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RESUMO

Os compostos inddlicos constituem uma extensa e larga familia de compostos
presentes em bactérias, plantas e animais, sendo alvo de especial interesse nas dreas
tanto da quimica biolégica como na da quimica medicinal. O triptofano, aminodcido
essencial para o Homem, constitui um importante exemplo de derivados de indole.
Outros exemplos, derivados desta importante estrutura, sdo o acido indole-3-acético
(hormona presente nas plantas) e a melatonina (hormona segregada pela glandula
pineal). Uma importante caracteristica dos compostos derivados do indole é que estes
podem ser Uteis como farmacos usados no tratamento da inflamagdo (por exemplo,
indometacina, acemetacina, etodolac), assim como no tratamento de doencas
associadas ao stress oxidativo, como o cancro e doengas neurodegenerativas.

Com o intuito de estudar a relagcdo estrutura-actividade sintetizou-se uma
biblioteca de derivados de indole e, posteriormente, avaliou-se a actividade
antioxidante dos compostos preparados usando como espécie reactiva de oxigénio o
radical peroxilo.

Todos os compostos testados, a excep¢do de um, revelaram actividade. Os
resultados obtidos contribuirdo para o design racional de futuras geracbes de
bibliotecas.

Foram, ainda, desenvolvidos estudos sintéticos para a preparacdo de um

potencial inibidor selectivo da COX-2.



ABSTRACT

Natural products incorporating an indole moiety are part of a broad chemical
family found in microorganisms, plants and animals. This type of compounds is mainly
related with the tryptophan metabolism, and exhibits structure-dependent
particularities. The most important members of the family are the plant hormone,
indole-3-acetic acid, and the animal hormone, melatonin. An important characteristic
of indole-containing compounds is that they may be useful as chemical preventive
agents against inflammation (e.g. indomethacin, acemetacin, etodolac) and oxidative
stress related diseases, like cancer and neurodegenerative diseases.

In order to study the structure-activity relationship an indole based library was
sinthesised and the antioxidant properties of the synthesized compounds was
evaluated by studying their scavenging activity against the reactive oxygen species
ROO".

All except one of the tested compounds demonstrated activity against ROO".

The obtained results will contribute to the rational design of future library generations.

Synthetic studies were developed towards the synthesis of a potential selective
COX-2 inhibitor.
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.1 — A actividade antioxidante

Em resposta a exposicao a radicais livres, nomeadamente “espécies reactivas
de oxigénio” (ERO) e “espécies reactivas de azoto” (ERA), os organismos
desenvolveram uma série de mecanismos de defesa. Estas espécies reactivas podem
ter origem em fontes enddgenas (metabolismo celular) assim como exdgenas
(radiacdo ionizante)."?

Os efeitos nocivos provocados em sistemas bioldgicos pelos radicais livres
denominam-se de “stress oxidativo” e “stress nitrosativo” e estdo associados a
diversas patologias humanas, como por exemplo o cancro.! Consequentemente, nas
ultimas duas décadas tem havido um interesse crescente, pela medicina clinica e

experimental, no papel das ERO e ERA nos sistemas bioldgicos.*

1.1.1 - ERO, ERA e stress oxidativo/nitrosativo

Como referido, as ERO e ERA podem ter origem em fontes exdgenas, sendo
geradas como resultado da irradiagdo por luz UV, raios-X ou raios-gama; ou
endégenas, por exemplo, como parte integrante do processo inflamatério e como
produto secundario da cadeia de transporte electrénico (mitocéndria).™?

No entanto, nos sistemas bioldgicos, estas espécies desempenham, também,
funcBes benéficas. Estes efeitos ocorrem em concentragdes baixas/moderadas, como
por exemplo, na defesa contra agentes infecciosos e no funcionamento de inumeros
sistemas de sinalizacao celular.™” Assim, os efeitos nocivos destas espécies, podem ser
considerados como o resultado de um desequilibrio no balan¢co que consiste numa
producdo excessiva da ERO e/ou ERA, por um lado, e na incapacidade de contrariar
essa producdo, por outro (figura 1). Nomeadamente, devido a uma deficiéncia de
antioxidantes (enzimaticos ou n3o-enzimaticos).”* Este desequilibrio provoca danos
nos lipidos, proteinas e/ou DNA alterando o metabolismo celular. Devido a isto, o
stress oxidativo tem sido implicado em diversas doengcas humanas assim como no

processo de envelhecimento. >
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1

Equilibrio

(AOX = ERO/ERA)
Y« A

Stress
oxidativo/nitrosativo
(Excesso ERO/ERA)

\_L

Stress

A oxidativo/nitrosativo
(Diminuigdo AOX)

Antioxidantes Oxidantes

Figura 1 —Stress oxidativo/nitrosativo resultante do desequilibrio entre os niveis de antioxidantes
(AOX) e as espécies reactivas de oxigénio (ERO) e/ou azoto (ERA) (adoptado de Scandalios, 2005).2

O balanco delicado entre os efeitos benéficos e nocivos dos radicais livres é um
aspecto crucial na regulacdo e desenvolvimento dos organismos vivos, sendo obtido
por um mecanismo chamado de “regulacdo redox” (prooxidantes/antioxidantes). Este
mecanismo protege os organismos vivos de variadas formas de stress oxidativo e

, . . 1
mantém a “homeostasia redox” (figura 2).
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Figura 2 — Fontes e respostas celulares as espécies reactivas de oxigénio e azoto (ERO/ERA) (adaptado
de Finkel, 2000).*

1.1.2 — Fontes enddogenas de ERO e ERA

Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos de
moléculas que contém um ou mais electrdes desemparelhados nas orbitais
moleculares ou atémicas. Este(s) electrdao(des) desemparelhado(s) conferem um grau
consideravel de reactividade ao radical livre. Os radicais derivados do oxigénio
representam a classe mais importante de espécies radicalares gerados em sistemas
vivos.'?

A cadeia de transporte electrénico mitocondrial é a principal fonte de ATP em
células de mamiferos. As ERO resultam, maioritariamente, desta via metabdlica
através de uma reducdo prematura do oxigénio, que normalmente funciona como o
aceitador final desta via (figura 3). Podem, também, resultar do metabolismo do
citocromo P450, da activagdao celular inflamatéria (neutréfilos, eosindfilos e

macrofagos) e ainda de reacgBes enzimaticas tais como as obtidas através da
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actividade da xantina oxidase (enzima altamente versatil, largamente distribuida entre
;. ;. 2
espécies - da bactéria ao Homem).

As ERA sdo geradas nos tecidos biolégicos pela accdo da enzima sintetase do
oxido nitrico (NOS), que metabolizam a arginina a citrolina com a formac3o de NO°.

Xantina e
07 Hipoxantina Acido
NADPH Hy0 + Oy Araquidonico

NADPH- 5
; X0 2
d
exiease ﬁx. LOX

Acido drico i
Prostandides e Leucotrienos

Reacclo
de Fenton

L-Arginina N—OS&)NQ

Citrulina

H20 HOCI

2H70

oy NO3
ONOO- —» ONOOH
™ oxidante reactivo »NO2-

Figura 3 — Fontes endégenas de ERO/ERA (adaptado de Oxford Biomedical Reseach: News & Views,
2007).°

1.1.3 — Espécies reactivas de oxigénio/azoto

O oxigénio molecular tem duas configurages electrénicas, oxigénio tripleto
(estado de menor energia) e oxigénio singuleto (estado de maior energia). A adicdo de
um electrdo a formas dioxigenadas forma o radical anido superdxido (0,"). O radical
anido superodxido, originado através de processos metabdlicos ou apds “activacao” do
oxigénio por irradiacdo ionizante, é considerado a ERO “primdria”, e pode
posteriormente interagir com outras moléculas para gerar ERO “secundarias”,
directamente (predominantemente) através de processos catalisados por enzimas ou
metais. A producdo deste radical anido ocorre principalmente no interior das
mitocdndrias. O 0," n3o reage directamente com polipéptidos, acucares nem com

acidos nucleicos e a sua capacidade de peroxidar lipidos é controversa.™?
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O radical hidroxilo, ‘OH, é altamente reactivo com um tempo de meia-vida
muito curto em meios aquosos. Deste modo, quando produzido in vivo o radical
hidroxilo reage perto do seu local de formacdo, podendo ser gerado por inUmeros
mecanismos: i) a radiacdo ionizante causa a decomposicdo de H,0, resultando na
formacdo de "OH e °H; ii) por decomposicdo fotolitica de alquil-hidroperdxidos. A
formacdo do radical hidroxilo in vivo deve-se maioritariamente a redugdo do peroxido
de hidrogénio por um metal de transi¢do, através da reacgio de Fenton (Fe** + H,0, >
Fe** + "OH + OH")."? O radical anio superdxido, também, pode desempenhar o papel
do metal redutor, através da reac¢do de Haber-Weiss (0," + H,0, > O, + "OH + OH~
)52 A producdo de "OH perto do DNA pode levar a reacgdo deste radical com com a
estrutura do DNA provocando danos nas bases ou quebras nas cadeias.™?

Outras espécies reactivas derivadas do oxigénio, que podem ser formadas em
sistemas vivos, sdo os radicais perdxilo (ROO°), o perdxido de hidrogénio (H,0,) e o
acido hipocloroso (HOCI). O radical perdxilo mais simples é o HOO®, que é o &cido
conjugado do superdxido (0,"7) e é normalmente chamado de radical hidroperoxilo ou
radical per-hidroxilo. A quimica deste tipo de moléculas varia de acordo com a
natureza do grupo R, do meio envolvente e da concentracdo de oxigénio.2 A
caracteristica mais interessante neste radical é a diversidade de reacg¢des bioldgicas
em que participa, entre elas, a clivagem de DNA e modificagdes na estrutura das
proteinas.’?

O Oxido nitrico (NO®) é uma pequena molécula que possui um electrdo
desemparelhado na orbital anti-ligante 2rty*. Esta é uma espécie radicalar abundante,
que possui um papel importante em varios processos de sinalizacdo bioldgica
(neurotransmissao, regulacdo da pressdo sanguinea, mecanismos de defesa, relaxacdo
dos musculos lisos e regulagdo imune).

O stress nitrosativo pode conduzir a reac¢Ges de nitrosilacdo que podem alterar
a estrutura de proteinas ou inibir as suas fun¢des normais.™?

No entanto, em sistemas bioldgicos a toxicidade da espécie NO® estd
predominantemente associada a facilidade de reagir com anides superdxido. Por
exemplo, o anido peroxinitrito (ONOQ"), resultante da reac¢do entre 0 0, e o NO°, é
um potente agente oxidante produzido durante o burst oxidativo iniciado pelo

processo inflamatdério nas células do sistema imunitario, que, devido ao seu elevado

17



potencial oxidativo, pode causar fragmentacdes no DNA, oxidacao lipidica e provocar

~ - 1,2
alteragGes em estruturas proteicas.™

1.1.4 — Antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos

Uma definicdo ampla de antioxidante é “qualquer substancia que, presente em
concentragdes reduzidas, quando comparada com as do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxida¢do deste substrato de maneira eficaz”.®

De modo a manter a homeostasia redox existe um sistema de equilibrio de
defesa antioxidante que utiliza diversas estratégias, enzimaticas e nao enzimaticas.®
Estes componentes fundamentais (antioxidantes) possuem determinadas
caracteristicas chave que medeiam a sua ac¢do. Um bom antioxidante deve: eliminar,
especificamente, radicais livres; quelar metais redox; interagir (regenerar) com outros
antioxidantes dentro da “rede antioxidante”; ser absorvido facilmente; existir num
nivel de concentracdo fisiologicamente relevante em tecidos e biofluidos; funcionar
tanto em meio aquoso como em dominios membranares.’

A capacidade de regenerar outros antioxidantes, repondo assim as suas
fungdes originais, é um processo fundamental e designa-se “rede antioxidante”. Esta
capacidade é definida pelos potenciais redox do par [Red/OX].?

Os antioxidantes enzimaticos mais eficientes sao a superdxido dismutase (SOD),
a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Os ndo-enzimaticos mais relevantes
englobam a Vitamina C (acido ascérbico), a Vitamina E (a-tocoferol), carotendides,
tidis antioxidantes (glutationa (GSH), tioredoxina e acido lipdico), flavondides naturais,
melatonina (produto hormonal da glandula pineal).

Como referido, uma importante caracteristica dos antioxidantes é a sua
capacidade de actuar em diversos meios. Por exemplo, a Vitamina C reage com o
superéxido no meio aquoso enquanto que, a Vitamina E fa-lo em meio lipofilico. Ja o

acido lipdico é tanto hidro- como lipossoluvel.
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1.1.5 — Patologias associadas ao stress oxidativo

O stress oxidativo tem sido associado a varias condicOes patoldgicas incluido
doencas cardiovasculares, cancro, isquémia/reperfusdo, artrite reumatdide, diabetes,
disturbios neuroldgicos (doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson)."?

Estas doengas separam-se em dois grupos: o primeiro grupo envolve doengas

II’

associadas ao “stress oxidativo mitocondrial” (cancro e diabetes melitus); o segundo
grupo envolve doencas relacionadas com “condicdes inflamatdrias oxidativas”
(aterosclerose e inflamag3o crénica, isquémia e reperfusdo).!

