UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

DANIARA CRISTINA FERNANDES

TRIAGEM BIOLOGICA, SiNTESE E PLANEJAMENTO DE NOVOS AGENTES
QUIMIOTERAPICOS PARA A TERAPIA DO CANCER

CAMPINAS
2016



DANIARA CRISTINA FERNANDES

TRIAGEM BIOLOGICA, SiNTESE E PLANEJAMENTO DE NOVOS AGENTES
QUIMIOTERAPICOS PARA A TERAPIA DO CANCER

Tese de Doutorado apresentada ao

Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas como parte dos requisitos exigidos para
obtencao do titulo de Doutora em Ciéncias

Orientador: Prof. Dr. Fernando Santos Coelho
Coorientador: Prof. Dr. Adriano Defini Andricopulo

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA PELA
ALUNA DANIARA CRISTINA FERNANDES, E ORIENTADA PELO PROF. DR.
FERNANDO ANTONIO SANTOS COELHO

CAMPINAS
2016



Agéncia(s) de fomento e n"(s) de processo(s): Nao se aplica.

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Cuimica
Camila Barleta Fullin - CRB 8462

Fa91t

Femandes, Daniara Cristina, 1981-

Tragem biologica, sintese e planejamento de novos agentas
quimicterapicos para a terapia do cancer / Daniara Cristina Femandes. —
Campinas, SP : [s.n], 2016.

Orientador: Fermando Antonio Santos Coelho.

Coonentador: Adriano Defini Andncopulo.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Quimica.

1. Morita-Baylis-Hillman. 2. Tubulina. 3. Atividade antitumoral. 4. Quimica
farmacéutica. |. Ceelho, Femando Antonio Santos, 1956-. 1. Andricopulo,
Adriano Defini. lll. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Quimica.
V. Titulo.

Informactes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Biological screening, synthesis and design of new
chemotherapeutic agents for cancer therapy

Palavras-chave em inglés:

Monta-Baylis-Hillman

Tubulin

Antitumor activity

Phamaceutical chemistry

Area de concentragao: Quimica Organica
Titulagéo: Doutora em Ciéncias

Banca examinadora:

Fernando Antonio Santos Coelho [Onentador]
Roberto Panse Filho

Ivone Carvalho

Fabio Cesar Gozzo

Julio Cezar Pastre

Data de defesa: 07-12-2016

Programa de Pds-Graduacio: Quimica




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Fernando Anténio Santos Coelho (Orientador)

Profa. Dra. Ivone Carvalho (FCFRP-USP)

Prof. Dr. Roberto Parise Filho (FCFRP-USP)

Prof. Dr. Julio Cezar Pastre (IQ-UNICAMP)

Prof. Dr. Fabio Cesar Gozzo (IQ-UNICAMP)

A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no processo de

vida académica da aluna.

Este exemplar corresponde a redagado final da Tese de
Doutorado defendida pela aluna DANIARA CRISTINA
FERNANDES, aprovada pela Comisséao Julgadora em 07 de
dezembro de 2016.



Dedico esta tese a minha familia...

Mae, seu cuidado, carinho e dedicacgéo foi que

deram, em alguns momentos, a esperanga para seguir!
Pai, sua presenca significou sequrancga e

certeza de que néo estou sozinho nessa caminhada!
Minhas irmas, vocés fizeram parte disto. Sou

mais feliz com vocés na minha vida!

Marco e Bernardo, com vocés me sinto

mais viva. Obrigada por sempre me trazer a paz!



AGRADECIMENTOS

A Deus, autor de meu destino e meu guia.

A minha familia pelo amor incondicional, pelo incentivo e por me mostrar
que as fases ruins um dia passam.

Aos meus cunhados Hernandez e Leandro e as minhas sobrinhas Sofia e
Taind. Como € bom ter uma familia como vocés!

Ao professor Fernando Coelho, o orientador mais humano e cordial que eu
tive a sorte de trabalhar. Saiba que gracas as grandes oportunidades de aprendizado
e de apoio, eu consegui chegar até aqui. Agradeco pela confianga em mim depositada
durante a realizagcdo deste trabalho e ainda, pela sua seriedade, humildade e
tranquilidade, que me guiaram para 0s caminhos corretos e compensadores.
Agradeco por ter despertado em mim o amor pela Sintese Orgéanica. Obrigada!

Ao professor Adriano Defini Andricopulo, pela co-orientagao neste trabalho
multidisciplinar. Obrigada por me ensinar a ter foco e disciplina.

Ao meu amigo Ricardo N. Santos por me aguentar nas madrugadas
fazendo os interminaveis ensaios, pelas conversas e por estar sempre apto a me
ajudar.

A Wanessa Altei (USP), & Luma (USP) e ao Paulo (UNESP) pelos ensaios
biolégicos e pela paciéncia na discussao dos resultados.

A professora Quézia Cass e a Dra. Juliana Barreiro (UFSCar) pela
separacao cromatografica quiral.

Ao amigo Jorge S. K. Monteiro pelas medidas do raio-X e ao Rafael Gaspar
pela amizade de longa data.

As minhas amigas do laboratério Rose, Marilia, Lucimara, Erica e Las, por
terem me ensinado muito sobre suas experiéncias em Sintese Organica. Sou grata
pelas informagbes que produziram atalhos e pelo apoio emocional que me fortaleceu
durante a caminhada.

Ao meu amigo Manoel, pelo seu esmero e dedicacdo na pesquisa e
transmissdo de conhecimentos cientificos agregados a valores éticos. Obrigada por
me direcionar e me orientar.

Aos “chatos” do Ralph e Capretz, saibam que admiro muito vocés! Minha
jornada no laboratério com vocés por perto foi muito mais divertida. Ralph obrigada
por toda ajuda que vocé me deu neste projeto!



Ao Lucas Zeoly pelas medidas de massas e analise no CLAE. Vocé é unico,
uma pessoa diferenciada! Muito, muito obrigadal!

Aos amigos Zé Tiago, Guidotti, Hugo, Rodrigo e Jodo Paulo. Obrigada pela
amizade e bom convivio.

Aos amigos do laboratério dos professores Pilli, Roque e Dias, por todos os
cafés que pude participar e me aventurar nas conversar sobre sintese.

As minhas amigas inseparaveis Alessandra, Adriana, Sheila, Patricia
Cardoso, Patricia Dametto, Carol, Elaine e Marilia, por me ajudarem sempre, me
acolherem e me ouvirem. Por tudo que vivemos juntas desde a graduacao até hoje,
amigas verdadeiras que quero sempre em minha vida, mesmo longe.

Aos professores, membros da banca, que gentilmente aceitaram o convite
de ler este manuscrito.

Ao Instituto de Quimica da UNICAMP, pela oportunidade e infraestrutura e
a todos os servidores pela disponibilidade e companheirismo.

Ao IFSP por me proporcionar incentivo e condigdes para a realizagdo deste
sonho.

E a FAPESP, em especial, ao programa CEPID, pelo apoio financeiro ao

projeto.



“Construi amigos, enfrentei derrotas, venci

obstaculos, bati na porta da vida e disse-lhe: Ndo tenho medo de vivé-la.”

Augusto Cury


http://www.frasesfamosas.com.br/frases-de/albert-einstein/

RESUMO

Céancer é uma doenca caracterizada por uma descontrolada proliferacao
com crescimento e migracdo de células tumorais para outros érgaos do corpo.
Segundo a Organizagao Mundial de Saude, em 2012 o cancer foi responsavel por 8,2
milhdes de mortes e, estima-se que em 2030 o numero aumente em cerca de 70%.
Este panorama indica a urgéncia por novos candidatos a farmacos com acao
antitumoral. Assim, o presente trabalho de doutoramento visou a identificacao, o
planejamento e a sintese de novas moléculas com atividade anticancerigena. Os
estudos de modelagem molecular e ensaios bioquimicos permitiram identificar a
classe dos derivados ciclopenta[b]inddis como potentes inibidores da polimerizacao
da tubulina, além de mostrar interessante inibicao da migragao celular, com destaque
para os derivados inddlicos 49 e 51, que apresentaram valores de |ICsoigual a 25 e 24
UM, respectivamente. O ensaio de citotoxidade MTS utilizando fibroblastos de gengiva
humana saudaveis para tais compostos mostrou que os valores de ECso estdo acima
de 100 uM e por meio do teste hemolitico com cultura de eritrécitos humanos para o
composto 51, comprovou-se que tal substéncia apresenta valores quase nulos de
citotoxidade. Um modelo de mecanismo molecular baseado em um ensaio competitivo
foi proposto, confirmando que os ciclopenta[blindbis sdo capazes de se ligar ao sitio
da colchicina (11) em um modo de interacdo competitivo. Em uma segunda parte do
trabalho, realizou-se o planejamento racional e a sintese de 27 novos analogos (76-
102) para serem testados em ensaios antitumorais. Um interessante resultado com
87% de inibicdo da polimerizacédo da tubulina e um ICso igual 5 uM foi obtido para o
composto 88, mostrando que a interacéo entre o grupo dioxolano e o residuo Asn256[3
no sitio da colchicina (11), pode ser a responsavel pelo aumento na atividade. Para
finalizar, os enantibmeros RR e SS da mistura racémica 51 foram analisados por
docagem molecular e os resultados mostraram que o enantibmero SS possui uma
maior afinidade pelo sitio da colchicina (11). Assim, foi realizada a resolucao de 51
por meio da cromatografia quiral, o que permitiu a obtencdo dos derivados
ciclopenta[blindélicos enantiomericamente puros 51a e 51b.



ABSTRACT

Cancer is a disease characterized by uncontrolled proliferation with growth
and migration of tumor cells to other organs. According to the World Health
Organization in 2012 cancer was responsible for 8.2 million deaths, and it is estimated
that by 2030 the number will increase by about 70%. This picture indicates the urgency
for new drug candidates with antitumor action. Thus, this work aimed the identification,
planning and synthesis of new molecules with anticancer activity. Studies of molecular
modeling and biochemical assays have identified the class of cyclopenta[b]indoles
derivatives as potential inhibitors of tubulin polymerization, in addition to showing
interesting inhibition of cell migration, especially indole derivatives 49 and 51, with
values of 1Cso equal to 25 and 24 uM, respectively. MTS cytotoxicity assay using
healthy human gingival fibroblasts of these compounds showed that the ECso values
are above 100 uM and with the hemolytic test with human erythrocytes culture for
compound 51 proved that such substance do not present cytotoxicity. A molecular
mechanism model has been proposed based in a competitive assay, confirming that
the cyclopenta[b]indoles are capable of binding to the colchicine site in a competitive
interaction manner. In a second part of the work, there was the rational design and
synthesis of 27 new analogues (76-102) to be tested in anti-tumor tests. An interesting
result in 87% inhibition of tubulin polymerization and ICs0 equal to 5 uM was obtained
for compound 88, showing that the interaction between the dioxolane group and the
Asn2560 residue at the colchicine site may be responsible for the increase in activity.
Finally, the RR and SS enantiomers of the racemic mixture 51 were analyzed by
molecular doping and the results showed that the SS enantiomer has a higher affinity
for the colchicine site. Thus, the resolution of 51 was performed by chiral
chromatography, which allowed the preparation of the enantiomerically pure
cyclopenta[b]indole derivatives 51a and 51b.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Cancer e o panorama atual

Diante das questdes que desafiam globalmente, o cancer tem enorme
impacto econémico e social, constituindo-se uma ameagca crescente a saude publica
devido as mortes prematuras e aos anos de vida e de produtividade perdidos pela
incapacidade gerada pela doenga. Em 2012, o cancer foi responsavel por 8,2 milhdes
de mortes e, estima-se que em 2030 o numero aumente em cerca de 70%.’
Atualmente, o problema tem-se deslocado para os paises menos desenvolvidos, que
representa cerca de 57% dos casos e 65% das mortes em todo mundo. Em grande
parte, a dificuldade da adocdo de um estilo de vida saudavel, as infeccdes
concorrentes e a falta de tecnologia explicam essa mudanca de paradigma.??3

Céancer é uma doencga caracterizada por uma descontrolada proliferacdo
com crescimento e migracdo de células tumorais para outros érgaos do corpo.
Dependendo dos efeitos gerados no organismo do hospedeiro, a neoplasia pode ser
classificada como benigna ou maligna. Os tumores benignos s&o de crescimento
lento, expansivo e sdo bem tolerados pelo organismo. Os tumores malignos tém
crescimento rapido, do tipo invasivo e produzem efeitos nocivos que frequentemente
levam a morte.#°

Sua origem ainda gera muitas controvérsias, com mudltiplas etapas
relacionadas principalmente com as classes de genes reguladores do crescimento,
que em configuragdes normais, dirigem o ciclo celular em uma entrelagada sequéncia
de eventos para as células crescerem e se dividirem. Os genes supressores de tumor
inibem o crescimento celular e os proto-oncogenes estimulam os processos de divisao
celular. Outros genes que participam desse processo S&0 0s genes que condicionam
a morte celular programada (apoptose), a mobilidade celular e os genes responsaveis
pela producéo de fatores de crescimento. Esses genes em questdo, quando expostos
a alguma anomalia, sdo os principais responsaveis pela proliferacao descontrolada
encontrada nos canceres em humanos.%”’

As macromoléculas também podem ser danificadas por agentes exégenos
relacionados ao meio ambiente, aos habitos sociais ou culturais®. Pelo menos 35%
dos casos de cancer a nivel mundial sdo ocasionados por uma dieta incorreta e esse

namero sobe para 80%, no caso do cancer de colon. Exposicao solar, falta de
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atividade fisica, tabagismo ou uso de alcool, faz com que a progressao do cancer seja
ainda maior. Ha também os fatores biolégicos (virus do grupo do herpes simples e o
virus do papiloma humano, por exemplo) que também ja foram identificados como
responsaveis por alguns tipos de cancer no homem.®

Para mostrar a relacdo dos fatores extrinsecos com o aparecimento do
cancer, Wu e colaboradores, através do numero total de células em processo de
divisédo celular tecidual, propuseram uma analise bem recente entre os fatores de risco
e alguns tipos mais comuns de céncer. Pode-se observar na Tabela 1 que estes
fatores estao presentes em 60-90% na disposicao da doenca e que em muitos casos,

0s canceres podem ser evitaveis com mudangas simples de estilo de vida.™

Tabela 1. Tipos de cancer e fatores de risco extrinsecos.

Tipos de cancer Riscos extrinsecos Exemplos
Uso de contraceptivo, estilo de vida
Mama Substancial (alimentacao, cigarro, alcool,
obesidade)
Préstata Substancial Alimentacao, obesidade, cigarro
Pulméo > 90% Cigarro, poluicao
Melanoma 65-86% Exposigao solar
Cabeca e Pescogo 75% Cigarro, alcool
Tireoide > 72% Dieta pobre em iodo, radiacao

. o Cigarro, obesidade, exposigdes no
Rim > 58% local de trabalho
Intestino > 61% Alimentagéo, cigarro, alcool
(fonte: modificada da referéncia 10)

No Brasil, as estimativas para o biénio 2016-2017, apontam a ocorréncia
de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer. Os tumores mais incidentes para
0 sexo masculino serdo o cancer de préstata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%),
estbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Para o sexo feminino, destacam-se os
tumores de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulmao (5,3%) e
estbmago (3,7%) (Figura 1). Tratando-se da incidéncia dos dois canceres mais
comuns no Brasil (préstata para os homens e mama para as mulheres), a idade é o
fator de risco mais pronunciado, com sobrevida de cinco anos apés o diagndstico da
doenca. Para os homens, a maioria dos canceres de préstata é diagnosticada acima
dos 65 anos e para mulheres, o cancer de mama é diagnosticado acima de 50 anos."

Os registros de cancer do Brasil fornecem informagdes importantes sobre
a mortalidade da doenca nas comunidades. Esse monitoramento deve-se configurar
uma rotina da gestao da salude com informacdes cabiveis e de qualidade, essencial
para o estabelecimento de agdes de prevencao e controle do cancer e de seus fatores
de risco.



30

Figura 1. Tipos de cdncer mais incidentes na populagdo brasileira estimados para 2016-2017,
exceto cancer de pele nao melanoma.

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 281%
Tragueia, Bronquio e Pulméao 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Golon e Reto 16.660 7,8% Colo do utero 16.340 7,.9%
Estémago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%
Eséfago 7.950 3,7% Corpo do utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Qvario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 2.4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistena Nervoso Central 4.830 2,3%

(fonte: Instituto Nacional de Cancer’’)

1.2. Cancer e o ciclo celular

Grande parte dos farmacos utilizados na quimioterapia antineoplasica
exerce sua agao sobre as células que se localizam no ciclo celular. Este, pode ser
dividido em quatro fases: G1, S, Gze M (Figura 2). As trés primeiras fases sdo, no seu
conjunto, designadas por interfase, ocupando cerca de 90% do ciclo celular e a fase
M (mitose) é a fase de divisdo nuclear no qual ocorre a segregacao de cromossomos
e a divisdo citoplasmatica. A célula que ndo esta replicando (estado quiescente)
encontra-se na fase Go por tempo indeterminado. Os neurbnios e as hemacias sao
tipos de células que se encontram permanentemente nesta fase.'?

A fase G1 (do inglés gap, intervalo) é caracterizada pela transcricdo génica,
sintese de proteinas e preparacao para a formacao do DNA, que ocorrerd na fase S
(do inglés synthesis, sintese). Ocorrem, nesta fase, diversos mecanismos que
regulam a multiplicacdo celular. O gene supressor de tumor p53, por exemplo,
encontrado com alteracdo em 50% dos tumores humanos, é responsavel pela morte
celular programada (apoptose) e pela resposta intracelular no ponto de checagem.
Quando ocorre a perda da expressao dessa proteina, a progressao do ciclo celular
sofre um atraso e a célula continua a se dividir mesmo com dano no DNA,

ocasionando a formacéo de células anémalas.'3


https://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose

31

Figura 2. Ciclo de replicacdo celular composto pelos periodos de interfase Gi, S e Gy, 0
periodo divisional de mitose e os pontos de checagem.

Inicio do ciclo
A célula ndo entra
em divisdo
Go
Ponto de checagem M “ i Ponto de checagem G
Divisdao Nucleare ‘\\
Citoplasmatica / /

l‘."‘v‘. f M

]
G,
U4

Ponto de checagem G, 4 Duplicagéo do DNA

[:] Fases da Interfase
[:] Periodo divisional

A fase Gz corresponde ao intervalo entre o fim da replicacdo do DNA e o
comeco da mitose. O ponto critico desta fase é a separagdao das cromatides irmas
que, uma vez separadas, um mecanismo de reparo se torna quase impossivel. Para
minimizar os riscos, a célula utiliza no ponto de checagem, as proteinas quinases e
fosfatases que fazem cessar o ciclo caso o DNA esteja danificado ou com uma
replicacdo incompleta. Nesta fase, a célula ainda trabalha na sintese de componentes
para a mitose, na duplicagdo dos centriolos e na formacado das proteinas do
citoesqueleto. Todo esse processo resulta em um aumento de volume e tamanho
celular.'15

Na fase mitética ocorre a citocinese e a divisdo cromossémica, no qual o
citoplasma é dividido em dois no periodo da teléfase e o material genético é segregado
entre as duas células-filhas, respectivamente. Os eventos na mitose sao
desencadeados pelas proteinas reguladoras das quinases dependentes de ciclinas
(CDKs, do inglés cyclin-dependent kinases), que séo ativadas apos a fase S estar
finalizada. A condensacao dos cromossomos e a reorganizacao dos microtubulos
incide, via de regra, quando as condi¢des estiverem favoraveis no ponto de checagem
e ndo houver nenhum defeito nas fases anteriores.®

Infelizmente, qualquer anomalia em algumas destas fases decorrentes das

mutacdes dos genes faz com que o ciclo celular fique desregulado, promovendo a
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ocorréncia desordenada de divisbes celulares e o surgimento de células

cancerigenas.

1.3. Terapia do cancer

Grandes descobertas na area de agentes antitumorais ocorreram na
metade do século XX, com a observacédo de que agentes quimioterapicos podiam ser
utilizados em alvos cancerigenos com alta taxa de proliferacdo. No entanto, apesar
desses avancgos, a terapia do cancer esta associada a muitos efeitos colaterais como
nauseas, perda de cabelo e baixa imunidade, além de limitar-se somente a certos
tipos de fenotipos.'”

A terapia do cancer geralmente requer o uso combinado de tratamentos
que pode ter intengao curativa ou paliativa. Os procedimentos cirurgicos sao eficazes,
porém no caso de metastase ou leucemia é necessaria também o transplante de
medula e/ou radioterapia e quimioterapia.'®

A radioterapia faz uso das radiacdes ionizantes (raios-X, por exemplo) para
destruir um tumor ou impedir que suas células se multipliquem. A radiossensibilidade
das células varia de acordo com sua posi¢ao no ciclo celular, sendo que o tratamento
€ maximizado durante as fases G2 e mitose. Embora a técnica apresente severas
limitacbes decorrentes da agressdo do tecido hematopoético e do sistema trato
gastrointestinal, dois em cada trés pacientes sao submetidos ao tratamento, e mesmo
isoladamente, a radioterapia ainda € uma metodologia antineoplasica muito
empregada.’®

A quimioterapia € um tratamento que utiliza medicamentos especificos para
destruir células neopléasicas, atuando principalmente no processo de divisdo celular.?°
Embora a compreensdo dos mecanismos celulares com a descoberta de novos
medicamentos tenha sofrido uma revolugdo nas ultimas décadas, a maioria dos
agentes quimioterapicos atua de forma nao-seletiva, lesando tanto as células
malignas quanto as normais, particularmente células de rapido crescimento como as
capilares, as do sistema imunolégico e as do sistema gastrointestinal.?’ Além disso, a
dose cumulativa do agente quimioterapico pode causar dano no DNA aumentando o
risco dos pacientes com cancer iatrogénico. Certamente, esta preocupacgao também
existe na radioterapia, porém, a natureza localizada da dose administrada, em
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comparacdo com a terapia sistémica com agentes quimioterapicos, limita o risco
global desta Ultima.2?

Conforme a atuagao sobre o ciclo celular, os quimioterapicos podem ser
classificados em agentes pertencentes ao ciclo-inespecifico, que sdo aqueles que
agem nas células independentemente de estarem no ciclo proliferativo ou de estarem
em repouso na fase Go; agentes pertencentes ao ciclo-especifico, que necessitam da
proliferacao celular para exercer seus efeitos citotéxicos e os de fase-especifica, que
atuam somente em uma determinada fase do ciclo celular. Ha ainda a classificacao
em relagdo ao mecanismo de acgéo, que incluem os agentes alquilantes, como as
mostardas nitrogenadas 1 (Melfalam®) e 2 (Endoxan®) e os triazenos 3 (Asercit®) e 4
(Termodal®). Os agentes antimetabdlitos abrangem os analogos das pirimidinas,
como ¢é o caso da fluorouracila 5 (Utoral®) e das purinas, no caso de 6 (Purinethol®).
Os produtos naturais também integram um outro grupo de agentes antineoplasicos
bastante eficientes. Entre os exemplos, pode-se citar a etoposita (7) (Toposar®),
derivada semi-sintética da podofilotoxinae e o irinotecano (8) (Camptosar®) utilizado
no tratamento de cancer de célon e reto (Figura 3).2324

Figura 3. Estruturas de alguns antineoplasicos usados no tratamento do cancer.

0
Cl Cl Oy NH, AL
! S N I{ / E NjN
HO N -P- N S
NS N >N N
H_Q e H O Ly NN )\Sto
O NH, cl cl H HoN
(1)

2) _ (3) (4)

H H
N
Oﬁ/\NIO UL »
HN 2 N7 N
F H -
(®) (6)

Até recentemente, o tratamento medicamentoso do céncer baseava-se
principalmente nos farmacos citados acima. Hoje, novas abordagens vém sendo
estudadas para a obtencao de farmacos com um perfil genético especifico para cada
tumor, como o uso de agentes que induzem a alteragao da expressao génica e 0s que
inilbem a transdugéo de sinal. No caso de metastase, o uso da imunoterapia com a

proteina PD-1 tem produzido boas respostas clinicas, pois permite que o corpo


https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2ncer_de_c%C3%B3lon
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=C%C3%A2ncer_de_reto&action=edit&redlink=1
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produza linfécitos T, responsaveis por algumas respostas biol6gica efetoras de

imunidade.2®

1.4. Planejamento de Farmacos Anticancerigenos

As células eucaridticas possuem uma complexa rede citoplasmatica
chamada de citoesqueleto, responsavel por manter a forma das células e a posi¢ao
de suas organelas. Trés tipos de filamentos protéicos formam o citoesqueleto: actina,
filamentos intermediarios e microtubulos.

Desde a descoberta em 1971 do paclitaxel, um dos mais importantes
farmacos para o tratamento do cancer até os dias de hoje, diversas classes de
compostos que interferem com o processo de divisao celular pela interagcdo com
microtubulos foram descobertos, variando quanto a forma de modulagao e quanto aos
sitios de ligacao as unidades de tubulina.?®

Os microtubulos sao polimeros longos e rigidos que se estendem por todo
0 citoplasma e coordenam a localizagao intracelular das organelas e de outros
componentes celulares. Estruturalmente, os microtubulos s&o formados por duas
subunidades, o-tubulina e p-tubulina, proteinas semelhantes que possuem
aproximadamente 440 aminoacidos e peso molecular de 50 kD cada.?’

