes residuos se

encontram localizados entre os substituintes do ligante CN2 ou encaixados entre os anéis ou no grupo
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espacador. A Figura 11 representa esquematicamente as interagcdes entre os residuos da proteina e o

ligante.

ASN249

LYS254

ALA250

NH
\[(\SH LYS352

LYS254

CH
O/ 3

LEU242
LEU255

VAL318

Figura 11: Representacao esquematica das potenciais interacoes entre o ligante
cristalografico (CN2) e residuos da p-tubulina.
3.2.1.2. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 46.
A conformag@o de menor energia do cluster menos populoso obtida no experimento de docking com
o ligante contruido fenstatina (46) apresentou uma considerdvel distincia do ligante cristalografico CN2.

A andlise da estrutura do complexo ligante-proteina esta representada na Figura 12.

MET259 VAL315
ASN258
CHy
LYS254
o} OH
LYS352
HaC CHs LEU255
\O O/
ASN349
O ASN258

Figura 12: Representacao esquematica das potenciais interacoes entre o ligante
construido (46) e residuos da p-tubulina.
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3.2.1.3. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 2

A conformagdo de menor energia obtida no experimento de docking com o ligante 2 apresentou um
adequado posicionamento sobre o ligante cristalografico (CN2) e nenhuma sobreposi¢do sobre a
fenstatina (46). A sobreposic@o no ligante CN2 estd representada na Figura 13.

Os residuos que estdao proximos do ligante construido 2 s@o os mesmos que interagem com o ligante
CN2, com excec¢ao do residuo LYS352 que ocupa o espago entre a metoxila e a carbonila no anel de sete

membros do CN2 e ndo estd proximo do ligante 2.

ASN249
LEU255
CHs Q ALA250
ASN258 LEU242
¢}
HsC CHs VAL318
\o o/
o
H3C/
B ARG243

Figura 13: Representacido da potencial superposicao entre o ligante cristalografado CN2 (verde) e o
ligante construido 2 (azul) (A) e representacao esquematica das potenciais interacoes entre o ligante
construido 2 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.4. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 1

O ligante 1 se sobrepde a fenstativa (46) de maneira bem efetiva (Figura 14), porém a sobreposicao
ocorre com o anel mais metoxilado da substincia 1 sobre o anel menos metoxilado da fenstatina (46). A
conformacdo mostrada na Figura 14 € a referente ao cluster de menor energia e menos populoso do
resultado do docking. Todos os residuos que se encaixam bem com a fenstatina (46) também interagem
bem com o composto 1. A Figura 14 representa as potenciais interagcdes entre o ligante construido 1 e os

residuos da B-tubulina.
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Figura 14: Representacao da potencial superposicao entre o ligante construido fenstatina - 46
(vermelho) e o ligante construido 1 (azul) (A) e representacao esquematica das potenciais interacoes
entre o ligante construido 1 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.5. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 41

A conformagdo observada no complexo de menor energia do cluster mais populoso obtido no
experimento de docking do ligante construido 41 possui uma Otima sobreposi¢do ao ligante
cristalogrdfico CN2, os anéis trimetoxilados dos dois ligantes estdo totalmente sobrepostos € por isso
interagem com os mesmos residuos da B-tubulina e o anel do ligante 41 que contem a hidroxila estd
proximo e paralelo ao anel monometoxilado do ligante CN2, como mostrado na Figura 15. Os residuos
que estdo préximos do ligante cristalografado e ndo interagem com o ligante construido 41 sdo ASN258 e
o LYS352, isso porque o ligante 41 ndo possui substituinte na posi¢do 3’ e 4’. A Figura 15 representa as

potenciais interagdes entre o ligante construido 41 e os residuos da -tubulina.
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Figura 15: Representacao da potencial superposicao entre o ligante construido 41 (azul) e o ligante
cristalografado CN2 (verde) (A) e representacio esquematica das potenciais interacées entre o
ligante construido 41 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.6. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 11.
Como mostrado na Figura 16 a conformag¢do de menor energia do segundo cluster mais populoso do

ligante construido 11 ndo se sobrepde de maneira efetiva ao ligante cristalografico CN2, apesar de estar

proxima aos residuos da B-tubulina que interagem com este ligante. Os residuos que estdo mais préximos

do ligante 11 estdo representados na Figura 16.
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Figura 16: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografado CN2 (verde) e o
ligante construido 11 (azul) (A) e representacdo esquematica das potenciais interacoes entre o
ligante construido 11 e residuos da f-tubulina (B).

3.2.1.7. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 29.

Como mostrado na Figura 17 a conformac¢@o de menor energia do cluster mais populoso do ligante
construido 29 ndo se sobrepde de maneira efetiva ao ligante cristalografico CN2 e nem sobre a fenstatina
(46), apesar do ligante construido 11 estar proximo de residuos da p-tubulina que interagem com o ligante

CN2 e com a fenstatina. Os residuos que estdo mais proximos do ligante 29 estdo representados na

Figura 17.
LYS254
0 ASN258
ALA250 o) NO,
LEU255
H3C\
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Figura 17: Representaciao da potencial superposicao entre o ligante cristalografado CN2 (verde), a
fenstatina — 46 (vermelho) e o ligante construido 29 (azul) (A) e representacao esquematica das
potenciais interacoes entre o ligante construido 29 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.8. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 26.

A andlise do docking do ligante construido 26 mostrou a sobreposicdo do anel trimetoxilado do
ligante CN2 com o anel trimetoxilado do ligante 26, ja o grupo fenila ndo se sobrepde de maneira efetiva
a nenhum anel da fenstatina (46) ou do ligante CN2 (Figura 18). Na Figura 18 estdo ilustradas as

interacdes entre os residuos da B-tubulina e o ligante 26.

)
ASN249
ALA250
LYS254
LEU242

CH, 0

o)

o
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\o
VAL318
o)
H3C/
A B CHg ASN258

Figura 18: Representaciao da potencial superposiciao entre o ligante cristalografado CN2 (verde), a
fenstatina — 46 (vermelho) e o ligante construido 26 (azul) (A) e representacao esquematica das
potenciais interacoes entre o ligante construido 26 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.9. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 3.

A conformagio obtida no experimento de docking com o ligante construido 3 apresentou um
adequado posicionamento no sitio ativo da B-tubulina. A conformagdo de menor energia do segundo
cluster mais populoso apresentou grande sobreposi¢do sobre o ligante CN2 (figura 19). O unico residuo
que interage com o ligante cristalogréfico e n@o esta préximo do ligante construido 3 € o residuo LYS352.

As potenciais interagdes entre os residuos da B-tubulina e do ligante 3 estdo representadas na Figura 19.
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Figura 19: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografado CN2 (verde) e o
ligante construido 3 (azul) (A) e representaciao esquematica das potenciais interacoes entre o ligante
construido 3 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.10. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 22.

O resultado do experimento de docking com o ligante construido 22 demostra que a conformacao de
menor energia do cluster mais populoso se sobrepde de maneira efetiva ao ligante cristalografico CN2. O
anel trimetoxilado do ligante 22 se sobrepde ao anel trimetoxilado do ligante CN2 e o anel do ligante 22
que contem a hidroxila estd paralelo ao outro anel do ligante CN2 (Figura 20). O tnico residuo que
interage com o ligante CN2 e ndo interage com o ligante 22 é o LYS352, este residuo se localiza afastado
do ligante 22 devido a considerdvel distancia entre o anel do ligante 22 que contem a hidroxila e o anel do
ligante CN2 que possui a carbonila. As interagdes entre o ligante 22 e os residuos da B-tubulina estao

representados esquematicamente na Figura 20.
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Figura 20: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 22 (azul) (A) e representacio esquematica das potenciais interacoes entre o
ligante construido 22 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.11. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 27.

A conformacdo de menor energia do cluster mais populoso obtida nos experimentos de docking
com o ligante construido 27 ndo apresentou uma sobreposicdo adequada com a fenstatina (46) e nem com
o ligante cristalografico CN2, apesar da proximidade e considerdvel sobreposicio entre o anel
trimetoxilado do ligante construido 27 e o anel trimetoxilado do ligante cristalografico CN2, o grupo
fenila se localiza ao lado do outro anel do ligante CN2 e nio sobreposto. O grupo fenila se sobrepde ao
anel que contem a hidroxila na fenstatina, mas a intera¢do nao recebe considerdvel importancia devido a
grande distancia entre os anéis trimetoxilados do ligante 27 e da fenstatina (46). Na Figura 21 estd
ilustrada a proximidade do composto 27, da fenstatina (46) e do ligante cristalografico CN2 e temos

também a representa¢do do composto 27 com os residuos mais préximos da B-tubulina.
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Figura 21: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde), a
fenstatina — 46 (vermelho) e o ligante construido 27 (azul) (A) e representaciao esquematica das
potenciais interacoes entre o ligante construido 27 e residuos da -tubulina (B).

3.2.1.12. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 28.

A conformagdo obtida no experimento de docking com o ligante construido 28 apresentou um
razodvel posicionamento no sitio ativo da B-tubulina. A conformacdo de menor energia do cluster mais
populoso apresentou sobreposi¢do sobre o ligante CN2 (Figura 22). O tnico residuo que interage com o
ligante cristalografico (CN2) e ndo estd proximo do ligante construido 28 é o residuo LYS352, este
residuo se aproxima do anel aromdtico fenila, mas para que ocorresse uma interacdo favordvel seria
necessario um substituinte na posi¢ao 3 ou 4 deste anel. As potenciais interacdes entre os residuos da -

tubulina e do ligante 28 estdo representadas na Figura 22.

ASN249 | £jo42

LEU242

CHy o] ALA250
| | LYS254

VAL318 P

ASN258

Figura 22: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 28 (azul) (A) e representacio esquematica das potenciais interacoes entre o
ligante construido 28 e residuos da p-tubulina (B).
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3.2.1.13. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 43.

O complexo de menor energia do cluster mais populoso do ligante contruido 43, que foi obtido no
experimento de docking, revela o posicionamento favordvel do anel trimetoxilado do ligante 43 em
relacdo ao anel trimetoxilado do ligante cristalografico CN2, porém o anel monometoxilado do ligante 43
ndo se sobrepde de maneira adequada ao anel que contém a carbonila no ligante CN2 (Figura 24). Varios
residuos que estdo muito proximos do ligante CN2 apresentam-se mais distantes do ligante 43. Quando o
ligante 43 (3,4,4°,5-tetrametoxitiobenzofenona) € comparado com o ligante 2 (3,4,4°,5-
tetrametoxibenzofenona), dentro do sitio ativo da B-tubulina, podemos notar que os ligantes ndo ficam
sobrepostos e que os residuos que interagem com o anel trimetoxilado do ligante 43 interagem com o anel

monometoxilado do ligante 2. A diferenca significativa entre o ligante 2 e o ligante 43 dentro do sitio

ativo da B-tubulina esta representada na Figura 23.

Figura 23: Representacao da potencial superposicao entre o ligante 2 (amarelo) e o ligante 43 (azul)
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Figura 24: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde), a
fenstatina - 46 (vermenlho) e o ligante construido 43 (azul) (A) e representacio esquematica das
potenciais interacoes entre o ligante construido 43 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.14. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) do ligante 45.

A conformagdo observada no complexo de menor energia do cluster mais populoso obtido no
experimento de docking do ligante construido 45 possui um 6tima sobreposi¢@o ao ligante cristalografico
CN2, os anéis trimetoxilados dos dois ligantes estdo totalmente sobrepostos e por isso interagem com 0s
mesmos residuos da B-tubulina e o anel do ligante 45 que contem a hidroxila estd proximo e paralelo ao
anel monometoxilado do ligante CN2, como mostrado na Figura 26. Os residuos que estdo proximos do
ligante cristalografico (CN2) e ndo interagem com o ligante construido 45 sdo ASN258 e o LYS352, isso
porque o ligante 45 ndo possui substituinte na posicdo 3’ e 4’. O ligante 45 se sobrepde totalmente ao
ligante 41 e por isso suas potenciais interagdes com os residuos da B-tubulina sdo idénticas as interacdes
do ligante 41 (Figura 25).

A figura 26 representa as potenciais interacdes entre o ligante construido 45 e os residuos da [-

tubulina.
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Figura 25: Representacao da potencial superposicao entre o ligante 41 (amarelo) e o ligante 45
(azul)
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Figura 26: Representacao da potencial superposicio entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 45 (azul) (A) e representacio esquematica das potenciais interacoes entre o
ligante construido 45 e residuos da p-tubulina (B).

3.2.1.15. Resultado do estudo de ancoragem molecular (docking) para os ligantes: 9, 21, 16, 17,
28, 44 e 42.

As andlises do docking para os ligantes 9, 21, 16, 17, 44 e 42 apontam a distancia entre os ligantes
construidos 9, 21, 16, 17, 44 e 42 ¢ o ligante cristalografico CN2. Nenhum destes ligantes se sobrepds de

uma maneira favordavel aos ligantes usados como referéncia (CN2 e fenstatina). As interagdes entre os
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residuos da PB-tubulina e estes ligantes ndo foram apresentadas esquematicamente devido a grande
variedade de residuos envolvidos nestes complexos.