O processo de envelhecimento é um processo extenso relacionado com as
consequéncias dos danos causados pelos radicais livres (peroxidacao lipidica, danos no
DNA, oxidacdo de proteinas), sendo que os disturbios neuroldgicos se podem

considerar uma aceleragdo deste processo (doenga de Alzheimer e doenga de

Parkinson).!
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.2 — A actividade anti-inflamatoria
1.2.1 - Ciclooxigenase

A ciclooxigenase (COX) é uma importante enzima envolvida na transformacao
do &cido araquidénico em prostaglandinas e tromboxano.” As prostaglandinas e o
tromboxano tém um papel importante na homeostasia, como por exemplo a regulacao
da funcdo renal, a agregacao de plaquetas ou a protec¢do do revestimento do
estomago. Tem ainda um papel relevante na mediacdo da resposta inflamatéria (figura

8
4).
Membrana Fosfoslipidica

Estimulos fisicos, quimicos, Fosfolipase A,
inflamatérios ou mitogénicos

Acido Araquidénico

Prostaglandina G, Prostaglandina G, J—

Cicloxigenase-1 ‘l, ‘l, Cicloxigenase-2
Prostaglandina H, ProstaglandinaH,

Isomerases especificas de tecidos

y y y y y

_ Prostaciclina Tromboxano A, ProstaglandinaD,  ProstaglandinaE, Prostaglandina F,,,

| Receptores | P TP, TP, DP,, DP, EP,, EP,, EP,, EP, PP, FP;
Endotélio, rins, Plaquetas, células Mastécitos, Cérebro, rins, Utero, vias
plaguetas, do musculo liso cérebro, vias células do aéreas, células
cérebro vascular, aéreas musculo liso do musculo
macrdéfagos, rins vascular, liso vascular,
plaguetas olhos

Figura 4 — Produgdo e acg¢bes das prostaglandinas e tromboxano (adaptado de FitzGerald, 2001).9

Em 1991 foi descrita a existéncia de duas isoformas desta enzima (codificadas
por genes distintos) com grande homologia na sequéncia de aminodcidos (60%), mas

com perfis de express3o diferentes.%*

Apresentam ainda uma diferenca chave a nivel
do aminoacido 523 do centro activo. Na COX-1, o aminodacido 523 é uma isoleucina
enguanto que na COX-2 é uma valina, esta diferenca de apenas um grupo metilo,
traduz-se numa alteracdo conformacional, formando-se um side pocket na estrutura

da COX-2 (figura 5).12
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Ambas as isoformas sdo bifuncionais, membranares e localizam-se no [imen do
reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear (interna e externamente). Presente
na maioria dos tecidos, a COX-1 é expressa constitutivamente e é a isoforma
predominante no tracto gastrointestinal. A inibicdo desta isoforma pelos anti-
inflamatdrios ndo-esterdides (AINEs) convencionais é reconhecida actualmente como a
causa dos efeitos laterais destes farmacos, como a toxicidade renal e
gastrointestinal.’?

Inicialmente pensou-se que a COX-2 seria apenas induzida em patofisiologias
agudas, como a resposta inflamatdria, no entanto, estudos posteriores demonstraram
que desempenha um papel fisioldgico importante em alguns tecidos.’ A COX-2 &, de
facto, expressa constitutivamente no cérebro e nos rins, sendo, contudo,
principalmente uma enzima de cardcter indutivel, cuja expressdo esta associada a
activacdo por citocinas, endotoxinas e alguns promotores tumorais de varios

tecidos. >

Figura 5 — Estrutura do centro activo das isoformas COX-1 e COX-2 (adaptado de Blobaum, 2007).*?

Estudos recentes mostraram que a inibicdo selectiva da COX-2 pode resultar
numa reducao dos efeitos secundarios associados aos farmacos anti-inflamatérios nao-
esterdides (AINEs) ndo selectivos (que inibem a producdo de prostaglandinas na
generalidade dos tecidos), tendo mesmo sido proposto que poderd induzir apoptose

em algumas linhas de células tumorais (como no cancro da mama e do célon).*
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1.2.2 — Farmacos AINEs e inibidores selectivos

Os farmacos AINEs sdo ferramentas poderosas no tratamento da inflamacao,
dor e febre, embora apresentem efeitos laterais considerdveis. A descoberta da
isoforma COX-2 abriu a possibilidade de desenvolver inibidores selectivos da COX-2
que sejam AINEs eficientes mas que n3o provoquem efeitos secundarios.™

Em menos de uma década apds a descoberta da COX-2 ensaios clinicos
demonstraram que o tratamento com inibidores altamente selectivos para esta
isoforma reduz significativamente efeitos adversos no sistema gastrointestinal
comparativamente com o tratamento AINES tradicionais.” No entanto, a
comercializacdo de novos AINEs inibidores selectivos da COX-2 (celecoxib, rofecocib),
precursores desta nova geracao de farmacos, foi associada a quadros clinicos de
problemas cardiovasculares. Esta associacdo levou a remocdo destes farmacos do
mercado contribuindo para uma lacuna na administracdo de AINEs eficientes
selectivos para a COX-2.

Estdo representados na figura 6 alguns farmacos AINEs que estdo, ou

estiveram, disponiveis no mercado.
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Figura 6 — Exemplos de inibidores: ndo selectivos (indometacina, acemetacina, tolmetina, ketorolac);

selectivos da COX-1 (oxaprozina, aspirina); e, selectivos da COX-2 (etodolac, celecoxib, rofecoxib,

.y 16,17
valdecoxib).
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1.3 — Nucleo inddlico em sistemas biologicos

O indole (1) resulta da “fusdo” do anel de benzeno com as posi¢des 2 e 3 do

anel de pirrole e é um dos mais importantes sistemas de anéis heterociclicos (figura 7).

Figura 7 — Estrutura do indole.

Os indoles sdo uma extensa e larga familia de compostos presentes em
bactérias, plantas e animais, sendo alvo de especial interesse nas areas tanto da
quimica bioldgica como na da quimica medicinal.

O triptofano (2), aminoacido essencial para o Homem, constitui um importante
exemplo de derivados de indole. Outros exemplos, derivados desta importante
estrutura, sdo a melatonina (3), o 5-metoxitriptofol (4), a 5-metoxitriptamina (5)
(hormonas segregadas pela glandula pineal) e o acido indole-3-acético (6) (hormona

presente nas plantas) (figura 8).*%*°

OMe
COOH MeQ.
\ HN‘<
NH, \
° \ OH
NH
NH

NH

2 3 4
OMe
\ NH2
NH
NH
5 6

Figura 8 — Exemplos de estruturas inddlicas presentes em seres vivos.
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Alguns derivados de indole s3ao capazes de proteger os tecidos do sistema
nervoso em varias patologias crdnicas ou agudas nas quais o stress oxidativo tem um
papel determinante. Os seus efeitos podem estar ligados a sua capacidade de captar
ERO e/ou a sua acgdo antioxidante. Isto parece ter uma relacdo directa com a
estrutura inddlica, pois, alguns derivados de indole, por exemplo, melatonina (3),
carvedilol (7), alguns pirimidoindoles, B-carbolinas (8), bem como a y-carbolina,
stobadina (9), parecem ter um grande potencial para serem usados na prevenc¢do e/ou

tratamento de diversas doencas neuroldgicas (figura 9).%°

OMe

/[(‘j
4
sy
Iz

Iz
T lnn

Figura 9 — Alguns derivados de indole que apresentam actividade no tratamento de doengas
neuroldgicas.

Além das doengas associadas ao sistema nervoso, os compostos derivados
desta estrutura podem ser Uteis no tratamento de outras doengas associadas ao stress
oxidativo/nitrosativo, pois estudos descritos na literatura mostram a sua importancia
como unidade captadora de radicais, como por exemplo derivados de 2-fenilindole?

(10), radicais nitréxidos inddlicos®® (11) e indole-2-carboxamidas N-substituidas® (12)

O\ NPh
Ry Ry
Ph \
\ Do
Q 12

10 Ra 1

(figura 10).

Figura 10 — Alguns derivados de indole que apresentam capacidade captadora de radicais.
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A unidade inddlica estd, ainda, presente em farmacos AINEs, tais como a
indometacina (13), o indoxole (14), a acemetacina (15) e o etodolac (16) (figura 11).

COOH

MeO. OMe O\/
COOH

MeO,

(e} \\
OMe o)
N
H

Cl
Cl
13 14 15

HOOC,

16

Figura 11 — Exemplos de farmacos AINEs que tém na sua estrutura a unidade inddlica.

Devido as suas propriedades, o indole é uma substrutura privilegiada, na
guimica medicinal moderna. Sendo utilizada como scaffold no desenvolvimento de
novas bibliotecas de antioxidantes e anti-inflamatdérios com o intuito descobrir
farmacos (antioxidantes ou AINEs) que apresentem maior actividade e efeitos laterais

minimos.2%%!

A compreensdo das patologias que afectam os seres humanos foi, e continua a
ser um dos motores do desenvolvimento cientifico, sendo imprescindivel, cada vez
mais, a descoberta de novas moléculas com actividade bioldgica que as contrariem.

Neste trabalho serdo apresentadas as vias sintéticas utilizadas para a
construcdao de uma biblioteca de compostos derivados de indole e posterior avaliagao
da actividade antioxidante para a ERO ROO°. E, ainda, estudos sintéticos para a

preparacao de potencial inibidor selectivo da COX-2.
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Capitulo Il — Discussao de Resultados
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Discussdo de Resultados

Este capitulo encontra-se dividido em duas sec¢Ges. Na primeira, referente aos
antioxidantes, serdo apresentadas: i) as vias sintéticas utilizadas, e descricdo dos
respectivos produtos obtidos, na preparagdao de uma biblioteca de derivados de indole;
ii) os estudos de capacidade de absor¢do do radical peroxilo dos compostos
sintetizados. Na segunda, respeitante aos compostos inibidores selectivos da COX-2,
serdo apresentados os estudos sintéticos para a preparacdo de um potencial candidato

a farmaco AINE inibidor selectivo da COX-2.

11.1 — Antioxidantes

11.1.1 - Sintese e prepara¢do de uma biblioteca de derivados de indole para a
descoberta de novos farmacos antioxidantes

Como referido anteriormente, o indole é uma substrutura privilegiada em
sistemas bioldgicos, por conseguinte, a primeira parte deste trabalho teve como
objectivo a sintese de uma biblioteca de derivados de indole, mais concretamente
derivados da triptamina e do L-triptofano, com o intuito de desenvolver novos
candidatos a farmacos com actividade antioxidante. A figura 12 mostra as diversas

substituicGes feitas no nucleo de indole assim como na cadeia lateral.

®
®

(R

Figura 12 — Nucleo de indole com as diferentes posi¢coes de substitui¢do.
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Discussdo de Resultados

A escolha dos grupos e a sua posi¢ao, nas quais se pensa terem um papel chave
na captacdo de espécies radicalares, foi definida com base na literatura®’ e resultados
experimentais preliminares.* Assim sendo, foram introduzidas as seguintes
modificacdes: R; e R4/Rs — substituicdo no atomo de azoto inddlico e no atomo de
azoto da cadeia lateral, respectivamente; R; - presenga do grupo carbolixato de metilo;
R, — substituicdo na posicdo 2 do anel inddlico, uma vez que a presenca de uma cadeia
3,3-dimetilalilica nesta posi¢ao estd presente em varios compostos que apresentam
uma relevante actividade biolégica, como por exemplo, as triprostatinas (A e B) (figura
13). Estes compostos foram isolados de uma estirpe particular (BM939) do fungo
Aspergillus fumigatus e funcionam como inibidores do ciclo celular dos mamiferos na
barreira G2/M, podendo apresentar vantagens no tratamento de tumores malignos

que apresentam uma proliferacio celular rapida e anormal.***

R=H Triprostatina B

R =0OMe Triprostatina A

Figura 13 — Estruturas das Triprostatinas A e B.

A escolha dos diversos grupos substituintes foram elaborados tendo em
consideragao diversos critérios: estabilizagdo do radical; volume do grupo
(impedimento estereoquimico); reactividade. Por conseguinte, estes resultados
contribuirdo para uma racionalizagdo da relagdo estrutura/actividade e elucidagdo dos

mecanismos de accdo de compostos desta familia.

“ Resultados ndo publicados.
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Discussdo de Resultados

11.1.1.1 — Derivados da triptamina

Para a geracdo de compostos derivados da triptamina (17) focou-se a atencao
em duas posicdes, o atomo de azoto inddlico e o dtomo de azoto da cadeia lateral,

como se pode ver na figura 14.

Em que:

R1=H ou CH,CHC{CH;),
X2=H ou Ftal

Figura 14 — Familia de compostos preparados derivados da triptamina.

A estratégia utilizada na sintese destes compostos envolveu os seguintes
passos: i) proteccdo do grupo amina com a ftalimida; ii) introducdo da cadeia 3,3-
dimetilalilica no atomo de azoto inddlico e; iii) desprotec¢do do grupo amina. No
esquema 1 estd representado o plano sintético utilizado na preparacdo destes

derivados e as respectivas condi¢des reaccionais.
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Discussdo de Resultados

o

CEéo »Et3N 0 N

o

—_—
\ NH2 tolueno, rfx, 3h o
N
H
\ 1) NaH, DMF, 0 °C, 45 min
17
H 2 Br\/\)\
18 ta, 25h
o X
NH N
o
N NH,NH,.H,0

EtOH, rfx, 16 h 19

Esquema 1 - Plano sintético utilizado para a preparagdo dos derivados da triptamina (18, 19 e 20).