Na presenca de Mg?* e guanosina 5'-trifosfato (GTP), a e B-tubulina
agregam-se formando protofilamentos com as subunidades a e (3 alternadas. Um
microtubulo normal é composto por 13 protofilamentos e tem um diametro
aproximadamente de 24 nm (Figura 4). O GTP ligado a tubulina é hidrolisado a GDP
durante ou imediatamente ap6s a polimerizacdo, o que enfraquece a afinidade de
ligacdo da tubulina a moléculas adjacentes e favorece a despolimerizacao
contribuindo para o comportamento dinamico dos microtlbulos. Esse processo de
polimerizacdo e despolimerizagdo promove uma instabilidade dinamica que é

particularmente critica na remodelacao do citosqueleto durante a mitose.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito_T
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Figura 4. Representagdo do processo de polimerizagdo dos microtubulos.
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(fonte: modificada da referéncia 26)

Os farmacos que interferem na fungao microtubular podem ser divididos
em duas categorias: aqueles que desestabilizam os microtubulos, como € o caso dos
produtos naturais vimblastina (9) (Vincapan® da Rhone- Poulenc), vincristina (10)
(Oncovin® ou Velban® da Eli Lilly, Vincristina® da Asofarma) e colchicina (11)
(Colcrys®) e aqueles que estabilizam os microttbulos, tais como os taxanos paclitaxel
(12) (Taxol®, da Bristol-Myers Squibb) e docetaxel (13) (Taxotere®) (Figura 5).28

Vimblastina (9) e vincristina (10), conhecidos como alcaloides de vinca,
foram os primeiros agentes antimitéticos utilizados na terapia do cancer obtidos de
Vinca rosea (Catharanthus roseus) e é o principio ativo utilizado clinicamente para o
tratamento de leucemias, linfomas e alguns tumores sélidos. Colchicina (11), principal
alcaloide extraido de Colchicum autumnale, € um medicamento antiinflamatorio
classico para o tratamento de gota. Paclitaxel (12) € um produto natural isolado
originalmente de Taxus brevifolia e atualmente é produzido em escala semi-sintética.
Docetaxel (13) é um andlogo semissintético do paclitaxel (12) e € utilizado no

tratamento de céancer de ovario, mama e pulméo.
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Figura 5. Estruturas quimicas de compostos que apresentam atividade anticancerigena pela
modulacao de microtubulos.
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O sitio dos alcaloides de vinca esté localizado entre o e B-tubulina, o sitio
dos taxanos reside em uma profunda bolsa hidrofébica em uma interface lateral entre
adjacentes protofilamentos e o sitio da colchicina (11) esta localizado na interface

intra-dimero entre B e a-tubulina (Figura 6).2

Figura 6. Principais sitios de ligagcdo de moduladores da polimerizagdo de tubulina. Figura
gerada pela sobreposicao de diversas estruturas cristalograficas contendo os compostos:
vimblastina (PDB ID: 1Z2B), colchicina (PDB ID: 402B) e paclitaxel (PDB ID: 1JFF).

a-tubulina B-tubulina a-tubulina

vimblastina \ paclitaxel

A colchicina (11) teve um papel fundamental na elucidacdo das
propriedades fisicas e fungdes bioldgicas do sistema tubulina/microtibulos, porém,
apesar de sua importancia histérica e de apresentar eficaz propriedade citostatica,
essa substancia ndo estd incluida entre os farmacos comercialmente disponiveis para
a terapia do céancer. A busca intensiva para diminuir sua elevada neurotoxicidade,
juntamente com a facilidade da sintese quando comparadas aos taxanos e aos
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alcaloides de vinca, faz com que o sitio da colchicina (11) seja um atrativo para muitos
grupos de pesquisa.3°

Um exemplo é a combretastatina A-4 (14)3' e o derivado pirimidico
YHHUO0895 (15)%2, que apresentam estruturas bem simples e baixa resisténcia por
efluxo provocado pela glicoproteina-P (frequentemente envolvida na resisténcia das
células de cancer aos agentes antitubulina) (Figura 7).

Figura 7. Ligantes do sitio da colchicina (11), combretastatina A-4 (14) e YHH0895 (15).

(14) (15)

Muitos trabalhos de otimizagéo de ligantes para o sitio da colchicina (11)
apresentam o nucleo indol (16) como esqueleto central da desestabilizagdo de
microtubulos, alguns deles potentes inibidores da proliferacdo de tumores resistentes
ao paclitaxel (12).33 Qutros mostram a importancia do grupo trimetoxifenil (17) e a
restricdo na conformacao da molécula (18) para aumentar a especificidade do ligante
ao sitio (Figura 8).343536 A relagdo estrutura atividade (SAR) da colchicina (11)% esta
sumarizada na Figura 9.

Figura 8. Grupos farmacoféricos importantes para a desestabilizacdo dos microtubulos via
sitio da colchicina (11). Azul (sistema indol), rosa (grupo trimetdxifenil), verde (restricao
conformacional).

(16) (a7
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Figura 9. Relacdo estrutura atividade (SAR) da colchicina (11).
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2. MOTIVACAO

O Laboratorio de Sintese de Produtos Naturais e Farmacos (LSPNF) do
Instituto de Quimica da UNICAMP tem contribuido de forma significativa para o
desenvolvimento de novas metodologias em rea¢des de Morita-Baylis-Hillman (MBH)
e seu emprego na sintese de novas substancias bioativas com grande aplicabilidade
na area farmacéutica e medicinal. Essa reacao, conhecida desde 19683, esta incluida
na classe de reacdes que apresenta maior eficiéncia de atomos e grande versatilidade
sintética.

A sintese de derivados do cloranfenicol 3° (19 e 20), da N-Boc-dolaproina*®
(21), da bupropiona*! (22), do (+)-efaroxan*? (23), da pirrolizidina trihidroxilada*® (24),
do norfloxacino** (25), da 1,8-naftiridina* (26), da espisulosina** (27), do DOPA%6 (28)
e da pirazolona substituida*’ (29), sdo alguns exemplos de substancias obtidas
recentemente pelo grupo que ilustram a potencialidade da reacao de MBH no campo

da sintese organica (Figura 10).

Figura 10. Substancias sintetizadas no LSPNF a partir de adutos de Morita-Baylis-Hillman.
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Algumas classes de substancias obtidas a partir de adutos de MBH

apresentaram atividade antitumoral promissora em certos tipos de linhagens tumorais
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humanas [K562 (leucemia), OVCAR-3 (ovario), U251 (glioma, SNC), UACC-62
(melanona), NCI-ADR/RES (ovario, com fenétipo de resisténcia a multiplas drogas),
786-0 (rim), NCI-H460 (pulmao, tipo nao pequenas células), PC-3 (prostata) e HT-29
(cblon)]. Os derivados inddlicos 30, 31 e 32 mostraram significativo efeito
antiproliferativo para as linhagens K562 (leucemia), OVCAR-3 (ovario) e NCI-
ADR/RES (ovario multiresistente) com destaque para o composto 31, 100 vezes mais
potente que o controle doxorrubicina, além de ser seletivo para a linhagem K562. Os
ftalideos 33, 34 e 35 também foram estudados em relagéo a atividade citotoxica e em
uma analise qualitativa da relacao entre a estrutura e atividade (SAR) pdde-se mostrar
que a presenca da dupla ligacao exociclica e de grupos retiradores de elétrons no anel

aromatico sdo essenciais para uma potente atividade antitumoral*® (Figura 11).

Figura 11. Derivados inddlicos (30, 31 e 32) e ftalideos (33, 34 e 35) sintetizados a partir de
adutos de Morita-Baylis-Hillman.

(33) (34) (39)

Outras classes de substancias como p-cetoésteres (36, 37),
espirocicloexadienonas (38, 39), 1,2-aminoalcb6ois (40, 41) e aciloinas (42, 43) foram
sintetizadas e a andlise dos resultados em ensaios antibacterianos, inibidores de

glicosidase, parasitarios e antiproliferativos estdo em andamento (Figura 12).
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Figura 12. p-cetoésteres (36 e 37), espirocicloexadienonas (38 e 39), 1,2-aminoalcdois (40 e
41) e aciloinas (42 e 43) sintetizados a partir de adutos de Morita-Baylis-Hillman.
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A motivagao do trabalho para o Planejamento e Sintese de novos analogos
para a terapia do céncer utilizando os adutos de MBH, deu-se em paralelo aos
resultados obtidos durante uma parceria com o grupo de pesquisa coordenado pelo
Prof. Adriano Defini Andricopulo do Laboratério de Quimica Medicinal e
Computacional do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC-USP). Os resultados desta

parceria estdo publicados na Tese de Doutorado do aluno Ricardo N. dos Santos* e

serdo discutidos sucintamente nos itens abaixo.

2.1. Conjunto de dados e estudos de docagem molecular

A primeira parte da parceria consistiu na organizacdo de uma base de
dados (2D e 3D) a partir de substancias sintetizadas no nosso laboratério. As
substancias sintetizadas a partir dos adutos de MBH foram agrupadas de acordo com
a classe estrutural, sendo divididas em 9 grupos (A-l), totalizando 258 estruturas. As
classes estdo mostradas abaixo, juntamente com as representacdes de algumas de
suas estruturas (Tabela 2). A triagem virtual foi baseada na estrutura do receptor,
utilizando como alvo molecular a proteina tubulina. Durante o processo de docagem
e escolha da estrutura, levou-se em consideracdo os parametros estruturais, a

seletividade do sitio ativo frente ao conjunto de dados e a resolugao cristalografica.
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Tabela 2. Classe estrutural e estruturas moleculares do conjunto de dados utilizados para os
estudos de modelagem molecular.
Classe estrutural Estrutura

A- Adutos de Morita-Baylis-
Hillman

B- B-Cetoésteres

C- Espirocicloexadienonas

D- Pirrolizidinonas e
Pirrolizidinas substituidas

E- 1,8-Naftiridinas

Substituidas

F- Ciclopenta[b]indbis

G- Ftalideos

H- Aciloinas

I- 1,2-Aminoalcodis

A estrutura cristalografica da tubulina ligada a vimblastina (9), colchicina
(11) e paclitaxel (12) foi acessada a partir do PDB com os respectivos cédigos 1Z2B,
1SA0 ou 402B e IJFF, respectivamente. A docagem molecular foi realizada nos trés
sitios bioativos da proteina e utilizando trés programas distintos: GOLD, Surflex e
AutoDock. O resultado final foi uma lista com a pontuacao de energia combinada dos
varios programas.

Foram selecionadas as primeiras 50 moléculas que apresentaram boa
pontuacao em no minimo dois programas. Posteriormente, ap6s uma avaliagdo mais
detalhada das energias preditas, das geometrias das poses e da complementaridade
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dos ligantes (Figura 13) foram escolhidas 25 moléculas para avaliagdo bioquimica,
que permitiu ndo somente identificar novos moduladores da tubulina, mas também

permitiu a validagdo do modelo de interacdo virtual (Figura 14, Tabela 3).

Figura 13. Andlise da complementaridade de trés ligantes selecionados entre os mais bem
pontuados nos procedimentos de docagem molecular. (A) 1,8-Naftiridina 4 (B)
Espirocicloexadienona 9 e (C) Ciclopenta[bjindol 7.

(B)
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Figura 14. Procedimento da triagem virtual realizado para identificar novos moduladores da

proteina tubulina.
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Tabela 3. Classificacdo geral dos compostos apds triagem virtual realizada em trés
programas: GOLD, Surflex e AutoDock e em trés sitios bioativos da tubulina: vimblastina (9),

colchicina (11) e paclitaxel (12).

Classificacdo Substancias
1 Ciclopenta[blindol 7
2 1,8-Naftiridina 4
3 1,8-Naftiridina 9
4 1,8-Naftiridina 3
5 1,8-Naftiridina 7
6 1,8-Naftiridina 11
7 1,8-Naftiridina 10
8 Ciclopenta[bjindol 5
9 Ciclopenta[blindol 4
10 Ciclopenta[blindol 3
11 Ciclopenta[blindol 8
12 Ciclopenta[blindol 15
13 Ciclopenta[blindol 6
14 Ciclopenta[blindol 1
15 Ciclopenta[blindol 14
16 Aduto de Morita-Baylis-Hillman 41
17 B-Cetoester 17
18 B-Cetoester 22
19 Espisulosina
20 B-Cetoester 23
21 Espirocicloexadienona 9
22 B-Cetoester 24
23 B-Cetoester 25
24 Ciclopenta[blindol 2
25 Ciclopenta[blindol 11

2.2. Ensaios bioquimicos

Dois métodos bioquimicos para quantificacao da polimeriza¢ao da tubulina

foram utilizados: quantificacéo por Fluorescéncia e por Espalhamento.
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Na quantificagdo de polimeriza¢do da tubulina através da Fluorescéncia, o
composto repoérter fluorescente DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol) € adicionado a
reacdo de polimerizacdo de tubulina.®%°" Esse composto possui a capacidade de se
incorporar a microtubulos (e ndo a dimeros livres de tubulina) e apresenta a
caracteristica de absorver e emitir luz com maximos de comprimento de onda em 360
nm e 420 nm, respectivamente. Desta forma, durante a polimerizacao da tubulina na
presenca de DAPI é possivel observar um aumento de emisséo de luz no comprimento
de 420 nm devido a incorporagao do repérter fluorescente nos microtubulos a medida
que 0s mesmos sao polimerizados. O processo de polimerizacao é caracterizado por
trés fases distintas. Na fase |, conhecida como nucleacdo, centros de associacao de
dimeros surgem, formando protofilamentos e folhas de tubulina. Na fase |II,
denominada de crescimento, os microtubulos que surgem a partir do fechamento das
folhas de tubulina comegam a crescer continuamente pela adigdo de dimeros de of3-
tubulina. Esta etapa € caracterizada pelo aumento de sinal devido ao numero
crescente de moléculas repérter associadas aos microtubulos. A fase Il € conhecida
como fase de equilibrio, em que um equilibrio entre as taxas de polimerizacao e
despolimerizagao é estabelecido, o qual depende principalmente da concentracao de
tubulina e da temperatura do ambiente.? O paclitaxel (12) estabiliza e a colchicina
(11) desestabiliza os microtubulos (Figura 15).

Figura 15. Ensaio de polimerizagdo da tubulina baseado em fluorescéncia com as trés fases
de polimerizagao indicadas por | (nucleacéo), Il (crescimento) e Il (equilibrio).
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(fonte: Cytoskeleton Tubulin polymerization assay, referéncia 52 )

No ensaio de polimerizacdo por meio do Espalhamento, mede-se a
absorbancia quando ocorre aumento da turbidez do meio devido a formacédo de
microtubulos. A medida é feita em um comprimento de onda de 340 nm e o
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espalhamento de luz correspondente a polimerizacdo apresenta, assim como na
fluorescéncia, as fases de nucleacdo, crescimento e equilibrio (Figura 16). Os
padroes colchicina (11), paclitaxel (12) e DMSO (controle) sao utilizados como

referéncia para o ensaio.%3

Figura 16. Ensaio de polimerizagdo da tubulina baseado em espalhamento com as trés fases
de polimerizagdo indicadas por | (nucleagdo), Il (crescimento) e Il (equilibrio).
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Os compostos selecionados a partir das estratégias de docagem molecular
foram avaliados experimentalmente no ensaio de polimerizagdo em uma
concentracao unica de 250 uM (curva vermelha). O ensaio controle com 1% de DMSO
esta representado pela curva roxa, o ensaio padrao com 20 uM de colchicina (11) esta
representado pela curva azul e o ensaio padrao com 20 uM de paclitaxel (12) esta
representado pela curva amarela (Figura 17).

A andlise dos resultados indicou uma diminuigdo consideravel na taxa de
polimerizacao da tubulina na presenga do ciclopenta[blindol 7, 1,8-naftiridina 4 e
espirocicloexadienona 9, efeito semelhante encontrado para colchicina (11). O Aduto
de Morita-Baylis-Hillman 41 mostrou um efeito contrario, sendo expressivo no
aumento da taxa de polimerizacao da tubulina, semelhante ao paclitaxel (12) (Figura
17).
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Figura 17. Resultados dos ensaios de polimerizacdo de tubulina na presenca de (A) Derivado
Inddlico 7, (B) 1,8-Natftiridina 4, (C) Espirocicloexadienona 9 e (D) Aduto de Morita-Baylis-
Hillman 41.
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Dentre estes compostos, o0s ciclopenta[blindbis foram escolhidos
inicialmente para dar prosseguimento aos ensaios, por apresentarem em seu
esqueleto  caracteristicas  estruturais semelhantes a alguns agentes
desestabilizadores de microtubulos ja relatados na literatura e ainda, por ter uma
massa viavel de diferentes analogos para serem testados.

Os ciclopenta[b]indéis 31, 44-49 e 52-53 mostrados na Figura 18 foram
testados inicialmente em concentracdo Unica de 250 uM. Os compostos 31 e 45
apresentaram baixa solubilidade na concentracao testada. A analise do grafico
mostrado na Figura 19E indicou que o composto 48 nao apresenta efeito sobre a
modulacao da tubulina. Os compostos 47 e 53 apresentaram uma pequena diminui¢ao
no sinal de fluorescéncia ao longo do tempo (Figuras 19D e 19H) em comparacao
aos ensaios padrao (sem composto, Figura 19A), porém para os compostos 44, 46 e
52 o efeito foi mais pronunciado (Figuras 19B, 19C e 19G) seguindo praticamente o
mesmo padrdo encontrado para a colchicina (11). Neste mesmo seguimento, o
destaque maior se deu para o composto 49, que resultou numa curva que coincidiu
com a obtida na presencga de 20 uM de colchicina (11), inibindo quase que totalmente
a formacao de microtubulos (Figura 19F). Curiosamente, este era o Unico a
apresentar uma hidroxila no esqueleto do indol.
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Figura 18. Estruturas dos ciclopentalb]inddis testados no ensaio de Quantificagdo de
Polimerizacdo da Tubulina por Fluorescéncia.
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Dois novos compostos (50 e 51) foram entdo delineados com tal proposta
de substituicido e submetidos ao ensaio de Fluorescéncia e Espalhamento para
célculo do ICso0 (Tabela 4).

De acordo com o ensaio, nota-se que a auséncia do grupo hidroxila no
indol, como no caso do composto 31, ou a auséncia do grupo metdxi no substituinte
fenilico, como no caso do composto 50, resulta em perda de atividade. Os compostos
49 e 51 confirmam esta hip6tese apresentando valores satisfatérios de inibicdo com
valores de ICso de 25 e 24 uM, respectivamente. Em 100 uM observou-se total inibicao
da polimerizacao da tubulina para ambos estes compostos. Os compostos 44, 45, 46
e 52 apresentaram um perfil interessante de inibicdo em 1 uM, porém a solubilidade
destes compostos diminuiu consideravelmente em altas concentracgées, dificultando o

calculo do ICso.
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Figura 19. Resultados dos ensaios de polimerizacdo de tubulina na presenca dos
ciclopenta[b]inddis selecionados. Todos os compostos foram testados em triplicata com uma
concentragdo de 250 uM. (A) Ensaio padrdo na presenca de colchicina (11), paclitaxel (12) e
na auséncia de ligantes (controle contendo somente DMSQO) (B) Ciclopenta[bjindol 44 (C)
Ciclopenta[b]indol 46 (D) Ciclopenta[b]indol 47 (E) Ciclopenta[bjindol 48 (F) Ciclopenta[bjindol
49 (G) Ciclopenta[bjindol 52 (H) Ciclopenta[b]indol 53.
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Cabe mencionar que embora os valores de ICso dos compostos 49 e 51

sejam maiores que os da colchicina (11), estes compostos apresentam menor

toxicidade (ver item 2.4.3) e o planejamento de novos analogos se torna indispensavel

na busca de melhores inibidores da tubulina.

Tabela 4. Inibicdo da polimerizacdo da tubulina por Fluorescéncia e Espalhamento.

Compostos

31
44
45
46
49
50
51
52

Colchicina (11)

Inibicao da polimerizacao da tubulina (%)

Fluorescéncia

ICs0 (UM)
> 250
> 50*
> 50*
> 50"
25+8
> 250
24 +4
> 50*
2.0+£0.2

Absorbancia
25 uM

1+ 11

84 +10
67 +7
32+6
38+8
9+7

60 +2
47 + 6

100 + 9**

* Insolivel em 50 uM. ** Testada em uma concentragdo de 5 uM. Os valores das
atividades foram definidos com um desvio padrao de trés experimentos independentes.
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2.3. Determinacdo do mecanismo de acao dos ciclopenta[b]inddis

Em uma segunda parte da parceria, foi proposto um modelo de mecanismo
molecular, na tentativa de mostrar 0 modo de interagdo entre os derivados
ciclopenta[b]indélicos e a tubulina.

Ha varios métodos disponiveis para determinar sitios de ligacao a tubulina,
que inclui tanto métodos radioativos quanto métodos nao-radioativos. Este ultimo
pode ser realizado por espectrometria de massas®*, por cromatografia com DEAE-
celulose ou por cromatografia de exclusdo.>® Devido a simplicidade, a um maior grau
de sensibilidade e a adequagéo no laboratério, o ensaio competitivo por exclusao
utilizando a colchicina fluorescente (CF) foi escolhido para monitorar a ligacéo ao sitio
da colchicina (11).

Para isso, foi necessario realizar a sintese da CF em nosso laboratério
(Esquema 1), que, devido a sua facil degradagdo, a mesma nao estava disponivel
comercialmente. Assim, o composto de partida (colchicina, 11) foi protegido com Boc
(t-butiloxicarbonil) na presenca de diclorometano (CH2Cl2), trietilamina (EtsN) e 4-
dimetilaminopiridina (DMAP). A deacetilacao foi feita com metéxido de sédio (MeONa)
em metanol e, apéds, foi feita a desprotecdo do grupo Boc pela adicao de TFA em
THF/CH2Cl2. A adicdo de isotiocianato de fluoresceina levou a sintese da CF,
devidamente caracterizada por RMN de 'H, '3C e espectrometria de massas. Sendo
o produto muito instavel, este foi utilizado imediatamente apds sua sintese e

purificacdo.%6



53

Esquema 1. Sintese da colchicina fluorescente (CF).
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Colchicina fluorescente (CF)

ApGs a obtencgéo da CF, seguiu-se a metodologia do ensaio competitivo por
exclusao, no qual comparando-se a fluorescéncia obtida na presenca do ligante e na
auséncia do mesmo, monitorou-se a emissdo em 535 nm apds excitagdo a 485 nm.5’

A Figura 20 ilustra de forma sucinta cada etapa do ensaio. Sem a presenca
do composto teste, a curva obtida apresenta um pico de emisséo (indicado por | na
Figura 20B) no qual a colchicina fluorescente esté ligada a tubulina. Nas fragcoes
seguintes, a colchicina fluorescente nao-ligada € eluida e entdo, um segundo pico
(indicado por Il Figura na 20B) ¢ verificado. Para um ligante incapaz de se ligar ao
sitio da colchicina (11), a curva do ensaio apresenta o0 mesmo perfil que o ensaio
padrao. Porém, se o composto possuir a capacidade de se ligar ao sitio da colchicina
(11), ocorrera uma diminuicao do sinal de emissado do primeiro pico por causa do
deslocamento da colchicina fluorescente do sitio (Figura 20A).
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Figura 20. (A) Ensaio em que o composto teste se liga ao sitio da colchicina (11),
apresentando uma competitividade pelo sitio, que leva a uma diminuicdo do sinal de emissao
em comparagdo ao ensaio padrdo (B).
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Como pode ser observado na Figura 21A, a presenga dos compostos 49 e
51 fizeram com que houvesse uma diminui¢cdo no sinal de emissédo correspondente
ao pico I da curva de fluorescéncia. O grafico da Figura 21B mostra uma comparacao
destes compostos com o padrdo colchicina (11). Para o composto 49, a uma
concentragdo de 25 uM, houve uma redugédo de aproximadamente 48% no sinal de
emissdo (barra verde), enquanto que para o composto 51 (com a mesma
concentracao), observou-se uma diminuicdo de 60% do sinal (barra amarela). Este
resultado esta préximo ao valor encontrado quando a tubulina é incubada com a
colchicina nao fluorescente (barra laranja), confirmando que os ciclopenta[blinddis sdo

capazes de se ligar ao sitio da colchicina (11) em um modo de interagcdo competitivo.

Figura 21. Resultado obtido para o ensaio de competigdo frente ao sitio da colchicina (11).
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A identificagdo do sitio de ligacdo dos derivados ciclopenta[b]inddlicos
levou a um estudo computacional mais aprofundado em relacdo as conformacgdes e
interacdes com o sitio bioativo. Uma vez que a sintese de tais compostos produz
majoritariamente um Unico diasterecisbmero com uma estereoquimica 1,2-frans
(configuracdo relativa confirmada por cristalografia de Raios-X%, Figura 56) e
consequentemente, ha presente uma mistura racémica dos enantiomeros RR e SS,
considerou-se ambos estereoisémeros dos compostos 49 e 51 para o estudo de
docagem.

Os valores das docagens utilizando o programa GOLD 5.1 e o modelo
cristalogréafico para tubulina/colchicina PDB 1SAOQ sugeriram que o enantibmero SS
tem uma maior contribuicdo para a atividade observada in vitro na inibicdo dos

microtubulos para ambos os compostos (Tabela 5).

Tabela 5. Valores da docagem (log Kd) para os derivados inddlicos 49 e 51.

Derivado inddlico 51
Iog Ka log Ka
Rodada RR SS RR SS

1 -8,2 9,2 -9,5 -8,1
2 -8,9 9,2 -8,3 9,8
3 9,2 -9,1 -9,5 9,7
4 9,3 9,2 -8,3 -9,7
5 -8,4 9.4 -9,5 -8,0
6 9,2 9,2 -7,9 -9,8
7 -9,0 9,2 9,5 -9,7
8 -9,2 9,2 -8,7 9,7
9 -9,3 9,2 -8,0 -8,0
10 7,7 7.8 -7,9 7,2

Média -8,84 -9,07 -8,71 -8,97

Programa GOLD 5.1 e estrutura cristalografica PDB 1SAQ.

A proposta da conformacédo de interagéo (utilizando o programa AutoDock
e estrutura cristalografica PDB:402B) entre os compostos 49 e 51 no sitio da
colchicina (11) mostrou que a estabilizagdo ocorre na porgao B-tubulina, com a
hidroxila do indol do ligante inserida em um bols&o hidrofébico da B-tubulina formado
principalmente pelo residuo Val236p (Figura 22).