Nas Figuras 27, 30, 31 e 32 podemos observar a proximidade entre a conforma¢do de menor energia
dos ligantes construidos com o ligante cristalografico (CN2), nestas figuras a conformac¢do de menor
energia da fenstatina (46) nao foi mostrada devido a considerdvel distancia dos ligantes construidos 9, 17,
44 e 42 . E nas figuras 28 e 29 podemos observar as conformacdes de menor energia dos ligantes 21 e 16

e a proximidade destes ligantes com a fenstatina (46) e o ligante cristalografado CN2.

Figura 27: Representacio da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 9 (azul).

Figura 28: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde), a
fenstatina — 46 (vermelho) e o ligante construido 21 (azul).
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Figura 29: Representacao da potencial superposicio entre o ligante cristalografico CN2 (verde), a
fenstatina — 46 (vermelho) e o ligante construido 16 (azul).

s

Figura 30: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 17 (azul).
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Figura 31: Representacao da potencial superposicio entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 44 (azul).

Figura 32: Representacao da potencial superposicao entre o ligante cristalografico CN2 (verde) e o
ligante construido 42 (azul).

3.2.1.16. Resultado geral para o estudo de ancoragem molecular (docking)

Analisando todos os ligantes construidos podemos concluir que os ligantes que apresentam uma
melhor interagdo com a B-tubulina foram 1, 2 e 22, entre estes, os ligantes 1 e 2 jd sdo descritos na
literatura devido a excelente atividade antitubulinica comprovada através de testes biologicos. Assim, de
maneira satisfatéria, comprova-se a eficicia do docking neste caso. O ligante 22 apresenta além de uma
Otima interacdo visual com a proteina, uma baixa energia de ligagdo quando € comparado com 0s outros

ligantes que apresentam boa sobreposi¢cao com o ligante cristalografico CN2 ou a fenstatina (46).
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Os ligantes 41 e 45 apresentaram uma boa sobreposi¢do com o ligante cristalografico CN2. No
entanto, poderiam aumentar o encaixe com os residuos da proteina através da adicdo de um grupo na
posicdo 3’ ou 4°, podemos fazer esta analogia supondo a adi¢ao de uma metoxila, por exemplo na posi¢ao

4’, como ilustra o esquema 15:

semelhantes

TN

O OH O OH @)

| | |
BOACENNSA BOAsE
S0 41 ~o Q ~o o~
_0O

0 O
[ fenstatina (46)]
[ adicdo de OCH; posigéo 4' J

Esquema 15. Protocolo para indicar a semelhanca do produto 41 metoxilado na posicao 4’ com a
fentatina.

Como o composto 45 apresenta como diferenca do composto 41 apenas a substitui¢do do dtomo de
oxigénio da carbonila por um dtomo de enxofre, podemos propor a adi¢do de metoxila na mesma posi¢ao

também para o composto 45, visto que ambos compostos se sobrepdem, como indicado na Figura 33 :

J
7~

Figura 33: Representacido da potencial superposicao entre o ligante 41 (amarelo) e o ligante 45
(azul)
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O composto 3 se sobrepde de maneira efetiva ao ligante cristalografado CN2 e ao ligante construido
2, mas o ligante 2 interage mais efetivamente com os residuos préximos a metoxila 4’ devido ao fato do
grupo metoxila ser maior que o grupo metila, o encaixe com os residuos € maior, enquanto o grupo metila
se aproxima apenas do residuo VAL318.

Os ligantes remanescentes nao apresentaram interagdes favoraveis quanto a formagao do complexo.

3.2.2. Resultados dos ensaios antitubulinicos

3.2.2.1. Concentracao inibitoria média

De modo a investigar a capacidade das moléculas sintetizadas de serem usadas como agentes
antivasculares, interagindo com o sitio de ligagcdo da colchicina, foram enviadas amostras para o National
Cancer Institute em Frederik, Maryland nos EUA, onde foram realizados ensaios com a proteina tubulina
isolada.

Os ensaios mostraram que as substancias 2 e 1 apresentam capacidade de interagir com a tubulina.
No entanto, ambas ja foram descritas na literatura devido ao potencial antitubulinico. Todos os ésteres 9,
24, 26, 27, 28, 29, bem como os compostos 16 e 17 foram inativos. E as substancias remanescentes

apresentaram os valores que estdo descritos na Tabela 36.

Tabela 36: Concentracao inibitéria média

Molécula ICso* antitubulina (nM)
1 3.2+£0.08
2 24+0.2
22 11+0.1
21 12+2
3 18+04

9, 24, 26, 27, 28, 50 > 40 (Inativos)
29, 16, 17

3.2.3. Comparacao do resultado geral do estudo de ancoragem molecular (docking) com o

resultado do teste antitubulinico.

Na Tabela 37 estdo apresentados os resultados do docking e do teste biolégico.
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Tabela 37: Resultado geral para todos os ligantes estudados:

Ligante = Resultado do docking  Resultado do teste bioldgico

1 ++ ++
2 S ++
22 + +
3 + +
21 - +
9 - -
24 - -
26 - -
27 - -
28 - -
29 - -
16 - -
17 - -
41 + N.A.
45 + N.A.
11 - N.A.
43 - N.A.
44 = N.A.
40 - N.A.
42 - N.A.

+ +: ativo; +: pouco ativo; -: inativo; N.A.: ndo avaliado

Tanto no estudo tedérico como no teste bioldgico os ésteres (9, 26, 27, 28, 29) e as cetonas sem
metoxilas 16 e 17 ndo apresentaram bons resultados quanto a formagao do complexo com a B-tubulina.

Os ligantes 1 e 2 ja foram sintetizados e possuem atividade antitubulinica comprovada em outros
trabalhos, com isso o ensaio biolégico apresentou valores que corresponde com suas atividades
previamente estudada. E de forma satisfatoria, no estudo de docking, foram os ligantes que apresentaram

melhor interacdo com os residuos estudados e melhor sobreposicdo aos ligantes CN2 e a fenstatina.
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Apesar da semelhanga entre estes ligantes, o ligante 2 se sobrepde de maneira muito efetiva ao ligante
cristalografico CN2, enquanto o ligante 1 se sobrepde adequadamente a fenstatina.

Como através do estudo de docking ndo podemos ter como resultado a real atividade do composto, e
sim analisar o complexo, fazer comparacdo e diferenciar compostos que podem ser mais ativos ou menos
ativos, no estudo tedrico tivemos como conclusdo que os ligantes 22 e 3 tinham uma boa interagdo com
os residuos da proteina, e essa interacdo era menos favordavel que a dos ligantes 1 e 2 e mais favordvel
que a dos ligantes 9, 24, 26, 27, 28, 29, 16 ¢ 17. O teste bioldgico confirmou o estudo tedrico, indicando
que os compostos 22 e 3 possuem valores de IC maiores do que o dos ligantes 1 e 2 e valores menores
que o dos compostos inativos.

O unico ligante que ndo apresentou resultados satisfatorios quanto a comparagdo dos resultados
tedricos e praticos foi o composto 21 que no teste antitubulinico apresentou IC muito préximo ao ligante

22 e o estudo do docking indica uma interagdo mais desfavoravel para o ligante 21 do que para o ligante

22

3.3. Analise conformacional

A anélise conformacional foi feita para todas as substincias submetidas ao docking. No entanto,
para se obter uma andalise mais precisa € necessdrio usar uma metodologia mais avancada. O angulo
diedro escolhido para os compostos envolve a carbonila, ou outro 4tomo do grupo espagador, os carbonos
a-carbonila, ou a ao grupo espagador e o carbono B-do anel mais substituido, e para os compostos
contendo substituintes nos dois anéis aromaticos, foi escolhido o carbono B do anel metoxilado. A Figura

34 ilustra alguns exemplos de 4&tomos usados para a formacgao do angulo diedro.

| o) OH O |
’ Eﬂ I& ’
~0 b o~ '¢
O O
~ ~
2 21

Figura 34: Alguns exemplos de atomos usados para a formacao do angulo diedro, os &tomos
estao indicados com os niimeros 1, 2, 3 e 4.
A maior parte dos compostos apresentaram diferenca entre a conformagdo de menor energia obtida
na analise conformacional e a conformagdo que o ligante assume no cluster de menor energia no sitio

ativo da B-tubulina do estudo de docking. Os ligantes que apresentam conformacdes semelhantes no
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cluster de menor energia e na andlise conformacional sdo: 2, 41, 3, 43 e 21. Neste contexto, € importante

ressaltar que com excec¢do ao ligante 43, estes ligantes estdo entre os que apresentaram uma consideravel

relagdo com a tubulina.
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Figura 35: Conformacao para o ligante 22 com angulo diedro de 310° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 36: Conformacao para o ligante 1 com angulo diedro de 290° e grafico do Angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 37: Conformacoes para o ligante 16 com angulos diedros de 270° e 90° e grafico do angulo
diedro versus a energia da conformacao.
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Figura 38: Conformacao para o ligante 21 com angulo diedro de 320° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao
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Figura 39: Conformacao para o ligante 29 com dngulo diedro de 190° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 40: Conformacao para o ligante 27 com angulo diedro de 180° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacaio.
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Figura 41: Conformacao para o ligante 42 com angulos diedros de 50° e 330° e grafico do angulo
diedro versus a energia da conformacao.
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Figura 42: Conformacao para o ligante 2 com angulo diedro de 90° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 43: Conformacao para o ligante 45 com angulo diedro de 120° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 44: Conformacao para o ligante 3 com angulo diedro de 280° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 45: Conformacao para o ligante 11 com dngulo diedro de 180° e grafico do angulo diedro

versus a energia da conformacao.
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Figura 46: Conformacoes para o ligante 17 com dngulos diedros de 100° e 250° e grafico do angulo

diedro versus a energia da conformacao.
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Figura 47: Conformacao para o ligante 28 com angulo diedro de 180° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 48: Conformacao para o ligante 26 com angulo diedro de 180° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 49: Conformacao para o ligante 40 com angulos diedros de 180° e 50° e grafico do angulo

diedro versus a energia da conformacao.

-309400

0 30 60 9 120 150 180 210 260 20 300 30 360
L S —— S
309365 A \

o S
300375 | / \ /

309380

309385 \ / \ /

309390 \ / \\//

309395 | V

Figura 50: Conformacao para o ligante 44 com angulo diedro de 30° e grafico do angulo diedro

versus a energia da conformacao.
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Figura 51: Conformacao para o ligante 43 com dngulo diedro de 120° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 52: Conformacao para o ligante 41 com angulo diedro de 220° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 53 : Conformacao para o ligante 24 com angulo diedro de 180° e grafico do dngulo diedro
versus a energia da conformacao.
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Figura 54: Conformacao para o ligante 9 com angulo diedro de 180° e grafico do angulo diedro
versus a energia da conformacao.
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4.0. Parte experimental
4.1. Sintese
4.1.1. Material e métodos

e (s solventes utilizados foram: acetato de etila, hexano, diclorometano, metanol, tetrahidrofurano,
acetonitrila e tolueno. Eles foram evaporados a pressdo reduzida em rotavapor Fisaton 802D. Os
solventes tratados e recuperados foram destilados no proprio laboratdrio e outros foram adquiridos
das marcas Merck, Synth, Dindmica e Chemco.

e Os principais reagentes utilizados foram: cloreto de aluminio anidro, cloreto de tionila, dcido 3,5-
dimetoxibenzdico, 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila, anisol, pentasulfeto de difésforo, reagente de
Lawersson, hidréxido de sodio, acido cloridrico concentrado, acido sulfurico concentrado, cloreto
de sédio, e sulfato de magnésio. Todos eles foram adquiridos comercialmente de diversas
empresas do setor de produtos quimicos, como Acros, Synth e Merck.

e Todas as amostras e reagentes foram pesados na balanga BG-100 Gehaka com precisao 0,0001.

e Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em 300 MHz e de "°C em 75 MHz em espectrometro
Bruker AVANCE DPX-300 do Departamento de Quimica da UFMS. As amostras foram
dissolvidas em CDCl; e os deslocamentos quimicos foram registrados em valores de & (ppm) e as
constantes de acoplamento foram expressas em Hertz (Hz). Os sinais foram caracterizados como: s
(singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), m (multipleto), q
(quarteto) e gt (quinteto).

e As andlises cromatograficas em camada delgada (CCD) foram feitas em cromatofolhas em
aluminio e silica gel 60 Fys4, de tamanhos variados, em geral com 1 cm de base € 4 cm de altura.
Para a visualizacdo dos componentes, foi utilizada uma lampada ultravioleta (254 e 366 nm),
mergulho em solucdo de vanilina e aquecimento a 100°C ou no vapor de iodo (I,).