Na proteccdo do grupo amina recorreu-se a um método directo de sintese do
anel de ftalimida, usando-se como solvente o tolueno, a refluxo, na presenca de
anidrido ftalico e trietilamina.”® Este método permitiu isolar a N-ftaloiltriptamina (18)
com um rendimento de 88%. O seu intervalo de fusdo, 175-177 °C, encontra-se de
acordo com o da literatura (173-174 °C)*’ e no seu espectro de IV pode encontrar-se
uma banda a 1702 cm™ correspondente a distens3o da ligagdo C=0 da ftalimida. O
espectro de 'H-RMN apresenta sinais a 7,84-7,81 ppm e a 7,71-7,69 ppm que
correspondem aos protdes do anel aromatico da ftalimida. O mecanismo proposto

para a protec¢do do grupo amina encontra-se representado no esquema 2.
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Discussdo de Resultados

Esquema 2 — Mecanismo proposto para a formagao do composto 22 a partir de 21.

Uma vez protegido o atomo de azoto da cadeia lateral, procedeu-se a
introdugao da cadeia 3,3-dimetilalilica no atomo de azoto do anel inddlico. Neste
procedimento usou-se como base o hidreto de sédio e como agente alquilante o
brometo de 3,3-dimetilalilo, obtendo-se o produto 19 com 53% de rendimento. O
intervalo de fusdo, 131-133 °C, encontra-se de acordo com o da literatura (130-132
°C).”® No espectro de IV verifica-se a auséncia da banda a cerca de 3400 cm,
correspondente a distensdo da ligacdo N-H inddlica, confirmando a substituicdo no
atomo de azoto. A existéncia da cadeia 3,3-dimetilalilica pode ser verificada no
espectro de 'H-RMN pela presenca do tripleto a 5,34 ppm (CH=C(CHs)), do dupleto a
4,62 ppm (CH,CH=C(CHs),) e dos dois singuletos a 1,80 e 1,75 ppm (CH=C(CHs),).
Verifica-se, ainda, a auséncia do protao ligado ao atomo de azoto do anel indélico.

O ultimo passo na preparacgao destes derivados da triptamina é a desprotec¢ao
do grupo amina. Neste passo utilizou-se um método descrito na literatura® para a
remoc¢ao do grupo ftalimida em que se usou como solvente EtOH, a refluxo, na
presenga de hidrato de hidrazina. Este método permitiu obter o composto 20 com um
rendimento de 63%. No espectro de IV encontra-se a banda referente a distensdo N-H,
a 3300 cm™, que confirma a presenca do grupo amina livre, e observa-se, também, o

desaparecimento da banda a cerca de 1700 cm™, correspondente & distensdo da
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Discussdo de Resultados

ligacdo C=0. No espectro de 'H-RMN verifica-se o desaparecimento dos sinais
referentes aos protdes do anel de ftalimida.

O mecanismo desta reac¢ao envolve o ataque nucledfilo do 4&tomo de azoto da
hidrazina ao atomo de carbono do grupo carbonilo da ftalimida, formando-se a
hidrazida. Seguidamente ocorre o ataque nucleofilico do outro atomo de azoto da
hidrazida ao outro grupo carbonilo, permitindo, assim, a remoc¢ao do grupo protector,

com a formacdo do composto 20 e da di-hidrazida ciclica (21) (esquema 3).

NHa
o
°© HN~ - \
N‘\ S \SNH NHz N
o
HaN——NH3 +H®/-H® +|‘Fa/-H® | 20
\ §
N
"

ﬁ \ .

Esquema 3 — Mecanismo proposto para a formagao de 20 a partir de 19.
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Discussdo de Resultados

11.1.1.2 — Derivados do L-triptofano

Tal como na triptamina, as substituicoes foram efectuadas em ambos os

atomos de azoto e, ainda, na posi¢do 2 do anel de indole (figura 15).

NS

COMe

\ R Em que:

“ 2 R1=H ou CH,CHC(CH,), 0u CH,CHCHPh
R2 =H ou CH,CHC{CH;),

R3=H ou Ac
R4 =H ou Ac
0 R3, R4 = Ftal

Figura 15 — Familia de compostos preparados derivados do L-triptofano.

Seguiram-se duas vias sintéticas diferentes para os derivados do L-triptofano:
os derivados do N-ftaloiltriptofano metil éster e os derivados do N-acetil-L-triptofano
metil éster. Na primeira familia, em que R3=R4=Ftal, as substituicdes foram feitas em R;
e Ry, que podem ser -H ou -CH,CHC(CHs),. Na segunda familia, em que R3=Ac e R4=H,
variou-se, apenas, Ry, podendo ser —H, -CH,CHC(CHs), ou -CH,CHCHPh.

11.1.1.2.1 — Derivados do N-ftaloil-L-triptofano metil éster

Os métodos utilizados na sintese destes compostos envolvem os seguintes
passos: i) proteccdo do grupo amina com a ftalimida; ii) introdugdo da cadeia 3,3-
dimetilalilica no atomo de azoto inddlico e; iii) rearranjo da cadeia 3,3-dimetilalilica
para a posicdo 2. No esquema 4 estd representada a estratégia sintética utilizada para

a preparacao destes derivados e as respectivas condicdes reaccionais.
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CO,Me
1) Et3N, tolueno, ta, 1 h o)
\ cl %Ha 0 \ CO,Me
S)
2) @io ,Et;N, rfx, 1dia

1) NaH, DMF, 0°C, 10 min

2) Br\/\)\

ta,1h

Q
N
N |
\ % BF;.Et,0 y COo,Me o
-~
COMe CH,Cly, 4 °C, 18 h
N 24
H 25 /

Esquema 4 - Estratégia sintética utilizada para a preparagao dos derivados do N-ftaloiltriptofano metil
éster (23, 24, e 25).

I=

22 0

Tal como na preparagdo da N-ftaloiltriptamina (18), a via sintética escolhida
para a proteccdo do grupo amina do L-triptofano metil éster (22), foi um método
directo, utilizando-se como solvente o tolueno, a refluxo, na presenca de anidrido
ftalico e trietilamina. Uma vez que o L-triptofano metil éster se encontrava sob a forma
de sal de hidrocloreto, deixou-se este na presenca de trietilamina de forma a
promover a libertagdao da amina. Este método permitiu obter o N-ftaloiltriptofano
metil éster (23) com rendimento de 79%. O intervalo de fusdo, 59-61 °C, encontra-se
de acordo com o da literatura (56-58 °C)*® e no seu espectro de IV pode encontrar-se
uma banda a 1712 cm™ correspondente a distens3o da ligagdo C=0 da ftalimida. O
espectro de 'H-RMN apresenta sinais a 7,77-7,75 ppm e a 7,68-7,65 ppm que
correspondem aos protdes do anel aromatico da ftalimida.

Esta descrito na literatura que a utilizacdo deste método pode resultar na
racemizacdo parcial do produto final.>® Apesar dos métodos enanteosselectivos para a
preparagdo dos compostos se encontrarem descritos na literatura,® optou-se por uma

via racémica (método menos moroso), uma vez que a avaliacdo da actividade
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antioxidante envolve reac¢bes radicalares para as quais a estereoquimica ndo é

determinante.

Uma vez protegido o atomo de azoto da cadeia lateral, procedeu-se a
introdugao da cadeia 3,3-dimetilalilica no atomo de azoto do anel inddlico. Neste
procedimento usou-se como base o hidreto de sédio, em DMF seca, e, como agente
alquilante, o brometo de 3,3-dimetilalilo, obtendo-se o produto 24 com 43% de
rendimento. A existéncia da cadeia 3,3-dimetilalilica pode ser verificada no espectro de
'H-RMN pela presenca do multipleto entre 5,26 ppm e 5,23 ppm (CH=C(CHs),), do
dupleto a 4,51 ppm (CH,CH=C(CHs),) e dos dois singuletos a 1,68 ppm e 1,65 ppm
(CH=C(CHs),). Verifica-se, ainda, a auséncia do protdo do azoto do anel inddlico.

O ultimo passo consiste no rearranjo do grupo prenilo da posicdo 1 para a
posicdo 2. Existem varios métodos descritos na literatura para este tipo de reacgdo, os

quais estao representados na figura 16.

CO,Me
NHPht 1. +-BuQCl, CH;Cl;
5 : Me me
N . Q)(DCIZ
o0 S

c N rt.
—_—
I8
Me, Br
f BT /s
H

Figura 16 — Diferentes métodos descritos na literatura para a reac¢do de rearranjo da cadeia 3,3-

. . ”e 31-34
dimetilalilica.

Os métodos descritos por Danishefsky33 e por Cook** s3o os gue apresentam

melhores rendimentos, sendo estes de 83% e 82%, respectivamente. No entanto, estes
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s30 mais morosos, uma vez que no primeiro caso, € necessaria a preparac¢ao prévia do
borano, e no segundo caso a proteccdo (e consequente desprotec¢do) do dtomo de
azoto inddlico com o grupo terc-butoxicarbonilo. Por outro lado, tanto o método
desenvolvido pelo grupo Lobo-Prabhakar,® assim como o descrito por Menéndez,*
apesar de apresentarem rendimentos inferiores aos anteriores (61% e 22%,
respectivamente), tém a vantagem de serem directos.
Tendo estes factos em consideracdo optou-se pelo método descrito pelo grupo Lobo-
Prabhakar, obtendo-se o composto 25 com um rendimento de 39%. Pelo espectro de
'H-RMN verifica-se a presenca do protdo do anel inddlico, que aparece juntamente
com os protdes do anel da ftalimida, no multipleto entre 7,77-7,72 ppm. A auséncia do
protdo da posicdo 2 do anel inddlico pode ser confirmada pela integracdo da zona
entre 7,03-6,86 ppm que corresponde a dois protdes, sendo que a integra¢dao da zona
dos protées aromaticos (7,77-6,86 ppm) corresponde a nove protdes. A presenca da
cadeia 3,3-dimetilalilica na posicdo 2, também, pode ser confirmada pelo desvio
guimico dos protdes ligados ao carbono secundario. Sendo que no composto 25 se
encontram a campo mais alto comparativamente ao composto 24.

O mecanismo proposto pelos autores para esta reac¢do encontra-se no

esquema 5.%
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0,Me
OoMe

NFtal

Nftal
\ BF;.0Et, k,\ rearranjo =
) [1,5] sigmatrépico Q
N

@
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o N J
24 F3B F3B
rearranjo

[1,5] sigmatrépico

cOo,Me
COzMe

NFtal
CE\Q_< -
N I
i
25 %F3

N\H

\

Esquema 5 — Mecanismo proposto para a formagdo de 25 a partir de 24

1.L1.1.2.2 — Derivados do N-acetil-L-triptofano metil éster
Os métodos utilizados na sintese destes compostos envolvem os seguintes
passos: i) proteccdo do grupo amina com o grupo acetilo e; ii) introducdo do grupo
alquilo no dtomo de azoto inddlico. No esquema 6 esta representado a estratégia, e as

respectivas condicdes reaccionais, seguida para a sintese destes derivados.
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CO,Me CO,Me
1) Et3N, AcOEt, ta, 1 h
(0] (o]
\ Cl NH 2)
o ®° )I\OJ\

\ HN
N 26
H 5y Et;N, 4-DMAP, ta, 16 h o

1) NaH, DMF, 0 °C, 10 min 1) NaH, DMF, 0°C, 10 min

2) Br\/\)\

0°C, 30 min

27 ‘ 28

Esquema 6 — Estratégia sintética utilizada para a preparagao dos derivados do N-acetil-L-triptofano
metil éster (26, 27 e 28).

Na protec¢dao do grupo amina com o grupo acetilo fez-se reagir o L-triptofano
metil éster (22), em acetato de etilo, a temperatura ambiente, com anidrido acético,
na presenga de trietilamina e 4-DMAP, obtendo-se o N-acetil-L-triptofano metil éster
(26) com rendimento de 81%. Tal como na protec¢dao com o anel de ftalimida, uma vez
que o L-triptofano metil éster se encontra na forma de sal hidrocloreto, deixou-se este
na presenca de trietilamina, durante uma hora. O intervalo de fusdo medido (152-153
°C) encontra-se de acordo com o da literatura (152 °C)*® e no espectro de 'H-RMN
verifica-se a presenca do grupo acetilo pelo singuleto a 1.96 ppm, referente aos
protées metilicos deste grupo.

Uma vez feita a proteccdo procedeu-se a N-alquilagdo. Tal como nos casos
anteriores esta reaccdo foi realizada usando-se como base o hidreto de sédio, em
DMF, e como agentes alquilantes o brometo de 3,3-dimetilalilo ou o brometo de 3-
fenilalilo, obtendo-se os compostos 27 e 28, com rendimentos de 57% e 72%,
respectivamente.

No caso do composto 27, a existéncia da cadeia 3,3-dimetilalilica pode ser

verificada no espectro de "H-RMN pela presenca do multipleto entre 5,35 ppm e 5,32
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ppm (CH=C(CHs),), do dupleto a 4,63 ppm (CH,CH=C(CH3);) e dos dois singuletos a 1,81
ppm e 1,76 ppm (CH=C(CHs),). Verifica-se, ainda, a auséncia do protdo ligado ao atomo
inddlico. No espectro de massa é possivel observar-se o pico do ido molecular,
confirmando esta estrutura.