No modelo proposto também pbdde-se confirmar que os grupamentos
metdxi na porcao fenilica dos derivados 49 e 51 sdo necessarios para a atividade
observada, com uma interagao entre estes ligantes e o residuo Asn256(3, além da
interacdo do oxigénio do grupamento éster com o residuo 1le316p, mostrando que
essa porcao também é importante para atividade de modulacao da tubulina.
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Cabe notar ainda, que as conformacdes de ligacdo propostas para os
compostos 49 (Figura 22A) e 51 (Figura 22B) estdo muito préximas, indicando que

este padrao estrutural € essencial para a atividade.

Figura 22. Proposta da conformac&o de interagdo dos compostos 49 (A) e 51 (B) no sitio da
colchicina (11) (programa AutoDock, PDB: 402B).
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2.4. Ensaios bioldgicos

Os resultados nos ensaios bioldgicos também nos motivaram na busca de
novos andalogos dos ciclopenta[b]indois. Estes, foram realizados em conjunto com as
alunas de doutorado Luma G. Magalhdes e Wanessa F. Altei, sendo que uma parte
dos resultados estédo publicados na Tese de Doutorado®® da ultima, com orientagdo
do Professor Dr. Adriano Defini Andricopulo.
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2.4.1. Ensaio de imunofluorescéncia

No ensaio de imunofluorescéncia, alguns anticorpos se ligam a tubulina e
permitem uma visualizacdo da desorganizagdo provocada nos filamentos do
citoesqueleto, frente a exposicdo a compostos testes.t°

Os derivados inddlicos 49 e 51 foram submetidos a técnica de
imunofluorescéncia juntamente com as células de adenocarcinoma mamario humano
MDA-MB-231.

A célula controle exibiu uma rede de microtubulos organizada e bem
desenvolvida (em vermelho), assim como o nucleo (marcado com DAPI em azul), que
apresentou-se, denso e uniforme. Quando as células foram tratadas com colchicina
(11) a 1 e 5 uM houve uma redugéo na densidade celular e uma desorganizacao na
rede do citoesqueleto. Esse mesmo perfil foi notado para o tratamento com os
compostos 49 e 51, em que ambos promoveram uma notavel reducao da rede de
microtubulos em concentrac¢des na faixa de micromolar (10, 50 e 100 uM) (Figura 23).

2.4.2. Ensaio celular wound healing

A anadlise qualitativa da capacidade de inibicdo da migracao celular foi
realizada com células MDA-MB-231 cultivadas em placas de 24 pogos e incubadas
com os compostos 49, 50 e 51 em concentracdes variaveis. Apds a cultura se tornar
confluente, realizou-se uma lesdo na camada unicelular com o auxilio de uma ponteira
pressionada contra o assoalho da placa de cultura. As imagens obtidas do
experimento em 0 h e 24 h foram avaliadas medindo-se a area da fenda em cada uma
e transformando-a na porcentagem de migracao mostrada na Figura 24.

Os resultados observados mostraram que os compostos 49 e 51
apresentaram um perfil de fenda semelhante a colchicina (11), com valores de
atividade anti-migratéria de 75% e 70%, respectivamente. O composto 50, sem o
grupamento metoxifenilico, ndo apresentou tal comportamento, corroborando ainda

mais a importancia deste grupo na estrutura dos derivados inddlicos.
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Figura 23. Imagem de microscopia confocal evidenciando o efeito do padrdo colchicina (11)
(1 e 5 uM) e dos compostos 49 e 51 (10, 50 e 100 uM) na organizagdo dos microtubulos em
células MDA-MB-231 com um aumento de 63x.
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(fonte: referéncia 59)
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Figura 24. Ensaio celular wound healing (MDA-MB-231) na presenca dos compostos 49, 50
e 51 (50 uM).
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2.4.3. Ensaio de reducao do sal tetrazolio (MTS)

As substancias mais ativas 49 e 51 também foram submetidas ao ensaio
de reducao do sal tetrazélio (MTS) nas linhagens celulares de MDA-MB-231 (cancer
de mama) e de FGH (fibroblastos humanos saudaveis).

O método MTS mede a viabilidade de uma cultura celular pela analise
espectrofotométrica da absorbancia do composto tetrazélio MTS (3-(4,5-dimetilltiazol-
2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio) a medida que ele sofre
reducdo por meio das células em cultura. A quantidade de MTS incorporada pelas
células é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis do sistema.b’

O efeito destes derivados e da colchicina (11), utilizada como controle, é
mostrado na Figura 25 e Tabela 6. Como pode-se notar por meio dos valores de ECso,
a colchicina (11) possui uma toxicidade bem alta (na faixa de nanomolar) tanto em
células saudaveis quanto em células cancerigenas, enquanto que os derivados

indélicos apresentam uma toxicidade relevante somente para as células
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cancerigenas, com valor de ECsoigual a 27 uM para o composto 49 e 8 uM para o
composto 51.

Apesar destes valores serem maiores que o0s da colchicina (11) para
células do tipo MDA-MB-231, a baixa toxicidade justifica o estudo com essa classe de
compostos inddlicos e incentiva a busca de um novo protétipo com um perfil mais

seletivo para doencas neoplasicas.

Figura 25. Ensaio de citotoxidade MTS utilizando fibroblastos de gengiva (células saudaveis,
linhagem FGH) e células humanas de cancer de mama (linhagem MDA-MB-231) para os
compostos (A) 49 e (B) 51.
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Tabela 6. Avaliacao da citotoxidade por MTS dos compostos mais ativos 49 e 51.
Compostos ECso MDA-MB-231 (uM) ECso FGH (uM)

27 +12 > 100
8+2 > 100

(x51)
Colchicina (11) 0,014 + 0,001 <0,02

Experimento realizado em triplicata.

Com um acervo promissor de resultados frente a patologia do cancer, os
derivados inddlicos (principalmente os compostos 49 e 51) nos incentivaram a buscar
novos analogos com uma melhor poténcia bioquimica e biolégica, atentando-se para

algumas condigdes de biodisponibilidade e toxicidade. Algumas ferramentas classicas
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da Quimica Medicinal foram utilizadas como hibridizacdo molecular, homologacao,
bioisosterismo e simplificacdo molecular, além de algumas predi¢des fisico-quimicas
como coeficiente de partigéo (log P), volume e solubilidade.

A integracdo do nosso grupo de pesquisa com o Laboratério de Quimica
Medicinal coordenado pelo Professor Adriano Defini Andricopulo, nos proporcionou as
bases cientificas apropriadas para o desenvolvimento das atividades cientificas

planejadas, com pleno éxito.



3-Objetivos Gerais




63

3. OBJETIVOS GERAIS

A integracdo dos métodos computacionais ao trabalho quimico e biolégico
€ um requerimento essencial para sintese de novas moléculas bioativas otimizadas.
Assim, para alcangar a maxima integracao entre a Quimica Medicinal e a Sintese
Organica, tendo em vista as propriedades farmacol6gicas interessantes e promissoras
ja apresentada pelos derivados indélicos, os objetivos deste trabalho envolvem:

(a) Utilizacao e aplicagdo de modelagem molecular baseados na estrutura do ligante
e do receptor para a selecao de candidatos mais ativos no sitio da tubulina;

(b) Avaliacao bioquimica dos compostos sintéticos empregando a proteina tubulina;
(c) Avaliacdo biolégica dos compostos sintéticos empregando células de
adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB-231) através do ensaio de wound
healing;

(d) Analise das relacdes entre a estrutura quimica e atividade (SAR) empregando os
dados gerados;

(e) Planejamento e sintese de novos ligantes com atividade anticancerigena.



4- Planejamento, Sintese e Atividade
Bioldgica dos novos derivados
ciclopenta[b]inddlicos
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4. PLANEJAMENTO, SINTESE E ATIVIDADE BIOLOGICA DOS NOVOS
DERIVADOS CICLOPENTA[B]INDOLICOS

4.1. Introducao

4.1.1. O processo de planejamento racional

A descoberta de novos farmacos compreende, em um primeiro momento,
o conhecimento dos alvos moleculares e o mecanismo de agdo dos compostos
biologicamente ativos durante o reconhecimento nos sistemas biologicos. Apds,
ocorre o desenvolvimento do farmaco, pelo qual estdo envolvidos testes rigorosos e
otimizacdo dos compostos escolhidos. Testes em células (in vitro) e em animais (in
vivo) sao requeridos para validar o conceito terapéutico do alvo eleito e prever as
propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas do farmaco. Ao atingir um
resultado satisfatério, os testes séo realizados em humanos (fase clinica) e entao

submetido a aprovacéo do 6rgédo de saude responsavel (Figura 26).62

Figura 26. Etapas do processo de descoberta de um novo protétipo.
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(fonte: modificada da referéncia 62)

Uma analise das fontes de novos medicamentos antineoplasicos no
periodo de 1981 a 2014 mostrou que 60% das novas entidades quimicas sao
sintéticas, 28% sao constituidas por compostos semi-sintéticos e 13% séo
considerados puramente naturais. Dos 60% dos compostos ditos sintéticos, 10%
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correspondem a estruturas quimicas inspiradas em farmacéforos de produtos naturais
com atividade biolégica.t364

Embora os produtos naturais exibam importante papel no desenvolvimento
de novos protétipos candidatos a farmacos, um processo de otimizagao € requerido
para melhorar propriedades como poténcia, afinidade e seletividade, além das
propriedades farmacocinéticas como absorcao, distribuicao, metabolismo e excrecao.
A diversidade estrutural obtida pela remoc¢ao, modificacao e/ou introdugao de grupos
funcionais ou estereocentros explica os numerosos exemplos de medicamentos com
propriedades terapéuticas otimizadas através desta concepcgdo.636566 Assim, fica
evidente a relacao entre a sintese, a quimica medicinal e os produtos naturais como
estratégia 0til de descoberta de novos farmacos.

Na aplicacao de estratégias de planejamento, as triagens virtuais ganham
especial destaque quando se deseja buscar ligantes capazes de interagir e modular
as funcdes bioldgicas dos alvos selecionados (enzimas, proteinas de membrana ou
DNA).%7

A triagem virtual € um método in silico que faz uso de modelos
computacionais a fim de filtrar e priorizar compostos para posterior ensaios
experimentais. Essa estratégia é orientada pelo conhecimento de alguma informacgéao
estrutural, seja ela a respeito das moléculas bioativas ou do préprio alvo de interesse.

No primeiro caso, o0 ensaio virtual é fundamentado na estrutura do ligante
(LBDD, do inglés ligand-based drug design) e a estratégia mais utilizada é a QSAR
(do inglés quantitative structure-activity relationships). Os estudos de QSAR tém por
objetivo quantificar as diferengas observadas na atividade biolégica de uma série de
compostos com diferentes estruturas moleculares, criando modelos estatisticos com
capacidade preditiva externa.®®

Quando a estrutura do alvo é conhecida, o ensaio virtual é baseado na
estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design), que pode ser
conhecida diretamente por cristalografia de raios X ou estudos de RMN, ou
indiretamente, geralmente através da modelagem por homologia.®®7° Dentre as
ferramentas utilizadas destaca-se a docagem molecular, que investiga as possiveis
orientagbes que determinada molécula assume no interior do sitio ligante do
biorreceptor.”! Esta tem contribuido significativamente tanto na fase de descoberta de
novas moléculas bioativas, quanto na fase de otimizagdo de compostos lideres em

relagcdo a uma série de propriedades.”?
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4.1.2. Docagem molecular

A docagem molecular consiste na predicao da conformacédo bioativa de
uma pequena molécula (ligante) no sitio de ligacdo de uma macromolécula (enzima,
receptor, DNA ou RNA) (Figura 27), seguida da avaliacao (pontuacéo) e classificagao
do modo de ligacao proposto. A interacao do farmaco ao receptor € um problema
complexo, visto que inUmeras forcas estdo envolvidas (eletrostaticas, eletrodinamicas
e estéricas), ao mesmo tempo que ocorre interagdo com o solvente de um modo nao
estatico.”’-"3

Os programas de docagem molecular, em geral, geram um grande numero
de orientagdes e conformagodes do ligante através de um elemento chamado algoritmo
de busca e entdo geram uma funcdo matematica que predizem as melhores
orientacées do ligante, sequndo uma lista de escores de energia. Este processo
ocorre em duas etapas: (a) identificacdo da conformacao bioativa e (b) predicéo e

classificagédo da afinidade do ligante pelo sitio.”

Figura 27. Processo de docagem molecular.

Macromolécula Modelo de interacao

Micromolécula

Uma dificuldade durante a identificagdo da conformacdo bioativa é que
muitas moléculas ndo possuem estruturas rigidas sugeridas pelas férmulas
moleculares tradicionais. Durante a interacao, o grande numero de graus de liberdade
apresentado por estruturas flexiveis faz com que o complexo receptor-ligante sofra
mudancgas conformacionais. Assim, varios algoritmos de busca sao utilizados a fim de
se aumentar a precisdo na identificacao da conformacao que melhor corresponde a

estrutura do receptor.
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As ferramentas mais comuns tratam o receptor como rigido e atribuem
flexibilidade a molécula do ligante através da variacdo dos seus angulos torsionais.
Os meétodos de amostragem frequentemente utilizados com este propdsito sao
classificados em trés categorias: Métodos Sistematicos (Construcdo Incremental,
Amostragem Conformacional, Databases), Métodos Aleatérios ou Estocasticos
(Método de Monte Carlo, Algoritmo Genético, busca tabu) e Métodos de Simulagao
(Dinamica Molecular e Minimizagao de Energia).”?

Os algoritmos de busca sistematica geram todas as conformacdes
possiveis de uma molécula, mas alguns deles operam incrementando o ligante dentro
do sitio do alvo, reduzindo com isso o elevado custo computacional. Dois programas
que fazem uso desta metodologia sdo os programas DOCK 4.0”° e FlexX.”® O
fragmento base (nucleo rigido) € docado dentro do sitio e em seguida as partes
flexiveis do ligante sdo adicionadas de maneira incremental, restringindo a busca
conformacional somente para as conformagdes que mais se ajustam no sitio de
interesse. O programa Surflex-Dock’” utiliza um método de amostragem
conformacional, no qual é feito um mapeamento do sitio de ligagdo do alvo criando
uma representagdo computacional chamada de Protomol. Para tal fim, a superficie da
proteina é revestida com trés tipos de sondas: CH4 para identificar potenciais regides
de interagdes hidrofébicas, NH para identificar regides favoraveis de interacées com
atomos doadores de ligacao de hidrogénio e C=0 para identificar regides favoraveis
de interagdes com atomos aceptores de ligacdo de hidrogénio.”87°.

Nos métodos aleatérios, as conformacdes dos ligantes sdo amostradas,
docadas e pontuadas num primeiro momento aleatoriamente. Os melhores resultados
séo utilizados como configuracdes de entrada para a proxima sequéncia de docagem
e pontuacao até que o numero de passos estabelecidos seja alcangado. Programas
como GOLD?® e AutoDock®' empregam o algoritmo genético para a docagem do
ligante na proteina e proporcionam flexibilidade rotacional para aceptores de
hidrogénio, flexibilidade total do ligante, além de proporcionar alguma flexibilidade
para proteina em questéao.

O método de amostragem de simulacdo tem a vantagem de tanto o alvo
quanto o ligante ser tratado como flexivel. A Dindmica Molecular € o método mais
popular, porém sua simulagdo € incapaz de ultrapassar barreiras conformacionais
muito altas, podendo somente acomodar ligantes em minimos locais de energia de

superficie.82 Em contraste com a Dinamica Molecular, os Métodos de Minimizacéo de
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energia sao raramente utilizados como algoritmos de busca, mas muitas vezes
completam outros métodos de pesquisa, como por exemplo, Monte Carlo.

A etapa de predicao da afinidade do ligante pelo sitio de ligacdo é realizada
baseada em fun¢des de pontuagéo desenvolvidas para avaliar e classificar o modo de
interagcéo proposto na etapa anterior. Varios requerimentos sdo necessarios para se
ter uma boa funcao de pontuacéao, entre eles, ser capaz de discriminar os modos de
interacdo com precisdo e rapidez e distinguir entre provaveis ligantes e moléculas
inativas.

As funcbes de pontuacdo utilizadas podem ser agrupadas em trés
categorias basicas: Campos de Forgca, geralmente baseados em métodos de
mecanica molecular, quantificam a energia proveniente das interagdes entre o ligante
e receptor e a energia interna do ligante; Empiricas, sao funcbdes baseadas no ajuste
tedrico de dados experimentais através do emprego de equagdes (regressao linear) e
Fungbes Baseadas no Conhecimento, que utilizam dados estatisticos dos potenciais
de pares atébmicos de interacdo, os quais sdo derivados de conjuntos de dados
proveniente de complexos cristalogréaficos entre proteinas e ligantes.8384

Existem muitos programas de docagem molecular, mas para a escolha de
um bom método, alguns fatores devem ser levados em consideracdo como as
quantidades de compostos disponiveis, a precisdo desejada e a capacidade de
célculo do programa. Essa escolha pode ser facilitada com a utilizagdo de diversos
programas ou variadas fungdes de pontuacéo dentro do mesmo programa. Os valores
de interacdo obtidos através destes diferentes programas podem, entdo, ser
reordenados de acordo com o0s maiores escores de energia e resultar em uma

estimativa com valores mais precisos e confiaveis.

4.1.3. Modificacdo Molecular de Farmacos

Apesar das inUmeras técnicas e ferramentas consideradas modernas e
utilizadas atualmente na descoberta de novos farmacos, a modificacdo molecular é
considerada uma das técnicas mais promissoras quando se deseja anular efeitos
indesejaveis dos farmacos utilizados ou introduzir/retirar grupos quimicos para
potencializar a atividade biolégica. Diversas estratégias podem ser utilizadas, tais
como hibridizacdo molecular, homologacédo, simplificagdo molecular e/ou

bioisosterismo.
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A hibridizagdo molecular é uma estratégia de conjugacao de estruturas de
compostos bioativos com o intuito de se obter um novo composto protétipo. O método
faz uma analogia entre a evolugao bioldgica proposta por Darwin e a evolugéo quimica
das moléculas. Assim, moléculas-mae dao origem a uma variedade de moléculas-filha
hibridas, resultantes de combinacdes de subunidades estruturais.®> Ela pode ser
baseada na juncéo da estrutura completa ou na juncédo de grupos farmacoféricos de
farmacos que atuam em alvos bioquimicos distintos. Nos dois casos, a nova molécula
produzida apresenta maior afinidade e eficacia que os compostos que Ihe deram
origem, sendo por isso, considerada uma alternativa terapéutica muito interessante
para determinadas fisiopatologias multifatoriais.

Muitos sao os exemplos de farmacos obtidos via esta ferramenta, como &
0 caso da sintese do benorilato, farmaco anti-inflamatério, analgésico e antipirético,
obtido pela juncao do esqueleto do paracetamol e do acido acetilsalicilico e também
do acetaminossalol, hibrido com as mesmas a¢des farmacolégicas, sintetizado a partir

do paracetamol e do &cido salicilico (Figura 28).%7

Figura 28. Estruturas quimicas dos hibridos benorilato e acetaminossalol.
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A homologacao molecular consiste em uma importante estratégia quando
se deseja inserir grupos metilénicos para produzir homologos superiores com
diferentes caracteristicas dimensionais ou conformacionais. O conceito de séries
homélogas foi introduzido em 1853 por Gerhardt e, até hoje, estuda-se o papel que os
grupos adicionais assumem quando sao inseridos em algum composto bioativo. Ao
se aumentar o numero de grupamentos metilénicos, por exemplo, pode-se atingir uma
conformacdo mais estavel entre o composto e o alvo biorreceptor ou melhorar a
penetracdo do farmaco nas membranas com o aumento da natureza lipofilica.

Como exemplo de uma série homologa, pode-se citar o trabalho de Ward
e colaboradores, no qual avaliaram o efeito da atividade agonista M-muscarinica dos
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homologos de 1-metil-1,2,3,4-tetraidropiridilpirazinas ao receptor M1.86 A variacdo dos
valores de ICso para a sequéncia de OMe para O-n-Bu (850 nM para 17 nM,
respectivamente) mostrou a importancia na atividade quando se faz a homologacéao
numa série congénere (Figura 29).

Figura 29. Homologos monoalquilados de 1-metil-1,2,3,4-tetraidropiridilpirazinas.
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Outro método de modificacao racional é a simplificacdo molecular. Esta
técnica consiste em obter analogos estruturalmente mais simples a partir de prototipos
ativos, estruturalmente complexos. Atualmente, os avancos observados no estudo da
relagdo entre a estrutura quimica e a atividade permitem preservar de forma rapida e
racional as sub-unidades farmacoféricas previamente identificadas no composto-
protdtipo eleito (seja ele natural ou sintético), responsaveis pela atividade bioldgica.?”
Um exemplo classico é o desenho de analogos obtidos a partir do alcaloide morfina,
uma substancia natural analgésica com estrutura complexa e que apresenta efeitos
colaterais expressivos, tais como: depressao do centro respiratorio, constipacao,
euforia, nduseas, tolerancia e dependéncia. Na tentativa de anular ou, pelo menos,
minimizar os efeitos adversos, a estrutura foi avaliada em relagdo aos grupos
farmacoforicos (coloracdo azul na estrutura da morfina) responsaveis pelo efeito
analgésico e a partir disso, planejou-se uma estrutura mais simples e viavel para
sintese em grande escala. O resultado foi a obtencédo do levorfanol, da petidina e da
metadona. O levorfanol apresenta uma poténcia cinco vezes maior que a morfina,
além de poder ser administrado por via oral; a petidina tem a caracteristica de agir
mais rapidamente (embora tenha uma duragdo mais curta) e a metadona tem a
vantagem de causar menos dependéncia.®

Estes farmacos foram os precursores de varios outros analgésicos da
classe da 4-fenilpiperidinas usados até hoje para alivio da dor, ilustrando
significativamente o sucesso da estratégia de simplificacdo molecular sucessiva de

protétipos promissores (Figura 30).
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Figura 30. Simplificagdo sucessiva da estrutura da morfina.
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Por fim, os analogos também podem ser planejados através da substituicao
de um substituinte ja existente na estrutura por um novo grupamento, utilizando-se o
conceito de bioisosterismo. O bioisosterismo é resultado da aplicagéo de principios do
isosterismo desenvolvido por Langmuir®® em 1919, pesquisador que estudava o
comportamento quimico e a reatividade de determinadas substancias que continham
0 mesmo numero de atomos, mesma conectividade e disposicdo no espago, mesmo
nimero de elétrons de valéncia e as mesmas caracteristicas fisico-quimicas.®® Em
1951, Friedman?®' introduziu o conceito de bioisosterismo para descrever o fendmeno
observado entre substéncias estruturalmente relacionadas que apresentavam
propriedades similares no mesmo sitio receptor, podendo inclusive apresentar
atividade antagénica a inicial.

A aplicacdo do bioisosterismo pode estar relacionada a modulacdo das
propriedades farmacocinéticas como absorgdo, distribuicdo, metabolismo e
eliminacdo ou estar relacionada com a otimizagdo das propriedades
farmacodinamicas.%? Especificamente, o bioisosterismo permite variar o tamanho e a
forma da molécula, a distribuicao eletrénica (polarizabilidade, efeitos indutivos, carga
ou dipolos), a lipossolubilidade e a hidrofilicidade, o pKa e os fatores conformacionais,
incluindo a capacidade de formar ligacdes de hidrogénio diferentes (intra- e
intermolecular) nos bioisdsteros em estudo.®3

Podem ser citados varios exemplos de analogos obtidos por meio do
conceito de bioisosterismo®. Um deles foi o desenvolvimento de antagonistas do
receptor Hz (histamina) apds o impacto terapéutico que se deu com a descoberta da
cimetidina no tratamento da ulcera péptica. O bioisosterismo classico de anéis foi
utilizado na construgdo das novas moléculas, primeiramente, com a troca do anel
imidazol por um anel furano no caso da ranitidina, por um anel tiazolitico no caso da
nizatidina e finalmente, por um anel fenila no caso da roxatidina. Pode-se observar

ainda, o bioisosterismo da uréia com diferentes substituintes (no caso da metiamida,
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famotidina e tiotidina)®*, mostrando a variedade de analogos obtidos com sucesso
através da substituicdo bioisostérica (Figura 31).

Figura 31. Antagonistas do receptor H> com propriedades antiulcerosas obtidos pela
ferramenta do bioisosterismo.
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4.1.4. Sintese dos novos derivados ciclopenta[b]inddlicos

Os derivados ciclopenta[b]inddlicos possuem um padrdao de substituicdo
frequentemente encontrado em compostos alcaloidicos, tais como paxilina (54),
penitrem (55) e yuechukeno (56) (Figura 32). Algumas substancias com fungdes
biolégicas de regulagdo de horménios femininos e HDL colesterol (57)%%, atividade
antioxidante (58)%’, antialérgica (59)%, dentre outras, estdo fazendo com que tais
derivados (Figura 33) se tornem um importante foco para sintese e funcionalizagao

de novos compostos biologicamente ativos.9%1%0

Figura 32. Estruturas de alcaloides ciclopenta[b]inddlicos.

(54) (55)
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Figura 33. Exemplos de derivados inddlicos bioativos.
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Embora muitas rotas sintéticas para sintese dos ciclopenta[b]indois tenham
sido relatadas, tais como indolizacdo de Fischer (Esquema 2)°') reacio
intramolecular de Friedel-Crafts (Esquema 3)%° e ciclizagéo calatalisada por paladio

(Esquema 4)'%2, muito delas possuem baixo rendimento e baixa estereosseletividade.

Esquema 2. Sintese de derivados ciclopenta[b]inddlicos por meio da indolizagdo de Fischer.

e & O

H

Esquema 3. Sintese de derivados ciclopenta[b]inddlicos por meio da reagao intramolecular
de Friedel-Crafts.
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Esquema 4. Sintese de derivados ciclopenta[b]indélicos por meio da reagdo de Heck.