® As colunas cromatogréficas foram preparadas com gel de silica 60 (0,040 — 0,063 mm) da Merck.
Os eluentes utilizados foram misturas de hexano e acetato de etila, em propor¢des variadas,
dependentes das polaridades relativas das substancias a serem separadas.

e Os programas computacionais usados foram: ACD Labs LogP dB, para nomear as substancias de
acordo com a nomenclatura [UPAC, ACD Labs 1D (e 2D) NMR Manager para o processamento
de espectros de RMN, e ACD Labs ChemSketch para desenhar as estruturas.

® O cromatdgrafo liquido utilizado tem a bomba modelo Shimadzu LC6-AD.

e Os solventes utilizados foram tratados conforme metodologia descrita por Perrin & Armarego;
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e As reacdes envolvendo reagentes sensiveis a umidade foram conduzidas sob atmosfera de
nitrogénio em vidraria previamente secada e resfriada sob nitrogénio;

e Qs critérios de pureza adotados para as substancias obtidas foram a observacdo de uma tnica
mancha em CCD, variando-se ou ndo o sistema de elui¢do, o ponto de fusdo para as substincias
sOlidas e pelos sinais dos espectros de RMN IH, Bce DEPT;

e Os espectros de massa foram obtidos usando um cromatografo a gas acoplado a um espectrOmetro

de massas Shimadzu GCMS - QP2010 Plus.
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4.1.2 Procedimentos experimentais

4.1.2.1. Obtencao de 2-nitroanisol (8) [UOZUMI et al., 2004]
NO,

CHj

Num baldo de 250mL, dotado de sistema de refluxo com trap de secagem, foram adicionados (4,41
g; 31.74 mmol) de 2-nitrofenol, (3.30 mL; 52.91mmol) de iodeto de metila, (9,99 g; 72.35 mmol) de
K>CO3; em 70 mL de acetona. A mistura reagente foi deixada sob agitacdo e refluxo por aproximadamente
dezesseis horas, sendo acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato
de etila/hexano (7/3), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

Apo6s este periodo tratou-se a mistura reacional com solug¢do aquosa de HCl 10%, seguida da
separacdo da fase organica que foi seca com sulfato de magnésio. O solvente foi removido por meio de
evaporador rotativo e o produto foi submetido a secagem em bomba a vicuo.

O produto 8 obtido foi um liquido viscoso de coloragdo amarela, que foi confirmado por dados de
espectroscopia de RMN de 'H e °C.

Rendimento: 97%
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4.1.2.2. Obtencao de 2-metoxifenol (7) [UOZUMI et al., 2004]

CHj
O/

OH

Num baldo de 250mL, dotado de sistema de refluxo com trap de secagem, foram adiciondos (5.00 g;
45.01 mmol) de catecol, (2.81 mL; 45.01 mmol) de iodeto de metila, (15.20 g; 110.04 mmol) de K,COs3
em 70 mL de acetona.

A mistura reagente foi submetida a agitacdo e refluxo por aproximadamente quatro horas, sendo
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (3/1),
revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Apds este periodo tratou-se a mistura reacional
com solucdo aquosa de HCI 10%, seguida da separacdo da fase organica que foi seca com sulfato de
magnésio. O solvente foi removido por meio de evaporador rotativo e o produto foi submetido a secagem
em bomba a vacuo.

O produto 7 obtido foi um liquido de coloragdo amarela, que foi confirmado por dados de
espectroscopia de RMN de 'H e °C.

Rendimento: 44%
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4.1.2.3. Obtencao de 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1) [MORENO et al., 2001; CUSHMAN et al.,
1992]

(@)

I
)

O

O

CHj

0
Hee™

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido 3,5-dimetéxibenzéico (1,20 g; 6,60
mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas.
Ap6s resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo. Em seguida adicionou-se 25 mL de
diclorometano. O baldo foi resfriado a temperatura de 0°C e, sob forte agitacdo, foram adicionados cloreto
de aluminio anidro (0,88 g; 6,60 mmol) e anisol (0,71 mL; 6,60 mmol). Entdo a mistura permaneceu sob
agitacao até chegar a temperatura ambiente por mais treze horas, com acompanhamento por cromatografia
em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz ultravioleta,
vanilina e vapores de iodo. O produto bruto foi colocado em uma mistura de 4cido cloridrico 5% (20 mL)
e gelo. A fase aquosa foi extraida com 30 mL de diclorometano e separada. As fracdes de diclorometano
foram combinadas e lavadas com soluc¢do de bicarbonato de sédio saturado. A fase organica foi seca com
sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotativo € o residuo foi purificado em coluna
cromatogréfica de silica de gel 230 — 400 mesh, com eluente hexano-acetato de etila (5:1). O produto 1
obtido foi um sélido amarelo, que foi confirmado por dados de espectroscopia de RMN de 'H, °C e
DEPT, e comparados com resultados na literatura.

Rendimento: 17%

P.F.89-91°C (observado)

P.F.90-91°C (literatura) (PETTIT et al., 2002)

EM (m/z): férmula molecular calculada C;sH;604; [M* = 272]; [M" - CsHoO, = 135]
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4.1.2.4. Tentativa de obtencao de 4’-metil 3,5-dimetoxibenzofenona (4) [MORENO et al., 2001;
CUSHMAN et al., 1992]

CHg

0
Hee™

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido 3,5-dimetéxibenzéico (1,20 g; 6,60
mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas.
Ap6s resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo. Em seguida adicionou-se 25 mL de
tolueno, o baldo foi resfriado a temperatura de 0°C e, sob forte agitacdo, foi adicionado cloreto de
aluminio anidro (0,88 g; 6,60 mmol). Entdo a mistura permaneceu sob agitacdo até chegar a temperatura
ambiente por mais seis horas, com acompanhamento por cromatografia em camada delgada (CCD), com
eluente acetato de etila/hexano (5/1), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O produto
bruto foi colocado em uma mistura de dcido cloridrico 5% (20 mL) e gelo. A fase aquosa foi extraida com
30 mL de diclorometano e separada. As fracdes de diclorometano foram combinadas e lavadas com
solucdo de bicarbonato de sédio saturado. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada
em evaporador rotativo. Obteve-se uma mistura de produtos que foi analisada através de RMN de 'H, e
e DEPT. Os espectros mostraram que ocorreu a formagdo da cetona 4, porém a mistura formada nio era

passivel de separagdo por cromatografia em coluna e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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4.1.2.5. Tentativa de obtencao de 3,4’,5-trimetoxi 3’-nitrobenzofenona (5) [MORENO et al.,
2001; CUSHMAN et al., 1992]

CHj

0
Hee™

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido 3,5-dimetéxibenzéico (1,20 g; 6,60
mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas.
Ap6s resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo. Em seguida adicionou-se 25 mL de
diclorometano. O baldo foi resfriado a temperatura de 0°C e, sob forte agitacdo, foram adicionados cloreto
de aluminio anidro (0,88 g; 6,60 mmol) e nitroanisol (1,00 g; 6,60 mmol). Entdo a mistura permaneceu
sob agitacdo até chegar a temperatura ambiente por mais seis horas, com acompanhamento por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (3/1), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O produto bruto foi colocado em uma mistura de dcido cloridrico
5% (20 mL) e gelo. A fase aquosa foi extraida com 30 mL de diclorometano e separada. As fracdes de
diclorometano foram combinadas e lavadas com solu¢do de bicarbonato de sédio saturado. A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotativo. Obteve-se uma mistura
de produtos que foi analisada através de RMN de 'H, '*C e DEPT. Os espectros mostraram que ndo houve

formagdo alguma da cetona 5.
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4.1.2.6. Tentativa de obtencao de 3-hidroxi 3’,4,5’-trimetoxibenzofenona (6) [MORENO et al.,
2001; CUSHMAN et al., 1992]

o—QO

OH
CHj

0
“CH,

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido 3,5-dimetéxibenzéico (1,20 g; 6,60
mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas.
Ap6s resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo. Em seguida adicionou-se 25 mL de
diclorometano. O baldo foi resfriado a temperatura de 0°C e, sob forte agitacdo, foram adicionados cloreto
de aluminio anidro (0,88 g; 6,60 mmol) e 2-metoxifenol (0,81 g; 6,60 mmol). Entdo a mistura permaneceu
sob agitagdo até chegar a temperatura ambiente por mais oito horas, com acompanhamento por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O produto bruto foi colocado em uma mistura de 4cido cloridrico
5% (20 mL) e gelo. A fase aquosa foi extraida com 30 mL de diclorometano e separada. As fragdes de
diclorometano foram combinadas e lavadas com solu¢do de bicarbonato de sédio saturado. A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotativo. Obteve-se uma mistura
de produtos que foi analisada através de RMN de 'H, C e DEPT. Os espectros mostraram que ndo houve

formagdo alguma da cetona 6.
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4.1.2.7. Obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (9) [MORENO et al., 2001,
ANDREI et al., 2003]
CHj

O

@)
H3C/

CHg

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido 3,5-dimetéxibenzéico (1,20 g; 6,60
mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas.
Apbs o resfriamento da mistura, o solvente foi removido em evaporador rotativo obtendo-se o 3,5-
dimetoxicloreto de benzoila. Num erlenmeyer de 100 mL foram preparados 15 mL de solucdo aquosa de
NaOH (10%) e neste foi adicionado o 4-metilfenol (0,66 g; 6,05 mmol). A mistura foi submetida a
agitacdo por cerca de quinze minutos, durante a agitacio mediu-se o pH da solucdo para certificar-se de
sua alcalinidade e acrescentou-se o 3,5-dimetoxicloreto de benzoila (1,32 g; 6,60 mmol), a mistura
permaneceu sob agitagdo por mais dez minutos e foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz ultravioleta e vapores de iodo.

A extracdo foi feita com diclorometano, a fase organica foi lavada com solu¢do saturada de NaCl,
lavada com 4gua gelada e separada. Apds a lavagem, o solvente foi evaporado e o produto purificado em
coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), com eluente hexano-
acetato de etila (3:1).

O produto 9 obtido foi um sélido branco, que foi confirmado por dados de espectroscopia de RMN
de 'H, "°C e DEPT.

Rendimento: 13%

P.F.74-76°C (observado)
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4.1.2.8. Tentativa de obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de 2-aminofenila (10) [MORENO et al.,
2001, ANDREI et al., 2003]

(@)

I
)

O

O

NH,

0
Hee™

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido 3,5-dimetéxibenzéico (1,20 g; 6,60
mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas.
Apbs o resfriamento da mistura, o solvente foi removido em evaporador rotativo obtendo-se o 3,5-
dimetoxicloreto de benzoila. Num erlenmeyer de 100 mL foram preparados 15 mL de solucdo aquosa de
NaOH (10%) e neste foi adicionado o 2-aminofenol (0,73g; 6,05 mmol). A mistura foi submetida a
agitacdo por cerca de quinze minutos, durante a agitagdo mediu-se o pH da solucdo para certificar-se de
sua alcalinidade e acrescentou-se o 3,5-dimetoxicloreto de benzoila (1,32 g; 6,60 mmol), a mistura
permaneceu sob agitagdo por mais dez minutos e foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz ultravioleta e vapores de iodo.

A extracdo foi feita com diclorometano, a fase orgénica foi lavada com solu¢do saturada de NaCl,
lavada com dgua gelada e separada. Apds a lavagem, o solvente foi evaporado e obteve-se uma mistura de
produtos que foi analisada através de RMN de 'H, C e DEPT. Os espectros mostraram que niao houve

formagdo alguma do éster 10.
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4.1.2.9. Obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11) [MORENO et al., 2001,
ANDREI et al., 2003]

@)
\CH3

Num baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado o 4cido 3,5-dimetoxibenzéico (1,20 g;
6,60 mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro
horas. Apoés resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo obtendo-se o 3,5-
dimetoxicloreto de benzoila. Em um erlenmeyer de 100 mL foi preparada uma solucdo aquosa de NaOH
(15mL, 10%) e neste foi adicionado o 2-nitrofenol (0,84 g; 6,05 mmol) que foi solubilizado em acetona, a
mistura foi submetida a agitacdo por cerca de quinze minutos, durante a agitacio mediu-se o pH da
solucdo para certificar-se de sua alcalinidade e acrescentou-se o 3,5-dimetoxicloreto de benzoila ( 1.32 g;
6,60 mmol), a mistura permaneceu sob agitacdo por mais dez minutos e foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz
ultravioleta e vapores de iodo.

A extracdo foi feita com diclorometano, a fase orgénica foi lavada com solu¢do saturada de NaCl,
lavada com 4gua gelada e separada. Ap6s a lavagem, o solvente foi evaporado e o produto purificado em
coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), com eluente hexano-
acetato de etila (3:1).

O produto 11 obtido foi um sélido branco, que foi confirmado por dados de espectroscopia de RMN
de 'H, "°C e DEPT.