No caso do composto 28, pode verificar-se a presenga da cadeia 3-fenilalilica no
espectro de 'H-RMN pela existéncia de dez protdes na zona aromatica, sendo que
cinco correspondem ao anel de indole e cinco ao anel da cadeia 3-fenilalilica, e pela
presenca do dupleto a 6,43 ppm (CH=CHCH,), do duplo tripleto a 6,32 ppm
(CH=CHCH,) e do dupleto a 4,86 ppm (NCH,). Verifica-se, também, a auséncia do
protdo ligado ao 4tomo inddlico. Esta estrutura é, também, confirmada pelo espectro

de massa uma vez que se observa o pico do ido molecular.

Com a diversidade estrutural criada nesta biblioteca, conseguiu-se abranger os
critérios propostos para avaliagdo da actividade dos compostos. As modificagdes
estruturais utilizadas envolveram alquilacdo do atomo de azoto inddlico com cadeias
alilicas com diferentes extensdes de conjugagdao com o intuito de avaliar a
estabilizacao do radical, caso haja forma¢ao do mesmo nesta cadeia. Com o objectivo
de entender se a posicdo da cadeia é relevante para esta estabilizacdo, foram
preparados compostos possuindo a cadeia em diferentes posicdes.

De igual modo, foram preparados derivados com diferentes grupos protectores
do atomo de azoto da cadeia lateral com o objectivo de avaliar se a actividade
encontrada é dependente do volume do grupo e/ou da estabilidade do radical
formado nesta cadeia. Ainda na cadeia lateral, foram introduzidos grupos funcionais,
na posicdo adjacente ao grupo amina com a finalidade de testar a reactividade nesta

posicao.
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11.1.2 — Estudos de capacidade de absor¢ao do radical peroxilo

Os radicais livres podem exercer uma influéncia perniciosa em sistemas

bioldgicos, podendo provocar doengas associadas ao stress oxidativo. Este facto

estimulou a comunidade cientifica a desenvolver compostos com actividade

antioxidante. Neste trabalho testou-se a actividade antioxidante dos compostos

sintetizados e correspondentes materiais de partida na captacao do radical peroxilo.

As estruturas dos compostos testados estdao representadas na figura 17.

Derivados da Triptamina

17 18

Derivados do Triptofano

coH CO,Me

Iz
Iz

COo,Me

\ NHAC

Iz

26

=4
—
4
I
Ny

20

e

a

CO,Me CO,Me
NFtal NFtal

23

:

24

CO,Me COo,Me
%Ac NHAC
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f

Figura 17 — Derivados da triptamina e do triptofano testados para a avaliar a sua capacidade

antioxidante na captacao do radical peroxilo.
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O método utilizado para medir a actividade antioxidante contra o radical
peroxilo foi o ORAC (capacidade de absorcdo de radicais oxigénio), descrito na
literatura."”’

O radical peroxilo (ROO") foi gerado por termodecomposicdo do AAPH (29) (figura 18)
num leitor de microplacas, a temperatura de 37 °C. Desta termodecomposicao resulta

o radical R" que, ao reagir com O,, d4 origem a ROO" (esquema 7).

NH
HN NH,

NH
HN o (o)
i @ L» 2 HN (.\(;Q/\ —
NN : o\
2
HN o

Esquema 7 — Mecanismo proposto para a formagdo do radical peroxilo.

A capacidade captadora de ROO" foi medida pela monitorizacdo do decaimento
da fluorescéncia devido a oxidacdo da fluoresceina (30) (figura 18).
O valor de ORAC, relativo a equivalentes de trolox (31) (figura 18), foi calculado de

acordo com a equacao 1:

. AUC, to—AUC Molaridade o
Valor de ORAC relativo = —=">= X - trolox  pquagdo 1
AUCtr010x—AUChranco Molaridade composto

Em que, AUCcomposto, COrresponde ao valor da drea sob a curva realizado na
presenca do composto em estudo; AUCpranco, a0 valor da drea sob a curva do ensaio
realizado na auséncia do composto em estudo; e, AUCyo0x, a0 valor da area sob a
curva do ensaio realizado na presenca de trolox 1 uM.

Cada estudo corresponde a um minimo de quatro experiéncias realizadas em
triplicado.

Foram, também, realizados ensaios de fluorescéncia para cada composto, na
concentracdo maxima, na auséncia de fuoresceina e AAPH. E, ainda, efectuados

ensaios de absorc¢do, na gama de comprimentos de onda de 300 a 600 nm. Verificou-se
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que nenhum dos compostos emitia fluorescéncia, nem absorvia na gama de
comprimentos de onda em estudo. Deste modo eliminaram-se possiveis interferéncias

que pudessem alterar os valores em estudo.

NH
HO
OH

HN

AAPH (29) Flouresceina (30) Trolox (31)

Figura 18 — Estruturas do AAPH (29), da fluoresceina (30) e do trolox (31).

Os valores de ORAC obtidos nos ensaios realizados para avaliar a captac¢do do

radical peroxilo sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 — Valores de ORAC (média + erro padrao) obtidos nos ensaios realizados para avaliar a
captac¢do do ROO’ para os compostos sintetizados e respectivos materiais de partida.

ORACgoo" * erro pardio (UM

Composto equivalentes trolox/uM composto)
Trolox 1

2 2,74 + 0,07
17 1,86+0,03
18 1,46 £ 0,08
K T I S e

20 0,96 + 0,07
22 2,6010,16
23 1,09 + 0,13
24 0,361 + 0,004
25 0,45 £ 0,05
26 1,21+ 0,06
27 0,21 + 0,03
28 0,44 £0,01
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A figura 19 corresponde a uma representacao grafica dos resultados obtidos
nos ensaios realizados para avaliar a captacdo do radical peroxilo dos compostos
preparados (e respectivos materiais de partida). Cada ponto representa os valores

obtidos em quatro ensaios (minimo), realizados em triplicado.
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=1 - 17
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K=} A 18
o
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O
s & 22
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® 3]
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w - 25
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I~ 27
(=] 1
28
—+—  Trolox
0 T T T T T T T T

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Conc. (uM)

Figura 19 — Capacidade de captagdo do ROO" da biblioteca de derivados de indole.

Verifica-se que o ROO" é, eficientemente, captado pelos compostos 2, 17, 18,
22, 23 e 26 cuja actividade é superior a do trolox. Os outros compostos testados sao
menos activos contra esta ERA, sendo que o composto 19 n3o apresenta actividade.
Todavia, a actividade observada de todos os compostos testados (excepto o composto
19) é dependente da concentra¢do. A ordem de actividade é: 2 >22>17 > 18 > 26 > 23
>20>25 = 28 >24>27 (valores de ORAC de 2,74 + 0,07, 2,60 £ 0,16, 1,86 + 0,03, 1,46
+ 0,08, 1,21 + 0,06, 1,09 + 0,13, 0,96 + 0,07, 0,45 + 0,05, 0,44 + 0,01, 0,361 * 0,004,
0,21 + 0,03, respectivamente).

De um modo geral verifica-se que os compostos mais activos sdo aqueles que
apresentam o atomo de azoto livre. Pode constatar-se que o composto mais activo,
triptofano (2), é o que apresenta todas as posi¢des livres (dtomos de azoto, inddlico e
do grupo amina, e grupo acido carboxilico). A transformacdo de acido carboxilico a
grupo éster metilico (22) faz com que haja uma diminuicdo na capacidade de captacao
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do ROO’, no entanto, a presenca deste grupo é fundamental, uma vez que quando
este se encontra ausente (17) ocorre uma diminuicdo da actividade. Este facto,
também, é comprovado quando comparados os valores de ORAC dos compostos 19 e
24, em que os atomos de azoto estdo protegidos (com grupos iguais) e a Unica
diferenca é a presenca/auséncia do grupo éster metilico.

Quanto ao grupo protector do atomo de azoto da cadeia lateral, pode concluir-
se que quando o atomo de azoto inddlico esta livre, (23/26) as actividades sdo
semelhantes. No entanto, quando este estd alquiliado (24/27) verifica-se que o
derivado N-ftaloilo é mais activo que o derivado N-acetilo. Sugerindo que o volume do
grupo ndo é determinante para a actividade antioxidante contra esta ERO, atribuindo-
se a actividade observada a estabilizagdo do radical formado conferida pelo anel da
ftalimida.

No que diz respeito a cadeia 3,3-dimetilalilica, verifica-se que a sua presenca
traduz-se numa diminuicdo da actividade (24 e 25 relativamente a 23). Quanto a sua
posicao verifica-se que a posicdo 2 confere maior actividade ao composto do que a
substituicdo no atomo de azoto inddlico (25/24).

Relativamente aos grupos N-alquilo, observa-se um maior valor de ORAC (cerca
do dobro) para a cadeia3-fenilalilica (28) relativamente a cadeia 3,3-dimetilalilica (27),
isto podera dever-se ao facto da cadeia 3-fenilalilica apresentar uma extensdo da
conjugacao relativamente a cadeia 3,3-dimetilalilica, conferindo, assim, uma maior
estabilizacdo ao radical formado.

Comparando de compostos 18 e 20 e verifica-se que a presenca do atomo de
azoto inddlico livre confere uma actividade mais elevada do que o 4tomo de azoto do

grupo amina.
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1.2 — Estudos sintéticos para a preparagao de um potencial candidato a
farmaco AINE inibidor selectivo da COX-2

Dada a importancia (e urgéncia) da descoberta de novos farmacos anti-
inflamatérios ndo esterdides (AINEs) inibidores selectivos da COX-2, procedeu-se,
numa segunda fase deste trabalho, ao estudo de uma aproximacdo sintética um
potencial inibidor desta isoforma.

Com base na literatura existente® e em resultados experimentais preliminaresT
da relagdo estrutura/actividade, foi proposta uma estrutura modelo 29 (figura 20) que
tem como base o esqueleto inddlico, funcionalizado com grupos que se tém revelado
determinantes na inibicdo selectiva da COX-2, em particular, a unidade —SO,Me, uma
vez que esta se encontra profundamente inserida no pocket selectivo desta isoforma;

e, ainda, as unidades —CF3; —Ph-4-Cl; e —CO,Me.

29

Figura 20 — Estrutura do potencial candidato a inibidor selectivo da COX-2.

De forma a definir uma estratégia de sintese do composto 29 procedeu-se a

andlise retrossintética (esquema 8).

" Resultados n3o publicados.
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Triptofano (2)

Esquema 8 — Plano retrossintético do composto 29.

Pela andlise retrossintética definiu-se um plano de sintese, tendo como
material de partida o triptofano (2), que envolve os seguintes passos: i) arilacdo do
grupo amina; ji) metilacdo do grupo acido carboxilico; iii) mesilacdo da posicdo 5 do

anel inddlico; e jv) alquilacdo do dtomo de azoto do indole.

11.2.1 - Arilagdo do grupo amina

Embora, pela analise retrossintética, o primeiro passo de sintese fosse a N-
arilacdo do L-triptofano, a primeira abordagem foi a arilacdo do L-triptofano metil
éster (22) (disponivel comercialmente).

Existem dois métodos de N-arilagdo de aminodcidos, um com irradiacao microondas®’
e outro sem.*® Este Ultimo sugere que a presenca do grupo hidroxilo do acido
carboxilico é crucial para que haja uma coordenagdo com o catalisador (iodeto de
cobre I). No entanto, foram encontrados outros métodos de N-arilacdo de aminas que
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nao aminodcidos (por exemplo, pirroles, imidazoles, triazoles, aminas alifaticas, etc)
gue utilizam um ligando com a funcdo de coordenar com este mesmo catalisador
(reaccdo de acoplamento de Ullmann modificada). Buchwald e colaboradores

propuseram o seguinte mecanismo para esta reac¢do (esquema 9).*

LCu[X] $ LCLL:[:JEJH

Ar-Nu «}\ /{-052003
ArX LOuNu — CsHCO,, CsX

Esquema 9 — Hipotese mecanismo proposta por Buchwald e colaboradores, em que L é o ligando, X =1
) 39
ou Br e Nu corresponde ao nucledfilo.

Em consequéncia desta analise foram realizados varios ensaios, na tentativa de
arilar o grupo amina do L-triptofano metil éster, de modo a evitar um passo de sintese
ao inicialmente previsto pela analise retrossintética. No entanto, apesar de se terem
realizados varios ensaios em diferentes condicées reaccionais,” n3o se isolou o produto

desejado (esquema 10).

|
CO,Me \©\ COMe
cl

Cul (1), base, ligando

Iz

22 30 Cl

Iz

Esquema 10 — N-arilagao do L-triptofano metil éster.

Devido ao insucesso da N-arilacdo do grupo amina do L-triptofano metil éster,
procedeu-se a N-arilagdao do L-triptofano, como inicialmente previsto.
Esta reaccdo foi executada de acordo com o método descrito na literatura de N-

arilacdes de aminodacidos, sem irradiacdo microondas.*® Para tal, fez-se reagir o L-

* Ver tabela 2 do capitulo Ill.
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triptofano com o 4-cloroiodobenzeno, na presenca de iodeto de cobre (I) e carbonato

de potdssio. Como solvente usou-se DMF, a 80 °C (esquema 11).