©::H . 0>®4 @[ b Pd(OAc),

I \
Assim, diante da experiéncia do nosso grupo de pesquisa em aspectos

mecanisticos da reacédo de Morita-Baylis-Hillman'® e na aplicacdo de seus produtos
na sintese de produtos naturais e farmacos, foi proposta a sintese dos
ciclopenta[b]inddis utilizando adutos de Morita-Baylis-Hillman (MBH). Esta foi relatada
pela primeira vez pela aluna Marilia S. Santos em sua dissertacdo de mestrado'%4,
sendo baseada na oxidacao one-pot dos adutos de MBH com acido 2-iodoxibenzéico
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(IBX) seguida da adi¢cdo de Michael do indol. Os substratos 1,3-dicarbonilados (-
substituidos sao entao reduzidos seletivamente na presenca de NaBH4 e tratados com
acido ftriflico para ocorrer a ciclizacdo (Esquemas 5 e 6) com uma excelente

diastereosseletividade (>99:1 em trans).'%

Esquema 5. Esquema geral para sintese dos derivados ciclopenta[b]inddlicos.

(o} o
IBX, CH;CN
OH O R, \ 3 R o~
R1)\”/u\0/ + N Etapa 1 _
H (60-90%) NH
Aduto de MBH
RZ
NaBH,
MeOH
OH O
o R; o~
.\\l‘\o/ Acido triflico, tolueno =
R, . NH
N
N (20-60%) R
2
(%)

(fonte: referéncias 104 e 105)

Esquema 6. Proposta de mecanismo para sintese dos derivados ciclopenta[b]inddlicos.
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(fonte: referéncias 104 e 105)
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4.1.4.1. A Reacéo de Morita-Baylis-Hillman

A reacao de MBH pode ser definida como uma condensagédo entre um
aldeido ou uma imina e uma substancia a,B-insaturada portando um grupo retirador
de elétrons (EWG), Esquema 7. O catalisador mais empregado é o 1,4-diazabiciclo
[2.2.2] octano (DABCO).38.106

Esquema 7. Reacédo de MBH.
OH

catalisador EWG
RCHO + & EWG ——— R)\W

Esta reacdo, nas versoes inter e intramolecular, tem atraido consideravel
atencao por ser regio, quimio e estereosseletiva. Além disso, apresenta uma elevada
economia de atomos, j4 que todos os atomos que compdem o0s reagentes estdo
incorporados no produto de condensacao. A reacao requer condicbes brandas, 0s
materiais de partida estdo disponiveis comercialmente, a reacao € apropriada para a
produgcdo em larga escala e através de sucessivas interconversdes de grupos
funcionais, permite a formacao de moléculas polifuncionalizadas que podem se tornar

importantes intermediarios em rotas sintéticas (Figura 34).107.108

Figura 34. Versatilidade sintética dos adutos de MBH.
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O mecanismo comumente aceito para a reacdo de MBH foi proposto pela

carbonilados

primeira vez por Hoffmann'%®, apoiado por dados cinéticos estudados por Hill e
Isaacs.’? Utilizando acrilonitrila (I), acetaldeido (IV) e uma amina terciaria (Il) os
autores propuseram que inicialmente ocorreria a adicao de Michael do catalisador ao
sistema a,f3 insaturado (l) formando o zwitterion (l1l). A condensacao aldélica entre Il

e o aldeido IV leva ao alcéxido V, que sofre uma transferéncia de préton, fornecendo
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o enolato VI. O aduto de MBH (VII) seria obtido a partir da eliminagéo do catalisador
que posteriormente retornaria ao processo. A etapa 2 foi inicialmente considerada a
etapa determinante da reacao, devido ao baixo efeito isotopico cinético encontrado
para a abstracéo do préton em posicéo a-nitrila (kH/kD 1,03 + 0,1) (Esquema 8).

Esquema 8. Etapas envolvidas no mecanismo da reagcdo de MBH proposta por Hill e Isaacs.
(IV) o

D(H)
Etapa 1l ~ 7t - R™ "H

\\—CEN + RRN ——> _N-_~—=C=N Tpaz> R . CN
(1) () (1) R:NT (V)

Etapa 3

(Rapida)
OH -
OH C//N

Etapa 4 R

RN + R)\WCN T

(vn) RN (Vi)

(fonte: modificada das referéncias 107 e 110)

Em 2005, McQuade e colaboradores" 2 propuseram uma nova
interpretacado para o mecanismo da reacao de MBH. Através de estudos cinéticos e
tedricos, eles observaram que a reacao era de segunda ordem em relacao ao aldeido
e que um valor significativo do efeito isotdpico cinético para a abstracdo do préton em
posi¢cao a-carbonila (kH/kD 5,2 £ 0,6) sugeria que a etapa determinante era a
abstracao deste préton, proposta contraria a sugerida por Hill e Isaacs.

Aggarwal também propds que a etapa determinante da velocidade era a
transferéncia de prétons, porém até apenas 20% de formacéo do aduto de MBH, apos,
este funcionaria como fonte de préton através de um intermediario de seis membros
e a reagdo se tornaria auto-catalitica.'’® Segundo Aggarwal, dois mecanismos
ocorreriam na etapa de transferéncia de préton. A adicao de uma segunda molécula
de aldeido formaria o alcoxido XIV que abstrairia o hidrogénio da hidroxila secundaria
do aduto de MBH, levando a formacéao de um novo alcéxido. Esse novo alcoxido agora
abstrairia o proton a-carbonilico do aduto gerando o intermediario XVI através de um
estado de transi¢ao ciclico de seis membros. Os calculos teéricos realizados mostram
que o intermedidrio de seis membros formado é de baixa energia e bastante
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favorecido, podendo também explicar o efeito autocatalitico sugerido acima
(Esquema 9).

Em estudos utilizando espectrometria de massas de ionizagdo por
electrospray (ESI), Coelho e colaboradores investigaram informagdes
complementares sobre o mecanismo da reacao de MBH. Eles observaram a presenca
das duas espécies propostas por McQuade e Aggarwal no ciclo catalitico da reacao,
proporcionando uma forte evidéncia experimental de que ambos os mecanismos
podem ser possiveis.'%:115

Esquema 9. Novas propostas de mecanismo da reagdo de MBH.
Ry

OH
— | aduto MBH (IX)
(0] R4

T ©)
NRj XI ®/\;i
" R3N X
Rq
)\ Xl aduto MBH (IX)
NR3; + R,OH
(0] R4 (' 3 2
R'CHO T
; X
Dioxanona X 5 f(,'-)_Rz
RO + y
Y: R'CHO % o oL o
H Xl H Fonte de proton H
1
Ri ¢ Ri X > R X
'@ 22 ordem em @ @
NR;3 relagdo ao NRj3 NR3
XIv aldeido XV XVI
Proposta de McQuade Proposta de Aggarwal
Eliminagdo via estado de transigdo de Eliminagdo via um intermediario de seis
seis membros formado com uma membros formado por autocatélise

segunda molécula de aldeido

(fonte: modificada das referéncias 107, 112 e 113)

Recentemente, Plata e Singleton''* empregaram uma combinagio de
sondas mecanisticas e medicdes termodinamicas/cinéticas (para a reacao principal e
secundaria), para definir um perfil de energia livre mecanicista experimental de um
prototipo de Morita Baylis-Hillman. Com a incorporacdo isotépica do solvente
(metanol), o mecanismo de reagao é de uma forma simples explicado por meio de
uma reacao acido-base, mostrando que o experimental acoplado ao computacional é

necessario para tecer fundamentos importantes e insubstituiveis.
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4.2. Resultados e Discussao

4.2.1. Planejamento dos novos analogos ciclopenta[b]inddlicos

A utilizagdo da modelagem molecular juntamente com os métodos
classicos de modificacao estrutural da Quimica Medicinal constitui-se uma ferramenta
muito importante quando se deseja buscar substancias ativas com baixa toxicidade,
biodisponibilidade satisfatoria e metabolismo adequado ao seu emprego terapéutico.

Valendo-se desta concepcdo e utilizando os parametros mostrados na
Figura 35, novos analogos de derivados ciclopenta[b]inddlicos foram planejados e

submetidos ao processo de modelagem molecular.

Figura 35. Pardmetros utilizados no planejamento de novos analogos dos derivados
ciclopenta[b]inddlicos.
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¢ Homologacao
. molecular | )
Bioisosterismo SN
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Para o planejamento, fez-se uso da hibridizagdo molecular, da
homologacao, da simplificacdo molecular e do bioisosterismo. Alguns exemplos de
construcao e planejamento estdo mostrados nas Figuras 36, 37 e 38.

A homologacao, por exemplo, foi utilizada para adicionar grupos
metilénicos na cadeia do éster do ciclopenta[b]indol 51, com o objetivo de adequar o
volume da molécula ao sitio biotivo da tubulina. Neste exemplo, ha ainda a
possibilidade do ligante interagir com os grupamentos hidrofébicos dos residuos do
sitio, aumentando a estabilidade do complexo (Figura 36). A insercdo de um
grupamento OH no final da cadeia faz com que essa por¢ao polar interaja com o0s

residuos presentes na cavidade do sitio.



80

A simplificagdo molecular foi usada na tentativa de se obter analogos mais
simples que o protdtipo de origem. A modificagdo mostrada na Figura 37 compreende
a modificagdo do grupamento trimetoxifenilico do composto 51 para um grupamento
dimetoxifenilico.

E por fim, o bioisosterismo foi utilizado na troca da espécie monovalente
OH, por um atomo de F, com o intuito de se gerar substancias estruturalmente
relacionadas com uma melhor atividade terapéutica (Figura 38).

Apds o planejamento das moléculas (ver estruturas na Secao Experimental,
Figura 54), foi feito o calculo das propriedades fisico-quimicas, o qual foi levado em
consideracao os valores de ICso, 0 coeficiente de particdo (log P), o volume da
molécula em comparagdo a colchicina (11, padrdo) e a viabilidade sintética dos
analogos em questéo. Para o calculo do log P e volume da molécula foi utilizado o
servidor Molinspiration.'!5

Alguns parametros da Regra de Lipinski também foram levados em
consideracao. Esta regra € um conjunto simples de propriedades fisico-quimicas no
qual o candidato a farmaco administrado oralmente deve possuir para atingir a fase |l
em ensaios clinicos. Lipinski sugeriu que o protétipo em estudo deve possuir menos
de 5 4&tomos doadores de hidrogénio, menos de 10 aceptores de hidrogénio, um peso
molecular inferior a 500 Da e um log P menor que 5. O objetivo desta regra é destacar
possiveis problemas de biodisponibilidade se duas ou mais regras sio violadas.!'6.117
Tomando por base este conceito, foram selecionadas as moléculas cujo valores de
log P estivessem abaixo de 5, massa molar abaixo de 500 Da e numero de ligacao de
hidrogénio abaixo de 5.

Todas as moléculas, bem como seus possiveis esterecisobmeros (cis e
trans), foram submetidas ao processo de docagem molecular e as 50 moléculas com
um perfil mais promissor em comparagao com as informagodes virtuais obtidos para os
compostos mais potentes 49, 51 e a colchicina (11), foram dispostas e organizadas
na Tabela 7. De acordo com os resultados e a viabilidade sintética, estas foram

encaminhadas para a fase sintética.
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Figura 36. Planejamento de um novo analogo ciclopenta[bjinddlico utilizando a ferramenta de
Homologacgéo.

FHomologacao

Figura 37. Planejamento de um novo analogo ciclopenta[b]inddlico utilizando a ferramenta de
Simplificagdo Molecular.

Simplificagao

o
\
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Figura 38. Planejamento de um novo analogo ciclopenta[bjinddlico utilizando a ferramenta de
Bioisosterismo.

(Bioisosterismo

(51)

Tabela 7. Parametros utilizados no planejamento racional de novos analogos dos derivados
ciclopenta[b]inddlicos.

Cédi Log P*  Volume* Docking’ Estrutu
oaigo ) oliume R o o Strutlura
& g Enantiomero Posicdo no Ranking (°)
[e]
DR2_SS 10 @ o
DR2 568 389,69 - O .
DR2_RR 12 Y Q s
[e]
OH
DR4 5,00 372,17 DR4_RR 23 Ao ® .
YO
DR6_SS 20 @O 7
DR6 481 424,88 0 o
DR6_RR 4 H o
O\
DR7_RR 14

DR7 542 442,41
22

DR7_SS
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DR12 5,23 373,79 DR12_SS 1
¥ O
H e
(0]

DR14_RR 3
DR14 544 416,86

DR14_SS 29

DR16_RR 1
DR16 482 399,33

DR16_SS 43

DR18_RR 32
DR18 5,79 365,77

DR18_SS 42
DR20 5,18 348,24 DR20_RR 13

DR23_RR 27
DR23 2,93 395,09

DR23_SS 31
DR28 3,36 370,17 DR28_SS 26

DR30_SS 35
DR30 5,15 424,88

DR30_RR 39

DR34_SS 5
DR34 5,83 416,86

DR34_RR 36

DR36_SS 17
DR36 522 399,33

DR36_RR 40
DR38 5,81 416,86 DR38_SS 15

DR40_SS 4
DR40 5,19 399,33

DR40_RR 21
DR42 494 365,00 DR42_SS 19
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e NH,
o7
DR45 2,10 381,56 DR45_SS 25 Ho O N O oL
NH O/
_0O
(o]
O/
DR46 3,53 337,82 DR46_RR 28 Ho O
HN
W L
[0)
DR49_SS 2 &
DR49 2,98 443,92 Ho .
DR49_RR 18 NH O o/\/\HJ\/S\/\OH
DR50_RR 6
DR50 3,17 428,70
DR50_SS 7
DR51_SS 8
DR51 2,46 392,19
DR51_RR 24
2 3,63 339,16 DR52_SS 33
DR56_RS 45
DR56 0,38 393,02
DR56_SR 50
DR58 3,61 389,16 DR58_SS 37
DR60 2,91 37345 DR60_SS 44
DR64 3,12 388,77 DR64_SS 47
DR73 2,44 329,96 DR73_SS 48
DR74 1,07 360,91 DR74_SS 46
DR75_SS 9 o
s
(o]
oo~ A b
DR75 1,04 412,00 O D O o
NH NH,
DR75_RR 30 ujj/
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Continuacao Tabela 7

DR76 0,09 412,00 DR76_SS 49 o
HO. O O
NH O o
_0O
QNH
DR77 449 444,88 DR77_SS 16 o
HO. O (o)
NH
(0]
_O
(0]
DR79_SS 34 oo
DR79 3,61 387,93 Ho O O
NH
DR79_RR 38
O\
(o]
derivado_49 RR 91 o’
49 3,72 302,14 HO O
derivado_49 SS 124 LR O
(o)
e
derivado_51_SS 81 . ©
51 3,29 353,23 Ho O D O
NH
derivado_51_RR 148 X
Colchicina (11) 1,10 363,15 153

3Para o calculo do log P e volume da molécula foi utilizado o servidor Molinspiration. °Os valores das docagens foi realizado
utilizando o programa GOLD 5.1 e o modelo cristalogréafico para tubulina/colchicina PDB 1SAO.

4.2.2. Sintese dos novos derivados ciclopenta[b]inddlicos

A primeira etapa da rota sintética consistiu na obtencdo dos adutos de
Morita-Baylis-Hillman (MBH). Estes foram sintetizados tratando-se aldeidos
comerciais com acrilato de metila e DABCO, a temperatura ambiente em banho
ultrassom. O Esquema 10 exemplifica a reacao de formacéao do aduto de MBH a partir
do aldeido comercial benzaldeido. Os adutos 60-65 foram obtidos com bons
rendimentos, com excecao dos adutos 66 e 67, fato que pode ser explicado pelo
impedimento estérico do aldeido 2,6 dimetéxi e pela alta polaridade do aldeido
fendlico, respectivamente (Tabela 8).

A formagéao dos adutos foi comprovada por meio da anélise dos espectros
de absorgdo na regido do IV, de RMN de 'H, de RMN de '3C e de espectrometria de
massas.

Em relacdo a caracterizagdo por RMN, os adutos de MBH apresentam
sinais caracteristicos em seu esqueleto basico e, apesar das variacdes estruturais
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entre os aldeidos e eletréfilos, estes sinais nos mostram claramente a formacao destes
adutos pela condensacao entre os dois substratos. No espectro de hidrogénio da
substancia 60 (Espectro 1), por exemplo, observa-se a presencga de dois sinais entre
OH 5,5-6,5 correspondentes aos hidrogénios da dupla ligagdo, um dubleto em &1 5,5
referente ao hidrogénio ligado ao carbono carbindlico e um sinal entre &1 3,0-3,5
referente ao hidrogénio da hidroxila. No espectro de RMN de '3C observa-se o sinal
em Oc 73,2 correspondente ao carbono carbindlico, o sinal em &c 126,6
correspondente ao carbono a-carbonila e o sinal em &c 142,0 correspondente ao

carbono metilénico, evidenciando a formacao do aduto de MBH 60 (Espectro 2).

Esquema 10. Preparacdo do aduto de MBH 60.
o OH O

O DABCO

+ .
H \)J\O/ Ultrassom, t.a

Tabela 8. Condicbes e rendimentos obtidos na reagdo de MBH.

Aldeido de partida Aduto de MBH Rendimento?
o OH O

o~ 91%

T
)
e

0] OH O
~o ~o (61
[0} OH O
~o "o (62)
0 OH O
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|
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aRendimentos isolados apos purificagdo em coluna cromatogréfica de silica gel.
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Posteriormente, reproduziu-se a metodologia de Yadav''8, utilizando indol
juntamente com os adutos de MBH (60-65) na presencga de 1,2 equivalentes de IBX
em acetonitrila (sob refluxo) para fornecer os a-metilindol-B-cetoésteres 68-75 em
bons rendimentos (Tabela 9). O Esquema 11 exemplifica a reagédo de oxidacao pelo
IBX e adicao do 5-(Benziloxi)indol para a formagao do a-metilindol-B-cetoésteres 68.

A formacéao de todos os compostos foi comprovada por meio da analise dos
espectros de absor¢do na regido do IV, de RMN de 'H, de RMN de '3C e de
espectrometria de massas.

No espectro de RMN de 'H da substancia 68 (Espectro 15), observa-se a
presenga de um tripleto em &n 4,77 referente ao hidrogénio a-carbonila da molécula e
um sinal em &+ 3,48 atribuido ao hidrogénio metilénico referente ao acoplamento do
indol no aduto. Além destes, destaca-se no espectro de RMN de '°C o sinal em 8¢
70,9 atribuido ao carbono metilénico, corroborando a estrutura proposta (Espectro
16).

Esquema 11. Preparacdo do a-metilindol-3-cetoéster 68.

0 O
OH O _

P BnO IBX, CH,CN O o)
o~ + m sty
N refluxo “NH

—

H
(60) ' (68)

BnO

Tabela 9. Condicées e rendimentos obtidos na reacdo de oxidacao e adicdo de indol.

a-metilindol-g- Tempo de . .
Aduto de MBH Indol cetoésteres reacdo Rendimento
O O
OH O BnO
- A\
w 0 m 5h 55%
(60) H
OH O BnO
Mo/ m 8h 72%
~o H

8h 53%

T

BnO
"o (62)
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Continuagdo Tabela 9
O O

(6] ~
-~ o)
W 4 h 75%
0 (63)
OH O
_0 o~
- M 8h 89%
o)
0 (64)
OH O
/O o~ .
- 12h 65%
Py (64
OH O
_0 o~
- M 8h 71%
o)
P (64)
OH ©
8h 69%

BnO (75)
2Rendimentos isolados apos purificagdo em coluna cromatografica de silica gel.

Apés a adicao do indol foi feita a reducao da carbonila utilizando-se NaBH4
em pequenas porcoes em MeOH a 0°C. Depois de 1 h de reacdo, a temperatura
ambiente, uma mistura de diastereoisémeros B-hidroxi-ésteres inddlicos foi formada
(Esquema 12) e esta foi utilizada sem purificacéo prévia como substrato para a reagéo
de ciclizagao.

Esquema 12. Preparacdo do B-hidroxi-éster indol.

O O OH O

o’
NaBH4
=
MeOH ta

Na ultima etapa, a adicdo de acido triflico a mistura diastereocisomérica

diluida com tolueno em atmosfera inerte e temperatura ambiente (Esquema 13)
permitiu a formacdo dos nucleos ciclopenta[blinddlicos de interesse 76-83 com
rendimento moderados (Tabela 10). Para o composto 78, devido as condi¢cdes do
meio reacional, foi obtido o derivado inddlico desprotegido.
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A confirmacgéo estrutural desses derivados foi realizada inequivocamente
através de RMN de "H e '3C mono e bidimensional, de espectrometria de massas, IV
e raios-X.

No espectro de RMN de 'H para o composto 76 (Espectro 31), observa-se
a presenca de trés multipletos entre 61 3,10 e 3,63 e um dubleto em &1 4,81 referentes
ao nucleo ciclopentilico formado e, no espectro de '3C (Espectro 32) ha a presenca

dos sinais em &c 28,8 e entre d¢ 48,5-58,3, confirmando a ciclizag¢ao.

Esquema 13. Preparagéo do ciclopenta[b]indol 76.

OH O o
. L~
o Acidotrilico  BnO C -0
—_—
N Tolueno, ta O N O
5 U
BnO

Tabela 10. Condicbes e rendimentos obtidos na reacao de ciclizacao para formacdo dos
ciclopenta[b]indais.

B-hidroxi-éster indol Ciclopenta[b]indol Tempo de reacao Rendimento?

O
Ly

0]

BnO
O ’ O 12h 35%

O
BnO --"U\o/
O 5h 53%
N
H o~ (77)
(e}
HO "‘“\O/
Q o 6h 58%
N N
H o~ (78)
O
i >
o
O y O o_ 8h 50%
H
SN (79)
(0]
[

e
BnO.
O\ 6h 75%
H o~
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Continuacdo Tabela 10

4h 70%
6h 50%
6h 55%

BnO

aRendimentos isolados apos purificagdo em coluna cromatografica de silica gel.

A partir de reacbes nas cadeias laterais foram obtidos novos analogos dos
derivados ciclopenta[blinddis. As derivatizagbes foram realizadas através de
desprotecado por hidrogendlise do grupo benzil e hidrolise do grupo éster com KOH.

Para desprotecdo do grupo benzil, os derivados ciclopenta[b]indélicos
protegidos 76, 77, 80, 81 e 83 foram dissolvidos em MeOH e em seguida adicionado
Pd/C a temperatura ambiente e atmosfera de Hz para fornecer os compostos 84-88.
O tempo de reacao e os rendimentos estao indicados na tabela 11.

Tabela 11. Condicées e rendimentos obtidos na reacdo de desprotecao do grupo benzil.

Ciclopenta[bJindol Ciclopenta[bjindol Tempo de ) ]
protegido desprotegido reacio Rendimento
o 0
W L,
BnO O ’ HO O ’ - e
e )
; (76) H (84)
(0]
L
Bno Sh 60%
N
" o~ (77)
1,5h 77%

1h 81%
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Continuacédo Tabela 11
(0] (@]
I \

LO/ ‘\O/

BnO. " HO 1h 72%,
T s . Hos,

aRendimentos isolados apos purificagdo em coluna cromatografica de silica gel.

Os compostos 77, 78, 80, 81, 82, 83, 85, 86, 87 e 88 foram submetidos a
reacao de hidrdlise de éster catalisada por base. Eles foram dissolvidos numa mistura
de MeOH:H20 e KOH e deixados sob agitacdo magnética (temperatura ambiente) por

3 dias para dar origem aos acidos 89-98 conforme a tabela 12.

Tabela 12. Condicées e rendimentos obtidos na reacdo de hidrolise.

Ciclopenta[bJindol Ciclopgg;gﬁ)]in dol Rendimento?
(0] (0]
| \
g on SO Cr SO
0 0
H o " 0~ (89)
(0]
L '
70 " TOH
HO O ’ o HO O ’ o 2%
U e
H o~ (79) H ) o~ (90)
(0]
N Loy
BnO. ’ BnO ’
SN SN 93%
e e
v (80) o ()

55%

75%

53%

HO O HO O OH 0%
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Continuacdo Tabela 12

]
‘“\OH

HO ’ )
o o

O

HO ’ OH
O N O BN 60%

-"U\OH
HO
> O> 58%
(88) H 0

(98)
aRendimentos isolados apos purificacdo em coluna cromatogréfica de silica gel.

O acido gerado 91 foi utilizado como material de partida na sintese das
amidas secundarias 99 e 100, conforme o Esquema 14. Assim, o acido foi dissolvido
em THF anidro e adicionado em uma solucdo anidra de EDC.HCI, metilamina ou
etilamina, HOBt, EtsN e THF, com atmosfera de N2 em temperatura ambiente por 1 h.
As amidas 99 e 100 foram obtidas com rendimentos de 72 e 65%, respectivamente.
Apoés hidrogendlise utilizando-se MeOH e Pd/C a temperatura ambiente e atmosfera
de Hz, essas amidas deram origem as amidas desprotegidas 101 e 102, com

rendimentos de 65 e 60%, respectivamente (Tabela 13).

Esquema 14. Preparacdo das amidas 99 e 100.

O
W . L R
“"OH EDC.HCI (1,25 equiv.) SN
BnO ’ metilamina ou etilamina (1,1 equiv.) BnO ’ H
N O OL HOBt (0,1 equiv)), Et;N (2 equiv.) N O EN 198) ReCH, (725
=CH, b
(91) " o~ THF 4 0~ (100) R=CH,CHs (65%)
o} (6]
N N

Tabela 13. Condigbes e rendimentos obtidos na sintese das amidas 101 e 102.

Amidas Amidas desprotegidas  Rendimento?®
0 0
L L
BnO O ’ L . HO O ’ H . )
'R e 'S sl
H o~ H o~
SN (99) SN (101)
o o)
BnO i HO H
O’ Npos NO\ 60%
N
R e e
L (100) o (02

aRendimentos isolados apos purificagdo em coluna cromatogréfica de silica gel.
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4.2.3. Ensaios bioquimicos dos novos analogos ciclopenta[b]inddlicos

Na tentativa de identificar novos analogos com perfis farmacodinamicos
superiores aos ja identificados e descritos na “Motivacdo’ deste trabalho, os novos
derivados ciclopenta[blinddlicos sintetizados (Figura 39) foram submetidos ao ensaio
de Fluorescéncia para quantificacdo de polimerizacdo da tubulina.

Primeiramente, todas as substancias foram avaliadas em uma
concentragdo unica de 250 uM e, apds analise das curvas e dos resultados, as
substancias mais promissoras mostradas na Figura 40 foram submetidas ao ensaio

com concentragcbes menores.