Rendimento: 30%

P.F.84-89°C (observado)
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4.1.2.10. Tentativa de obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de 2’,4’-dinitrofenila (12) [MORENO
et al., 2001, ANDREI et al., 2003]

NO,

0
Hee™

NO,

Num baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado o 4cido 3,5-dimet6xibenzéico (0,25g;
1,41 mmol) e cloreto de tionila (0,20 mL; 2,82 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro
horas. Apds resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo obtendo-se o 3,5-
dimetoxicloreto de benzoila. Em um erlenmeyer de 100 mL foi preparada uma solucido aquosa de NaOH
(15mL, 10%) e neste foi adicionado o 2,4-dinitrofenol (0,25g; 1,41mmol) que foi solubilizado em acetona,
a mistura foi submetida a agitacdo por cerca de quinze minutos, durante a agitacio mediu-se o pH da
solucdo para certificar-se de sua alcalinidade e acrescentou-se o 3,5-dimetoxicloreto de benzoila (0,28¢;
1,4lmmol), a mistura permaneceu sob agitacdo por mais dez minutos e foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz
ultravioleta e vapores de iodo.

A extracdo foi feita com diclorometano, a fase organica foi lavada com solu¢do saturada de NaCl,
lavada com dgua gelada e separada. Apds a lavagem, o solvente foi evaporado e obteve-se uma mistura de
produtos que foi analisada através de RMN de 'H, °C e DEPT. Os espectros mostraram que nio houve

formagdo alguma do éster 12.
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4.1.2.11. Obtencao de benzoato de 4-clorofenila (13) [MORENO et al., 2001, ANDREI et al.,

2003]
0

o

Cl

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido benzdico (0,50 g; 4,09 mmol) e
cloreto de tionila (0,59 mL; 8,18 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas. Apds o
resfriamento da mistura, o solvente foi removido em evaporador rotativo obtendo-se o cloreto de benzoila.
Num erlenmeyer de 100 mL foram preparados 15 mL de solu¢do aquosa de NaOH (10%) e neste foi
adicionado o 4-clorofenol (0,52 g; 4,09 mmol). A mistura foi submetida a agitacdo por cerca de quinze
minutos e durante a agitacdo testou-se o pH da solucdo para certificar-se de que estava alcalino e em
seguida acrescentou—se o cloreto de benzoila (0,55 g; 4,09 mmol). Apds acrescentar o cloreto de benzoila
a mistura permaneceu sob agitacdo por mais dez minutos, no fim deste periodo filtrou-se a solu¢do com
dgua gelada, obtendo-se o produto (). Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, '°C e DEPT e através de cromatografia em camada delgada (CCD), com
eluente acetato de etila/hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta e vanilina.

Rendimento: 90%

P.F.87,5-88,1°C (observado)

P.F. 88-90°C (literatura) (LOPES., 2007)
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4.1.2.12. Obtencao de benzoato de fenila (14) [MORENO et al., 2001, ANDREI et al., 2003]
O

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado 4cido benzdico (0,50 g; 4,09 mmol) e
cloreto de tionila (0,59 mL; 8,18 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro horas. Apds o
resfriamento da mistura, o solvente foi removido em evaporador rotativo obtendo-se o cloreto de benzoila.
Num erlenmeyer de 100 mL foram preparados 15 mL de solu¢do aquosa de NaOH (10%) e neste foi
adicionado o fenol (0,38 mL; 4,09 mmol). A mistura foi submetida a agitag@o por cerca de quinze minutos
e durante a agitacdo testou-se o pH da solucdo para certificar-se de que estava alcalino e em seguida
acrescentou—se o cloreto de benzoila (0,55 g; 4,09 mmol). Apds acrescentar o cloreto de benzoila a
mistura permaneceu sob agitacdo por mais dez minutos, no fim deste periodo filtrou-se a solu¢do com
dgua gelada, obtendo-se o produto (). Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, '°C e DEPT. A anilise do produto também foi feita por cromatografia
em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta e
vanilina.

Rendimento: 90%

P.F. 71-73°C observado

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Parte Experimental 104

4.1.2.13. Tentativa de tionacio de 3,4’,5-trimetoxibenzofenona visando a obtenciao da 3,4’,5-
trimetoxitiobenzofenona (15) [KALETA et al., 2006]
CHy

0
CHg

0
" CH,

Num baldo contendo 30 mL de THF foi adicionado 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (0.05 g; 0.19
mmol) e reagente de Lawersson (0.04 g; 0.19 mmol). A reagdo foi realizada em aquecimento sob refluxo
em atmosfera de nitrogénio, durante dez horas, com acompanhamento por cromatografia em camada
delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores
de iodo. O solvente foi retirado em evaporador rotativo e acrescentou—se 10 mL de acetato de etila. A
fracdo de acetato de etila foi lavada com solug@o de bicarbonato de sédio saturada e dgua, a fase organica
foi separada e concentrada em evaporador rotativo. O produto foi analisado através de RMN de 'H, Bce
DEPT e através de cromatografia em camada delgada (CCD). Porém as andlises mostraram que ndo houve

formacao do produtol3, recuperando-se o material de partida.
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4.1.2.14. Tentativa de tionacdo do éster benzoato de 4-clorofenila (13) visando a obtencao do

tiobenzoato de 4-clorofenila (20) [KALETA et al., 2006]

Cl
S

Num baldo contendo 30 mL de THF foi adicionado o benzoato de 4-clorofenila ( 0.05g; 0.24 mmol)
e o reagente de Lawersson (0.10 g; 0.24 mmol). A reagdo foi realizada em aquecimento sob refluxo em
atmosfera de nitrogénio, durante seis horas, com acompanhamento por cromatografia em camada delgada
(CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/1), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.
O solvente foi retirado em evaporador rotativo e acrescentou-se 10 mL de acetato de etila. A fracdo de
acetato de etila foi lavada com solucdo de bicarbonato de sddio saturada e dgua, a fase organica foi
separada e concentrada em evaporador rotativo. O produto foi analisado por (CCD) com eluente
hexano/AcOEt 3:1, revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo, a andlise também foi feita
através de RMN de 'H e "C e os espectros mostraram que ndo houve formagdo do produto 20,

recuperando-se o material de partida.

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Parte Experimental 106

4.1.2.15. Obtencao de 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16) [KHANUM et al., 2003]

OH O

Cl

O éster benzoato de 4-cloro fenila (0,55 g; 2,37 mmol) foi colocado em um baldo de 100 mL
juntamente com cloreto de aluminio anidro (0,58 g; 4,39 mmol). A mistura foi aquecida a 120°C por dez
minutos e a 140°C por quinze minutos, depois deste periodo a solucdo foi coletada, adicionou-se 10 mL
de HCl (10%) gelado e filtrou-se a solugdo. O residuo sélido obtido foi um pé fino que foi extraido com
solu¢do de NaOH 10% (3 x 30 mL) e a solugdo aquosa basica foi neutralizada com HCI (10%). Apés a
neutraliza¢do da solucdo, o produto foi extraido com acetato de etila, a fase organica foi lavada com
solucdo aquosa saturada de NaCl, dgua e seca com sulfato de magnésio anidro (MgSOs). Finalmente o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo e o produto obtido foi um sélido amarelo escuro. Realizou-
se a andlise do produto obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, '°C e DEPT. A
andlise do produto também foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de
etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta e vanilina.
Rendimento: 30%
P.F. 98-99°C observado
EM (m/z): férmula molecular calculada C3HyO,Cl; [M* = 232]; [M* - H = 231]
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4.1.2.16. Tentativa de obtencdo de 2-hidroxi 3’,5’-dimetoxi 3-nitrobenzofenona (18)

[KHANUM et al., 2003]
OH 0 CHs

O,N 0

0
“CH,

O éster 3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (0,60 g; 1,98 mmol) foi colocado em um baldao de 100
mL juntamente com cloreto de aluminio anidro (0,39 g; 3,06 mmol). A mistura foi aquecida a 120°C por
dez minutos e a 140°C por quarenta minutos, depois deste periodo a solucdo foi coletada, adicionou-se 10
mL de HCI (10%) gelado e filtrou-se a solu¢do. O residuo sélido obtido foi um pé fino que foi extraido
com solucdo de NaOH 10% (3 x 30 mL) e a solug@o aquosa bdsica foi neutralizada com HCI (10%). Apds
a neutraliza¢do da solugdo, o produto foi extraido com acetato de etila, a fase organica foi lavada com
solucdo aquosa saturada de NaCl, dgua e seca com sulfato de magnésio anidro (MgSO,). Finalmente o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo e o produto obtido foi um sélido amarelo escuro. O
produto foi analisado por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano
(1/3), revelado em luz ultravioleta e vanilina, e também através das técnicas espectroscopicas de RMN de
'H, "*C e DEPT, porém nio se observou a formacio de nenhum produto de interesse, apenas ocorreu

degradacdo do material de partida.
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4.1.2.17. Obtencao de 2-hidroxibenzofenona (17) [KHANUM et al., 2003]
OH O

O éster benzoato de fenila (0,66 g; 3,33 mmol) foi colocado em um balao de 100 mL juntamente
com cloreto de aluminio anidro (0,77 g; 5,87 mmol). A mistura foi aquecida a 120°C por dez minutos € a
140°C por vinte minutos, depois deste periodo a solucdo foi coletada e adicionou-se 10 mL de HCI (10%)
gelado e filtrou-se a solug@o. O residuo sélido obtido foi um pd fino que foi extraido com solugdo de
NaOH 10% (3 x 30) e a solugdo aquosa bdsica foi neutralizada com HCl (10%). O produto foi extraido
com acetato de etila e a fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaCl. A fase organica foi seca
com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotativo. . Realizou-se a andlise do produto obtido
através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, '>C e DEPT. A andlise do produto também foi feita
por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

O produto obtido foi um liquido amarelo.

Rendimento: 25%

EM (m/z): férmula molecular calculada Ci3H;00,; [M* = 198]; [M" - H = 197]
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4.1.2.18. Tentativa de obtencao de 2-amino 3-clorobenzofenona (19) [KHANUM et al., 2003]
NH, O

Cl

A amida N-2-clorofenil benzamida (0,60 g; 2,59 mmol) foi colocada em um baldo de 100 mL
Jjuntamente com cloreto de aluminio anidro (0,68 g; 5,18 mmol). A mistura foi aquecida a 120°C por dez
minutos e a 140°C por quinze minutos, depois deste periodo a solugdo foi coletada e adicionou-se 10 mL
de HCI (10%) gelado e filtrou-se a solucio. O residuo sélido obtido foi extraido com solucdo de NaOH
10% (3 x 30) e a solugd@o aquosa bésica foi neutralizada com HCI (10%).

Apoés a neutralizacdo da solugdo, o produto foi extraido com acetato de etila, a fase orgénica foi
lavada com solucdo aquosa saturada de NaCl, dgua e seca com sulfato de magnésio anidro (MgSOy).
Finalmente o solvente foi evaporado em evaporador rotativo e o produto obtido foi um sélido amarelo
escuro. O produto foi analisado por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de
etila/hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta e vanilina, e também através das técnicas espectroscopicas
de RMN de 'H, °C e DEPT, porém ndo se observou a formacdo de nenhum produto de interesse, apenas
ocorreu a degradacdo do material de partida.

O produto obtido foi um s6lido amarelo.
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4.1.2.19. Obtencao de 2-hidroxi 5-metil 3’,5’-dimetoxibenzofenona (21) [KHANUM et al., 2003]
CHy 0 OH

0]

0 CHs
HeG™

O éster 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (0,17 g; 0,62 mmol) foi colocada em um baldao de
100 mL juntamente com cloreto de aluminio anidro (0,13 g; 1,03 mmol). A mistura foi aquecida a 120°C
por cinco minutos, depois deste periodo a solugado foi coletada e adicionou-se 10 mL de HCI (10%) gelado
e filtrou-se a solugd@o. O residuo sélido obtido foi um p6 fino que foi extraido com solucao de NaOH 10%
(3 x 30) e a solugd@o aquosa bdasica foi neutralizada com HCI (10%). O produto foi extraido com acetato de
etila e a fase organica foi lavada com solugdo saturada de NaCl. A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio e concentrada em evaporador rotativo. Realizou-se a andlise do produto obtido através das
técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, °C e DEPT. A andlise do produto também foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

O produto obtido foi um sélido branco.

Rendimento: 18%

P.F. 90-91°C observado

EM (m/z): férmula molecular calculada C17H;3Os; [M* = 272]; [M" - CH;0 = 241]
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4.1.2.20. Tentativa de obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24) [ROY e MAMUN, 2006]
@]

H3C

O
HsC

Num baldao de 100 mL foram adicionados 4cido 3,5-dimetoxibenzéico (1,00 g; 5,51 mmol), AlCls
(0,02 g; 0,20 mmol) e 20 mL de acetato de etila, a mistura foi submetida a agitacdo por cerca de cinco
minutos a 0°C. Apds este tempo adicionou-se a mistura o fenol (0,51 g; 5,51 mmol) e ZnCl, (0,55 g; 5,51
mmol).