CO,H I\©\
Cl

\ NH, cul (1), K,CO4
DMF, 80°C, 1.5 h /

CO2H

HN

Iz

HN

Cl

Esquema 11 — Reac¢do de N-arilagdo do L-triptofano.

Nestas condicdes foi possivel obter o composto 31 com rendimento de 83%. O
intervalo de fusdo medido, 145-147 °C, encontra-se de acordo com o da literatura
(142-146 °C)* e no espectro de 'H-RMN verifica-se a presenca do anel aromético
clorado pelo dupleto a 6,48 ppm correspondentes a dois protdes do anel aromatico,
encontrando-se os restantes protées junto com um protdo do anel inddlico no
multipleto entre 7,09-7,06 ppm.

Uma vez feita a arilacdo do grupo amina procedeu-se, em seguida, a metilacdo
do &acido carboxilico. Para tal, utilizou-se o diazometano como agente metilante

(esquema 12).

CO,H COo,Me

/ CH;3N,
—_—
CH,d, ta,1h /
HN 272

HN HN HN

31 30

Cl Cl

Esquema 12 — Reac¢dao de O-metilagdo de 31.
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Este método permitiu obter o produto 30 quantitativamente. No espectro de IV
observa-se o deslocamento da banda correspondente a distensdo da ligacdo C=0 para
comprimento de onda superior (1736 cm™), relativamente ao material de partida
(1710 cm™), indicativo de que ocorreu a transformacdo do &cido carboxilico a éster.
Pode confirmar-se a presenca do grupo metilo, no espectro de 'H-RMN, pelo singuleto
a 3,68 ppm. No espectro de >*C-RMN observa-se, também, o sinal correspondente ao

carbono metilico, a 52,1 ppm.

11.2.2 — Estudos de introdugdo do grupo mesilo na posi¢do 5 do anel inddlico

Para a introducdo do grupo mesilo na posicdo 5 do anel inddlico foram
ensaiados varias aproximacgdes sintéticas, uma vez que ndo foram encontrados

métodos directos descritos na literatura para esta transformagao.

A primeira abordagem consistiu numa reaccao de Friedel-Crafts. Para fazer este
ensaio utilizou-se como molécula modelo, o N-acetil-L-triptofano metil éster (26), uma
vez que nesta reac¢do se usa um acido de Lewis muito forte, o tricloreto de aluminio,
sendo necessario ter o grupo amina e acido carboxilico protegidos.

Por conseguinte, fez-se reagir o composto 26 em diclorometano seco, na
presenca de tricloreto de aluminio e cloreto de mesilo. A reaccdo foi deixada durante
um dia, a refluxo mas ndo se verificou o consumo do material de partida nem

formacao de novos produtos.

Como esta aproximacdo se revelou ineficaz para o propdsito deste passo
reaccional a abordagem seguinte foi a tentativa de rearranjo do grupo mesilo da
posicdo 1 para a posicdo 5 do anel inddlico. Para tal adoptou-se o método descrito na
literatura por Hong e colaboradores.*! Estes autores descrevem um método de N-
dessulfonilagdo de indoles, por fotdlise, obtendo o indole dessulfonilado como
produto maioritario e como produtos secundarios os produtos de rearranjo, orto- e

para- (esquema 13).
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+ NEt; — 2 o - + NEty
N
\ N
SOPh QSOZPh
PhO,S
N S
n-BusSnH
PhO,S PhSO,H
H : :u

Esquema 13 - Produtos obtidos por Hong e colaboradores na reacgao de N-dessulfonilagﬁo.41

Esta reacgdo € iniciada pela transferéncia de um electrdo da trietilamina para o
indole com a formagdo do catido radical da trietilamina e do anido radical do indole. A
formacao deste enfraquece a ligagdo N-SO,Ph facilitando a clivagem desta ligagao.
Podendo, o radical fenilsulfonilo formado, reagir com o anel inddlico nas posicées orto-
e para-. Nestes estudos foi verificado o consumo total do material de partida apés uma
hora de irradiacao.

Apesar de o radical mesilo ndo apresentar a estabilizagdo presente no radical
tosilo (utilizado pelos autores), diminuindo a probabilidade de sucesso desta via, fez-se
um ensaio para averiguar a viabilidade do método. Deste modo, procedeu-se
preparacgao prévia do propanoato de metilo 2-acetamido-3-(1-(metilsulfonil)-1H-indol-
3-il) (32), fazendo-se reagir o N-acetil-L-triptofano metil éster (26), dissolvido em DMF,
na presenca de hidreto de sddio e cloreto de mesilo. Tal como na abordagem anterior

esta reacc¢do foi testada utilizando uma molécula modelo (composto 26) (esquema 14).

51



Discussdo de Resultados

CO,Me

CO,Me
N/< 1) NaH, DMF, 0 C, 10 min H/<
(o)
H > \
\ O 2)MeS0,Cl, ta,2.5h
\

SO Me

Iz

26 32

Esquema 14 - Formacdo de 32 a partir de 26.

Uma vez tendo o composto mesilado na posi¢ao 1, procedeu-se a tentativa de
rearranjo do grupo mesilo desta posicdo para a posicdo 5 do anel inddlico. Para tal,
dissolveu-se o produto 32 em acetonitrilo, numa célula de quartzo, sendo adicionados
cinco equivalentes de trietilamina. Esta mistura foi irradiada com uma lampada de 254
nm durante uma hora e meia ndao se tendo observado o consumo do material de
partida nem a formacdo de novos produtos. Estas observagdes vém confirmar a
necessidade de utilizar um iniciador de radicais mais forte do que a trietilamina para
qgue haja a quebra da ligagao N-SO,Me. Este via foi abandonada tendo sido adoptada

uma nova estratégia.

Movyer e colaboradores descrevem um método de substituicdo da posicdo 5 do
anel inddlico por reacgo do 5-bromoindole (33) com terc-butil litio.*?

Neste método, o 5-bromoindole (33) é previamente desprotonado com hidreto
de potassio, formando o anido 5-bromoindole tendo como contra ido o catido
potassio. Deste modo, garante-se que o terc-butil litio é usado na trans-metalacdo e

nado na desprotonacdo (esquema 15).
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Br: Br Li ® E
\ KH \ 'BulLi \ 1)E,-78°Cata
Et,0, 0 °C, 15 min g0 " ®
¥ N K@ 78 °C, 10 min N K 2)H0

H ©
33

Esquema 15 — Reac¢ao descrita por Moyer e colaboradores.”

Consequentemente, fez-se reagir o 5-bromoindole com hidreto de potassio, em
éter etilico, a temperatura de 0 °C, de modo a formar o anido. Posteriormente,
adicionou-se o terc-butil litio, a — 78 °C, e apds dez minutos, adicionou-se o cloreto de
mesilo, a esta temperatura. O produto maioritario desta reac¢dao foi o composto

mesilado na posicdo 1 e 3 do anel inddlico (34) (esquema 16).

SOsMe
Br 1) KH, Et,0, 0 °C, 15 min

\ 2) BuLi, -78 °C, 10 min \

3) MeSO,Cl, -78 °C ata

Iz

SO,Me
33 34

Esquema 16 — Produto maioritario da reac¢do do 5-bromoindole com terc-butil litio.

Uma vez que a substituicdo ndo ocorreu na posicao desejada, procedeu-se a
proteccdo prévia do atomo de azoto com o grupo terc-butoxicarbonilo. Esta reaccdo
foi efectuada fazendo reagir o composto 33, em DMF, com hidreto de sédio, sendo

adicionado, posteriormente o anidrido de terc-butoxicarbonilo (esquema 17).

Br Br
\ 1) NaH, DMF, 0 °C, 10 min \
2) (Boc);0, 2 h

I
—

33 35

Esquema 17 — Formacao de 35 a partir 33.

53

Iz



Discussdo de Resultados

Com o atomo de azoto protegido fez-se reagir o composto 35 com terc-butil
litio, a -78 °C. O produto maioritario obtido foi o composto desbromado (36) (esquema
18), o que significa que ocorreu a trans-metalacdo mas que ndo houve o reac¢dao com

o cloreto de mesilo.

Br:
\ 1) 'BuLi, THF, -78 °C, 20 min \
N 2) MeS0;Cl, -78 °C a - 55°C N\
\ Boc
Boc 36

35

Esquema 18 — Formacgao de 36 a partir de 35.

Fazendo uma analise a todos os estudos efectuados € apresentado um novo
plano sintético (esquema 19), em que, se utilizard como material de partida o 5-
bromo-DL-triptofano (37). Sendo que o primeiro passo, tal como inicialmente
proposto, correspondera a arilacdo do grupo amina. Em seguida, sera feita a metilacdo
do grupo acido carboxilico com posterior proteccdo do atomo de azoto inddlico. A
proteccdo prévia do atomo de azoto inddlico é necessdria para evitar a introducdo do
grupo mesilo nessa posi¢ao. O passo seguinte correspondera a trans-metalagao com o
terc-butil litio e consequente mesilacdo na posicdo 5 do anel inddlico. Feita a
introdugao do grupo mesilo, proceder-se-a a desprotec¢ao do atomo de azoto
inddlico. Sendo o ultimo passo deste plano sintético a alquilacdo do atomo de azoto

inddlico.
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Esquema 19 — Proposta para um novo plano sintético.
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11.3 — Conclusoes

Neste trabalho foi preparada uma biblioteca de nove compostos usando como
scaffold o anel inddlico, mais precisamente derivados da triptamina e do triptofano,
com o objectivo de avaliar a sua actividade antioxidante na captacdo da ERO radical
peroxilo. Foram utilizadas diversas vias sintéticas envolvendo diversos passos:
proteccdo e desproteccdo de grupos funcionais; reac¢oes de N-alquilacdo e, ainda, um
rearranjo induzido por um dacido de Lewis da cadeia 3,3-dimetilalilica da posi¢ao 1 para
a posicdo 2 do anel inddlico.

Todos os compostos testados possuem actividade antioxidante a excep¢do do
composto 19. Sendo a ordem de actividade encontrada para a biblioteca: 2 >22 > 17 >
18 >26>23>20>25=28>24>27 (valores de ORAC de 2,74 + 0,07, 2,60 + 0,16, 1,86
+0,03,1,46 £ 0,08, 1,21 + 0,06, 1,09 + 0,13, 0,96 + 0,07, 0,45 + 0,05, 0,44 £ 0,01, 0,361
+ 0,004, 0,21 + 0,03, respectivamente).

Os compostos 18, 23 e 26 apresentaram uma actividade superior, e 0 composto
20 uma actividade semelhante a do trolox. Com base nos resultados obtidos pode
concluir-se que os atomos de azoto (inddlico e do grupo amina da cadeia lateral)
guando livres conduzem a um aumento da actividade. Os resultados experimentais
sugerem que o atomo de azoto inddlico poderd constituir o centro redox activo do
anel. Na figura 21 estdo representadas as estruturas do composto preparado mais

activo (18) e menos activo (19), respectivamente.

NFtal NFtal

Iz
z

18 19

Figura 21 — Estruturas dos compostos preparados mais e menos activo, 18 e 19, respectivamente.
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Estes resultados poderdo contribuir para uma racionalizacdo no design de
futuras geracdes de bibliotecas optimizadas de potenciais candidatos a farmacos anti-
oxidantes.

Nesta dissertacdo foram ainda desenvolvidos estudos sintéticos para
preparacao de um potencial inibidor selectivo da COX-2, a partir do L-triptofano.
Tendo sido apresentada uma nova estratégia sintética para preparacao desta molécula

alvo.
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Descrigéio Experimental

1.1 — Preambulo

A parte experimental deste trabalho envolveu a utilizacdo de alguns

procedimentos gerais, descritos em seguida:

e Os solventes utilizados foram, sempre que necessario, destilados e secos por
métodos padrdo descritos na literatura.”?

e Os reagentes adquiridos comercialmente ndo foram purificados salvo indicacdo
em contrario.

e As cromatografias em camada fina (c.c.f.) foram efectuadas em placas de silica
Merck Kieselgel GF 254 com 0,2 mm de espessura, em suporte de aluminio.

e As cromatografias em camada preparativa (c.c.p.) foram efectuadas em placas
de silica Merck Kieselgel GF 254 com espessura de 0,5 mm ou 1 mm.

e As cromatografias em camada fina foram reveladas com luz ultravioleta (UV) a
254 nm e/ou 366 nm ou recorrendo a pulverizagdo com o revelador indicado a
cada situagao.

e As cromatografias em coluna (c.c.) foram efectuadas utilzando silica Kieselgel
60 (Merck), de granulometria 70 — 230 “mesh” como fase estacionaria.

e Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, superiores a 120 °C, foram determinados
num aparelho de placa aquecida Kofler, modelo Reichert Thermovar; os
inferiores a essa temperatura foram determinados num aparelho BIBBY, Stuart
Scentific, Melting Point SMP1.

e Qs desvios dpticos foram medidos num polarimetro Perkin-Elmer 241 MC, linha
D do sddio, a temperatura ambiente.

e Os espectros de Infravermelho (IV) foram tracados num espectrémetro Perkin-
Elmer, modelo Spectrum 1000 FT-IR. Na descricdo dos espectros sdo indicadas
apenas as frequéncias mais intensas ou caracteristicas. Os dados sdo
apresentados pela seguinte ordem: suporte de amostra utilizado: KBr (em
pastilha de brometo de potdssio para compostos sélidos), NaCl (em discos de
cloreto de sddio para compostos liquidos e éleos); frequéncia do méximo de
uma banda de absorcdo (Umsx em cm™); tipo de banda: MF (muito forte), F
(forte), Fl (forte larga), M (média), ml (média larga), f (fraca); atribuicdo a um
grupo funcional na molécula (quando possivel).
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram tracados num
espectrometro Bruker ARX 400 (400 MHz). Os espectros de 'H-RMN foram
efectuados a 400 MHz e de *C-RMN a 100 MHz. Na descricdo dos espectros os
dados sdo apresentados pela seguinte ordem: solvente deuterado utilizado;
desvio quimico de cada sinal (6, em ppm); intensidade relativa do sinal (nH, n?
de protdes); multiplicidade do sinal; constante de acoplamento (J, em Hertz);
atribuicdo na molécula (sempre que possivel).