Figura 39. Novos derivados ciclopentalbjinddlicos planejados e sintetizados a partir do
composto 51. A sintese dos compostos 103-110 sera descrita no item 5.2.1.

(80) R,= OBn; R,= CH,
(91) R,= OBn; R,= H
(96) Ry= OH; Ry= H

(o)
R
i 'S ] oL 103) R,= OBn; Ry=H
B0 e 'S 105) R,= OBn; R,=Boc
O oL o 107)R,= OH; R,= H
! @ 1\0\ 108) R,= OH; R,= Boc

79 o s I D
(o}
,Rt \ /
(o)
Ho O ’ o Q R ’ o (76) Ry= 0Bn; R,= CH;
(78) Ry= CH, N ~ ACE— o’ — @ (84) Ry= OH; R,= CH,
(90) Ry=H N
O
" h
(77) Ry= OBN; Ry=CH, W 0 \
(89) Ry= OBn; R,=H /
(9 =OH; R,=H //
Ry ’ ﬂ/
L,

(99)R;= OBn H

(104)R;= OBn; R,=H
(106) R,;= OBn; R,=Boc
(109) R1 OH;R,=H
(110) R,= OH; R,= Boc

N’\

]
R‘o ) ®

°Q

(101)R,= (81) Ry= OBn; R,= CH,
N (87) Ry= OH; R,= CH,

) =OBn;R _CH (97) Ry= OH; R,=H

(100)R=0H °\ — OH: Ry GH, (92) Ry= OBn; Ryp= H

(33)

(88)R
(102)R,=0OBn (94) R.= OBN; Ry= H
(98) Ry= OH; Ry=H
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Figura 40. Substancias selecionadas para calculo de ICso e analise da sua relagdo-estrutura
atividade (SAR).

HO '8\0/
T

o

(£78)

(+88) (+95) (+96)

De acordo com o ensaio (Tabela 14), nota-se que a auséncia do grupo
hidroxila no indol, como no caso do composto 82, resulta em grande perda de
atividade, com apenas 10% de inibicao da polimerizac&o da tubulina. Esta observacao
confirma a hipdtese para o modelo de ligagdo dos derivados inddlicos no sitio da
colchicina (11), em que a hidroxila € fundamental para estabilizar os complexos por
meio de sua interacdo com o residuo Val236[3.

A substituicao do grupamento éster do composto 51 pelo grupamento acido
no composto 96, também faz com que ocorra perda de atividade, com valor de inibigcéo
da polimerizagéo da tubulina de 35%. Da mesma forma para o composto 95, que além
desta caracteristica, possui menor quantidade de grupos metéxi na porcao fenilica.

A troca do grupo -NH do indol por um grupo -NCHs, verificada no composto
87, ndo alterou a atividade ja apresentada pela substancia 51 em estudos anteriores.
O valor encontrado de 65% de inibicdo, apesar de ser relativamente maior que os
demais, sugere que a desativacao do grupo indol, ndo tem alteracéo significativa no
perfil de polimerizacdo. Este resultado também esta de acordo com o modelo de
ligacdo predito pelos estudos de docagem molecular, em que ndo se observa uma
interacao ativa entre o nitrogénio do indol e os residuos do sitio da colchicina (11).
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Tabela 14. /nibicdo da polimerizacao da tubulina por Fluorescéncia.
Compostos % inibicao a 50 pM?

78 42 +3
82 10£6
87 65 +4
88 87 +4
95 32 +2
96 3543

a= valor médio observado em ensaios em triplicata.

Um interessante resultado (87% de inibicdo da polimerizagao da tubulina)
foi obtido para o composto 88, no qual fez-se a inser¢cao de um grupamento dioxolano
na porcao fenilica e manteve-se as substituicdes originais do composto 51. Visando
uma investigacao mais criteriosa, esse composto foi submetido ao ensaio de dose-
resposta para determinacao do valor de ICso. Os dados mostrados na Figura 41
indicam uma melhora significativa na atividade bioquimica de inibicdo da
polimerizagcao (com um valor de ICso igual a 5 pM) quando comparado ao composto
51, que apresentava um ICsoigual a 24 pM.

De acordo com modelo de ligagao obtido pelo programa AutoDock para
este composto (Figura 42A), a presenca de dois atomos de oxigénios unidos por um
grupo metileno promove uma restricdo conformacional e, uma consequente
diminuicdo da flexibilidade da molécula. Essa propriedade faz com que aumente a
forca de interacdo com o residuo Asn25603, tornando o conjunto ligante/proteina mais
estavel e justificando o resultado bioquimico encontrado. Nota-se ainda, uma
sobreposicao total entre o composto 88 e os compostos 49 e 51 (Figura 42B),
afirmado principalmente pela interacao entre o residuo Val236f e a hidroxila do indol

do ligante e entre o residuo 11e316f e o oxigénio do grupamento éster.

Figura 41. Curva de dose-resposta e determinacdo do valor de ICso do composto 88 em
ensaios de polimerizagdo de microtubulos baseados em fluorescéncia.
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Figura 42. Proposta da conformagao de interacdo do composto 88 (A) no sitio da colchicina
(11) e sua sobreposicdo com os compostos 49 e 51 (B) (programa AutoDock, PDB: 402B).
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4.2.4. Ensaios bioldgicos dos novos analogos ciclopenta[b]inddlicos

4.2.4.1. Ensaio celular wound healing

A andlise qualitativa da capacidade de inibicdo da migracao celular foi
realizada em parceria da aluna de doutorado Luma G. Magalhdes (USP) sob
orientagéo do professor Adriano Defini Andricopulo.

Para tal, os compostos 78, 83, 88, 90, 95, 96, 99 e 103 foram incubados
com células MDA-MB-231 em placas de 24 pocos e analisados em diversas

concentragdes quanto ao efeito de inibicdo da migragéo celular (Figura 43).
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Os resultados observados na Tabela 15 mostraram que os compostos 95
e 96 apresentaram um resultado menos satisfatério quando comparado aos
compostos mais ativos 49 e 51, anteriormente testados (com valores de inibigcdo de
75% e 70%, respectivamente). Esse dado nos confirma que a fungédo éster é
importante para a atividade, visto que em tais compostos a funcao éster foi substituida
por um grupo carboxilico. Da mesma forma, os compostos 83, 99 e 103 (com um
grupamento benzilico no anel do indol) apresentaram um valor baixo de inibigcéo,
reforgcando que a hidroxila livre no anel do indol contribui de forma significativa para a
atividade anticancerigena. Os resultados obtidos para os compostos 78 e 90
(grupamento dimetoxi na porcao fenilica) foram relativamente melhores, com valores
de inibicdo de 51 e 57%. Porém, o resultado mais promissor foi obtido para o composto
88, que possui um grupamento dioxolano na porc¢ao fenilica. Quando comparado aos
resultados encontrado para os compostos ativos 49 e 51, os valores s&o praticamente
iguais e, embora nao tenha ocorrido uma melhora na inibicao, este composto possui
uma maior atividade bioquimica, com um modelo de ligacdo bem adequado para
justificar a interacao substrato/proteina.

Figura 43. Substancias submetidas ao ensaio wound healing.
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Tabela 15. Ensaio celular wound healing (MDA-MB-231) na presenga dos novos derivados
inddlicos sintetizados.

Composto (50 pM) % de Inibicao
78 516
83 29+3
88 755
90 57+2
95 Inativo
96 34+3
99* Inativo
103 Inativo
Colchicina (11) 7916

Experimento realizado em ftriplicata. Colchicina (11) foi utilizada em uma
concentracéo de (10 pM). *Baixa solubilidade.

4.2.4.2. Teste hemolitico

A citotoxidade dos derivados inddlicos 51, 77, 80, 82, 83, 87, 91,92, 93 e
94 foi avaliada em cultura de eritrocitos humanos pela técnica de hemodlise.
Inicialmente, os eritrcitos foram separados do plasma para, em seguida, serem
adicionados a uma solucdo contendo o0s compostos testes em diferentes

concentragdes (Figura 44).

Figura 44. Substancias submetidas para o teste hemolitico.

Ho ’ _f\)Lo/ . ’ "‘?LO/ BnO ’ "?LO/ ___(ﬁ\o/
n
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\ o T o u o>
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(£92) (£93) (£94)

Todos os compostos na concentragcdo de 50 uM apresentaram valores
quase nulos de citotoxidade e, mesmo em uma concentragdo superior de 100 puM,
esses valores se mantiveram constantes, mostrando que as substancias nao

danificam as células sanguineas humanas (Tabela 16).
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Tabela 16. Avaliacdo da citotoxidade por hemdlise dos derivados inddlicos 51, 77, 80, 82, 83,
87,91, 92, 93 ¢ 94.

% Hemodlise
Compostos 50 M 100 uM
51 0 0,53
77 0 0
80 0,37 0,27
82 0 0,1
83 0,17 0,03
87 0,43 0,83
91 0 0
92 1,6 0
93 0,4 0
94 0,2 0,76

As analises foram realizadas em duplicata em dois eventos.

4.3. Conclusao

Baseando-se em estudos de modelagem molecular a partir da base de
dados do LSPNF, a classe dos ciclopenta[b]indbis foi identificada com consideravel
capacidade de modular a polimerizacdo de tubulina, além de mostrar interessante
acao de desestruturacado dos filamentos dos microtibulos e inibicdo da migragéo
celular. O ensaio de citotoxidade MTS utilizando fibroblastos de gengiva humana
saudaveis para os compostos mais ativos 49 e 51 mostrou que os valores estao acima
de 100 uM e por meio do teste hemolitico com cultura de eritrécitos humanos para o
composto 51 comprovou-se que tal substancia ndo tem a propriedade de danificar as
células sanguineas humanas, mostrando valores quase nulos de citotoxidade. Um
modelo de mecanismo molecular baseado em um ensaio competitivo com colchicina
fluorescente foi proposto e, a partir deste resultado, propds-se uma possivel
explicagdo para o modo de interagéo entre a tubulina e os compostos em questédo. Os
resultados mostraram que € necessario a presenca da hidroxila livre no sistema
inddlico, a presenga dos grupamentos metdxi na porcao fenilica e a presenca da
funcédo éster, para se ter um aumento na atividade (Figura 45).
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Figura 45. Relacdo estrutura atividade observada para os ciclopenta[b]inddis mais potentes

S (D oy (D
@O CVO

(+49) (+ 51)

Em uma segunda parte do projeto, realizou-se o planejamento racional dos
analogos dos derivados ciclopenta[b]indolicos utilizando ferramentas classicas da
Quimica Medicinal como hibridizacdo molecular, homologacgéo, bioisosterismo e
simplificagdo molecular. A partir dos valores de ICso, coeficiente de particao (log P) e
volume da molécula em comparagdo a colchicina (11, padrdo), novos esqueletos
foram propostos e entdo submetidos aos estudos de docagem molecular. Os
resultados serviram de guia para a sintese dos compostos 76-102 no qual, a partir de
uma metodologia simples e rapida, pode-se obter mais 27 analogos para serem
testados em ensaios citotoxicos (Figura 46).

Todas as substancias foram submetidas ao ensaio de Fluorescéncia para
quantificacdo de polimerizagao da tubulina. Um interessante resultado com 87% de
inibicao e um valor de ICsoigual a 5 uM foi obtido para o composto 88, mostrando que
a interacdo encontrada virtualmente pelo programa AutoDock entre o grupo dioxolano
com o residuo Asn2568 no sitio da colchicina (11), pode ser a responsavel por esse
aumento na atividade (Figura 47).

A andlise qualitativa da capacidade de inibicdo da migracao celular pelo
método wound healing dos compostos 78, 83, 88, 90, 95, 96, 99 e 103 nos confirmou
a hipétese de interagdo do composto 88, com um resultado satisfatério de 75% de
inibicao. Esse resultado mostrou que a sintese planejada contribuiu de forma eficaz
para a obtencdo de um analogo mais potente em inibir a polimerizacao de
microtubulos e a partir deste pressuposto, um futuro protétipo para a terapia do cancer
pode ser considerado em ensaios clinicos e toxicoldgicos.



Figura 46. Novos analogos de ciclopenta[b]inddis sintetizados.
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5. RESOLUGAO ENANTIOMERICA DOS DERIVADOS
CICLOPENTA[B]INDOLICOS

5.1. Introducao

A quiralidade molecular é um fen6meno indispensavel na natureza, estando
presente nos processos bioldgicos naturais nos quais a maioria dos seres vivos sdo
capazes de diferenciar pares de enantiomeros.!'9

A enzima D-aminoacido oxidase, por exemplo, catalisa somente reacoes

do enantidmero R e deixa o enantidmero Sintacto'? (Figura 48).

Figura 48. Resposta biolégica da enzima D-aminoacido oxidase.

COO COO COO COO
) ) D-aminoacido /k )

R/t “"NH, +  HoN'™ x\R ) R \NH t O HLN' k\R
H H oxidase H

Enantidmero R
oxidado

Enantidmero R Enantiomero S Enantidmero S

(fonte: referéncia 120)

As enzimas responsaveis pelo metabolismo como as P4so, atuam de modo
a formar dois complexos diastereoisoméricos. Dois estados de transicdo com energias
diferentes se desenvolvem, levando a uma velocidade de metabolizacdo e a uma
meia-vida diferente para cada enantiémero.?’

A glicoproteina presente na membrana celular, responsavel pelo transporte
ativo de substancias para o interior da célula, também € um exemplo da discriminacao
dos enantidmeros nos diversos niveis de interagcdo com o sistema bioldgico. Quando
amolécula a ser transportada é quiral, o reconhecimento acontece de maneira distinta,
fazendo com que ela seja absorvida com velocidades e permeabilidades
diferentes.122.123

Uma vez que nos seres vivos existem tantos compostos quimicos quirais,
nao é estranho que os farmacos usados para curar ou aliviar sintomas de doenca
também o devam ser. Até 1961, a maioria dos farmacos comercializados com tal
caracteristica, era tido como uma mistura em que um dos enantibmeros era
responsavel pela agdo e o outro inativo. O caso dramatico da talidomida abriu uma

nova concepcao a este respeito. Esta, era utilizada como uma mistura racémica por
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mulheres gravidas no inicio da gestagéo, porém nao se sabia que enantibmero S
apresentava uma atividade teratogénica levando a ma formagéo congénita (Figura
49). Isso levou ao nascimento de milhares de pessoas com gravissimos defeitos
fisicos, sem contar os bebés mortos antes do nascimento. Hoje, a talidomida é usada
com restricoes para o tratamento de lepra e melanomas, contudo, ja se sabe que
ambos os seus isdmeros podem apresentar propriedades teratogénicas, em fungéao

da epimerizagao in vivo do centro assimétrico.'?4125

Figura 49. (A) Imagens de criancas afetadas pelo uso da mistura racémica da talidomida. (B)
Isémeros da talidomida.

(S)-Talidomida (R)-Talidomida
Teratogénico Sedativo

(fonte http.//www.terrywiles.20m.com/photo4.html)

Em 1992, o FDA estabeleceu uma politica que encorajava as companhias
farmacéuticas a usar os avangos recentes em técnicas de sintese e separacao para
desenvolver drogas com um Unico enantibmero. Agora um farmaco nao pode ser
comercializado sem antes passar por minuciosos ensaios clinicos e toxicoldgicos.'26

Existe uma série de vantagens da comercializagao de enantibmeros puros
sobre a comercializagdo da mistura racémica, tais como: reducao da dose e da carga
no metabolismo; restricdes menos rigidas na dosagem; melhor controle da cinética da
dosagem; reducéo da variabilidade da resposta dos pacientes; maior confianga na
padronizacdo da dosagem; reducdo nas interagcdes com outros farmacos de uso
comum e reducéo de efeitos colaterais.'?’

Enantidmeros puros podem ser obtidos por sintese assimétrica no qual
através de um reagente pro-quiral hd a formagdo de produtos quirais de forma
enantiosseletiva. Uma vez que o primeiro centro quiral é introduzido, as etapas
posteriores sdo de natureza diastereosseletiva. Quando se utiliza um auxiliar quiral
covalentemente ligado ao substrato, o processo inicialmente diastereosseletivo torna-

se enantiosseletivo a partir do momento que o auxiliar € removido. Também pode-se
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usar produtos naturais opticamente puros como matéria-prima incorporada na
estrutura da molécula em questao. Neste caso, a fonte de quiralidade nao é reciclada
e a sintese é diastereosseletiva.'?®

Além da sintese assimétrica pode-se obter enantibmeros puros por meio
de uma resolucdo quimica, resolucao enzimatica ou por meio da cromatografia
quiral.129

A resolugao quimica consiste em reagir a mistura de enantibmeros com um
composto opticamente puro, formando derivados diasterecisomeéricos que possuem
propriedades fisicas diferentes, o que permite a separacdo por métodos classicos
(destilacao fracionada, cromatografia ou cristalizagao fracionada) sem a necessidade
de colunas cromatograficas quirais. A decomposicdao, em seguida, de cada
diastereoisdbmero separadamente, dara o enantibmero individual da forma racémica
original. E preciso fazer uma escolha cuidadosa do agente de resolucédo. Ele deve
proporcionar um alto rendimento dos produtos e, além disso, os diasteredmeros
resultantes devem ser separaveis e o agente utilizado para resolugdo deve ser
facilmente removido, de modo a regenerar os enantidmeros originais.'3°

Uma reagdo extensivamente usada é a reacgdo &cido-base'®, que se
processa com rapidez e usualmente gera sais capazes de serem separados por
cristalizacao fracionada. Se a amina € a forma racémica a ser resolvida, a reagéo é
feita com um acido quiral para dar os sais diastereocisoméricos. A separagao dos sais,
seguida pelo tratamento de cada um com hidréxido de sdédio, por exemplo, produz os
enantibmeros da amina. Da mesma forma, uma mistura de acidos pode ser resolvida
com o uso de uma base quiral, como é mostrado na Figura 50.

A resolugéo enzimética faz uso de enzimas especificas, no qual a diferenca
de energia entre os estados de transicdo diastereoisoméricos proporciona a
estereosseletividade verificada. Dentre as principais enzimas utilizadas, destacam-se
as lipases que, naturalmente, apresentam uma grande versatilidade catalitica como

hidrolises, esterificagdes, transterificacoes, amidagdes e epoxidacdes.'3!
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Figura 50. Resolugdo de uma mistura racémica de acidos utilizando uma amina quiral.

diastered6meros

COOH COOH base COO base SH COO base SH'
HO/‘""H H"‘l\OH - HOT'H H ""x\OH
enantiomeros sal-R,S sal-s,s
COO base SH* COO base SH”
Ho/l""H H "“l\OH
Sal-R,S Sal-S,S
J/HCI HCl
COOH COOH
Ho/l""H H-T~0H + BaseSH
AcidoR Acido s

Enantidmeros
separados

(fonte: referéncia 120)

Enantidmeros também podem ser resolvidos por cromatografia através de
procedimentos indiretos ou diretos. No procedimento indireto, a derivagcdo com um
reagente quiral leva a formacdo de diastereoisbmeros que podem ser separados
empregando colunas de fases estacionarias aquirais, como silica e C18. Ja no modo
direto, faz-se uso de aditivos quirais na fase mével, como a f-ciclodextrina, ou faz-se
uso de fases estacionarias quirais em que, devido a um conjunto de interagdes entre
o soluto e as moléculas quirais, ocorre a formacéao de um complexo diastereoisomérico
transitorio. O complexo mais estavel possuira um tempo de retengdo maior, ocorrendo
a separacgéo (Figura 51).132
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Figura 51. Esquema de separacdo de enantiébmeros utilizando fase estacionaria quiral.

‘,'
{ Maisestdvel
>

Enantiomeros

o ¥

Fase estaciondria quiral Fase estaciondria quiral

Dentre as fases estacionarias quirais, aquelas que se mostraram mais
promissoras para farmacos quirais e seus metabdlitos sdo baseadas em derivados de
polissacarideos e em proteinas.’™3 Polissacarideos como a celulose e a amilose
apresentam limitada capacidade de resolucao quiral. Por outro lado, sdo facilmente
convertidos a uma variedade de derivados como tris-benzoatos e tris-fenilcarbamatos,
criando novos sitios para o reconhecimento quiral. As fases estacionarias quirais
baseadas em proteinas apresentam enantiosseletividade para um grande numero de
compostos. Uma desvantagem € a baixa capacidade, a menor estabilidade das

colunas e o limitado entendimento dos mecanismos de separacgéo.’3*
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5.2. Resultados e discussao

5.2.1. Resolucao enantiomérica dos derivados ciclopenta[b]inddlicos por meio
de agentes quirais

Os valores de docagem mostrados no item 2.3 para os enantibmeros dos
compostos 49 e 51 (mais potentes nos ensaios bioldgicos) sugeriram que ambos os
enantibmeros com configuracdo SS tem uma maior contribuicdo na atividade
observada, nos levando a propor o isolamento das substancias quirais por resolucao,
inicialmente, com uma amina opticamente pura.

O acido ciclopenta[blindol 91 foi dissolvido em THF anidro e adicionado em
uma solucao anidra de EDC.HCI, (S)-(-)-(a)-metilbenzilamina, HOBt, EtsN e THF, com
atmosfera de N2 em temperatura ambiente. A mistura reacional foi deixada sob
agitacao magnética por 1 h para formacao dos compostos 103 e 104. Estes foram
separados por métodos convencionais de cromatografia (coluna de fase normal, silica
flash, Hex:AcOEt:CHCIs (6:3:1) (Esquema 15).

Esquema 15. Condicées utilizadas para resolugdo da mistura racémica do ciclopenta[bjindol
91. Os cromatogramas foram realizados em CLAE Shimatzu, coluna silica Water, fluxo
1mL/min, fase movel 7:3 (Hex:AcOEt), A=254 nm.

(mistura dos dois diastereoisémeros)
BnO.

o’

1l I o
[ g "aan wepn g R T O\ (91)

EDC.HCI (1,25 equiv.) \[

Coluna fase normal, silica flash,
Hex:AcOEt:CHCI; (6:3:1)
(82%)

(S)-(-)-(a)-metilbenzilamina (1,1 equw
HOBt (0,1 equiv.), E&sN (2 equiv.), THF

| 0}
= _ ). U\,(f) (R) h{f’

2 BnO ’ H BnO C M
- Bhe O CLmyos
e N |

(103) ™ (104)

As amidas sintetizadas foram submetidas a hidrélise com HCI:H20 para,
em seguida, serem convertidas nos produtos ativos originais através de uma reagao
de esterificacdo (Esquema 16).

o o LT TR
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Esquema 16. Proposta sintética para finalizagdo da resolug¢do enantiomérica e obtengao dos
produtos opticamente puros.

Hidrolise B0

BnO
Hidrolise

No entanto, ndo se obteve sucesso na etapa de hidrélise, pois utilizando-
se de metodologias classicas acidas e basicas (Tabela 17), as condicdes drasticas de
temperatura e pH fizeram o produto degradar-se. Algumas rotas alternativas foram
utilizadas a fim de utilizar temperaturas menores, como no caso de cloreto de tionila
(Tabelas 17, entrada 6) e perdxido de sédio (Tabela 17, entradas 12 e 13), porém a

reacao procedeu-se sem nenhum consumo do material de partida.

Tabela 17. Condicées utilizadas na reacao de hidrolise acida e basica.

Entradas Acido/Base Temperatura Tempo

reacional

1 HCI 6M 100 °C 24 h

2 HCI 6M 25°C 1 semana

3 HCI conc. (37,5%) 100 °C 24 h

4 MeOH.HCI 65 °C 24 h

5 H2S0O4e MeOH 65 °C 24 h

6 SOClz2 e MeCOH 65 °C 24 h

7 KOH 4 equiv. e H20 100 °C 24 h

8 NaOH 4 equiv. e H20 100 °C 24 h

9 NaOH 8 equiv. e H20 25 °C 1 semana

10 NaOH 8 equiv. e MeOH 100 °C 24 h

11 KOH 10 equiv. e H20:MeOH 25°C 1 semana

12 Naz202 1 equiv. 25°C 1 semana

13 Naz202 1 equiv. 45°C 1 semana
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Visando a utilizacdo de métodos mais brandos optou-se pela derivatizacéo
da amida secundaria com um grupo protetor.’3® No caso, a reagdo com (Boc)20 (4
equiv.), DMAP (2 equiv.), EtsN (2 equiv.) em CH2Cl2 a temperatura ambiente formaria
uma amida mais reativa na presenca do nucle6filo metéxido (Esquema 17). O produto
formado apresentou uma polaridade menor que o reagente, sugerindo o sucesso da
reacao, porém o grupamento protetor deu-se somente no sitio do indol e ndo como o
esperado, no nitrogénio amidico. Outras bases foram utilizadas como DBU e buitil litio,
porém sem sucesso.

Esquema 17. Etapas da rota sintética alternativa a hidrolise classica.

(\3\ \ Boc,O (4 equiv.)

DMAP (2 equiv.) BnO

Et3N (2 equiv.)
CHZC|2’ ta

Seguindo a proposta de Evans, uma alternativa a essa etapa inicial seria a
formagéo de N-alquil-N-nitrosoamidas usando nitrito de s6dio em excesso em uma
solugdo de acetato de sddio e acido acético (2:1) a 0°C por 16 h.'3 A reacéo

novamente nao foi bem sucedida (Esquema 18).

Esquema 18. Sintese de N-alquil-N-nitrosoamidas.

NaNO, (20 equiv.)

) { BnO

Ac;0:AcOH (2:1),
16 h 0°C

Uma possivel explicagdo proposta por Darbeau em 200137 seria que em
meio levemente 4acido a protonacdo ndo ocorreria no nitrogénio amidico e sim no

grupamento acil ou no oxigénio nitrosilico. A deaminacao prosseguiria a partir da
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espécie 2a até a eliminacdo de uma molécula de nitrogénio. Se o meio estiver muito
acido a protonacdo poderia ocorrer no nitrogénio amidico como mostrado em 2b
resultando na sua decomposigéo rapida para formagédo de um equivalente de acido
nitroso e a correspondente amida (Esquema 19).