A mistura foi agitada continuamente por duas horas a 0°C e por vinte e quatro horas a temperatura
ambiente, sendo a rea¢do monitorada com cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato
de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. A mistura foi resfriada pela
adicdo de solucao aquosa gelada de HCI a 10%, extraida com AcOEt (3x 30) e, em seguida, lavada com
dgua (3x 30mL). A fase organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotativo.
O produto foi analisado por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de
etila’hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta e vanilina, e também através das técnicas espectroscopicas
de RMN de 'H, "°C e DEPT, porém ndo se observou a formacdo de nenhum produto, recuperando-se o

material de partida.
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4.1.2.21. Tentativa de obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24) [ROY e MAMUN, 2006]

0

0
HaC

\
o)
0
/
HaC

Em um baldao de 100 mL foram adicionados o acido 3,5- dimetoxibenzéico (0,50 g; 2,74 mmol),
AICl; (0,10 g; 8,02 mmol) e 20 mL de acetato de etila, a mistura foi submetida a agitacdo por cerca de
cinco minutos a 0°C. Apds este tempo adicionou-se a mistura o fenol (0,25 g; 2,74 mmol) e ZnCl, (0,54 g;
5,51 mmol). A mistura foi agitada continuamente por duas horas a 0°C e por quatorze horas com
aquecimento sob refluxo. A reagdo foi monitorada com cromatografia em camada delgada (CCD), com
eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Apds o
resfriamento da reacdo adicionou-se uma solu¢do de HCI 10% gelada, e extraiu-se com acetato de etila (3x
30 mL) e em seguida lavou-se com dgua (3x 30 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de magnésio e
concentrada em evaporador rotativo. O produto foi analisado por cromatografia em camada delgada
(CCD), com eluente acetato de etila’hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta e vanilina, e também
através das técnicas espectroscopicas de RMN de 'H, °C e DEPT, porém nio se observou a formagio de

nenhum produto, recuperando-se o material de partida.
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4.1.2.22. Obtencao de 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24) [ROY e MAMUN, 2006]
@]

H3C

O
HsC

Em um balao contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado o acido 3,5-dimetdéxibenzdico (1,20
g; 6,60 mmol) e cloreto de tionila (0,96 mL; 13,20 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por quatro
horas. Ap6s o resfriamento da mistura, o solvente foi removido em evaporador rotativo, obtendo-se o 3,5-
dimetoxicloreto de benzoila. Em um erlenmeyer de 100 mL foi preparada uma solucido aquosa de NaOH
(15 mL, 10%), neste foi adicionado fenol (0,62 g; 6,60 mmol), e a mistura foi submetida a agitacdo por
cerca de quinze minutos. Durante este periodo mediu-se o pH da solu¢do para certificar-se de sua
alcalinidade e acrescentou—se o 3,5-dimetoxicloreto de benzoila (6,60 mmol). A mistura permaneceu em
agitacdo por mais dez minutos e ap0s este periodo a solucdo foi filtrada com dgua gelada, sendo obtido
uma mistura de produtos com cor amarronzada. Realizou-se a andlise do produto obtido através das
técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, °C e DEPT. A andlise do produto também foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Os espectros mostraram a formacdo do éster desejado, porém o

produto foi obtido em pouca quantidade. O produto 24 foi obtido como um 6leo amarelo claro.
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4.1.2.23. Obtencao do éster 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila (30) [UOZUMI ef al., 2004]
CHq

0 CHs

O/

H;C

0
Hee™

Num baldo de 250mL, dotado de sistema de refluxo com trap de secagem, foram adicionados ( 1,00
g; 5,80 mmol) de acido gélico, (1,44 mL; 23,20 mmol) de iodeto de metila, (3,20 g; 23,20 mmol) de
K,CO3 em 70 mL de acetona. A mistura reagente foi deixada sob agitacdo e refluxo por aproximadamente
vinte e trés horas, sendo acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato
de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

Apo6s este periodo tratou-se a mistura reacional com solug¢do aquosa de HCl 10%, seguida da
separacdo da fase organica que foi seca com sulfato de magnésio. O solvente foi removido por meio de
evaporador rotativo e o produto foi submetido a secagem em bomba a vicuo. Realizou-se a andlise do
produto obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, C e DEPT e os espectros
mostraram a formacao do éster desejado.

O produto obtido foi um sélido de coloracdo amarela.

Rendimento: 97%

P.F. 78-80°C (observado)
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4.1.2.24. Obtencao do acido 3,4,5-trimetoxibenzédico (31)
CHq

O
OH

H3C

0
HeC™

O éster 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila (1,27 g; 5,62 mmol) foi adicionado a 20mL de solugdo de
hidréxido de sédio 10%, a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante vinte e quatro horas e a
reacdo acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano
(1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Lavou-se a solu¢cdo com acetato de etila (3
x 30), e em seguida a solugdo foi colocada em banho de gelo e a fase aquosa acidificada lentamente com
acido cloridrico concentrado. Filtrou-se em funilde Buchner, lavando-se com édgua gelada (3 x 30) e
obtendo-se um sélido branco.

Rendimento: 99%

P.F. 166-168°C (observado)

4.1.2.25. Obtencao do 3,4,5 trimetoxicloreto de benzoila (32) [MORENO et al., 2001]

CHs 0

O
Cl

HaC

O
H3C/

Em baldo contendo diclorometano (20 mL), foi adicionado acido 3,4,5-trimetéxibenzéico (1,17 g;
5,57 mmol) e cloreto de tionila (0,81 mL ; 11,14 mmol). A mistura foi aquecida sob refluxo por seis horas.

Ap6s resfriamento o solvente foi removido em evaporador rotativo e o produto 32 foi obtido.
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4.1.2.26. Tentativa de obtencio do 4’-hidroxi 3,4,5-trimetoxibenzofenona (25) [CUSHMAN et
al., 1992]
CHj o)

0
HaC

0
“CH,

Em um baldo de fundo redondo conectado a um condensador e sob atmosfera de nitrogénio, foram
adicionados a 0°C e sob forte agitacdo diclorometano (15 mL), fenol (0,26 g; 2,83 mmol), e cloreto de
aluminio (0,43 g; 3,29 mmol). Foi adicionado a mistura o cloreto de 3,4,5-trimetoxibenzéico (0,60 g; 2,60
mmol) por gotejamento e manteve-se a agitacao até chegar a temperatura ambiente por vinte e duas horas,
apos este periodo a reagdo prosseguiu sob aquecimento em refluxo por mais dez horas. A reagdo foi
monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5),
revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O produto bruto foi colocado em uma mistura de
acido cloridrico 5% (20 mL) e gelo. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 30 mL) e
separada. As fracdes de diclorometano foram combinadas e lavadas com solucdo aquosa saturada de
bicarbonato de so6dio. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador
rotativo. Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, Bc
e DEPT. A andlise do produto também foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD), com
eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Os
espectros mostraram que ndo ocorreu a formacao do produto desejado, obtendo-se o produto da hidrélise

do cloreto de 4cido e o composto aromadtico de partida.
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4.1.2.27. Obtencao do 3,4,4°,5-tetrametoxibenzofenona (2) [CUSHMAN et al., 1992]

CHs 0

0]

HaC CHs

0
“CH,

3,4,5 trimetoxicloreto de benzoila (0,50 g; 2,18 mmol) foi adicionado em um baldo contendo 25mL
de diclorometano. A temperatura de 0°C e sob forte agitacio foram adicionados cloreto de aluminio anidro
(0,29 g; 2.20 mmol) e anisol (0,23 mL; 2,19 mmol). A mistura permaneceu sob agitacdo até chegar a
temperatura ambiente e apds cinco horas obteve-se como produto uma mistura escura. A reacdo foi
monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5),
revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de i0do.O produto bruto foi colocado em uma mistura de
acido cloridrico 5% (20 mL) e gelo. A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 30 mL) e
separada. As fracdes de diclorometano foram combinadas e lavadas com solucdo aquosa saturada de
bicarbonato de sddio. A fase orgéinica foi seca com sulfato de magnésio, concentrada em evaporador
rotativo e o produto purificado em coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a
0,063 mm), eluente hexano/acetato de etila (3/1). Realizou-se a andlise dos produtos obtidos através das
técnicas espectroscopicas de RMN de 'H, '°C e DEPT.

O produto obtido foi um s6lido amarelo claro.

Rendimento: 80%

P.F. 70-72°C (observado)

P.F. 72-73° (literatura) (CUSHMAN et al., 1992)
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4.1.2.28. Obtencao da 4’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (3) [CUSHMAN et al., 1992]

CHg

0
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Uma massa de 0,38 g (1,67 mmol) de 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila foi adicionada a um baldo
contendo 25mL de tolueno e, a temperatura de 0°C e sob forte agitacdo, foi adicionado cloreto de aluminio
anidro (0,21 g; 1,66 mmol). A mistura permaneceu sob agitacio até chegar a temperatura ambiente e, apos
vinte e quatro horas de agitacdo, obteve-se como produto uma mistura escura. A reacdo foi monitorada por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O produto bruto foi colocado em uma mistura de dcido cloridrico
5% (20 mL) e gelo. A fase aquosa foi extraida com 30 mL de diclorometano e separada. As fracdes de
diclorometano foram combinadas e lavadas com solu¢do de bicarbonato de sédio saturado. A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio, concentrada em evaporador rotativo e o produto purificado em
coluna cromatogréfica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), eluente hexano/acetato
de etila (5/1). Realizou-se a analise dos produtos obtidos através das técnicas espectroscopicas de RMN de
'H, °C e DEPT.

O produto obtido foi um sélido branco.

Rendimento: 21%

P.F. 87-88°C observado

EM (m/z): férmula molecular calculada C17H;304; [M" = 286]; [M" - CoH;;03 = 119].
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4.1.2.29. Obtencao do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) [ANDREI et al., 2003]

CHs 0

0]

HaC NO,

0
“SCH,

Em um baldo de 100 mL foi preparada uma solu¢do aquosa de NaOH (15 mL, 10%) e neste foi
adicionado o 2-nitro fenol (0,229 g; 1,64 mmol); a mistura foi submetida a agitacdo por cerca de quinze
minutos, mediu-se o pH da solu¢do para certificar-se de sua alcalinidade e, durante a agitacdo,
acrescentou—se o 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila (0,377 g; 1,64 mmol). Apds vinte minutos filtrou-se a
solugcdo com dgua gelada, obtendo-se um solido branco. Realizou-se a andlise do produto obtido através
das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, °C e DEPT. A andlise do produto também foi feita por
cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz
ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. As andlises mostraram que havia presenca do dcido 3.4,5-
trimetoxibenzodico, neste contexto, lavou-se a mistura de produtos obtidos com solucdo aquosa bdsica de
bicarbonato de s6dio com pH 9, a lavagem foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD) até que se observa-se a auséncia do 4cido.

Rendimento: 80%

P.F. 143-144°C observado

EM (m/z): férmula molecular calculada Ci¢H;507N; [M* = 333]; [M" - C¢H4O3N = 195].
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4.1.2.30. Obtencao do 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28) [ANDREI et al., 2003]

CHy

0
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Preparou-se uma solug¢do aquosa de NaOH (15mL, 10%) em um baldo de fundo chato, e neste foi
adicionado fenol (0,146 mL; 1,64 mmol); a mistura foi submetida a agitacio por cerca de quinze minutos
e, durante este periodo, mediu-se o pH da solucdo para garantir o meio basico. Enquanto a mistura estava
sob agitacdo, acrescentou-se o 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila (0,379 g;1,64 mmol). Apds vinte
minutos, filtrou-se a solu¢do com dgua gelada, obtendo-se o produto 28. Realizou-se a andlise do produto
obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, '°C e DEPT. A andlise do produto também
foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila’hexano (1/5), revelado
em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

Rendimento: 90%

P.F. 104-105°C observado

EM (m/z): férmula molecular calculada Ci¢H;6Os; [M* = 288]; [M" - C¢H50 = 195].
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4.1.2.31. Obtencao do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26) [ANDREI et al., 2003]

CHs 0
0
0
HaC
o
0
e
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Em um baldo de 100 mL foi preparada uma solu¢do aquosa de NaOH (15mL, 10%) e neste foi
adicionado p-metil fenol (0,3564 g; 3,28 mmol), a mistura foi submetida a agita¢do por cerca de quinze
minutos e, durante a agitacdo, acrescentou—se o 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila (0,755 g; 3,28 mmol).
Ap6s vinte minutos, filtrou-se a solugdo com dgua gelada, obtendo-se o produto 26. Realizou-se a andlise
do produto obtido através das técnicas espectroscopicas de RMN de 'H, '°C e DEPT. A andlise do produto
também foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5),
revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

Rendimento: 87%

P.F. 88-89°C observado

EM (m/z): férmula molecular calculada C;7H;30s; [M* = 302]; [M" - CsH;0 = 195].
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4.1.2.32. Obtencao do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27) [ANDREI et al., 2003]

CHs
0

0
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o
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Em um baldo de 100 mL foi preparada uma solu¢do aquosa de NaOH (15mL, 10%) e neste foi
adicionado p-clorofenol (0,46 g; 3,59 mmol); a mistura foi submetida a agitacdo por cerca de quinze
minutos e mediu-se o pH da solucdo para certificar-se de sua alcalinidade, durante a agitagdo acrescentou—
se o 3,4,5-trimetoxicloreto de benzoila (0,76 g; 3,59 mmol). Apés vinte minutos filtrou-se a solu¢do com
dgua gelada, obtendo-se um so6lido branco. Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, C e DEPT. A anilise do produto também foi feita por cromatografia
em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta,
vanilina e vapores de iodo. As andlises mostraram que havia presenca do 4cido 3,4,5-trimetoxibenzdico,
neste contexto, lavou-se a mistura de produtos obtidos com solug@o aquosa bdsica de bicarbonato de sédio
com pH 9, a lavagem foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) até que se observa-
se a auséncia do 4cido.