Os espectros de massa de alta resolucdo (E.M.A.R.) foram obtidos na Unidade
de Espectrometria de Masas da Universidade de Santiago de Compostela
(Micromass; modelo: AutoSpecQ). Na descricdo dos espectos os dados sdo
apresentados pela seguinte ordem: [m/z (alta resolucdo)] razdo massa/carga do
ido molecular; formula molecular e massa exacta tedrica do ido molecular
correspondente.

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram obtidos no Laboratério de
Espectrometria de Massa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia — Universidade
Nova de Lisboa (GC-TOF Micromass; modelo GTC). Na descricdo dos espectros
os dados sdo apresentados pela seguinte ordem: método ionizagdo; razio
massa/carga (m/z); atribuicdo do ido ou fragmento molecular (quando
possivel); intensidade do pico relativa a do pico base (%).

As leituras de fluorescéncia foram efectuadas num leitor de microplacas H.T.
Synergy, modelo BIO-TEK.

A irradiacdo UV foi realizada com uma lampada de alta pressdo de mercurio

(150 W).
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I1l.2 - Sinteses prévias

111.2.1 - Sintese do propanoato de metilo 2-acetamido-3-(1-(metilsulfonil)-1H-
indol-3-il) (32)

A uma solucdo contendo N-acetil-L-triptofano f (O,Me
metil éster (26) (200 mg, 0,77 mmol), em DMF seca (2 /,<
mL), foi adicionado NaH (46 mg, 1,15 mmol, 60% \ g o
dispersao em 6leo mineral) sendo a mistura resultante ) 32

deixada em agitacdo, durante 10 min, em banho de \séo
/
gelo. Decorrido esse tempo, adicionou-se MeS0O,Cl (0,12 \ \}3

mL, 1,54 mmol) e a mistura reaccional foi deixada em agitacdo, durante 2,5 h, a
temperatura ambiente.

A mistura foi dissolvida em AcOEt (25 mL) e extraida, cinco vezes, com dagua

destilada (25 mL). A fase organica foi seca sobre Na,SO4 anidro, filtrada e evaporada a
secura, a pressdo reduzida. A mistura bruta obtida foi purificada por c.c. (AcOEt, silica)
e o composto 32 foi obtido sob a forma de 6leo amarelo, com rendimento de 7% (17,6
mg).
'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 7,89 (1H, d, J 8,1 Hz, Ar-H), 7,56 (1H, d, J 7,6 Hz, Ar-H), 7,37
(1H, t, J 7,5 Hz, Ar-H), 7,31 (1H, t, J 7,5 Hz, Ar-H), 7,20 (1H, s, NCH=C), 6,14 (1H, d, J 6,8
Hz, NHCOCHs), 4,97-4,92 (1H, m, CHCOOCH;3), 3,71 (3H, s, OCH3), 3,33 (1H, dd, J 5,6 Hz
J 14,7 Hz, CH,), 3,21 (1H, dd, J 5,2 Hz J 14,7 Hz, CH,;), 3,04 (3H, s, SO,CHs), 1,97 (3H, s,
NCOCH;).
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111.2.2 — Sintese do N-Boc-5-bromoindole (35)

A uma solugao contendo 5-bromoindole (33) (150 mg, o )
0,76 mmol), em DMF seca (4,5 mL), foi adicionado NaH (46 mg, \
1,15 mmol, 60% dispersdao em 6leo mineral) sendo a mistura s N\BOC
resultante deixada em agitacdo, durante 10 min, em banho de \_ Y/

gelo. Decorrido esse tempo, adicionou-se (Boc),0 (0,3 mL, 1,15 mmol) e a mistura
reaccional foi deixada em agitacdo, durante 2 h, a temperatura ambiente.

A mistura foi dissolvida em AcOEt (25 mL) e extraida, cinco vezes, com dagua
destilada (25 mL). A fase orgénica foi seca sobre Na,SO4 anidro, filtrada e o solvente
removido a pressado reduzida. O residuo obtido foi purificado por c.c. (n-hexano/AcOEt
4:1, silica) e o composto 35 foi obtido sob a forma de sélido bege, com rendimento de
86% (196 mg).

'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 8,02 (1H, d, J 8,4 Hz, Ar-H), 7,69 (1H, d, J 1,6 Hz, Ar-H), 7,59
(1H, d, J 3,5 Hz, Ar-H), 7,41 (1H, d, J 1,7 Hz, Ar-H), 7,38 (1H, d, J 1,7 Hz, Ar-H), 6,50 (1H,
d, J 3,5 Hz, Ar-H), 1,67 (9H, s, CHs).
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I11.3 — Antioxidantes

l11.3.1 — Derivados da triptamina
111.3.1.1 - Sintese de N-ftaloiltriptamina (18)%®

A uma solugdo contendo triptamina (17)
(2,0 g, 12.48 mmol), em tolueno (40 mL), foi
adicionado anidrido ftalico (2,8 mL, 18,90 mmol)
e EtsN (2,6 mL, 16,65 mmol). A mistura

reaccional foi deixada em agitacdo, a refluxo,

durante 3 h, verificando-se o consumo total do

material de partida, por c.c.f. (CH,Cl,, silica), ao fim desse tempo.

O solvente foi removido por pressdo reduzida e a mistura bruta obtida
dissolvida em CH,Cl, (80 mL) e extraida, trés vezes, com solucdo saturada de NaCl (80
mL). A fase organica foi filtrada sobre carvdo activado e celite, seca sobre Na,SO4
anidro, filtrada e evaporada a secura, a pressao reduzida.

O produto 18 foi recristalizado de EtOH e isolado sob a forma de cristais
amarelos, com rendimento de 88% (3,2 g).

p.f. 175-177 °C (EtOH) (Lit.*’ 173-174 °C).

IV (KBr) Vmax (cm™): 3383 (F, N-H), 1771 (M), 1702 (F, C=0), 1398 (F, C=C), 1360 (m, C-
N).

'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 8,02 (1H, s, N-H), 7,84-7,81 (2H, m, Ar-H), 7,75 (1H, d, J 7,8 Hz,
Ar-H), 7,71-7,69 (2H, m, Ar-H), 7,36 (1H, d, J 8,0 Hz, Ar-H), 7,19 (1H, t, J 7,3 Hz, Ar-H),
7,14-7,10 (2H, Ar-H e NCH=C), 4,01 (2H, t, J 7,8 Hz, NCH,CH,), 3,16 (2H, t, J 7,8 Hz,
NCH,CH,).
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111.3.1.2 - Sintese de N-ftaloil-1-(3’-metil-2’butenil)triptamina (19)*

A uma solucdo contendo N- / \
ftaloiltriptamina (18) (50 mg, 0,17 mmol), em o

DMF seca (0,5 mL), foi adicionado NaH (10 mg,
0,24 mmol, 60% dispersdo em éleo mineral) e a
mistura resultante foi deixada em agitacao, ° /
durante 45 min, em banho de gelo. Decorrido
esse tempo, adicionou-se brometo de 3,3-
dimetilalilo (19 pL, 0,17 mmol) e a mistura \ /
reaccional foi deixada em agitagao, durante 2,5 \ /

h, a temperatura ambiente.

A mistura foi dissolvida em AcOEt (25 mL) e extraida, cinco vezes, com dagua
destilada (25 mL). A fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro, filtrada e evaporada a
secura, a pressao reduzida. A mistura bruta obtida foi purificada por recristalizacao
(CH,Cl,, éter de petréleo) e o composto 19 foi obtido sob a forma de cristais amarelos,
com rendimento de 53% (33 mg).

p.f. 131-133 °C (CH,Cl,, éter de petrdleo) (Lit.® 130-132 °C).

IV (KBF) Vmax (cm™): 1765 (M), 1705 (F, C=0), 1398 (F, C=C), 1355 (m, C-N).

'H-NMR (CDCl3) 8(ppm): 7,80-7,83 (2H, m, Ar-H), 7,73 (1H, d, J 7,6 Hz, Ar-H), 7,69-7,66
(2H, m, Ar-H), 7,28 (1H, d, J 8,0 Hz, Ar-H), 7,19 (1H, t, J 7,4 Hz, Ar-H), 7,11 (1H, t, J 7,2
Hz, Ar-H), 6,99 (1H, s, NCH=C), 5,34 (1H, t, J 6,2 Hz, CH=C(CHs),), 4,62 (2H, d, J 6,7 Hz,
CH,CH=C(CH3),), 3,97 (2H, t, J 7,9 Hz NCH,CH,), 3,12 (2H, t, J 7,9 Hz, NCH,CH,), 1,80
(3H, s, CH=C(CHs),), 1,75 (3H, s, CH=C(CHs),).

B3C-NMR (CDCl5) 8(ppm): 168,3 (C=0), 136,3, 136,2, 133,8, 132,3, 128,1, 125,4, 123,1,
121,5, 120,0, 119,0, 119,0, 110,8, 109,5, 43,9 (CH,CH=C(CH3),), 38,7 (NCH,CH,), 25,7
(CH=C(CHs)3), 24,5 (NCH,CH,), 18,0 (CH=C(CHs),).

EMAR-ESI-TOF [M+1]* m/z 359,1754 (Cy3H2,N,0; requer. 358,16813).
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111.3.1.3 - Sintese de 1-(3’-metil-2’butenil)triptamina (20)*°

Uma solucdo contendo  N-ftaloil-1-(3’-metil- NH;
2’butenil)triptamina (19) (300 mg, 0,84 mmol), em EtOH \
absoluto (29 mL) foi aquecida a refluxo até dissolucdo N
completa do sélido. A solugdo foi arrefecida e adicionado 20
hidrato de hidrazina (153 uL, 4,21 mmol). A mistura /
resultante foi deixada a refluxo durante a noite,
verificando-se o consumo total do material de partida, por c.c.f. (CH,Cl,/MeOH/Et3N,
10:1:0.5, silica).

O solvente foi evaporado a pressdo reduzida e a mistura bruta dissolvida numa
solugdo aquosa de NaOH 2M (40 mL) sendo, em seguida, extraido, trés vezes, com
CHCI3/i-PrOH (4:1) (40 mL). A fase organica foi seca sobre MgS0O, anidro, filtrada e
evaporada a secura, a pressdao reduzida. A mistura bruta foi purificada por c.c.
(CH,Cl,/MeOH/Et3N, 10:1:0,5, silica), obtendo-se o composto 20 sob a forma de éleo
amarelo, com rendimento de 63% (119 mg).

IV (NaCl) vimax (cm™): 3300 (ml, N-H), 1466 (F, C=C), 1372 (M, C-N).

'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 7,57 (1H, d, J 7,8 Hz, Ar-H), 7,28 (1H, d, J 8,0 Hz, Ar-H), 7,18
(1H, t, J 7,3 Hz, Ar-H), 7,07 (1H, t, J 7,3 Hz, Ar-H), 6,90 (1H, s, NCH=C), 5,34 (1H, t, /6,5
Hz, CH=C(CHs),), 4,61 (2H, d, J 6,8 Hz, CH,CH=C(CHs),), 2,97 (2H, t, J 6,5 Hz, NCH,CH,),
2,86 (2H, t, J 6,5 Hz, NCH,CH,), 1,87 (2H, sl, NH, troca com D,0), 1,79 (3H, s,
CH=C(CHs),), 1,74 (3H, s, CH=C(CHs),).

3c-NMR (CDCl5) d(ppm): 136,4, 135,9, 128,1, 125,4, 121,4, 120,1, 118,9, 118,6, 112,1,
109,4, 43,7 (CH,CH=C(CHs),), 42,2 (NCH,CH,), 29,1 (CH=C(CHs),), 25,4 (NCH,CH,), 17,7
(CH=C(CH3),).

EMAR-ESI-TOF [M+1]" m/z 229,1699 (C15H20N200, requer. 228,16265).

, . ~ . 2
Os dados espectroscépicos estdo de acordo com a literatura.”®
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111.3.2 — Derivados do L-triptofano

111.3.2.1 - Sintese de N-ftaloiltriptofano metil éster (23)*

A uma solucdo contendo hidrocloreto de L-
triptofano metil éster (22) (1,5 g, 5,9 mmol), em
tolueno (37,5 mlL), sob atmosfera de argon, foi
adicionada EtsN (0,8 mL, 59 mmol). A mistura
reaccional foi deixada em agitacdo, a temperatura
CO,Me
ambiente, durante 1 h. Decorrido este tempo, foram \

adicionados EtsN (1,2 mL, 8,8 mmol) e anidrido ftalico N z3

(975 mg, 6,6 mmol). A mistura reaccional foi deixada em agitacdo, a refluxo, durante 1
dia, verificando-se o consumo total do material de partida, por c.c.f. (CH,Cl,, silica),
decorrido esse tempo.