Em ambos os casos, o processo de N-nitrosacdo € prejudicado pela
variacdao nao ideal no pH, o que péde justificar o insucesso da reacao mostrado no

Esquema 18.

Esquema 19. Decomposicdo dependente do pH para N-alquil-N-nitrosoamidas.

R R1CO,H
1 rapida R4 R4 QH R
H,0* A HO  R_ X -
R\N o — R’}l, — Nﬁﬁ) — N
| — N \+ |l| -« N |l| N\
N 0 baixa acidez 0" \(& OH
2a
I deaminacéo catalisada por &cido
i R,CO:.
alta lenta R.CO. R,CO, R T2
id - 102 o
acidez | H,0 B . ’}p
R+ N=N R-N=N N\gﬂ
2
produto OH, OH,
Rq
RA,& rapida R R4 +
H‘:N O — N‘ﬁ + HZO\N X0 denitrosagao catalisada por acido
NS\ H O
6}
OH,
2b

(fonte: modificada da referéncia 137)

Um interessante artigo publicado em 1998 mostra com eficiéncia a
conversao direta (one-pot) de amidas secundarias para ésteres, utilizando anidrido
triflico, piridina e alcool, em baixas temperaturas e condicdes neutras de pH. Para
amidas terciarias a reacao ocorre em apenas uma etapa, porém no caso de amidas
secundarias, especificamente para metilbenzil amidas, podem ocorrer reacdes
paralelas tipo Retro-Ritter, com a formagéo de nitrilas (Esquema 20).'38

Uma alternativa a este mecanismo seria a conversao da amida secundaria
em uma terciaria via alquilacao, para em seguida, prosseguir a reacao com o anidrido
triflico. A alquilacdo faz com que o cétion nitrilium formado seja muito instavel e nas

condigbes utilizadas (temperaturas baixas e pH préximo ao neutro) dificilmente
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permanecera em solugdo, formando necessariamente o éster desejado (Esquema
21).

Esquema 20. Fragmentacao Retro-Ritter de metilbenzil amidas.
OTf

+

0 O
L T£,0 (1,3 equiv.) ren
RTNT YT s > A \j ....... > R-C=N
H piridina (3 equiv.)

CH,Cl,, -40°C

Esquema 21. Rota alternativa para prevengéo da reagéao tipo Retro-Ritter em metilbenzil
amidas.

3 3 oy
alquilacdo
R EJ\O ____(El____c____> R EJ\O _______ > )\@ ___X___> R_CEN'LR

Seguindo esta proposta, reagiu-se a amida 103 (protegida com Boc no
nitrogénio do indol) com NaH (2,5 equiv.) e Mel (2,0 equiv.) em uma solugdo de
THF/DMF a temperatura ambiente, mas novamente ndo se obteve sucesso na reacao,
mesmo utilizando outras bases, como DBU e butil litio (Esquema 22).

Esquema 22. Rota sintética para conversao da metilbenzil amida 103 em éster.

Q 1) Tf,0 (1,3 equiv.)
AN piridina (3 equiv.)

CH,Cl,, 0-4°C
_____________ >
OL  2) MeOH (10 equiv.)

Devido a diversas tentativas sem sucesso de desprotecao da amida, talvez
ocasionado pelo impedimento estérico dos substituintes, optou-se pela metilacao da
(S)-(-)-(a)-metilbenzilamina antes do processo da resolucao. Deste modo, a amina foi
dissolvida em THF anidro e entdo adicionada em uma solugdo de NaH (1,1 equiv.) e
Mel (1,0 equiv.) a temperatura ambiente sob agitagdo magnética e atmosfera de Na.
Apoés a metilagdo, reagiu-se a amina secundaria com o acido ciclopenta[b]indol 91
para a obtencdo das amidas terciarias mostradas no Esquema 23. A reacao foi bem
sucedida, porém nao se obteve sucesso na separagdo cromatografica dos dois
diastereoméros formados, visto que a mistura era vista como Unica mancha na

cromatoplaca, mesmo apés varias formas de eluigao.
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Esquema 23. Alquilagdo da (S)-(-)-(a)-metilbenzilamina seguida da reagdo com o acido 91
para formacdo de amidas terciarias. Sistema de eluicao para cromatoplaca (Hex:AcOEt, 8.2,
6x).

: NaH (1,1 equiv.) : N~
H 1
©ANH2 _ Mel (1 equiv) gH EDC.HCI (1,25 equiv.)

THF, t.a + Et;N (2 equiv.)
(e} HOBt (0,1 equiv.)
BnO Q) OH THE, ta o 9
O N O O_ ’ NT
H o
(1)  Os

Diante das dificuldades encontradas no trabalho com a amina, optou-se
pelo uso de um alcool quiral®®, dando inicio a rota sintética ilustrada no Esquema 24.
Apesar da variedade de alcoois e condicdes testadas (Tabela 18), ndo se obteve éxito

na formacéo do éster desejado a partir do acido 91.

Esquema 24. Resolugdo da mistura racémica 91 utilizando alcoois quirais.
O

o]

OH Alcool quiral
BnO [ ’ R-OH

0} O
o T X .
H o~ BnO ’ 0
(91) O O o
N
H o~
O\

Apesar dos insucessos obtidos com a resolucao utilizando alcool e amina

quiral, os produtos amidicos sintetizados possuem uma variedade estrutural
interessante para serem submetidos a ensaios biolégicos e bioquimicos. Deste modo
e aproveitando os resultados, foram obtidas por meio de desprotecao e adicdo do
grupo Boc seis amidas estruturalmente diferentes, como € apresentado no Esquema
25.
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Tabela 18. Condicées utilizadas na resolucao utilizando um alcool quiral.

Alcool quiral Condicoes Alcool quiral Condicoes
- EDC.HCI (1,25 equiv.), _.OH EDC.HCI (1,25 equiv.),
HOBt (0,1 equiv.), EtsN HOB (0,1 equiv.), EtaN (2
1,1 equiv. (2 equiv.), THF 4 equiv equiv.), THF
OH EDC.HCI (2 equiv.), :
] DMAP (0,5 equiv.), ~.~OH DCC (1,2 equiv.), DMAP
EtsN (1 equiv.), (1,2 equiv.), CH2Cl2
1 equiv. THF:CH2Cl2 .
6 equiv.
on DCC (1,2 equiv.), o EDC.HCI (1,5 equiv.),
HOBt (1,2 equiv.), @A DMAP (0,1 equiv.), EtsN
5 equiv. DMF 2 equiv. (1 equiv.), CHzCl2
OH OH
: DCC (1,2 equiv.), .
DMAP (1,2 equiv.), CDI (1 eguw.), EtsN (1
equiv.), CHzCl2
. CHzCl2 .
4 equiv. 2 equiv.

Esquema 25. Condig¢ées utilizadas para sintese de amidas 103-110.

o}
(105) 0o O~ 90% O (106)
BoczO (4 equiv.) | Et;N (2 equiv.) BocO (4 equiv) | EtN (2 equiv)
DMAP (2 equiv)) |CH,Cl, t.a DMAP (2 equiv.) | CH.Cl, ta

(S) U\g

BnO ’ B
e 9
H

(103)

Pd/C 10%

MeQH, H2
Boc,O (4 equiv.)
DMAP (2 equiv.)

70%
it --
"o ’ 0 N Et:N (2 equiv.)
N O N CHgC'g ta
H - H o~ \75%
1 O

DMAP (2 equiv.) (107) (108)
Et:N (2 equiv.)
CHQC'Q, ta

75% Boo @(0/
(110) -
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5.2.2. Resolucao enatiomérica dos derivados ciclopenta[b]inddlicos por meio
da cromatografia quiral

Embora o inicio do processo de resolugao, utilizando como agente quiral a
amina (S)-(-)-(a)-metilbenzilamina, tenha sido realizado com sucesso (Esquema 15),
a segunda etapa, que consistia na hidrélise do grupo amida, foi dificultada pela
estabilidade do grupamento amidico secundario gerado. Da mesma forma ocorreu
com a utilizagao de um alcool quiral, porém o insucesso se deu pela nao formacao do
éster ja na primeira etapa da resolugao.

Uma solugéo encontrada foi realizar a separagao por meio da cromatografia
quiral em parceria com a Prof?2 Quézia Bezerra Cass da UFSCar, utilizando como fase
estacionaria, derivados de fenilcarbamatos de amilose (Figura 52). Esse tipo de
separacdo com derivados de polissacarideos normalmente ocorre, pela interacao
entre os enantibmeros e 0s grupos carbamatos localizados no interior da estrutura
helicoidal e também pelas interagdes 1T-1T1 com 0s grupos aromaticos hidrofébicos

localizados mais externamente da cadeia polissacaridea. 34140

Figura 52. Fase quiral derivada de fenilcarbamato de amilose utilizada para separacdo dos
enantiémeros do composto 80.

OCONHR

0]

RHNOCO
RHNOCO O% Cl Cl
n

Assim, os compostos 80 (Figura 53A) e 91 (Figura 53B) foram utilizados
para otimizagao da condi¢cao cromatografica primeiramente em uma escala analitica,
para em seguida, serem submetidos a separagdo em uma coluna semipreparativa. A
melhor condicdo encontrada foi uma fase movel de Hex:EtOH em proporgéo 8:2.

Como pode-se observar na Figura 53, a resolucao foi obtida com um alto
poder de discriminagcdo quiral e uma boa separagdo cromatografica. Ao final do
processo para a mistura racémica 80, pode-se obter uma quantidade de massa
razoavel (5,0 mg para o enantibmero 80a e 6,0 mg para o enantibmero 80b) para a
etapa de desprotecao do grupamento benzilico e realizagao dos ensaios bioquimicos
e biologicos.
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realizada utilizando Pd/C sob

temperatura ambiente e atmosfera de H2 (Esquema 26) e, ap6s 2 h de reacao, obteve-

se 0s compostos enantiomericamente puros 51a (3,0 mg) e 51b (3,5 mg). Estes foram

caracterizados por meio da analise dos espectros de RMN de 'H, de RMN de '3C, de

espectrometria de massas e por rotacao dptica.

Figura 53. Separacao cromatografica analitica dos enantibmeros dos compostos (A) 80 e (B)
91. Os cromatogramas foram realizados com uma coluna Chiralpak ID, fase movel 8:2

(Hex:AcOEt) e A=230 nm.

(A)
Amostra 1- concentragdo (0,5 mg/mL)
Fase movel - Hexano/etanol (80:20) o)
1ocaaoo—VazaD'O,15mLJ:n|n \k P
[Volum e de injecdo: 10 uL BnO. " O
0.
- 300000 | O N O ~
-2 H o~
S 0.
<. sooome (80) N
T
=
& 400000 4
o
<
S
T 200000 -
@
©
[a]
0
B e e e N B e e L s e

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo em minutos

Detector A (230nm) (Version)

(B)
Amostra 2- concentragéo (2,0 mg/mL)
Fase mdvel - Hexano/etanol (80:20) o
Vazdo: 0,15 mL/min \L
1400000 JV0lume de injecdo: 10 uL BnO OH
(0]
1200000 -| Q N O N
H —~
1000000 — o o
(91) A
200000 -
600000 |
400000 -
200000 |
0
-200000 - r v r r T T
0 5 10 15 20

Tempo (minutos)

Esquema 26. Resolugao do derivado inddlico 80 para obtencdo dos enantibmeros originais
51a e 51b. Os compostos foram obtidos como um oleo, e portanto, ainda ndo foi possivel
determinar a configuracdo absoluta de cada enantibmero. A representacao foi feita de maneira

aleatoria.

(80)

(80a) | pyc 10%

MeOH, Ho

N
Pd/C 10% | (80b)

MeOH, Ho
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5.3. Conclusao

Os enantibmeros RR e SS das duas substancias mais potentes nos ensaios
anticancerigenos (49 e 51) foram analisados por docagem utilizando os programas
GOLD 5.1 e AutoDock (PDB 1SAOQ e 402B). Os valores sugeriram que o enantibmero
SS tem uma maior contribuicdo na atividade observada, sendo proposto o isolamento
das duas substancias quirais por resolugao com uma amina e um alcool opticamente
puros. Diversas metodologias foram aplicadas, porém ndo obteve-se sucesso em
nenhuma delas. A separacéo foi obtida com sucesso por meio da cromatografia quiral,
em que derivados de fenilcarbamatos de amilose, foram utilizados como fase
estacionaria, permitindo a separacéo e obtencao dos derivados ciclopenta[blinddlicos
enantiomericamente puros 51a e 51b.

Esses resultados representam um importante passo na busca de um novo
protétipo com atividade melhorada e baixa toxicidade, além de oferecer um caminho
seguro para a industria farmacéutica no que diz respeito aos ensaios clinicos e
toxicologicos utilizando a mistura racémica e 0os enantibmeros puros.

Como uma concluséo final, considerando o cendrio mundial de alta
incidéncia de cancer e fatores como resisténcia e diversidade fenotipica, os resultados
obtidos neste trabalho foram bastante relevantes, pois permitiram ampliar o nimero
de moléculas ativas no sitio da colchicina (11) com uma toxicidade quase nula, sendo
portanto, um passo importante para o desenvolvimento de novos candidatos a

agentes quimioterapicos contra o cancer.
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6. EXPERIMENTAL

6.1. Parte experimental do tépico 4 “Planejamento, sintese e atividade
biolégica dos novos derivados ciclopenta[b]indélicos”

6.1.1. Estudos de docagem molecular

Todas as fases de construcao, avaliacdo das moléculas de agua, adicdo
de atomos de hidrogénio, verificacao de possiveis rotdmeros e tautdmeros e analise
das docagens foram feitas utilizando o conjunto de programas da plataforma SYBYL
8.0 (Tripos, St.Louis, USA) em computadores com o sistema operacional Linux Red
Hat verséo 3.4.6. As estruturas dos ligantes foram obtidas através do programa padréao
de construcado de moléculas do SYBYL 8.0. As conformacdes finais de cada molécula
foram obtidas pela minimizacdo de energia com otimizacado geométrica empregando
o campo de forca Tripos e 0 método de Powell. As cargas parciais de cada molécula
foram calculadas a partir do método de Gasteiger-Huckel.

Para identificar o padréo correto de interagdes das substancias avaliadas
com o sitio de ligacao foram utilizados trés diferentes tipos de programas: GOLD 3.1
(Cambridge Crystallographic Data Centre), SURFLEX (pacotes implementados no
SYBYL 8.0) e AUTODOCK 3.08.

O centro do local de ligacdo compreendeu um raio de 8 A e a busca
conformacional foi ajustada para fornecer 10 solu¢des para cada um dos compostos
com a eficiéncia maxima de pesquisa (200%). A estrutura da colchicina (11) foi usada
para validar a metodologia de ligagdo com um erro de 1.9 A no método dos minimos

quadrados.
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Figura 54. Estruturas das moléculas planejadas (DR-1 a DR-82).
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6.1.2. Sintese dos novos derivados ciclopenta[b]inddlicos

Os aldeidos utilizados nas reacdes de MBH foram adquiridos
comercialmente da Aldrich e os demais reagentes e solventes foram obtidos através
das marcas Merck, Acros, Aldrich e/ou Fluka. Todos os solventes anidros foram
tratados previamente, seguindo procedimentos especificos para cada tipo de solvente,
imediatamente antes do uso. A trietilamina (EtsN), o cloroférmio (CHCIs) e o
diclorometano (CH2Clz) foram destilados sob hidreto de calcio. O tetraidrofurano (THF)
foi inicialmente destilado sob hidreto de calcio e redestilado na presenca de fitas de
sédio metalico/benzofenona.

As reacbes foram realizadas sob agitacdo magnética em placas com
aquecimento da marca Coming ou Fisaton. Para as reagdes sensiveis a umidade e
ao oxigénio, a vidraria foi seca em estufa a 150 °C, resfriada em dessecadores
contendo silica gel e entao expostas a atmosfera de nitrogénio, em baldo previamente
flambado.

As purificagdes dos produtos foram realizadas em coluna de silica gel 60-
230 p (Merck) e o acompanhamento das reagdes foi realizado por cromatografia de
camada delgada (CCD) em cromatoplacas Merck, utilizando solugéo reveladora de
fosfomolibdato de aménio 5% em etanol e lampada de UV.
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As caracterizagdes por espectroscopia de RMN de 'H e RMN de 3C foram
realizados nos espectrofotdbmetros Varian Inova 500 (500 MHz para 'H e 125 MHz
para '3C) ou Bruker Avance DPX 250 (250 MHz para 'H e 62,5 MHz para '3C). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milhdo (ppm) utilizando o
sinal padréo do tetrametilsilano (TMS) em 8=0 para o 'H e 3C ou o sinal do cloroférmio
deuterado (CDCl3) em §=7,27 para o 'H e 8=77,0 para o '3C. A constante de
acoplamento (J) foi dada em Hertz (Hz).

Os espectros no infravermelho (1V) foram adquiridos no aparelho Thermo
Nicolet 6700 FT-IR (modo ATR - amostra pura ou solu¢édo), no qual as amostras foram
aplicadas como filme, diretamente sobre o cristal de germanio entre 4.000 e 650 cm-!
(resolucao de 8.0) ou em um aparelho Thermo Scientific com as amostras aplicadas
em uma pastilha de KBr.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos em um
espectrometro de massas Waters XEVO Q-TOF (ESI) e em um espectrémetro de
massas Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS.

Os pontos de fusédo foram medidos nos equipamentos Electrothermal 9100
ou Perkin Elmer 341.

A rotacéo dptica ([a]2°) dos compostos foi medida no polarimetro Perkin
Elmer 341 em uma concentracao de 1g/100mL.

A nomenclatura dos compostos foi feita utilizando-se o programa
MarvinSketch 5.5.0.1. correspondendo a nomenclatura oficial da IUPAC.

6.1.2.1. Procedimento geral de preparacao dos adutos de MBH

') DABCO OH O
)k Ultrassom, t.a
R H - R1)\[HkOMe
! Z>C0o,Me

O aldeido de partida (10 a 30 mmol) foi dissolvido em um baldo com acrilato
de metila (5 equiv.) e DABCO (0,65 equiv.). A reacao foi submetida ao ultrassom e o
avanco foi acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD). Apéds o
término da reagdo, o excesso da mistura de acrilato de metila foi evaporada sob
pressao reduzida. O residuo foi redissolvido em acetato de etila (30 mL) e a fase
organica foi extraida com solucdo saturada de cloreto de soédio (50 mL). A fase
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organica foi separada, seca em sulfato de sédio anidro, filtrada em papel de filtro e
concentrada sob pressao reduzida. Os produtos 60-65 foram submetidos a purificacao
por coluna cromatogréafica utilizando fase estaciondria de silica gel e fase movel
Hex:AcOEt (80:20).

Composto 60: 2-[hidroxi(fenil)metil]prop-2-enoato de metila

OH O
o~

Rendimento: 91%; Caracteristica: 6leo viscoso incolor; IV (filme): 3428, 3032, 1683,
1156 cm'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): & 3,08 (d, J=5,5 Hz, 1H); 3,71 (s, 3H); 5,56
(d, J=5,3 Hz, 1H); 5,83 (t, J= 1,1 Hz, 1H); 6,33 (s,1H); 7,29-7,36 (m, 5H); RMN de 3C
(62,5 MHz, CDCIs): 6 51,9; 73,2; 126,1; 126,6; 127,8; 128,4; 141,3; 142,0; 166,8.

Espectro 1. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 60.
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Espectro 2. RMN de C (62,5 MHz, CDCl3) do composto 60.

Daniara_fev2ldcfCl_Aduto_s_substit CDC13 250 MHz NAME
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Composto 61: 2-[hidroxi(4-metoxifenil)metil]prop-2-enoato de metila

OH O
o~
~o
Rendimento: 70%; Caracteristica: sélido branco; IV (filme): 3480, 2950, 2835, 1721,
1149, 830 cm'; RMN de 'H (250 MHz, CDCl3): 8 3,00 (d, J=5,3 Hz, 1H); 3,70 (s, 3H);
3,78 (s, 3H); 5,51 (d, J=5,0 Hz, 1H); 5,85 (s, 1H); 6,31 (s, 1H); 6,86 (d, J=8,5 Hz, 2H);
7,28 (d, J= 8,5 Hz, 2H); RMN de '3C (62,5 MHz, CDClIs): & 51,9; 55,2; 72,7; 113,8;
125,5;127,9; 133,5; 142,2; 159,2; 166,8; P.F: 62°C.
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Espectro 3. RMN de 'H (250 MHz, CDCl3) do composto 61.
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Espectro 4. RMN de *C (62,5 MHz, CDCl3) do composto 61.
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Composto 62: 2-[(3,4-dimetoxifenil)(hidréxi)metil]prop-2-enoato de metila

OH O

_0 o~

o
Rendimento: 70%; Caracteristica: 6leo amarelo claro; IV (filme): 3447, 2954, 1717,
1261, 815; RMN de 'H (250 MHz, CDCIs): 5 2,99 (d, J=5,3 Hz, 1H); 3,72 (s, 3H); 3,86
(s, 3H); 3,87 (s, 3H); 5,52 (d, J= 5,0 Hz, 1H); 5,83 (s, 1H); 6,32 (s, 1H); 6,80-6,92 (m,
3H); RMN de '3C (62,5 MHz, CDCls): 5 52,0; 55,8; 55,9; 73,0; 109,7; 110,9; 118,9;
125,8; 133,8; 142,0; 148,6; 149,0; 166,9.

Espectro 5. RMN de 'H (250 MHz, CDCl3) do composto 62.

Daniara_jan08dcfH2_Aduto_Dimetoxi CDC1l3 250 MHz

OTETAMM A~ W ~ o — o ﬁ;;;entn“a‘;:;é’gztc;;;
ooooooo NN o N o ®

mmmmmmm ™ 0 W n © @~ S o EXPNO 1

............ I . PROCNO 1
wwwwwww n w0 ™M™ Mo

™3
<z

Date,

SN\ N
OH O ron

spect
I A0mnd PROBHD 5 mm QNP 1H/13
NHO WYMo
OOV O ®®®® /O e E_ELPROG 3;?’35
Covwwww O SOLVENT cpc13
NS 16
N Y o :
SWH 5175.983 Hz

0.157958 Hz

F2 - Acquisition Parameters
_ 20140108
18.18

/
o
.

"
g
&

AQ 3.1653888 sec

RG 812.7
w10 = o DW 96.600
N o = DE 6.00 usec
0 N TE 297.3 K
w0 Mo D1 1.00000000 sec
\/ b i
CHANNEL £1
NUC1 18
P1 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFOL 250.1317509 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 250,1300006 MHz
WOW EM
sSB 0
LB 0.30 Hz
. ; GB 0
PC 1.00

T T T
71 70 69 68 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 pPpm

i@ ee @ @



127

Espectro 6. RMN de '*C (62,5 MHz, CDCl3) do composto 62.
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Composto 63: 2-[(3,5-dimetoxifenil)(hidroxi)metil]prop-2-enoato de metila

OH O
7 O/
_0
Rendimento: 70%; Caracteristica: 6leo amarelo claro; IV (filme): 3448, 1630, 1090
cm™'; RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 3,39 (d, J= 5,6 Hz, 1H); 3,68 (s, 3H); 3,73 (s,
6H); 5,44 (d, J=5,6 Hz, 1H); 5,82 (m, 1H); 6,29 (s, 1H); 6,33-6,34 (m, 1H); 6,49 (d, J=
2,0 Hz, 2H); RMN de '3C (100 MHz, CDCl3): § 51,9; 55,3; 72,9; 99,7; 104,6; 126,2;
141,8; 143,9; 160,8; 166,8.
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Espectro 8. RMN de *C (100 MHz, CDCls) do composto 63.
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Composto 64: 2-[(3,4,5-trimetoxifenil)(hidréxi)metil]prop-2-enoato de metila

Rendimento: 73%; Caracteristica: 6leo amarelo claro; IV (filme): 3445, 2941, 2839,
1728, 1462, 1228, 1058, 817 cm™'; RMN de 'H (600 MHz, CDCls): & 3,07 (d, J=5,4
Hz, 1H); 3,75 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 3,84 (s, 6H); 5,50 (d, J=5,4 Hz, 1H); 5,82 (s, 1H);
6,33 (s, 1H); 6,60 (s, 2H); RMN de '*C (150 MHz, CDCls): 5 52,1; 56,1; 60,8; 73,3;
103,6; 126,3; 136,8; 137,5; 141,8; 153,3; 166,9.

Espectro 9. RMN de 'H (600 MHz, CDCls) do composto 64.
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Espectro 10. RMN de '3C (150 MHz, CDCls) do composto 64.
Daniara "Aduto Trimetoxi" CDC1l3 - Av 600 MHz - jan09dcfHl 13C
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ps 0 PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT cDC13
\O NS 3768
DS 0
SWH 36057.691 Hz
/O FIDRES 1.100393 Hz
2Q 0.4543829 sec
RG 203
DW 13.867 usec
DE 10.00 usec
TE 298.3 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
memmmeee CHANNEL £l ===s——ee
SFOL 150.9279571 MHz
NUC1 13¢C
P1 16.50 usec
PLW1 95.00000000 W
—======= CHANNEL £2 ========
SFO2 600.1724007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG (2 waltz16
PCPD2 70,00 usec
PLW2 9.00000000 W
PLR12 0.09990100 W
PLW13 0.04895200 W
F2 - Processing parameters
s1 32768
SF 150.9128670 MHz
WOW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
i ‘ d pC 1.40
I
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto 65: 2-[(2H-1,3-benzodioxol-5-il)(hidroxi)metil]prop-2-enoato de metila

OH O
O o~

(

0

Rendimento: 65%; Caracteristica: 6leo incolor; IV (filme): 3449, 2901, 1719, 1629,
1441, 1248, 1038, 815 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): & 2,95 (d, J=5,0 Hz, 1H);
3,72 (s, 3H); 5,47 (d, J=4,8 Hz, 1H); 5,85 (s, 1H); 5,93 (s, 2H); 6,32 (s, 1H); 6,74-6,85
(m, 3H). RMN de '3C (62,5 MHz, CDCI3): 5 51,9; 72,9; 101,1; 107,2; 108,1; 120,2;
125,8; 135,3; 142,0; 147,2; 147,7; 166,7.