Rendimento: 95 %

P.F. 91-92°C observado

EM (m/z): férmula molecular calculada C;¢H;505Cl; [M* = 322]; [M" - C¢H4OC1 = 195].
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4.1.2.33. Obtencao da 2’-hidroxi 5’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (22) [KHANUM et al.,
2003]

OH 0 CHs
0
CHs
o
CHs 0
“CH,

O éster 3,4,5 trimetoxi-2’-hidroxi-4’-metilbenzofenona (0,20 g; 6,62- 107 mmol) foi colocado em um
baldo de 100 mL juntamente com cloreto de aluminio anidro (0,10 g; 7,65~10'4 mmol). A mistura foi
aquecida entre 120°C e 140°C por cinco minutos; depois deste periodo a solucdo foi coletada, adicionou-
se 10 mL de HCI (10%) gelado e filtrou-se a solugdo. O residuo sélido obtido foi um pé fino que foi
extraido com solu¢do de NaOH 10% (3 x 30 mL) e a solucdo aquosa bdsica foi neutralizada com HCl
(10%). O produto foi extraido com acetato de etila e a fase orgénica foi lavada com solug¢do aquosa
saturada de NaCl. A fase organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador
rotativo. Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, *C
e DEPT. A andlise do produto também foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD), com
eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo.

O produto obtido foi um liquido amarelo escuro contendo o produto em mistura. Essa mistura foi
separada em HPLC obtendo-se 6 miligramas do produto 22.

EM (m/z): férmula molecular calculada C17H;3Os; [M* = 302]; [M" - C;H;0 = 195].
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4.1.2.34. Tentativa de obtencao da 2’-hidroxi 3,4,5-trimetoxibenzofenona (41) [KHANUM et
al., 2003]
OH o) CHy
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CHg

0
“CH,

O éster 3.,4,5 trimetoxibenzoato de fenila (0,30 g; 1,04 mmol) foi colocado em um baldo de 100 mL
juntamente com cloreto de aluminio anidro (0,20 g; 1,57 mmol). A mistura foi aquecida durante sete
minutos, sendo que os trés primeiros minutos a 120°C e os outros quatro minutos a 140°C; depois deste
periodo formou-se um sélido escuro no fundo do baldo. Adicionou-se ao sélido 10 mL de HCI (10%)
gelado e filtrou-se a solucdo. O residuo solido obtido foi um p6 fino que foi extraido com solu¢do aquosa
de NaOH 10% (3 x 30 mL) e a solugdo aquosa bdsica foi neutralizada com HCI (10%). O produto foi
extraido com acetato de etila e a fase organica foi lavada com solucdo aquosa saturada de NaCl. A fase
organica foi seca com sulfato de magnésio e concentrada em evaporador rotativo. Realizou-se a andlise do
produto obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H e de °C. A andlise do produto
também foi feita por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5),
revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O produto obtido foi um liquido caramelo, e os
espectros mostraram que ocorreu a formacao da cetona 41, porém a mistura formada ndo era passivel de
separacdo por cromatografia em coluna e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), devido a
baixa quantidade de produto.

EM (m/z): férmula molecular calculada C14H;6Os; [M* = 288]; [M" - C¢H50 = 195].
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4.1.2.35. Tentativa de tionacao da benzofenona visando a obtencio da tiobenzofenona (36)

[SHULTZ et al., 2003]

Em um baldo de fundo redondo contendo 15 mL de acetonitrila foram adicionados benzofenona
(0,03 g; 2,05.10'4 mol), P4sS;o (0,15 g; 3,44.10'4 mol) e bicarbonato de sédio (0,10 g; 1,26.10'3 mol). A
mistura foi submetida & agitacdo e refluxo por quatro horas, permanecendo em agitacao por mais quinze
horas. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de
etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. A mistura foi resfriada a 0°C e
a elaboracao da reacgdo foi feita adicionando-se acetato de etila, lavando-se a mistura uma vez com solugdo
aquosa saturada de bicarbonato de sddio e duas vezes com solu¢do aquosa saturada de cloreto de sédio. A
fase organica foi seca com sulfato de magnésio e o solvente foi evaporado em evaporador rotativo.
Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, de °C e
espectrometria de massa, as andlises mostraram a nao formac¢do do produto, recuperando-se o material de

partida.
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4.1.2.36. Tentativa de tionacdo da benzofenona visando a obtencio da tiobenzofenona (36)
[POLSHETTIWAR et al., 2004]

Preparou-se uma mistura de Al,O3z — neutro (0,11 g; 1,15 mmol) e P4S;o (0,07 g; 1,59.10'4 mol) que
foi macerada por cinco minutos, obtendo-se um poé fino e homogéneo. Adicionou-se a mistura a um baldo
de 100 mL contendo 20 mL de acetonitrila tratada e benzofenona (0,19 g; 1,07mmol). A reacdo foi
realizada sob refluxo, em atmosfera de nitrogénio, e foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores
de iodo. Ap6s uma hora e trinta minutos obteve-se um liquido azul que foi filtrado para remocao do P4Sio,
e o solvente foi evaporado. O produto foi um liquido viscoso que foi extraido com hexano e apds a
evaporacdo do solvente obteve-se um sdlido branco. Realizou-se a andlise do produto obtido através das
técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, "°C, espectrometria de massa e cromatografia em camada

delgada (CCD), as andlises mostraram a nao formacao do produto, recuperando-se o material de partida.
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4.1.2.37. Tentativa de tionacao da benzofenona visando a obtencio da tiobenzofenona (36)
[POLSHETTIWAR et al., 2004]

Preparou-se uma mistura de Al,O3z — bésico (0,11 g; 1,15 mmol) e P4S;o (0,07 g; 1,59.10"4 mol) que
foi macerada por cinco minutos, obtendo-se um poé fino e homogéneo. Adicionou-se a mistura a um baldo
de 100 mL contendo 20 mL de acetonitrila tratada e benzofenona (0,19 g; 1,07mmol). A reacdo foi
realizada sob refluxo, em atmosfera de nitrogénio, e foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores
de iodo. Apos cinco horas obteve-se um liquido azul que foi filtrado para remocdo do P4Sio, € o solvente
foi evaporado. O produto foi um liquido viscoso que foi extraido com hexano e apds a evaporagdao do
solvente obteve-se um solido branco. Realizou-se a andlise do produto obtido através das técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, "’C, espectrometria de massa e cromatografia em camada delgada

(CCD), as andlises mostraram a nao formacao do produto, recuperando-se o material de partida.
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4.1.2.38. Tentativa de tionacao da benzofenona visando a obtencio da tiobenzofenona (36)

[RAJENDER et al., 1999]

Uma mistura de benzofenona (0,09 g; 0,5 mmol) e reagente de Lawesson (0,07 g; 0,25 mmol) foi
colocada em um tubo de ensaio e misturada com uma espdtula, o tubo foi colocado em um béquer com
alumina e o béquer foi colocado em um forno microondas (900W) e irradiado por trés minutos. Apds
completada a reacdo, realizou-se a andlise do produto por cromatografia em camada delgada (CCD), com
eluente acetato de etila/hexano (1/5), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo, a andlise
também foi feita através das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H, '°C e através de espectrometria de
massa. As andlises mostraram a formagdao do produto em mistura, porém a mistura formada nio era

passivel de separagdo por cromatografia em coluna e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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4.1.2.39. Tentativa de obtencao de 5-cloro 2-hidroxibenzofenona hidrazona (40) [ALVAREZ et
al., 2008]

NH,
OH N

Cl

Hidrazina hidratada (0,32 g; 10,00 mmol) e 4cido acético (3 gotas) foram adicionados a uma solugdo
de 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (0,23 g; 1,00 mmol) e metanol (25 mL). A mistura foi refluxada por
quatro horas . A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente
acetato de etila/hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Durante este tempo
um grande excesso de hidrazina (0,32 g; 10,00) foi adicionado a mistura da reacdo. O solvente foi
evaporado em evaporador rotativo e a elaboragcdo da reagdo foi feita com acetato de etila, lavando-se o
produto bruto obtido com dgua. A fase organica foi seca com sulfato e magnésio, o solvente foi evaporado
e o produto purificado em coluna cromatogréfica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063
mm), eluente hexano/acetato de etila (3/1). Realizou-se a andlise das fracdes obtidas através da técnica
espectroscépica de RMN de 'H e cromatografia em camada delgada (CCD), a anilise através de
espectroscopia de RMN de "*C ndo foi realizada devido a pequena quantidade de massa das amostras e por
estas amostras ainda estarem em mistura. Através das andlises concluimos que ocorreu a formacio do

produto de interesse, porem a cromatografia em camada delgada (CCD) mostrou a degradacdo dos

produtos formados durante a cromatografia em coluna.
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4.1.2.40. Tentativa de obtencao de benzofenona hidrazona (37) [ALVAREZ et al., 2008]

NH,
N

Hidrazina hidratada (0,32 g; 10,00 mmol) e 4cido acético (3 gotas) foram adicionados a uma solugdo
de benzofenona (0,18 g; 1,00 mmol) e metanol (25 mL). A mistura foi refluxada por trinta e quatro horas
. A reagdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de
etila/hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. Durante este tempo um grande
excesso de hidrazina (0,32 g; 10,00 mmol) foi adicionado a mistura da reac¢do. O solvente foi evaporado
em evaporador rotativo e a elaboracio da reacdo foi feita com acetato de etila, lavando-se o produto bruto
obtido com dgua. A fase orgénica foi seca com sulfato e magnésio, o solvente foi evaporado e o produto
purificado em coluna cromatografica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), eluente
hexano/acetato de etila (5/1). Realizou-se a andlise das fracdes obtidas através das técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, '’C e DEPT, espectrometria de massa e cromatografia em camada
delgada (CCD). As andlises mostraram a formacdo do produto 37, porém em pouca quantidade.

EM (m/z): f6rmula molecular calculada Ci3H;sN,; [M* = 196]; [M* - C;H;N, = 77].

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Parte Experimental 131

4.1.2.41. Tentativa de obtencao de benzofenona oxima (38) [ALVAREZ et al., 2008]

OH
N/

Cloridrato de hidroxilamina (0,33 g; 10,00 mmol), carbonato de potassio (1,38 g; 10,00 mmol) e
benzofenona (0,18 g; 1,00 mmol) foram refluxados em metanol por trinta e quatro horas. A reacdo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de etila/hexano (1/3),
revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O solvente foi evaporado em evaporador rotativo
e a elaboracdo da reacgdo foi feita com acetato de etila, lavando-se o produto bruto obtido com dgua. A fase
organica foi seca com sulfato e magnésio, o solvente foi evaporado e o produto purificado em coluna
cromatogréfica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), eluente hexano/acetato de etila

(5/1). O produto foi obtido em pequena quantidade, como um 6leo amarelo claro.
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4.1.2.42. Tentativa de obtencao de 3,4,4’,5 tetrametoxibenzofenona oxima (39) [ALVAREZ et
al., 2008]

OH

CHg

H3C/

Cloridrato de hidroxilamina (0,33 g; 10,00 mmol), carbonato de potassio (1,38 g; 10,00) e 3,4,4°,5
tetrametdxibenzofenona (0,30 g; 1,00 mmol) foram refluxados em metanol por trinta e quatro horas . A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), com eluente acetato de
etila/hexano (1/3), revelado em luz ultravioleta, vanilina e vapores de iodo. O solvente foi evaporado em
evaporador rotativo e a elaboragdo da reacdo foi feita com acetato de etila, lavando-se o produto bruto
obtido com dgua. A fase organica foi seca com sulfato e magnésio, o solvente foi evaporado e o produto
purificado em coluna cromatogréifica com silica de baixa granulometria (0,040 mm a 0,063 mm), eluente
hexano/acetato de etila (5/1). Realizou-se a andlise das fracOes obtidas através das técnicas
espectroscépicas de RMN de 'H, "°C, DEPT e cromatografia em camada delgada (CCD), as anilises
mostraram que na mistura de produtos ainda havia grande quantidade de material de partida e que houve

degradacdo dos produtos obtidos durante o processo de purificacdo.
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4.2. Modelagem molecular

4.2.1. Procedimentos experimentais

As andlises de interacdo ligante/receptor podem seguir metodologias sistemdticas ou aleatdrias.
Como o interesse deste estudo era de encontrar ligantes com boa interagdo com a tubulina e comparar os
resultados de testes bioldgicos com o estudo tedrico, iniciou-se buscando a estrutura do receptor que
estivesse complexado com um ligante que tem 6tima afinidade com a tubulina e que tem semelhanga
estrutural com as substancias analisadas nos testes bioldgicos. A estrutura cristalografica da tubulina foi
selecionada no Protein Data Bank (entrada no PDB-3DU7). Os ligantes para estudo foram elaborados
baseados na estrutura da Fenstatina (3’-hidroxi-3,4,4°,5-tetrametoxibenzofenona) que também tem boa
afinidade com a tubulina, além de agir no mesmo sitio de ligag@o e possuir semelhancas estruturais com a
colchicina. O ligante CN2 cristalografado com a tubulina no PDB-3DU7 é um anélogo da colchicina.