O solvente foi removido por pressao reduzida sendo o residuo obtido dissolvido
em CH,Cl, (50 mL) e extraido, duas vezes, com solucdo aquosa de HCl 1 M (40 mL). A
fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro, filtrada e evaporada a pressao reduzida. A
mistura bruta foi purificada por c.c. (CH,Cl,), obtendo-se o composto 23 sob a forma
de cristais amarelos, com rendimento de 79% (1,6 g).
p.f. 59-61 °C (CH,Cl,) (Lit.*® 56-58 °C).
IV (KBr) Vimax (cm™): 3407 (ml, N-H), 1744 (m, C=0 éster), 1712 (F, C=0 ftalimida), 1390
(F, C=C).
'H-NMR (CDCl5) &(ppm): 7,89 (1H, s, N-H), 7,77-7,75 (2H, m, Ar-H), 7,68-7,65 (2H, m,
Ar-H), 7,61 (1H, d, J 7,8 Hz, Ar-H), 7,28 (1H, d, debaixo do pico do CHCls;, Ar-H), 7,13
(1H, t, J 7,5 Hz, Ar-H), 7,07 (1H, t, J 7,4 Hz, Ar-H), 7,01 (1H, s, NCH=C), 5,27 (1H, dd, J
9,5, 6,5 Hz, CHCOOCHj3), 3,80 (3H, s, OCH3), 3,76-3,74 (2H, m, CHy).
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111.3.2.2 — Sintese de N-ftaloil-1-(3’-metil-2’-butenil)triptofano metil
éster (24)*

A uma solugdo contendo N-ftaloil-L- f \

triptofano metil éster (23) (500 mg, 1,5 mmol)

em DMF seca (7,5 mL), em atmosfera de argon,

foi adicionado NaH (90 mg, 2,25 mmol, 60%

(o]
dispersdo em éleo mineral), em banho de gelo, e \ COMe

deixada em agitacdo durante 10 min. Decorrido 24
esse tempo, adicionou-se brometo de 3,3-

dimetilalilo (330 upL, 3,00 mmol). A mistura \ / j

resultante foi deixada em agitacdo, a

temperatura ambiente, durante 1 h, sendo controlada por c.c.f. (Et,0/n-hexano 7:3,
silica). Verificando-se consumo do material de partida ao fim decorrido esse tempo.

A mistura reaccional foi diluida em dgua destilada (15 mL) e extraida com AcOEt
(15 mL). A fase organica foi lavada, cinco vezes, com agua destilada (15 mL), seca sobre
MgSO, anidro, filtrada e o solvente removido a pressao reduzida. O residuo obtido foi
purificado por c.c. (gradiente n-hexano/Et,0 partindo de 2:1 até 7:3). O composto 24
foi obtido sob a forma de éleo amarelo com rendimento de 43% (264 mg).
'H-NMR (CDCls) 8(ppm): 7,77-7,74 (2H, m, Ar-H), 7,69-7,66 (2H, m, Ar-H), 7,58 (1H, d, J
7,9 Hz, Ar-H), 7,20 (1H, d, J 8,2 Hz, Ar-H), 7,13 (1H, t, J 7,3 Hz, Ar-H), 7,04 (1H, t,J 7,3
Hz, Ar-H), 6,87 (1H, s, NCH=C), 5,26-5,23 (1H, m, CH=(CHs),), 5,16-5,13 (1H, m,
CHCO,CHg), 4,51 (2H, d, J 6,8 Hz, CH,CH=C(CH3)5), 3,79 (3H, s, OCHs), 3,72 (2H, d, J 8,4
Hz, CH,CHCO,CH3), 1,68 (3H, s, CH=C(CH3)3), 1,65 (3H, s, CH=C(CH3)3).

Os dados espectroscépicos estdo de acordo com a literatura.>
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111.3.2.3 — Sintese de N-ftaloil-2-(3’-metil-2’-butenil)triptofano metil
éster (25)*°

A uma solucdo contendo N-ftaloil-1-(3’-metil- f \

2’-butenil)triptofano metil éster (24) (300 mg, 0,72

mmol), em CH,Cl, seco (30 mL), sobre atmosfera de
argon, foi adicionado BFs.Et;0 (2,15 mL, 17 mmol), a
-4 °C. A mistura reaccional foi mantida a esta
COzMe
temperatura, durante 18 h, sendo controlada por \
c.c.f. (Et,0, silica). Decorrido este tempo foi N

adicionada numa solu¢ao saturada de NaHCO; e \ 25 /

extraida com Et,0. A fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro, filtrada e o solvente

removido a pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por c.c. (Et,0/n-hexano
1:1, silica), obtendo-se o composto 25 sob a forma de sélido amarelo, com rendimento
de 39% (117 mg).

'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 7,77-7,72 (3H, m, Ar-H e N-H), 7,70-7,63 (2H, m, Ar-H), 7,48
(1H, d, J 7,64 Hz, Ar-H), 7,16 (1H, d, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,03-6,86 (2H, m, Ar-H), 5,24 (1H,
m, CH=C(CHs),), 5,14-5,10 (1H, m, CHCO,CHs), 3,79 (3H, s, OCH3), 3,73-3,62 (2H, m,
CH,CHCO,CHs), 3,40 (2H, ddd, J 7,0, 14,7, 49,7 Hz, CH,CH=C(CHs),), 1,67 (6H, s,
C(CH3),).

Os dados espectroscépicos estdo de acordo com a literatura.*

111.3.2.4 - Sintese de N-acetil-L-triptofano metil éster (26)*®

A uma solugdo contendo hidrocloreto de L- 7, COZMEN
triptofano metil éster (22) (2 g, 7,8 mmol), em AcOEt \
seco (32 mL), sobre atmosfera inerte, foi adicionada \ HN\\(
EtsN (1.1 mL, 7,8 mmol). A mistura resultante foi 2: ©

deixada em agitacdo, a temperatura ambiente, durante 1 h. Decorrido esse tempo
adicionou-se anidrido acético (1,6 mL, 16.9 mmol), EtsN (2,4 mL, 17,2 mmol) e 4-DMAP

(160 mg, 1,3 mmol). A mistura reaccional foi deixada em agitacdo, a temperatura
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ambiente, durante a noite, observando-se o consumo completo do material de
partida, por c.c.f. (CH,Cl,/MeOH 5%), ao fim desse tempo.

A mistura reaccional foi dissolvida em AcOEt (50 mL), extraida, duas vezes, com
uma solucdo de HCl 1M (100 mL), duas vezes com uma solucdo saturada de NaHCO;
(100 mL) e uma vez com agua destilada (100 mL). A fase organica foi seca sobre Na,SO4
anidro, filtrada e o solvente removido a pressdo reduzida. O residuo obtido foi
purificado por recristalizagdo (AcOEt), obtendo-se o composto 26 com rendimento de
81% (1,6 g).

p.f. 152-153 °C (AcOEt) (Lit.>® 152 °C).

'H-NMR (CDCl;) 8(ppm): 8,16 (1H, s, N-H), 7,54 (1H, d, J 7,9 Hz, Ar-H), 7,37 (1H, d, J 8,1
Hz, Ar-H), 7,20 (1H, t, J 7,5 Hz, Ar-H), 7,12 (1H, t, J 7,4 Hz, Ar-H), 6,98 (1H, s, NCH=C),
6,00 (1H, d, J 7.1 Hz, NHCOCHs), 4,98-4,94 (1H, m, CHCOOCHs), 3,70 (3H, s, OCHs),
3,38-3,28 (2H, m, CH,), 1,96 (3H, s, NCOCHs).

1.3.2.5 - Sintese de N-acetil-1-(3’-metil-2’-butenil)triptofano metil

éster (27) f o
A uma solucdo de N-acetil-L-triptofano metil
éster (26) (500 mg, 1,9 mmol), em DMF seca (5 mL), foi \ HN\(
adicionado NaH (93 mg, 2,3 mmol, 60% dispersdo em ! 27 o
6leo mineral). A mistura resultante foi deixada em /
agitacao, em banho de gelo, durante 10 min. Decorrido

esse tempo, adicionou-se brometo de 3,3-dimetilalilo
(0,41 mL, 3,5 mmol) e deixou-se a mistura reaccional em agitacdo durante 30 min, a 0
°C. A reaccdo foi controlada por c.c.f. (Et,0, silica), verificando-se o consumo do
material de partida decorrido esse tempo.

A mistura reaccional foi dissolvida em AcOEt (25 mL) e extraida, cinco vezes,
com agua destilada (25 mL). A fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro, filtrada e o
solvente removido a pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado por c.c. (Et,0,
silica), obtendo-se o composto 27, como um 6leo amarelo, com rendimento de 57%

(360 mg).

69



Descrigéio Experimental

[a]®s = +27,8 (c 3,8, Et,0).

IV (NaCl) Vimax (cm™): 3283 (ml, N-H), 2929 (M, C-H alifaticos), 1743 (F, C=0 éster), 1657
(F, C=0 amida), 1468 (m, C=C).

'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 7,50 (1H, d, J 7,8 Hz, Ar-H), 7,29 (1H, d, J 8,2 Hz, Ar-H), 7,19
(1H, t,J 7,4 Hz, Ar-H), 7,09 (1H, t, J 7,3 Hz, Ar-H), 6,85 (1H, s, Ar-H), 5,99 (1H, d, J 7,2 Hz,
NH, troca com D,0), 5,35-5,32 (1H, m, CH=C(CHs),), 4,94-4,90 (1H, m, CHCO,CH;), 4,63
(2H, d, J 6,8 Hz, CH,CH=C(CHs),), 3,69 (3H, s, OCHs), 3,35-3,25 (2H, m, CH,CHCO,CH3),
1,96 (3H, s, NCOCHs), 1,81 (3H, s, CH=C(CHs),), 1,76 (3H, s, CH=C(CH3),).

3C-NMR (CDCl5) 8(ppm): 172,4 (C=0 éster), 169,7 (C=0 amida), 136,5, 136,2, 128,5,
126,0, 121,7, 119,8, 119,3, 118,7, 109,7, 108,5, 53,3 (CHCOOCH;s), 52,3 (OCHs), 44,0
(CH2N), 27,6 (CH,CH), 25,6 (CH=C(CHs))), 23,3 (NCOCHj3), 18,0 (CH=C(CHs),)).

EMAR-EI m/z: 328,177956 (C19H,4N,03 requer. 328,178693).

111.3.2.6 — Sintese de N-acetil-1-(3’-fenil-2’-butenil)triptofano metil

éster (28)
A uma solucdo de N-acetil-L-triptofano metil 7 “OMe N
éster (26) (50 mg, 0,2 mmol), em DMF seca (0,5 mL), foi \<
HN
adicionado NaH (10 mg, 0,24 mmol, 60% dispersdao em \

6leo mineral). A mistura resultante foi deixada em
agitacdo, em banho de gelo, durante 10 min. Decorrido
esse tempo, adicionou-se 3-bromo-1-fenil-1-propeno ‘
(45 mg, 0,24 mmol) e deixou-se a mistura reaccional em
agitacdo durante 2 h, a 0 °C. A reacgdo foi controlada \ j

por c.c.f. (Et,0, silica), verificando-se o consumo do material de partida decorrido esse

tempo.

A mistura reaccional foi dissolvida em AcOEt (25 mL) e extraida, cinco vezes,
com agua destilada (25 mL). A fase organica foi seca sobre Na,SO,4 anidro, filtrada e o
solvente removido a pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por c.c. (Et,0,
silica), obtendo-se o composto 28, sob a forma de cristais brancos, com rendimento de

72% (52 mg).
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p.f. 76-77 °C

[0)*% = +15,4 (c 4,8, Et,0).

IV (NaCl) Vimax (cm™): 3399 (FI, N-H), 2853 (f, C-H alifaticos), 1742 (F, C=0 éster), 1652
(F, C=0 amida), 1432 (M, C=C).

'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 7,56 (1H, d, J 7,8 Hz, Ar-H), 7,38-7,01 (8H, m, Ar-H), 6,94 (1H,
s, Ar-H), 6,43 (1H, d, J 16 Hz, CH=CHCH,), 6,32 (1H, dt, J 15,8, 6,0 Hz, CH=CHCH,), 6,14
(1H, d, J 7,3 Hz, NH, troca com D,0), 4,99-4,95 (1H, m, CHCO,CH;), 4,86 (2H, d, J 5,3 Hz,
NCH,), 3,68 (3H, s, OCHs), 3,40-3,29 (2H, m, CH,CHCO,CHs), 1,97 (3H, s, NCOCH3).
B3C-NMR (CDCl3) 8(ppm): 172,4 (C=0 éster), 169,7 (C=0 amida), 136,3, 136,1, 132,3,
128,6, 128,5, 127,9, 126,4, 126,3, 124,7, 121,9, 119,4, 118,7, 109,7, 109,2, 53,2
(CHCOOCHS3), 52,3 (OCHs), 48,2 (CH,N), 27,6 (CH,CH), 23,2 (NCOCH3).