Espectro 11. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 65.

ago23dcfH4 Aduto piperonal C1C13 250 MHz

Current Data Parameters
MEOoN—AO~mm oo — oo NAME ago23defhd
WA~ M0 0O o~ O EXPNO 1
qeennnaeNy = a2 PROCNO 1
WWYWwwwwmmnmn el [N Ky
F2 - Acquisition Parameters
\!/ \/ v | v Date_ 20130823
Tim 15.37
OH O INSTRUM spect
PROBHD 5 mm ONP 1H/13
PULPROG 2930
D 32768
o/ SOLVENT cpel3
NS 16
DS 0
SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
a0 3.1653888 sec
MmN O RG 645.1
0~ DW 96,600 usec
@ @ @ ~ o~ DE 6.00 usec
el C e TE 298.2 K
(O oo o e o D1 1.00000000 sec
W 33 !
o
- .. CHANNEL f1 =
@ 0 o™~ 18
- \/ 13.25 usec
N -6.00 dB
”\’ ,‘” 250.1317509 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 250.1300005 MHz
WOW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
692 6.8 ppm
e
5.5 ppm
\|8f ppm
-

T 1

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

& & 5 (e g

Espectro 12. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 65.

ago23dcfCl Aduto piperonal C1Cl3 250 MHz

,':: }'\32 g ;:‘, Q‘E 3 :3 "o: PEPE 2 g:;;ent Data l;aramete:s
-a e d o w 6 o o 109 ! go23defCl
E I3 o9 9 838 EREd @ B !
ViV \// | 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130823
Time 16.04
INSTRUM spect
OH O PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgpg30
TD 16384
(6] " SOLVENT cDC13
o NS 552
< DS 0
SWH 15060.241 Hz
O FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439488 sec
RG 574.7
DW 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
NUC1 C
Pl 10.00 usec
PL1 [
SFO1 62.9015280 MHz
===m===== CHANNEL £2 ========
CPDPRG [2 waltz16
NUC2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18,00 dB
SF02 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 62.8952390 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 1.00 Hz
GB 0
e L T e
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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6.1.2.2. Procedimento para preparacao do indol metilado: 5-(benziloxi)-1-metil-

1H-indol
BnO
Bn0\©f\> NaH, Mel m
N

N THF,0°C-t.a \

A uma solucao do indol comercial (50 equiv.) em THF anidro (50 mL) foi
adicionado NaH (75 equiv., 60% dispersdo em 6leo mineral) a uma temperatura de
0°C. A mistura foi deixada por 15 min e ap6s a temperatura chegar a temperatura
ambiente, a mesma foi mantida sob agitagdo magnética por mais 1 hora. A mistura foi
tratada com iodeto de metila (67 equiv.) a uma temperatura de 0°C e deixada sob
agitacao magnética por 30 min. O solvente foi evaporado e o bruto foi dissolvido em
uma solucao saturada de NH4ClI (200 mL) e extraida com acetato de etila (3 x de 50
mL). A fase organica foi seca sob Na2SO4 anidro e o solvente foi retirado sob pressao
reduzida. O produto obtido foi purificado em coluna cromatografica utilizando fase
estacionaria de silica gel e fase moével Hex:AcOEt (90:10).

Tempo reacional: 2 h; Rendimento: 80%; Caracteristica: sélido amarelo; IV (filme):
1491, 1235, 1150, 800, 722, 696; RMN de 'H (500 MHz, CDCls): 5 3,72 (s, 3H); 5,09
(s, 2H); 6,37 (d, J=3,0 Hz, 1H); 6,96 (dd, J=9,0 e 2,5 Hz, 1H); 6,98 (d, J= 3,0 Hz, 1H);
7,16 (d, J=2,2 Hz, 1H); 7,19 (d, J= 8,7 Hz, 1H); 7,28-7,47 (m, 5H); RMN de 3C (125
MHz, CDCls): 6 33,0; 71,0; 100,5; 104,3; 110,0; 112,7; 127,6; 127,8; 128,6; 128,8;
129,4;132,4; 137,9; 153,3; P.F: 115°C.



Espectro 13. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do indol metilado.

Daniara - Indol Metilado 2 CDC13 - Avance 500 MHz - fev22dcfH4 - 1H
NOWMOOALONTOWIIM AWM M~ r~ Current Data Parameters
NOWOWNHOON®OWWIN®®MN O~ D - NAME fev22dofHa
TOMOANNNAAANNONNDNO MM O ~ e !
Ll i i il i el ol el ol S =R - G R C- - C R V- I Voo ™ PROCNO 1
WWW/)/ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140222
Time 12.28
BnO. INSTRUM spect
FNOWNOOVATOLRNMHOMmRN \ gg:ggG SMPMBOZB%
WIN W ONO WYL ®®-OW g
LTOOMOMOANNAA AN NN TD 32768
et b e e s e e e e e e . . SOLVENT cDCl3
Ll o e o i T o el e e T <RV Ve RN N e U el NS 16
\\\\ \\ \\:§§\ \V/ \ DS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 1.6384000 sec
RG 57
DW 50.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
EL f1 = -
SFO1 499.8730869 MHz
NUC1 1H
P1 11.75 usec
PLW1 25.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 499.8700464 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
T T T T T
75 74 73 72 74 pPpm
B A J J
I T T T T T T T T T T T T T T T 1
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm
s e A A
ol il vl i ol - o ©
Espectro 14. RMN de '°C (125 MHz, CDCls3) do indol metilado.
Daniara - Indeol Metilado 2 - CDC1l3 - Avance 500 MHz - fev22dcfH4 - 13C
0 roma~aO e oo Current Data Parameters
o ansanry ea dn 838 8 NAME fev22dcfHd
” CHABONN NS O L]
5 S3JddNy  Ho 5o e o EXPNO 2
A aaddasy Z2 22 NS a PROCNO i
L AN LT \'a | S
Date_ 20140222
Time 13.23
INSTRUM spect
BnO PROBED 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
\ TD 32768
SOLVENT €DC13
N NS 1245
DS 4
\ SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
------ = CHANNEL fl mssmsmmeee
SFO1 125,7049801 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PLWL 91.00000000 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 499.8719995 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
J
T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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6.1.2.3. Procedimento geral de preparagao dos 3-cetoésteres

O O
OH O IBX, CH;CN, refluxo
> R1 OMe
R1 OMe R,
\©\/\> ~'N-Rs
N
Rs
R2

Os adutos de MBH 60-65 (1 equiv.) foram dissolvidos em acetonitrila (5 mL)
e em seguida 1,2 equiv. de &cido 2-iodoxi-benzdico (IBX) foram adicionados a
solucdo. A mistura resultante foi refluxada sob agitagcdo magnética a 70°C durante 8-
14h. O monitoramento foi realizado por cromatografia em camada delgada (CCD). Ao
término da reacdo, a mesma foi resfriada a temperatura ambiente, filtrada em papel
filtro e concentrada sob pressao reduzida. Os produtos 68-75 foram purificados em
coluna cromatogréfica utilizando fase estacionaria de silica gel e fase movel
Hex:AcOEt (80:20).

Composto 68: 2-{[5-(benziloxi)-1H-3-iljmetil}-3-oxo0-3-fenilpropanoato de metila
O O
SRS

“"NH

——

()

BnO

Tempo reacional: 5 h; Rendimento: 55%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3428, 3032, 2951, 1683, 1456, 1022, 797; RMN de 'H (500 MHz, CDCls3): 5 3,48 (m,
2H), 3,66 (s, 3H); 4,77 (t, J=7,3 Hz, 1H); 5,13 (s, 2H); 6,94 (dd, J=2,5¢€ 9,0 Hz, 1H);
6,97 (d, J=2,0, 1H); 7,17 (d, J = 2,5, 1H); 7,20 (d, J = 9,0, 1H); 7,34-7,55 (m, 8H);
7,94 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 8,02 (sl, 1H); RMN de '3C (125 MHz, CDCIs): 5 24,8; 52,5;
54,6;70,9;102,0;112,0;112,1;112,9; 123,7; 127,5; 127,6; 127,8; 128,5; 128,6; 128,7;
131,5; 133,5; 136,2; 137,6; 153,2; 170,2; 195,2; HRMS (ESI, m/z): Calculado para
C26H2sNO4 [M+Na]*: 436,1525, encontrado: 436,1573.



Espectro 15. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 68.

Daniara - IBX Aduto S/Substit - CDCl3 - Avance 500 MHz

- fev22dcfH3 - 1H

NXONTONTOCOLWCATOMBOBWDAmT OWM - SV w
NCMNHOAD I AN~ TMM @D~ W0 © o~ O O
MO NAAANTNTNANNANN ™~ o S
e e e I - A R R i o
~"NH
NNDONT DO T ® ‘qlll!;
DACHA AN T O~
SRR RRAL LD zon
- o~ e e e e e e A e o B
N M . nO
g8 84 EN\RNVZZZNY. S
|\ o o0
o @ @ r~
A
o m o m
AAAME MAARARARAS RARRAARARS MARAS T T T T T T 1
81 8.0 ppm 76 75 74 173 ppm 4.80 ppm
TOM®W
~ensmm
R
OV RV RvRr
N RS Sansesenas ane
355 3.50 pPpm
7.00 6.95 pp 1
r T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

gargs

4

8

Current Data Parameters
NAME

fev22defH3
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140222
Time 12.07
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABEO BB/
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT cDC13
NS 16
Ds 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 1.6384000 sec
RG 32
DW 50.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1
D1 1.00000000 sec
TDO 1
mmmmmmes CHANNEL {1 ==sscaes
SFO1 499.8730869 MHz
NOc1 1H
Pl 11.75 usec
PLW1 25.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 499.8700169 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB ]
PC 1.00

Espectro 16. RMN de *C (125 MHz, CDCl3) do composto 68.

Daniara - IBX Aduto S/Substit - CDC13 - Avance 500 MHz

N2

Vi

- fev22dcfH3 - 13C

BnO

T
180 160 140

120

T
100

80

60

20 ppm
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Composto 69: 2-{[5-(benziloxi)-1H-indol-3-il]metil}-3-(4-metoxifenil)-3-
oxopropanoato de metila

o 0
SRS
~
o ~"NH
BnO

Tempo reacional: 8 h; Rendimento: 72%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3410, 1736, 1673, 1265, 1175, 737 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): 5 3,45 (dd,
J=2,5e 7,3 Hz, 2H); 3,66 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 4,70 (t, J= 7,3 Hz, 1H); 5,12 (s, 2H);
6,86-6,98 (m, 4H); 7,15-7,49 (m, 7H); 7,92 (d, J = 8,8 Hz, 2H); RMN de '3C (62,5
MHz, CDCIs): 6 24,8; 52,5; 54,3; 55,5; 71,0; 102,1; 111,9; 112,4; 112,9; 113,9; 123,6;
127,6; 127,8; 128,5; 129,3; 131,1; 131,5; 137,7; 153,2; 163,9; 170,4; 193,5; HRMS
(ESI, m/z): Calculado para C27H2sNOs [M+Na]*: 466,1630, encontrado: 466,1633.

Espectro 17. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 69.

Daniara_ago09dcfH8_Metox_IBX CDC1l3 250MHz

32768
CDC13

NFTOANO MO0 oo N M Mo g;aéentDataParzxgitefi&
MmMoowoNNWYWL~EWYWST MO NN O~ MUY m ago ©
AT NAAANNDO©® — S~ WO T EXPNO 1
............. PROCNC 1
Il e ol e e o R R NN NI ITT Mmm;mmmo
\\ \l \ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130809
mmwn Time 14.37
~ O m INSTRUM spect.
et PROBHD 5 mm QNP 1H/13
mmmm PULPROG zg30

l

AN

8
5
2

16
-

P e 0
P S Sy Sy © 6w SWH 5175,983 Hz
o FIDRES 0.157958 Hz
1 RRNVANYZ i
D RG 574.7
\ / DW 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
-------- CHANNEL fl ===s=s===
nuC1
P1 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFOL 250.1317509 MHz
F2 - Processing parameters
s1 32768
SF 250.1300000 MHz
s m o T T T T T T T T ggg o EM
8.0 ppm 76 74 72 7.0 ppm ppm 35 Ppm LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

RN

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 pPpm

A el LI

r
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Espectro 18. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCI3) do composto 69.
Daniara_ago09dcfCl_Metox_ TIBX CDC1l3 250MHz

@ N PO WOR NN L0 N L] Current Data Parameters

2 & 8 833q3nfnaznd A 3585 SAES 3
g S 8 § cdassscrdaddd g 2he 3R : NAVE agoosdezCl
g § 8 8  SRR8393§4°HH S ERse g3y 3 EXENO 1
LT NN\ VI | 1
F2 - Acquisition Paramete.
Date_ 20130809
Time 15.06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG 2gpg30
D 16384
SOLVENT CDC13
NS 587
Ds 0
SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439488 sec
RG 362
BnO oW 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
mmmmmm= CHANNEL f1 ========
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PL1 0 dB
SFO1 62.9015280 MHz
======== CHANNEL £2 ========
CPDPRG [2 waltz1l6
NOoc2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SFO2 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 62.8952390 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto  70:  2-{[5-(benzyloxi)-1H-indol-3-illmetil}-3-(3,4-dimetoxifenil)-3-
oxopropanoato de metila

Tempo reacional: 8 h; Rendimento: 53%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3245, 1736, 1675, 1440 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): & 3,46 (dd, J=2,5 ¢ 6,8
Hz, 2H); 3,66 (s, 3H); 3,80 (s, 3H); 3,89 (s, 3H); 4,73 (t, J= 7,3 Hz, 1H); 5,11 (s, 2H);
6,79 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,94-6,96 (m, 2H); 7,18-7,48 (m, 9H); 8,06 (sl, 1H); RMN de
13C (62,5 MHz, CDCls): 6 25,0; 52,5; 54,2; 55,8; 56,1; 71,0; 102,2; 110,1; 110,7; 112,0;
112,1; 112,8; 123,5; 128,7; 127,5; 127,6; 127,8; 128,5; 129,5; 131,6; 137,6; 149,1;
153,2; 153,7; 170,4; 193,8; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C2sH27NOs [M+Na]*:
496,1731, encontrado: 496,1727.



Espectro 19. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 70.

Daniara_IBX Dimetox_jull7dcfH4_CDC13 250MHz

3828%a82832 SR8 5REIInY 1 9
eEmaaadaaaen e A A /O o~
WSS WW WYY N MmMMmMmOMmMmMmm
AN = VNNV o i
= 1 O '
—H M OWH W0 oW 0 N o
R R R CECR ] |||
LN N1/
T T~
STET
oo e m
NV
AL AARARAAASS asRRAH
T T T T T T T T 4.8 ppm
78 76 74 72 70 68 66 pph
T T T
3.6 3.5 pPpm

Y S

B el 8

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

ki

ppm

Current Data Parameters

NAME Jull7dcfH4
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130717
Time 18.35
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zg30

D 32768
SOLVENT CDC13

NS 16

DS 0

SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
AQ 3.1653888 sec
RG 256

DW 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
wennemes CHANNEL f] ==eeeaos
NUC1

P1 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1317509 MHz
F2 - Processing parameters
ST 32768

SF 250.1300000 MHZ
wow EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Espectro 20. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 70.

Daniara_IBX Dimetox_jull7dcfC2_CDC13 250MHz

V] S\

v

:

i

(e}
O
~o
BnO
P b o 4 T o
T T T T T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm




139

Composto 71: 2-{[5-(benziloxi)-1H-indol-3-illmetil}-3-(3,5-dimetoxifenil)-3-
oxopropanoato de metila

Tempo reacional: 4 h; Rendimento: 75%; Caracteristica: 6leo marrom; RMN de 'H
(400 MHz, CDCl3): 6 3,45-3,49 (m, 2H); 3,68 (s, 3H); 3,71 (s, 6H); 4,72 (t, J= 7,2 Hz,
1H); 5,13 (s, 2H); 6,64 (m, 1H); 6,93 (dd, J = 2,4 e 8,4 Hz, 1H); 6,96 (d, J = 2,4 Hz,
1H); 7,06 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 7,20-7,52 (m, 7H); 8,10 (sl, 1H); RMN de 3C (125 MHz,
CDCls): 6 25,1; 52,6; 54,8; 55,5; 71,0; 102,0; 106,2; 106,3; 112,0; 112,1; 112,9; 123,9;
127,5;127,8; 127,9; 128,6; 131,6; 137,7; 138,3; 153,3; 161,0; 170,3; 195,4.

Daniara - IBX 3 imetoxi — CDC13 - Avance 400 MHz - dez0OldcfHl1l - 1H
ATOO A OAEENANNALCONANY O 0O ™M Current Data Parameters
NONAAWOHHAAVLLLITAATMOM T NO NAME dez01defH1
MNIITMOMNACDONANNNN OO OO I~~~ EXPNO 1
I el e e e e e e e L Ve IV RV Ve C R Ve T RV < PROCNC 1

F2 - Acquisition Paramete
Date_ 20141201
Time 7.46
INSTRUM spect
PROBED 5 mm PABBI 1H/
ATOO A~ ONOSWALW OO OWR N o PULPROG 2g30
NONHAN MWW T TN T mm TD 65536
MOTLIOMMNAN OO NN \© 0 0 SOLVENT cDe13
hhhhhhhhhhhhhhhhh 0 0 O gi 18
\\ \\/// \/ \\l// \l/ SWH 4401.409 Hz
FIDRES 0.067160 Hz
AQ 7.4448895 sec
RG 32
DW 113.600 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
223 TDO 1
A
. ======== CHANNEL f] ========
mmm SFO1 400.1817994 MHz
l | , NOC1 1H
P1 8.00 usec
PLW1 11.30000019 W
F2 - Process ing parameters
4.8 4.7 ppm sI 65536
SF 400.1800095 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00
T T T T T T T T T T T
76 75 74 73 72|71 7.0 69 68 6.7 ppm
T T
35 ppm
u [ B |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 ppm

B EEesEE G



140

Espectro 22. RMN de '°C (125 MHz, CDCls) do composto 71.
Daniara "IBX-3,5- dimetoxi" «<dcl3/ Av500MHz nov28dcfHl - 13C

Curren

T =e u t Data
NAME

&S me

Parameters
dez0ldefH1
2

5 2 o -
d 383 3
kS B 2 & A8R83gaqandngss S 8w ol « EXPNO
2 5OOA % anngNNNdnansas FRER 3353 N BROCNO H
RIS 24 [/ | B ——
Date_ 20141130
me 2.54
INSTRUM spect
fo) PROBHD 5 mm PABBO BB/
- PULPROG 2gpg30
™ 32768
SOLVENT cpc13
NS 10240
DS 4
SWE 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
a0 0.5505024 sec
RG 20
oW 16.800
DE 6.50
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
mmmmmeee CHANNEL f] ===m====
SFo1 125.7049801 MHz
NUC1 13¢
Pl 10.00 usec
PLWL 91.00000000 W
-------- CHANNEL £2 mmmmmm—mm
SFO2 499.8719995 MHz
NUc2 1H
CPDERG [2 waltz16
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 125.6924110 Mz
WOW EM
SSB o
LB 1.00 Hz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Composto 72: 2-{[5-(benzil6xi)-1H-indol-3-iljmetil}-3-ox0-3-(3,4,5,-
trimetoxifenil)propanoato de metila

BnO

Tempo reacional: 8 h; Rendimento: 89%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3442, 1730, 1680, 1123, 731 cm'; RMN de 'H (250 MHz, CDCl3): & 3.44-3.49 (m,
2H); 3.69 (s, 3H); 3,71 (s, 6H); 3,87 (s, 3H); 4.70 (t, J= 7,0 Hz, 1H); 5.11 (s, 2H); 6.91-
6.94 (m, 2H); 7.07 (s, 2H); 7.18-7.50 (m, 7H); 7,93 (sl, 1H); RMN de '3C (62,5 MHz,
CDCls): 6 25,2; 52,5; 54,3; 56,1; 60,9; 71,1; 102,3; 106,0; 111,9; 112,0; 112,7; 123,7;
127,5; 127,6; 127,9; 128,5; 131,6; 131,7; 137,5; 142,8; 153,0; 153,4; 170,3; 194,6;
HRMS (ESI, m/z): Calculado para C29H29NO7 [M+H]*: 504,2022, encontrado:
504,1997.



Espectro 23. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 72.

Daniara-jullédcfH2_IBX_Trimetox CDCl3 250MHz

EXPNO
PROCNO

7.929
7.500
7.472
7.390
7.360
7.342
7.314
7.205
7.193
7.184
7.073
6.942
6.916
6.907
—5.112
4.726
4.695
4.667
3.871
3.714
3.689
3.489
3.472
3.462
3.440

j
\
{

Date_
Time
INSTRUM
PROBHD

7.342
7.314
7.193
7.184
6.916
6.907

—7.500
——7.472
—7.073
—4.726
—4.695

_-6.942

_~7.390
Z-7.360
T~
\
_17.205
N
<

N NN
© ~ o
- - -
mmm

o
-«
- TDO
™

——

~

~
0z
=g
a
2

SF
WDW
SSB

1 T T T T T T LB
75 74 73 72 71 7.0 ppm ppm s

J“\L L 113

T T
20 15 1.0  ppm

|

T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25

5 Eae I

Current Data Parameters
NAME

JullédcfH2
1

1

F2 - Acquisition Parameters
2013071

13.36
spect
5 mm QNP 1H/13
2930
32768

CDC13
16

0
5175.983 Hz
0.157958 Hz

3.1653888 sec
2.7

96.600 usec
6.00 usec

298.2 K
1.00000000 sec
1

13.25 usec
0

-6.00 dB
250.1317509 MHz

F2 - Processing parameters
sI 8

250.1300000 MHz
EM

0.30 Hz
1.00

Espectro 24. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 72.

Daniara-jullédcfC2_IBX_Trimetox CDC1l3 250MHz

194.5

RS\

/1

RV

/H‘

T
100 80 60 40 20

141
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Composto 73: 2-{[5-(benziloxi)-1-metil-1H-indol-3-iljmetil}-3-0x0-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)propanoato de metila

BnO

Tempo reacional: 12 h; Rendimento: 65%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3443, 1732, 1672, 1582, 1127, 730 cm™'; RMN de 'H (500 MHz, CDCls3): & 3,45 (qd,
J=14,0e 7, 2 Hz, 2H); 3,64 (s, 3H); 3,69 (s, 3H); 3,75 (s, 6H); 3,88 (s, 3H); 4,68 (t, J
=7,0 Hz, 1H); 5,11 (s, 2H); 6,82 (s, 1H); 6,96 (dd, J = 2,0 € 8,5 Hz, 1H); 7,11 (s, 2H);
7,15-7,18 (m, 1H); 7,32-7,50 (m, 6H); RMN de '3C (125 MHz, CDCl3): & 25,1; 32,8;
52,6; 54,7; 56,1; 60,9; 71,1; 102,5; 106,1; 110,2; 112,3; 127,7; 127,9; 128,4; 128,6;
131,7; 132,6; 137,6; 142,9; 153,0; 153,1; 170,3; 194,5; HRMS (ESI, m/z): Calculado
para CsoH31NO7 [M+Na]*: 540,1998, encontrado: 540,1987.

Espectro 25. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 73.

Daniara - Indol Metilado IBX - CDC13 - Av 500 MHz - marl7dcfH1

Current Data Parameters
NAME marl7dcfHl
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
20140317

Date_
Time 10.06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT cpeL3
NS 16
DS 2
SWH 10000.000 Hz
. FIDRES 0.305176 Hz
0 aQ 1.6384000 sec
N NZENE : :
DW 50.000 usec
BnO DE 6.50
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
mmmmmmm== CHANNEL f1 ==mmm===
SFO1 499.8730869 MH
NUC1 1H
P1 11.75 usec
PLW1 25.00000000 W
N~ m F2 - Processin g parameters
o~ w0
AR P sI 65536
Ve N W0 SF 499.8700171 MHz
- - - 0N TN WoW EM
RS A U 8SB 0
\l/ ” oo LB 0.30 Hz
T T T T T T T T GB 0
\\ // BC 1.00
75 74 73 7.2 71 7.0 ppm
e
———
1 ppm J 35 ppm
J 1 [
T T T T T T T T T T
8 6 5 3 2 1 ppm
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Espectro 26. RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do composto 73.
Daniara - Indol Metilado IBX - CDC13 - Av 500 MHz - marl7dcfH1 13C

= Current Data Parameters

.34

- - ] o o
- o I el Qw0 @ NAME marl7dcfHl
3 = < il oW w ol o EXPNO 2
I AN N4 LA 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140317
Time 10.34
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
TD 65536
SOLVENT CDC13
NS 501
Ds 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.454131 Hz
AQ 1.1010048 sec
RG 2050
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
BnO TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
-------- CHANNEL fl =sssaacas
SFO1 125.7049801 MHz
NUC1 13c
P1 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W
-------- CHANNEL f2 e
SF02 499.8719995 MHz
Nocz 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
sI 327
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
i
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto 74: 2-[(1H-indol-3-il)metil]-3-0x0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)propanoato de
metila

Tempo reacional: 8 h; Rendimento: 71%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3447, 1728, 1669, 1588, 1127 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): & 3,48-3,54 (m,
2H); 3,69 (s, 3H); 3,71 (s, 6H); 3,87 (s, 3H); 4,75 (t, J = 7,0 Hz, 1H); 6,96 (d, J = 2,3
Hz, 1H); 7,08 (s, 2H); 7,16-7,19 (m, 2H); 7,31-7,35 (m, 1H); 7,67 (d, J = 7,0 Hz, 1H);
8,13 (sl, 1H); RMN de '3C (62,5 MHz, CDCls): 5 25,2; 52,5; 54,4; 56,0; 60,9; 106,0;
111,4; 112,1; 118,3; 119,6; 122,1; 123,0; 127,1; 131,7; 136,2; 142,8; 153,0; 170,3;
194,6; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C22H23NOs [M+Na]*: 420,1418, encontrado:
420,1408.
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Espectro 27. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 74.