Na Figura 55 temos a 3’-hidroxi-3,4,4’,5-tetrametoxibenzofenona (Fenstatina), o 2-mercapto-N-
(1,2,3,10-tetrametoxi-9-oxi-5,6,7,9-tetrahidro[a]heptalen-7-il)acetamida (CN2) e a N-(1,2,3,10-
tetrametoxi-9-oxi-5,6,7,9-tetrahidro[a]heptalen-7-il)acetamida (colchicina). Na Figura 56 temos todos os

ligantes estudados por docking molecular.

— @]
~ —0 /O © / P
Fenstatina (46) CN2 (47) Colchicina (48)

Figura 55: Fenstatina, 2-mercapto-N-(1,2,3,10-tetrametoxi-9-oxi-5,6,7,9-
tetrahidro[a]heptalen-7-il)acetamida (CN2) e N-(1,2,3,10-tetrametoxi-9-0xi-5,6,7,9-
tetrahidro[a]heptalen-7-il)acetamida (colchicina)
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Figura 56: Ligantes estudados por docking molecular
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4.2.1.1. Preparacio dos ligantes

Para desenhar as moléculas em estudo, utilizou-se o programa Ghemical (HASSINEN &

PERAKYLA, 2001) e, com o método semi-empirico PM3, realizou-se as otimiza¢des da geometria. Com

o arquivo de saida das otimizacdes foi feita a andlise conformacional das moléculas em estudo. Os

programas utilizados na anélise conformacional foram o Ghemical (HASSINEN & PERAKYLA, 2001), o

Gaussian e o Molden. Apds a andlise conformacional, com o método semi-empirico PM3, a estrutura de

menor energia obtida para cada ligante foi otimizada novamente com o método semi-empirico PM3, em

seguida utilizou-se o programa Molden para a criagdo dos arquivos no formato pdb, e entdo as

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos

Antitubulinicos



Parte Experimental 135

coordenadas dos ligantes foram enviadas para o servidor dundee PRODRG2 (SCHUETTELKOPF &
VAN AALTEN, 2004), para obter os arquivos no formato utilizado pelo pacote de programas Autodock.

No pacote de programas Autodock, adicionou-se hidrogénios polares, definindo-se as ligacdes
rotaciondveis, carbonos aromadticos e alifaticos e as cargas dos ligantes foram calculadas pelo método
Gasteiger.

A rede utilizada nos calculos teve dimensoes: 118.06A, 89.195A ¢ 5 .234A, centrada no sitio ativo da
colchicina, respectivamente nas direcdes x, y e z do sistema de coordenadas (Figura 57). Simulou-se com
300 diferentes interagdes para cada molécula no sitio ativo, sendo que o desvio selecionado foi de 6
interacOes para mais e para menos. Para determinar a qualidade da interacdo ligante-receptor utilizou-se o

Algoritmo Genético Lamarkian (MORRIS et al., 1998).

Figura 57: Rede elaborada sobre a regiao onde se encontra o sitio ativo da -tubulina

4.2.1.2. Preparacao do receptor

Obteve-se a estrutura tridimensional da tubulina (c6digo PDB: 3DU7) através das coordenadas
disponiveis no sitio Protein Data Bank. A elucidagdo da tubulina se deu por difracdo de raios-X com
resolucdo de 4,10A por CORMIER e colaboradores (2008).

Como a tubulina € um dimero composto pela a-tubulina e a f-tubulina e a estrutura cristalografada
possui duas unidades da a-tubulina e duas unidades da B-tubulina intercaladas e formando as cadeias A, B,

C e D, somente os dados de coordenadas da cadeia B (B-tubulina) foram retirados do arquivo, salvos como
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arquivo no formato pdb e corrigidos pelo programa SPDBView. A figura 58 demonstra em cor roseo

residuos reconstruidos pelo programa SPDBView da cadeia B.

Figura 58: Ilustra em cor roseo residuos reconstruidos pelo programa SPDBView da cadeia B.

A estrutura da cadeia B estd representada por 445 residuos e o ligante CN2 estd localizado no seu
sitio ativo da cadeia B (B-tubulina). Os residuos que faltam ficam a partir do aminodcido ASP437, mas
como estes residuos ficam no final da cadeia B, ndo se fez necessdrio o processo de homologia de

proteinas.
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Os dados de coordenadas da cadeia B (B-tubulina) corrigidos pelo programa SPDBView e com o
formato pdb foram utilizados no programa Autodock e de forma semelhante ao ligante, o programa
Autodock foi utilizado para acertar parametros, adicionando cargas de Kollman, computadas energias de
Gasteiger e hidrogénios polares.

4.2.1.3. Execuciao do AutoDock

Os estudos de ancoragem molécula (docking) foram realizados utilizando-se o programa AutoDock
4.2 (MORRIS et al., 1998), com receptor rigido e ligantes flexiveis sem a presenga de solvente, para assim

obter-se as energias da interagdo ligante/receptor.

4.2.1.4. Validacao da metodologia

Para validar a metodologia realizou-se o docking com o ligante cristalografico, para isso os dados de
coordenadas do ligante CN2 foram retirados do arquivo PDB-3DU7 e enviados para o servidor dundee
PRODRG2 (SCHUETTELKOPF & VAN AALTEN, 2004), para obter os arquivos no formato utilizado
pelo pacote de programas Autodock. No pacote de programas Autodock, realizou-se todos os
procedimentos utilizados na preparacio dos outros ligantes. O docking também foi realizado com o ligante
construido fenstatina (46) para que também fosse possivel a observacdo de sua interagdo com os residuos
da proteina, e assim poderiamos comparar os resultados dos ligantes propostos com o resultado do ligante

cristalografado CN2 e o ligante construido fenstatina.

4.3. Ensaios tubulinicos in vitro

4.3.1. Ensaio de ligacao a tubulinas

A habilidade dos compostos de inibir a polimerizagdo de tubulinas foi avaliada em sistemas
tubulinicos com suporte glutamato. As reacdes foram conduzidas com tubulina cerebral bovina purificada
(1,0 mg/mL; 10 uM), 0,8 M deglutamato monossddico (pH 6,6), 0,4 mM de GTP e 4% (v/v) de DMSO
variando a concentracdo dos compostos testados. As misturas reacionais foram encubadas por 15min a
30°C com GTP para permitir a ligacdo do ligante. As misturas foram colocadas em gelo, com adicdo de
GTP e a mistura reagente foi entdo transferida para cubetas e mantidas a 0°C para estabilizagdo da linha
de base. Depois de estabilizada, a mistura foi aquecida a 30°C, e monitoradas por turbudimetria em
espectrofotdmetro Beckman DU7400/7500 em 350 nm, equipado com controladores eletronicos de

temperatura (HAMEL, 2003).
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ACAA4, potente inibidor da ligacdo de colchicina, foi doada generosamente pelo Dr G. R. Pettit,

Universidade do Estado de Arizona, e incluida como controle positivo para os ensaios realizados.
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5.0 Conclusao
Neste trabalho realizou-se o estudo de ancoragem molecular e a sintese de compostos andlogos a
fenstatina com potencial antitubulinico. Um conjunto de 20 ligantes foi submetido aos estudos de
modelagem molecular e, entre estes, 13 foram analisados também através de ensaio antitubulinico
Tanto no estudo tedrico como no teste bioldgico os ésteres (9, 26, 27, 28, 29) e as cetonas sem metoxilas
16 e 17 ndo apresentaram bons resultados quanto a formagao do complexo com a B-tubulina.
Os ligantes 1 e 2 ja foram sintetizados e possuem atividade antitubulinica comprovada em outros
trabalhos, com isso o ensaio bioldgico apresentou valores que corresponde com suas atividades
previamente estudada. E de forma satisfatdria, no estudo de docking, foram os ligantes que apresentaram
melhor interagdo com os residuos estudados e melhor sobreposicao aos ligantes CN2 e a fenstatina.
Como através do estudo de docking nao podemos ter como resultado a real atividade do composto, e sim
analisar o complexo, fazer comparacio e diferenciar compostos que podem ser mais ativos ou menos
ativos, no estudo tedrico tivemos como conclusdo que os ligantes 22 e 3 tinham uma boa interacdo com os
residuos da proteina, e essa interacdo era menos favoravel que a dos ligantes 1 e 2 e mais favoravel que a
dos ligantes 9, 24, 26, 27, 28, 29, 16 ¢ 17. O ensaio biolégico confirmou o estudo tedrico, indicando que
os compostos 22 e 3 possuem valores de IC maiores do que o dos ligantes 1 e 2 e valores menores que o
dos compostos inativos.
Ao longo da sintese foram obtidos 13 compostos e entre eles 5 sdo inéditos: 24, 9, 11, 21 e 22; os
compostos 21 e 22 foram obtidos através de rearranjo de Fries e os compostos 24, 9 e 11 através de
esterificagao.
Dentre todos os compostos apenas as substincias 1 e 2 jad haviam sido testadas em ensaios in vitro de
atividade antitubulinica e quanto a simula¢do computacional, nenhum dos ligantes deste trabalho ja
haviam sido estudados por simulacdo da interacdo com a tubulina, tendo em vista que existe até o

momento apenas um trabalho sobre docking com a tubulina.
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Espectro 2: RMN de 13C do 2-nitroanisol (8) em CDCl;
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7.2. 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila (30)
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Espectro 3: RMN de 'H do 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila (30) em CDCl;
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Espectro 4: RMN de BC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila (30) em CDCl;
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Espectro 5: RMN de 'H do 4cido 3,4,5-trimetoxibenzéico (31) em CDCl3
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Espectro 6: RMN de *C do 4cido 3,4,5-trimetoxibenzéico (31) em CDCl3
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Espectro 7: RMN de "H do 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (9) em CDCl;
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Espectro 8: RMN de BC do 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (9) em CDCl;
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Espectro 9: DEPT-135° do 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (9) em CDCl3
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Espectro 10: RMN de 'H do 3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11) em CDCl;
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Espectro 11: RMN de BC do 3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11) em CDCl;
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Espectro 12: DEPT-135° do3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11) em CDCl3
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Espectro 13: RMN de 'H do benzoato de 4-clorofenila (13) em CDCI3
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Espectro 14: RMN de 13C do benzoato de 4-clorofenila (13) em CDCl;

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos



Secdo de espectros 159
13 Dec 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 02 Oct 2008 12:35:12
File Name C:\Documents and Settings\CAMILA SUNIGA\Desktop\DIS_SINTESE\CS FID RMN\CS34\CS34_002000fid
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of Transients 840
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000

0.02

~130.21
9.57
128.65

ki

~123.12

133.81

w

T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 15: DEPT-135° do benzoato de 4-clorofenila (13) em CDCl3
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Espectro 16: RMN de '"H do benzoato de fenila (14) em CDCl;
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Espectro 17: RMN de 13C do benzoato de fenila (14) em CDCl;
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Espectro 18: DEPT-135° do benzoato de fenila (14) em CDCl3
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Espectro 19: RMN de 'H do 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24) em CDCl;
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Espectro 20: RMN de BC do 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24) em CDCl;
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Espectro 21: DEPT-135° do 3,5-dimetoxibenzoato de fenila (24) em CDCl3
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Espectro 22: RMN de 'H do 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1) em CDCl
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Espectro 23: RMN de BC do 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1) em CDCl;
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Espectro 24: DEPT-135° do 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1) em CDCl;
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Espectro 25: Espectro de Massas do 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1)
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Espectro 26: HMBC do 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1) em CDCl;
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7.10. 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16)
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Espectro 27: RMN de 'H do 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16) em CDCl;
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Espectro 28: RMN de 13C do 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16) em CDCl;
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Espectro 29: DEPT-135° do 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16) em CDCl;
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Espectro 30: Espectro de Massas do 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16)
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Espectro 31: Ampliacao do HMBC do 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16) em CDCl;
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Espectro 32: HMQC do 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16) em CDCl3
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Espectro 33: RMN de 'H do 2-hidroxibenzofenona (17) em CDCl3
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Espectro 34: RMN de 13C do 2-hidroxibenzofenona (17) em CDCl;