EMAR-ESI-TOF [M+1]" m/z 377,1860 (Cy3H24N,03 requer. 376,17869).

111.4 — Estudos da capacidade de absor¢ao do radical peroxilo (ORAC)

A mistura reaccional continha, num volume final de 200 pl, os seguintes
reagentes, dissolvidos em tampdo fosfato de potdssio 75mM pH 7,4/acetona (9:1), as
concentra¢des finais indicadas: flouresceina (61 nM), compostos teste a vdrias
concentragoes e AAPH (19 nM).

O radical peroxilo (ROO') foi gerado por termodecomposi¢cdo do AAPH no leitor
de microplacas, a temperatura de 372C.

As leituras de fluorescéncia foram efectuadas a comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo de 485 nm e 528 nm, respectivamente, com intervalos de 1 min,
até que o valor da fluorescéncia fosse menor ou igual a 0,5% da fluorescéncia inicial.

Cada estudo corresponde a um minimo de quatro experiéncias realizadas em
triplicado.

Foram, ainda, realizados ensaios de fluorescéncia para cada composto, na
concentracdo maxima, na auséncia de fuoresceina e AAPH. E, também, ensaios de
absorcdo, na gama de comprimentos de onda de 300 a 600 nm. Verificou-se que

nenhum dos compostos emitia fluorescéncia, nem absorvia na gama de comprimentos
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de onda em estudo. Deste modo eliminaram-se possiveis interferéncias que pudessem

alterar os valores em estudo.

1.5 — Estudos sintéticos para a preparag¢ao de um potencial candidato a
inibidor da COX-2

CO,Me
MeO,S

29

CF3

Figura 22 - Estrutura do potencial candidato a inibidor selectivo da COX-2.

111.5.1 — Estudos de N-arilagdo
111.5.1.1 — A partir do L-triptofano metil éster

Procedimento geral:***

Num baldo de duas tubuladuras, sobre atmosfera de argon, contendo Cul (5
mol%), base (2 mmol), L-triptofano metil éster (22) (1,5 mmol) e 4-cloroiodobenzeno
(1 mmol), adicionou-se, via seringa, o solvente (2 mL). Por fim, adicionou-se o ligando
(20 mol%). A mistura resultante foi deixada em agitacdo, sobre atmosfera de argon,
durante o tempo e a temperatura indicados na tabela 2.

A mistura reaccional foi diluida em AcOEt (25 mL) e lavada, cinco vezes, com
agua destilada (25 mL). A fase organica foi seca sobre Na,SO,, filtrada e o solvente

removido a pressdo reduzida.
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Tabela 2 — CondigGes reaccionais utilizadas na N-arilagdo do L-triptofano metil éster.

Ensaio

Solvente

Base

Ligando

Temperatura

(°C)

T

reacgao

Observagoes

'PrOH

DMF

MeOH

KsPO,

HO\/\
OH

80

21h

Recuperagao
de material
de partida

72 h

Mistura
complexa

Mistura
complexa

DMF

C52C03

t.a. até 70

70 h

Recuperacgao
de material
de partida

t.a.

5 dias

Recuperacgao
de material
de partida

65

24 h

Mistura
complexa

t.a.

26 h

Mistura
complexa

DMF

10

C52C03

t.a.

72 h

Recuperagao
de material
de partida

70

24 h

Recuperagao
de material
de partida

90

36 h

Mistura
complexa

contendo L-triptofano (2) (150 mg, 0,73 mmol),
4-cloroiodobenzeno (175 mg, 0,73 mmol), K,CO3
(152 mg, 1,09 mmol) e Cul (14 mg, 0,073 mmol),

adicionou-se, via seringa, DMF seca (4 mL). A

111.5.1.2 — A partir do L-triptofano®®

Num baldo, sob atmosfera de 4argon,

\

mistura resultante foi deixada em agitacdo, a 80 °C, durante 1,5 h. A reaccdo foi

controlada por c.c.f. (AcOEt/n-hexano 5:1, silica), ndo se tendo observado material de

partida decorrido esse tempo.
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A mistura reaccional foi deixada arrefecer até atingir a temperatura ambiente,
sendo, entdo, dissolvida em AcOEt (10 mL) e dgua destilada (5 mL). Acidificou-se a
solugdo a pH 3 com uma solugdo aquosa de HCl 10%. A fase organica foi separada e a
fase aquosa extraida, cinco vezes, com AcOEt (20 mL). As fases organicas foram
combinadas e lavadas com solucdo saturada de NaCl, secas sobre Na,SO, anidro,
filtradas e solvente evaporado a secura, a pressdo reduzida.

Obteve-se um residuo na forma de dleo castanho (374 mg). Sendo este
purificado por c.c.p. (47 mg) (AcOEt/n-hexano 5:1, silica), obtendo-se o composto 31,
sob a forma de sdlido cinzento, com rendimento de 83% (24,2 mg).

p.f. 145-147 °C (AcOEt/n-hexano) (Lit.*° 142-146 °C).

IV (KBr) Vinax (cm™): 3400 (F, N-H), 1710 (F, C=0), 1494 (F, C=C).

'H-NMR (CDCI3) d(ppm): 8,02 (1H, s, N-H), 7,58 (1H, d, J 7,9 Hz, Ar-H), 7,27 (1H, d, J 8,1
Hz, Ar-H), 7,16 (1H, t, J 7,4 Hz, Ar-H), 7,09-7,06 (3H, m, Ar-H), 6,97 (1H, s, NCH=C), 6,74
(2H, sl, NHArCl e COOH), 6,48 (1H, d, J 8,7 Hz, Ar-H), 4,37-4,34 (1H, m, CHCOOH), 3,41-
3,36 (1H, dd, J 5,2 Hz, J 14,6 Hz, CH,), 3,32-3,26 (1H, dd, J 6,2 Hz, J 14,6 Hz, CH)).

11.5.2 — Reacg¢do de O-metilagao

A uma solucdo de 4acido 2-(4- f )
clorofenilamino)-3-(1H-indol-3-il)propandico (31) COMe

(100 mg, 0,32 mg), em CH,Cl, seco (6 mL), sob /

HN HN

atmosfera de argon, adicionou-se uma solugdo 30

etérea de diazometano (previamente preparado \ - f

de acordo com o método descrito na literatura)*® (0,84 mL, 0,48 mol). A mistura

resultante foi deixada em agitacdo, durante 1h. A reacc¢do foi controlada por c.c.f.
(CH,Cl,, silica), ndo se tendo observado material de partida decorrido esse tempo.

Evaporou-se o solvente a pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado por
c.c. (CH,Cl,, silica), obtendo-se o composto 30, sob a forma de d6leo castanho,
guantitativamente (105 mg).

IV (KBr) Vimax (cm™): 3400 (ml, N-H), 2924 (C-H alifaticos), 1736 (F, C=0), 1499 (F, C=C).
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*H-NMR (CDCls) §(ppm): 8,16 (1H, s, N-H), 7,58 (1H, d, J 7,8 Hz, Ar-H), 7,33 (1H, d, J 8,0
Hz, Ar-H), 7,22 (1H, t, J 7,4 Hz, Ar-H), 7,17-7,11 (3H, m, Ar-H), 6,96 (1H, s, NCH=C), 6,50
(1H, d, J 8,7 Hz, Ar-H), 4,44-4,39 (1H, m, CHCOOCHs), 4,29 (1H, d, J 7,8 Hz, NHArCI),
3,68 (3H, s, OCHs), 3,41-3,28 (2H, m, CH,).

3C-NMR (CDCls) §(ppm): 173,8 (C=0), 145,2 (C-Ar), 136,0 (C-Ar), 129,1 (CH-Ar), 127,4
(C-Ar), 122,9 (CH-Ar), 122,7 (C-Ar), 122,1 (CH-Ar), 119,6 (CH-Ar), 118,4 (CH-Ar), 114,5
(CH-Ar), 111,3 (CH-Ar), 110,0 (C-Ar), 57,0 (CH), 52,1 (CHs), 28,2 (CH,).

111.5.3 — Estudos de introdug¢ao do grupo mesilo na posi¢ao 5 do anel inddlico
111.5.3.1 — Reacg¢ao com tricloreto de aluminio

A uma solucdo de N-acetil-L-triptofano metil éster (26) (100 mg, 0,38 mmol) em
CH,Cl, seco (3 mL), sob atmosfera de argon, adicionou-se AICl3 (96 mg, 0,72 mmol) e
CH3S0,Cl (37 uL, 0,48 mmol). A mistura resultante foi deixada a refluxo, sob agitacao,
durante 24 h. A reacc¢do foi controlada por c.c.f. (Et,0, silica) ndo se observando

consumo do material de partida nem formacgdo de novos produtos.

111.5.3.2 — Reac¢do com irradiacdo de UV

Numa célula de quartzo contendo uma solucdo de propanoato de metilo 2-
acetamido-3-(1-(metilsulfonil)-1H-indol-3-il) (32) (17 mg, 0,05 mmol), em CH3CN seco
(3 mL), adicionou-se EtsN (35 pL, 0,25 mmol). A mistura resultante foi irradiada com
uma lampada de 254 nm durante 1,5 h. A reac¢do foi controlada por c.c.f. (AcOEt,
silica) ndo se observando consumo do material de partida nem formacdo de novos

produtos.
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Descrigéio Experimental

111.5.3.3 — Reacg3o a partir do 5-bromoindole®

A uma suspensdo de KH (102 mg, 0,76 mmol, 30% dispersdo
em Oleo mineral) em Et,0 seco (1,5 mL), em banho de gelo,
adicionou-se uma solugdo de 5-bromoindole (33) (150 mg, 0,76
mmol) em Et,0 (1,5 mL). A mistura resultante foi deixada em
agitacao durante 15 min, em banho de gelo, sobre atmosfera de

argon. Decorrido esse tempo a mistura reaccional foi arrefecida a -

s

-

WA

S~
\O

A\

N

\ o

34 /s/
\

4

78 °C e o 'Buli adicionado (0,66 mL, 1,15 mmol). Apés 10 min adicionou-se uma

solugdo de MeSO,Cl (89 L, 1,15 mmol) em Et,0 (0,3 mL). A mistura resultante foi

deixada aquecer, lentamente, até atingir a temperatura ambiente. A reacgdo foi

controlada por c.c.f. (n-hexano/AcOEt 3:1, silica) verificando-se o consumo total do

material de partida. Adicionou-se uma solucdo aquosa HsPO4 1M (5 mL), em banho de

gelo, e extraiu-se com AcOEt. As fases organicas foram combinadas e lavadas com uma

solucdo saturada de NaHCOs, secas sobre MgSQ,, filtradas e o solvente removido a

pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por c.c. (gradiente, n-hexano/AcOEt

3:1, 3:2, 1:1, silica) obtendo-se o produto 34 sob a forma de sélido castanho com

rendimento de 15% (31,3 mg).

IV (KBr) vmax (cm™): 3024 (f, C-H aromaticos), 2930 (f, C-H alifaticos), 1446 (M, C=C),

1372 (F, SO,Me), 1134 (F, SO,Me).

'H-NMR (CDCl3) 8(ppm): 8,13 (1H, s, Ar-H), 7,98-7,94 (2H, m, Ar-H), 7,54-7,46 (2H, m,

Ar-H), 3,29 (3H, s, CHs), 3,20 (3H, s, CHs).
TOF MS El+ [M]* m/z 273,0105 (C10H1:NO4S, requer. 273,3286).
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Descrigéio Experimental

111.5.3.4 — Reac¢ao a partir do N-Boc-5-bromoindole

A uma solucdo contendo N-Boc-5-bromoindole (35) (184 mg, \
0,62 mmol) em THF seco (1,2 mL), sob atmosfera de argon, a -78 °C,
foi adicionado 'BuLi (0,73 mL, 1,24 mmol). Apés 20 min, a esta 36 \Boc
temperatura, adicionou-se uma solucdo de MeSO,Cl (96 uL, 1,24 mmol) em THF seco
(0,3 mL). A mistura resultante foi deixada aquecer até -55 °C, sendo controlada por
c.c.f. (n-hexano, silica) verificando-se o consumo total do material de partida ao atingir
essa temperatura. Adicionou-se uma agua destilada (5 mL), a -55 °C, e extraiu-se com
AcOEt. As fases organicas foram combinadas e lavadas com uma solucdo saturada de
NaHCOs;, secas sobre MgSQ,, filtradas e o solvente removido a pressao reduzida. O
residuo obtido foi purificado por c.c.p. (n-hexano/CH,Cl, 9:1, silica) obtendo-se o
produto 36 sob a forma de 6leo incolor com rendimento de 16% (22,5 mg).
'H-NMR (CDCl5) 8(ppm): 8,16 (1H, d, J 7,6 Hz, Ar-H), 7,61 (1H, d, J 3,4 Hz, Ar-H), 7,57
(1H, d, J 7,7 Hz, Ar-H), 7,33 (1H, t, J 7,6 Hz, Ar-H), 7,24 (1H, t, J 7,6 Hz, Ar-H), 6,58 (1H,
d, J 3,4 Hz, Ar-H), 1,69 (9H, s, CHs).

Os dados espectroscépicos estdo de acordo com a literatura.”’
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