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos

Antitubulinicos




Secdo de espectros 178

13 Dec 2009
Acquisition Time (sec) 1.7400 Date 15 Oct 2008 10:46:24
File Name C:\Documents and Settings\CAMILA SUNIGA\Desktop\DIS_SINTESE\CS FID RMN\CS39\CS39_002000fid
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of Transients 113
Original Points Count 32768 Points Count 32768 Pulse Sequence dept135
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
3
0
N
[
[aV)
2]
o
5
e}
©
- -
5o 5
A [ee]
g8 s
T e £
T ©
M
WA AN AR B WY *‘J L T L L L P WM o oAb A W
RN B N N R SR o o B B N I B R R N N NRAERNEE SN NRRERES
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

Espectro 35: DEPT-135° do 2-hidroxibenzofenona (17) em CDCl;
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Espectro 36: Espectro de Massas do 2-hidroxibenzofenona (17)
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Espectro 37: Ampliacao do HMBC do 2-hidroxibenzofenona (17) em CDCl;
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Espectro 38: Ampliacio do HMBC do 2-hidroxibenzofenona (17) em CDCl;
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Espectro 39: HMQC do 2-hidroxibenzofenona (17) em CDCl;
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Espectro 40: RMN de 'H do 2-hidroxi 5-metil 3°,5’-dimetéxibenzofenona (21) em CDCl;
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Espectro 42: DEPT-135° do 2-hidroxi 5-metil 3’,5’-dimetéxibenzofenona (21) em CDCl;
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Espectro 47: RMN de BCdo 3,44’ ,5-tetrametoxibenzofenona (2) em CDCl;
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Espectro 48: DEPT-135° do 3,4,4’,5-tetrametoxibenzofenona (2) em CDCl;
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Espectro 49: Espectro de Massas do 3,4,4’,5-tetrametoxibenzofenona (2)
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Espectro 50: HMBC do 3,4,4’,5-tetrametoxibenzofenona (2) em CDCl3
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Espectro 51: RMN de 'H do 4’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (3) em CDCl;
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Espectro 52: RMN de B¢ do4’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (3) em CDCl;
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Espectro 53: DEPT-135° do 4’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (3) em CDCl;
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Espectro 54: Espectro de Massas do 4’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (3)
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Espectro 56: RMN de "H do 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28) em CDCl;
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Espectro 57: RMN de BCdo 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28) em CDCl;
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Espectro 58: DEPT-135° do 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28) em CDCl;
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Espectro 60: HMBC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28) em CDCl;
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Espectro 61: RMN de 'H do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26) em CDCl3
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Espectro 62: RMN de BC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26) em CDCl;
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Espectro 63: DEPT-135° do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26) em CDCl;
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Espectro 64: Espectro de Massas do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26)
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Espectro 65: HMBC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26) em CDCl;
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Espectro 66: RMN de "H do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27) em CDCl;

Sintese, Avaliacdo Biologica e Modelagem Molecular de Bisarilas Andlogas de Compostos
Antitubulinicos




Secdo de espectros 210
12 Dec 2009
Acquisition Time (sec) 0.8700 Date 14 Jul 2009 11:22:40
File Name C:\Documents and Settings\CAMILA SUNIGA\Desktop\DIS_SINTESE\CS FID RMN_2\CS71\CS71_003000fid
Frequency (MHz) 75.48 Nucleus 13C Number of Transients 1095
Original Points Count 16384 Points Count 16384 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
nh = ® 0
[ I] ~ 3
N [V} o ©
~— — — [re)
[
cloro(érmio
e}
N
N~
N~
<
=] o
o o
o) ©
©
[aV}
@
I & ©
— T =
0 |
© (s}
'-Q o)
< <
Q‘g —
[Tol
[ee]
o
i

180 160 140 120 100
Chemical Shift (ppm)

60 40 20

0

Espectro 67: RMN de BCdo 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27) em CDCl;
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Espectro 68: DEPT-135° do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27) em CDCl;
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Espectro 69: Espectro de Massas do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27)
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Espectro 70: HMBC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27) em CDCl;
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Espectro 71: RMN de "H do 2’-hidroxi 5’-metil 3.4,5-trimetoxibenzofenona (22) em CDCl3
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Espectro 72: RMN de 13C do 2°-hidroxi 5’-metil 3.4,5-trimetoxibenzofenona (22) em CDCl;
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Espectro 73: DEPT-135° do 2’-hidroxi 5’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (22) em CDCl;
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Espectro 74: Espectro de Massas do 2’-hidroxi 5’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (22)
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Espectro 75: HMBC do 2’-hidroxi 5’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (22) em CDCl;
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Espectro 76: HMQC do 2’-hidroxi 5’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (22) em CDCl;
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Espectro 77: RMN de 'H do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl;
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Espectro 78: RMN de BCdo 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl;
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Espectro 79: DEPT-135° do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl3
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Espectro 80: Espectro de Massas do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29)
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Espectro 81: HMBC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl3
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Espectro 82: Ampliacio do HMBC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl;
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Espectro 83: HMQC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl3
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Espectro 84: Ampliacao do HMQC do 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29) em CDCl;
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7.20. 2’-hidroxi 3,4,5-trimetoxibenzofenona (41) | O OH
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Espectro 85: Espectro de Massas do 2’-hidroxi 3,4,5-trimetoxibenzofenona (41)
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Espectro 86: Espectro de Massas do benzofenona hidrazona (37)
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8.0. Secao de clusters
8.1. 2-mercapto-N-(1,2,3,10-tetrametoxi-9-oxi-5,6,7,9-tetrahidro[a]heptalen-7-il)acetamida
(CN2)

WZO0——HPZTVOTNMZ00H

-g.!i -9.2 -9.1 -9.0 -8.7 -8.6 -8.5 -8.4

-8.9 -8.8
BINDING ENERGY

Cluster 1 — Grafico que relaciona o niimero de conformacoes do ligante CN2 dentro do sitio
ativo da B-tubulina versus a energia da ligacao.

8.2. Fenstatina (46)

NMZO—=PZTDOTMZO0OH

BE €4 6.2

Cluster 2 — Grafico que relaciona o niimero de conformacdes do ligante 46 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.

%5 78 76 Ex] 7 58
BINDING ENERGY
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8.3. 3,4,4°,5-tetrametoxibenzofenona (2)

MZO~HPZITIOMZOOH

il

5.9 -6.85 -6.8 -6.75 -6.7 -6.65 -6.6

-6.55 -6.5 -6.45 -6.4 -6.35 -6.3 -6.25 -6.2
BINDING ENERGY

Cluster 3 — Grafico que relaciona o niimero de conformacdes do ligante 2 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.

8.4. 3,4’,5-trimetoxibenzofenona (1)

WZO——APZVOMZOOH

-6.75 -6.7 -6.65 6.6 -6.55 -6.5
BINDING ENERGY

Cluster 4 — Grafico que relaciona o niimero de conformacdes do ligante 1 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.5. 2’-hidroxi 3,4,5-trimetoxibenzofenona (41)

WZO——PZTVOTNZOOH

| I

L) %8 5

-6.4 -6.2 -6.0
BINDING ENERGY

Cluster 5 — Grafico que relaciona o niimero de conformacdes do ligante 41 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.

8.6. 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28)

WZO—HAPZTVOMZOOH

| ‘ ‘
-6.1 -6.05 -B.

-6.5 -8.45 -8.4 -6.35 -6.3 -6.25 -6.2 -6.15 .0
BINDING ENERGY

Cluster 6 — Grafico que relaciona o nimero de conformacdes do ligante 28 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.7. 3,5-dimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (11)

NZO—HPZTIOTNMZOOH

s S X %0 58

-6.2
BINDING ENERGY

Cluster 7 — Grafico que relaciona o nimero de conformacdes do ligante 11 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.

8.8. 3,4,5-trimetoxibenzoato de 2-nitrofenila (29)

WZO——HAPZTDONMZOOH

d
-6.6 -6.4 -5.8

-6.0
BINDING ENERGY

Cluster 8 — Grafico que relaciona o nimero de conformacdes do ligante 29 dentro do sitio ativo
da B-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.9. 3.4,5-trimetoxibenzoato de 4-metilfenila (26)

WZO——A>ZTBOMZOOH

70 68 %6 2 %.2

-6.
BINDING ENERGY

Cluster 9 — Grafico que relaciona o nimero de conformacdes do ligante 26 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.

8.10. 4’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (3)

MZO—AD>ZTIONZOOH

-7.0 -6.95 -6.9 -6.85 -6.75 -67 -6.65 -6.6

-6.8
BINDING ENERGY

Cluster 10 — Grafico que relaciona o nimero de conformacées do ligante 3 dentro do sitio ativo
da p-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.11. 2’-hidroxi 5’-metil 3,4,5-trimetoxibenzofenona (22)

WZO——HPrZTVOMZOOH

il
7.2 -7.0 -6.8 -6.4 -6.2

-6.6
BINDING ENERGY

Cluster 11 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 22 dentro do sitio
ativo da B-tubulina versus a energia da ligacao.

8.12. 3,4,5-trimetoxibenzoato de 4-clorofenila (27)

NZO0——=HPZTIOTNMZOOH

A -7.0 -6.9 -6.6 -6.5 -6.4

-6.8 -6.7
BINDING ENERGY

Cluster 12 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 27 dentro do sitio
ativo da pB-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.13. 3.4°,5-trimetoxitiobenzofenona (43)

a

WZO——HPZTIIOTMZOOH

-%.2 -7.15 =71 -7.05 -7.0 -6.95 -6.8 -6.79 -6.7 -6.65 -6.6

-6.9 -6.85
BINDING ENERGY

Cluster 13 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 43 dentro do sitio
ativo da p-tubulina versus a energia da ligacao.

8.14. 2’-hidroxi 3,4,5-trimetoxitiobenzofenona (45)

WZO——A>ZTTIOTMZOOH

4z 70 6 %4

-6.
BINDING ENERGY

Cluster 14 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 45 dentro do sitio
ativo da p-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.15. 3,5-dimetoxibenzoato de 4-metil fenila (9)

NZO——4>ZTVOMZOOH

35 78 76 7a 5. %4 %2

-7.0 -6.8
BINDING ENERGY

Cluster 15 — Grafico que relaciona o niimero de conformacoes do ligante 9 dentro do sitio ativo
da B-tubulina versus a energia da ligacao.

8.16. 2-hidroxi 5-metil 3’,5’-dimetoxibenzofenona (21)

4

WZO——APZTVONMZOOH

0

7.4 -7.2 -6.8 -6.6

-7.0
BINDING ENERGY

Cluster 16 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 21 dentro do sitio
ativo da pB-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.17. 5-cloro 2-hidroxibenzofenona (16)

WZO—H2ZIIOTMZoOH

-9.3 -7.25 7.2 -7.15 -6.95 -6.9 -6.85 -6.8

-7.08 -7.0
BINDING ENERGY

Cluster 17 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 16 dentro do sitio
ativo da B-tubulina versus a energia da ligacao.

8.18. 2-hidroxibenzofenona (17)

MZO~—HA>»ZTIQOTMZO0H

0

-8.0 -7.8 -7.6 -7.4 -7.2

-7.0 -6.8 -6.6 -6.4
BINDING ENERGY

Cluster 18 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 17 dentro do sitio
ativo da pB-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.19. 2-hidroxi 5-metil 3’,5’-dimetoxibenzofenona (44)

MZO—HPZTIOTMZ00O0H*

1
7E 7 70 €8

-7.8 -7.
BINDING ENERGY

Cluster 19 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 44 dentro do sitio
ativo da pB-tubulina versus a energia da ligacao.

8.20. 3,4,4°,5-tetrametoxibenzofenona hidrazona (42)

WZO— 4T TVOTMZOOH

1
Q | |
-8.0 -5.

6.0 -7.5 -7.0 -6.5
BINDING ENERGY

-5.0

Cluster 20 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 42 dentro do sitio
ativo da p-tubulina versus a energia da ligacao.
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8.21. 3,4,5-trimetoxibenzoato de fenila (28)

VZO——HPZTIOTMZOOH

5.5 -6.45 -6.4 -6.35 63 €2 -6.15 -6.1 -6.06 -6.0

-6.25 -B.
BINDING ENERGY
Cluster 21 — Grafico que relaciona o nimero de conformacoes do ligante 28 dentro do sitio

ativo da p-tubulina versus a energia da ligacao.
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