Daniara-jullédcfHl_ IBX_ Trimetox_s/subst CDCl3 250MHz

NS AN O OO0~ T ™M wn oW o N Current Data Parameters
ML A 000N 0W v N W oW o ®© NAME JjullédcfHl
HOYWVWWMNMM®M A Ao O NN I S N A CAR R R EXPNC 1
00 [~ 0~ [~ [~ [~ [~ [~ 0~ 0~ 0~~~ 00 L MMM momm - PROCNO 1
\l\N W \l/ \N ’/ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130716
Time 13.06
INSTRUM spect
T ™ o PROBHD 5 mm QNP 1H/13
- MO OO~ O O ~ ® 1 o PULPROG zg30
~ 9 T M 000w 0 n ~ o~ o~ T 32768
O W0 o MMM A A A O o o . . . SOLVENT CDC13
PR C e e e e e e e s .. o o= o NS 16
~ - [l el ol el ol ol i o 0w DS 0
Y, N NP | || o 5175.908 Bz
FIDRES 0.157958 Hz
AQ 3.1653888 sec
RG 6.1
2 : g DW 96.600 usec
DE 6.00 usec
0w TE 298.2 K
mm ™ D1 1.00000000 sec
| | | TDO 1
........ CHANNEL f1 ========
NUC1 1H
P1 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1317509 MHz
F2 - Processing parameters
SF 250.1300000 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
4.8 ppm GB 0
PC 1.00
I T T T T
ppm 73 72 74 ppm
3.6 35 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
85 80 75 70 65 60 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

| BIEERE LI

Espectro 28. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 74.
Daniara-jullédcfCl_IBX_Trimetox_s/subst CDC13 250MHz

.

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Composto 75: 3-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)-2-{[5-(benziloxi)-1H-indol-3-iljmetil}-3-
oxopropanoato de metila

0O 0
SORG
__NH
BnO
Tempo reacional: 8 h; Rendimento: 69%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3407, 1734, 1672, 1443, 1258, 743 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): 5 3,44 (d, J
= 7,3 Hz, 2H); 3,66 (s, 3H); 4,64 (t, J= 7,0 Hz, 1H); 5,12 (s, 2H); 6,00 (s, 2H); 6,77 (d,
J=8,3 Hz, 1H); 6,97 (m, 2H); 7,14-7,23 (m, 2H); 7,40-7,49 (m, 7H); 7,93 (s, 1H); RMN
de 3C (62,5 MHz, CDCls): 5 24,9; 52,5; 54,4, 71,0; 102,0; 102,1; 107,9; 108,4; 111,9;
112,3; 113,0; 123,6; 125,3; 127,5; 127,6; 127,8; 128,5; 131,1; 131,5; 137,7; 148,3;
152,2; 153,2; 170,2; 193,1; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C27H23NOe [M+H]*:
458,1604, encontrado: 458,1614.
Espectro 29. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 75.

Daniara_Piper_ IBX_ago02dcfH2 CDC13 250MHz

MTDON AN OO NMI ®W N M o — 0~ Current Data Parameters
MOAMANONNMN MWD WNO o~ O T~ oo NAME ago02dcfH2
AT TILIITNAAANN = O - 0w © EXPNO 1
S~ S~ 00000 n T mmm PROCHO 1
NW/ | \I/ \\/ F2 - Acquisition Paramet

Dat. 20130802

e_
Time 14.05
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
3

TN oo M| @
MmN O (SRR ~\0 w 1y o =™ PULPROG zg30
A N o O ~ o~ ggs ™D 32768
~ o~~~ ~ ™~~~ © 0 ©© . SOLVENT €DC13
- NS 16
W/ WYV 5 :
| | I SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
AQ 3.1653888 sec
RG 645.1
oW 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
RT3\ Y S ——
NUC1 1H
Pl 13.25
PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1317509 MH
F2 - Processing parameters
! ! ‘ ' ' ' ' ' ' N g; 250 132%;?% MH:
J Eaad Raaasaassstossl .
76 75 74 73 72 71 7.0 69 6.8 ppm 4.7 WDW (o
g ppm SSB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
35 ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

G lefeE B (el
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Espectro 30. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 75.

Daniara Piper IBX ago02dcfCl CDC13 250MHz

Current Data Parameters

.07
.24

cmor - ®
- S howe X E] NAME ago02dcfCl
a 5 RRER 5 3 Exeno. h
| | VIl | T —
Date_ 20130802
Time 14.31
(0] 0] INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgpg30
0 o~ TD 16384
< SOLVENT cpe1s
O NS 551
= "NH DS 0
— SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439488 sec
RG 574.7
DW 33.200 usec
DE 6.00 usec
BnO E 298.2 K
D1 2.00000000 sec
d11 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
esssesss CHANNEL f]l =eeessos
NOC1 13¢
Pl 10.00 usec
PL1 0 a8
sFo1 62.9015280 MHz
======== CHANNEL 2 ========
CPDPRG [2 waltz16
NUC2 18
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SF02 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SP 62.8952390 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

6.1.2.4. Procedimento geral de preparacao dos ciclopenta[b]indois

0o o OH O ]
NaBH Acido triflico
R M 4) R 0
1 OMe MeOH, 0°C X OMe (20 mol%) 2 [
N\ > NP > OMe
N-Rs 1h, >95% N-Rs  Tolueno, t.a, 4-6h QNQ\ o
| 1
R3
R? R2

A uma solucdo do derivado inddlico (0,5 equiv.) em MeOH (10 mL) foi

adicionado NaBHa4 (1,5 equiv.) em pequenas porgdes a 0 °C. A reacao foi mantida sob
agitacdo magnética por 1h a temperatura ambiente e, em seguida, concentrada sob
pressao reduzida. O produto bruto foi dissolvido em acetato de etila (30 mL) e lavado
sucessivamente com solucédo saturada de NH4Cl (20 mL), H20 (2 x 20 mL) e solucéao
saturada de NaCl (20 mL). A fase organica foi seca sob Na2SO4 anidro e o solvente
foi evaporado a pressao reduzida para obtencgao do alcool 3-hidroxiéster, utilizado sem
purificagao prévia na préxima etapa. Para tal, o alcool obtido foi dissolvido em 15 mL
de tolueno sob atmosfera inerte e agitacao magnética. O sistema foi resfriado a 0 °C
e em seguida uma solugdo de acido trifluorometanosulfénico (acido ftriflico) em

acetonitrila (20 mol%) foi adicionado com auxilio de uma seringa. Apdés um
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determinado periodo, a mistura reacional foi diluida com acetato de etila (20 mL) e
lavada com solucao saturada de NaHCOs3 (30 mL) e solucao saturada de NaCl (2 x 30
mL). O solvente foi removido sob pressdo reduzida e os correspondentes
ciclopenta[b]inddis 76-83 foram purificados em coluna cromatogréfica utilizando fase

estacionaria de silica gel e fase mével Hex: AcOEt (80:20).

Composto 76: 7-(benziloxi)-3-fenil-6-ciclopenta[blindol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 12 h; Rendimento: 35%; Caracteristica: 6leo amarelo; RMN de
H (600 MHz, CDCls): 6 3,10 (ddd, J=1,3; 6,6 e 14,2 Hz, 1H); 3,31-3,35 (m, 1H); 3,63
(dt, J=6,9 € 9,0 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H); 4,81 (d, J= 6,6 Hz, 1H); 5,11 (s, 2H); 6,87 (dd,
J=2,4¢e84Hz 1H); 7,05 (d, J= 2,4 Hz,1H); 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,24-7,40 (m,
9H); 7,48 (d, J = 7,2 Hz, 2H); 7,60 (sl, 1H); RMN de '3C (150 MHz, CDCIs): & 28,8;
48,5; 52,0; 58,3; 71,0; 102,9; 111,8; 112,2; 117,9; 124,6; 127,3; 127,5; 127,7; 127,8;
128,5; 128,8; 136,4; 137,8; 142,6; 143,8; 153,5; 174,8.



Espectro 31. RMN de 'H (600 MHz, CDCls) do composto 76.

— setl8dcpHl

a "aduto s/subst_Bn"

WM OO OO @ T ™D
A= OM I DT
NIIOHMOOONNA A OO
L el e o o e il

CDC13/ Av600 MHz

6.878
6.874

L

—4.,818
~—4.807

T I 1 |l | 1 I !
76 75 74 73 7.2 71 7.0 ppm

ppm

3.352
3.328
3.326
3.313
3.311
3.117
3.115
3.106
3.104
3.094
3.092
3.082

—3.643
——3.628

T |l Ll Ll Al T
36 35 34 33 3.2 ppm

Current Data Parameters

NAME set18depHl

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20140918

Time 16.51

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm PATXI 1H/

PULPROG zg30
65536

SOLVENT cpe1l

NS 16

DS 0

SWH 12335.526 Hz

FIDRES 0.186225 Hz

3] 2.6563926 sec

RG 114

DW 40.533 usec

DE 6.50 usec

TE -0.2 K

D1 1.00000000 sec

TDO 1

= CHANNEL f1

sFo1 600.1737063 MHz

NUC1 1H

P1 7.50 usec

PLWL 7.00000000 W

F2 - Process
SI

SF

WOW

SSB 0
LB

GB 0
PC

T T
8 7 6
|§.—E.t"'e 5215|813
olailalelela

il

Espectro 32.

M

de 3C (150 MHz, CDCI3) do composto 76.

ing parameters
65536

600.1700208 MHz
EM

0.30 Hz

1.00

Daniara "aduto s/subst_Bn" CDC13/ Av600 MHz - setl8dcpHl - 13C

Current Data Parameters

8 R 8aR9IRETRILRRE 3 s s oan o NAME set18dcpHl

< P LR AL R DT EXPNO 2

o 4 IannagyNagddnd 9 I s BT a PROCNO 1

I | \\\\W/V | | | | I | F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140919
Time 9.27
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PATXI 1H/
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 10405
Ds 0
SWH 36057.691 Hz
FIDRES 1.100393 Hz
AQ 0.4543829 sec
RG 203
DW 13.867 usec
DE 6.50 usec
TE -0.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 150.9294674 MHz
NUC1 13C
P1 17.00 usec
PLW1 95.00000000 W
wemmmmm— CHANNEL 2 ===
SFC2 600.1724007 MHz
NuUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 70.00 usec
PLW2 7.00000000 W
PLW12 0.08035700 W
PLW13 0.03937500 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 150,9128670 MHz
WDW EM
SSB ]
LB 1.00 Hz
GB 0

H ‘ BC 1.40
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

148
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Composto 77: 7-(benziléxi)-3-(4-metodxifenil)-71H,2H,3H,4H-ciclopenta[b]indol-2-
carboxilato de metila

BnO

Tempo reacional: 5 h; Rendimento: 53%; Caracteristica: 6leo amarelo; IV (filme):
3374, 1731, 1585, 1247, 1176, 736 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): & 3,06-3,14
(m, 1H); 3,29-3,38 (m, 1H); 3,56-3,63 (m, 1H), 3,75 (s, 3H); 3,79 (s, 3H); 4,76 (d, J =
6,8 Hz, 1H); 5,13 (s, 2H); 6,84-7,51 (m, 12H); 7,64 (sl, 1H); RMN de '3C (62,5 MHz,
CDCls): 6 28,7; 47,7; 52,0; 55,3; 58,5; 71,0; 102,9; 111,7; 112,3; 114,2; 117,5; 124,6;
127,5; 127,8; 128,5; 128,8; 134,6; 136,4; 137,8; 144,1; 153,5; 158,8; 174,9; HRMS
(ESI, m/z): Calculado para Cz27H2sNO4 [M+Na]*: 450,1681, encontrado: 450,1677.

Espectro 33. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 77.

CITMAVOLINOANDATEMWRONT MO <O W OO furrentnataiagﬂzzi;sl
PO NTTOONOLINEDNATOHNTNLOTNDNT T OO NAME g

A A AOONOOEOO AR~ YOENO®MMMAN OO EXPNO 1
.................................... PROCNO 1

™M
\ / F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130813
13.09

me
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13

zg30

o PULPROG g
W D 32768
e} SOLVENT cpels
BnO NS 16
DS 0
swi 5175.983 Hz
N O FIDRES 0.157958 Hz
AQ 3.1653888 sec
H > RG 287.4
(0] DW 96.600 usec
DE 6.00
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
m=mmmmm= CHANNEL f1 ========
NUC1 1
Pl 13.25 usec
oo MO T O ®© Ll 500 9B
D988 28 TLNT SFO1 250.1317509 MHz
O WO nuwm MM MmN 40
P T S F2 - Processing parameters
Mo omm Mm@ mem mmmm sI 32768
SF 250.1300000 MHz
WDW EM

SSB 0
LB 0.30 Hz

|l ) 1 |l |l T
36 35 34 33 32 ppm

o

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

glsfEl e ekl

r
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Espectro 34. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 77.

Daniara_Cicliz_Metox_agol3dcfCl CDC1l3 250MHz

Current Data Parameters

o - PR NAME agol3defCl
- L *har 4 EXPNO 1
b IS 288 5 a PROCNO 1
| LT | 2 - Acquisition Paramsters
Date_ 20130813
Time 13.32
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
o) PULPROG zgpg30
TD 16384
\ a SOLVENT €pe13
=0 NS 456
BnO ’ DS 0
SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
N AQ 0.5439488 sec
RG 362
H _ DW 33.200 c
O DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
------ == CHANNEL f] =====e==
NUC1 13
Pl 10.00
PL1 0 a
SFOL 62.9015280 MHz
-------- CHANNEL £2 m=me=msmmee
CPDPRG[2 1tz16
NOC2 1H
PCPD2 100.00
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SFO2 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
L N " SF 62.8952390 MHz
ATy Sk WoW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto 78: 7-(benziloxi)-3-(3,4-dimetoxifenil)-7hidroxi- 1H,2H,3H,4H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 6 h; Rendimento: 58%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3343, 1729, 1597, 1123, 791 cm~'; RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 3,06 (ddd, J =
1,5;7,2 e 14,2 Hz, 1H); 3,32 (ddd, J=1,4; 9,0 e 14,2 Hz, 1H); 3,62 (dt, J=7,2¢€ 9,0
Hz, 1H); 3,74 (s, 3H); 3,81 (s, 3H); 3,87 (s, 3H); 4,76 (d, J= 7,2 Hz, 1H); 6,71 (dd, J =
2,4 e8,4Hz, 1H); 6,75 (d, J= 1,6 Hz, 1H); 6,79-6,80 (m, 2H); 6,91 (d, J= 2,4 Hz, 1H);
7,13 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,61 (sl, 1H); RMN de '3C (125 MHz, CDCls): 5 28,7; 48,2;
52,0; 56,0; 58,4; 103,7; 110,6; 110,8; 111,4; 112,2; 117,4; 120,0; 125,0; 135,0; 136,3;
144,4; 148,3; 149,3; 149,7; 174,9; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C21H21NOs
[M+Na]*: 390,1317, encontrado: 390,1308.
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Espectro 35. RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto 78.

Daniara "3,4-dimetoxi desprot.™ CDC1l3 / Av400 MHz - nov03dcfH1

Current Data Parameters
NAME

nov03dcfHl
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141103
Time 18.30
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG zg30
TD 65536
SOLVENT cDC13
NS 16
Ds 0
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0894465 sec
RG 3
DW 62.400 usec
DE 7.00 usec
TE 298.2 K
D1l 1.00000000 sec
TDO 1
== CHANNEL f1 = -
o~ SFO1 400.1824713 MHz
~wn NOC1 1H
~r~ Pl 8.00 usec
M PLW1 12.00000000 W
- N A NDNO WO A~ ™M
\ , dE2A83%388 s £2 - Processing paransters
MmMmMmMmMmemMmmMmMmm™m SF 400.1800143 MHz
WDW EM
AV N = o
- I m e e ] LB 0.30 Hz
m GB 0
PP! 6.8 ppm BC 1.00

T T
36 34 3.2 ppm

[ aaanasand

o i FENNEDN SN
8!5 810 715 710 615 610 515 510 415 410 315 310 215 2!0 115 1:0 015 pplm
L LIEE

Espectro 36. RMN de '°C (125 MHz, CDCl3) do composto 78.

Daniara - Ciclizag¢do Dimetoxi - CDC13 - outlOdcfH2 13C

2 287 B8 R 23Ra38R domw® « Current Data Parameters
. R Coe e e e ToaoH = o NAME out10dcfH2
b 3383 8% I 284833 PP @ K EXPNO 2
- R/ G i e i fa ga 2 568w o c PROCNO 1
W// \/ | | \\V i \V/ l | | F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141012
Time 3.08
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 20480
DS 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
bW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
- CHANNEL f1 = -
SFO1 125,7049801 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W

CHANNEL f2 =

499.8719995 MHz
NUC2 1H
CPDPRG [2 waltz1l6
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
SI 8
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Composto 79: 7-(benziloxi)-3-(3,5-dimetoxifenil)- 1H,2H,3H,4H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 8 h; Rendimento: 50%; Caracteristica: 6leo marrom; RMN de 'H
(500 MHz, CDCIs): 6 3,08 (ddd, J=1,2; 7,0 e 14,3 Hz, 1H); 3,31-3,35 (m, 1H); 3,67
(dt, J=7,0e 9,0 Hz, 1H); 3,75 (s, 9H); 4,76 (d, J= 7,0 Hz, 1H); 5,12 (s, 2H); 6,36-6,39
(m, 3H); 6,88 (dd, J=2,5 e 8,5 Hz, 1H), 7,04 (d, J= 2,5 Hz, 1H); 7,17 (d, J = 8,5 Hz,
1H), 7,31-7,41 (m, 4H); 7,48 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 7,63 (sl, 1H); RMN de 3C (125 MHz,
CDCls): 6 28,9; 29,7; 48,7; 52,1; 55,4; 58,0; 71,0; 99,1; 102,8; 105,8; 111,8; 112,3;
117,8; 124,6; 127,6; 127,8; 128,5; 136,4; 137,8; 143,5; 145,0; 153,5; 161,2; 174,8.

Espectro 37. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 79.

Daniara "ciclizagdo 3,5-dimetoxi Puro"™ <cdcl3/ Av500MHz dezl2dcfH1
TOVNWATENYANLTATNO A O AT~ AW N T OO0 NO D g:ﬁéent D"’“Z“‘?’;Zt;;sl
MO~ ITITOROOONO OOV ONIMANS N DO~ v ezlzde
CITTMNAAOCO®®D® D MO AR~ LOOVYMNMMMMNOO0O0 00O EXPNO 1
................................. PROCNO 1
Ll e e el e RN RS RN SN RN o) nLrrmmmnmmmmmMmnmMmmMmmmononm
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141212
Time 17.53
INSTRUM spect
PROBHED 5 mm PABBO BB/
o PULPROG 2930
|\ % ™ 32768
¥ o o o) SOLVENT cpe13
2 25 2 o e e BnO g us
~ ~e o~ me 22 28 ) E 10000.000 Hz
i A N N FIDRES 0.305176 Hz
| \/ | T e H a0 1.6384000 sec
\/ \/ \ RG 203
bW 50,000 usec
0.

mmmmcmee CHANNEL f] ==sscme=

. %

°

3 4

3

7

8

6

5

2

0

8

/
- o=
383
g
5
S
St
-
g
=

I T T SFO1 499,8730869 MHz
NUC1 18
76 7.5 © Oy oy P1 11.75 usec
nN™MuMmMmNCO N0 I~ W
cemMmaN83338s38 PLW1 25.00000000 W
o~ - 74 7.0 pPpPm | o mmmmommmmeoo F2 - Processing parameters
) SI 65536
2 @ \l \\N] SF 499.8700174 MHz
e @ WOW EM

n o~

O wn

~r~ 1B 0.30 Hz

L GB 0

<\"7 BC 1.00
—

i |[ TT’;: F AJUU__J_
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Espectro 38. RMN de '°C (125 MHz, CDCls) do composto 79.

Daniara "ciclizag¢do 3,5-dimetoxi Puro"™ «<dcl3/ Av500MHz dezl2dcfHl1 - 13C
o o o o om §m
@ s8R 28 3 e bag 3 doge ot Current Data Parameters
g g 8 589884 4 sdgs da e dezizdefiy
a " oA dAA 233 & BaRT R EXPNO 2
| VI I A} R 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141212
Time 18.08
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
(e] TD 32768
\L P SOLVENT €DC13
N0 NS 10240
BnO C DS 4
SWH 29761.904 Hz
O O FIDRES 0.908261 Hz
N AQ 0.5505024 sec
H O RG 2050
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
*N E 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFO1 125.7049801 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W
-------- CHANNEL £2 mmmmmme=
SFO2 499.8719995 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzl6
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto 80: 7-(benziloxi)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)- 1H,2H,3H,4H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 6 h; Rendimento: 75%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3328, 1731, 1138, 785 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCl3): § 3,04-3,12 (m, 1H); 3,31-
3,40 (m, 1H); 3,60-3,69 (m, 1H); 3,76 (s, 9H); 3,84 (s, 3H); 4,76 (d, J = 7,0 Hz, 1H);
5,13 (s, 2H); 6,44 (s, 2H); 6,90 (dd, J=2,5 € 8,8 Hz, 1H); 7,08 (d, J=2,5 Hz, 1H); 7,20
(d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,33-7,51 (m, 5H); 8,10 (sl, 1H); RMN de '3C (62,5 MHz, CDCl5):
0 28,9; 48,8; 52,0; 56,1; 58,3; 60,7; 71,0; 102,7; 104,6; 111,7; 112,4; 117,4; 124,5;
127,5; 127,8; 128,5; 136,5; 136,9; 137,7; 138,3; 143,8; 153,3; 153,4; 174,8; HRMS
(ESI, m/z): Calculado para C29H29NOs [M+H]*: 488,2073, encontrado: 488,2056.



Espectro 39. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 80.

Daniara_jull9dcf

H2_Trimetox_Cicliz_CDC1l3 250

TEOTITNOOONOOORXMMEOCONNNMMOOLTONNMDT NSO~ g:réentu’“l;ﬁi‘;’;:f;;;
OMMOCPVNNNOREACH MM TOWANONNOL T N0 T 0 ]
TIILTTONMOMOMNONACONNDRT AT OELOUONTNH MM 000000 Eggggo 1
L e o e el e o e I e R e R R R R W R R L R R R W)
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130719
e 14.10
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zg30
TD 32768
SOLVENT cpel3
NS 16
NTCOTITNOOONOO®®OMM DS 0
HOMMO~WLHNNDOMNS O I SWH 5175.983 Hz
MILFIIOMNMNONAHOC O ®© FIDRES 0.157958 Hz
el el o ol S o o S S TR RV VY Qg 3'15532225“
\\'\ \W// // \l// D 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
[e) D1 1.00000000 sec
N TDO 1
mmmmmmme CHANNEL f1 =mmsm===
NOC1
Pl 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1317509 MHz
F2 - Processing parameters
=2 ST 32768
~ o~ SF 250.1300000 MHz
g ™ ®® TOSN MO TN ggg o M
RN CVWTHd NI
\’ © ©n TmmmH ~Hoooo 18 0.30 Hz
' ' ' r 1 R R D I e & o 00
1.
7.6 7.4 7.2 7.0 ppm \ i / \\ / / N V
T T T T T T T T
e
ppm 36 35 34 33 32 ppm

U L

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0

2 2

Al

Rl

ppm

g

Espectro 40. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 80.

Daniara_jull9dcfCl_Trimetox_Cicliz_CDC1l3 250MHz

Current Data Parameters
NAME

? I8 A6R OF @ moawow a Jul19defC1

: N L A : o mmoor < EXPNO 1

- MR NMOCPYOEET S oA T Lhosn

~ WM TMMOMNNNN A HHd OO o cwwa® @ PROCNO 1

- FLR R BB R i i S RS R I ~ Lwn o o

VAWV IR S S——
Date_ 20130719
Time 14.35
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgpg30
TD 16384
SOLVENT CDCL13
NS 474
DS 0
SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439488 sec
RG 322.5
DW 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
mmmmmmm= CHANNEL fl ===m=====
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PL1 0 dB
SFO1 62.9015280 MHz
———— CHANNEL f2 ===
CPDPRG[2 waltzl6é
NoCc2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00
SF02 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 62.8952390 MHz
WOW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

o e ot
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Composto 81: 7-(benziloxi)-4-metil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)- 1H,2H,3H,4H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 4 h; Rendimento: 70%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3345, 1732, 1595 cm~'; RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): § 3,07 (dd, J = 6,7 e 14,0 Hz,
1H); 3,34 (s, 3H); 3,34-3,38 (m, 1H); 3,63 (dt, J= 6,7 € 9,0 Hz, 1H); 3,76 (s, 3H); 3,79
(s, 6H); 3,85 (s, 3H); 4,78 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 5,13 (s, 2H); 6,45 (s, 2H); 6,91 (dd, J =
2,0 9,0 Hz, 1H); 7,06 (d, J= 2,0 Hz, 1H); 7,15 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,31-7,41 (m, 3H);
7,49 (d, J=7,5 Hz, 2H); RMN de '3C (125 MHz, CDCIs): & 28,7; 30,7; 48,4; 52,1; 56,3;
58,4;60,9;71,1;102,9; 104,5; 110,3; 111,3; 115,8; 123,9; 127,6; 127,8; 128,6; 137,1;
137.,4; 137,8; 138,6; 145,1; 153,3; 153,6; 175,0; HRMS (ESI, m/z): Calculado para
C30H31NOs [M+Na]*: 524,2049, encontrado: 524,2044.

Espectro 41. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 81.

Daniara - Ciclizagdo Indol Metilado -Bn - CDC13 - Av 500MHz - mar24dcfHl

Current Data Parameters
TAENOWATOD ACONODONDOY NONETNOMO 0NN f [~ NAME mar24dofAl
TLEOMMN M AACO NN T AR~ OO OVWOOWOeMMOOOoOo XPNO 1

.................................. PROCNC 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140324

Time 7.51
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABEO BB/
' PULPROG 2g30

[e]

ze 83 9% Lo

wn ™ -

AH oo > BnO. ’ by 65536

. M .. SOLVENT cDC13
[=)]
A g 3= ~~ e~ © o O ns 16
R I e o) N DS 2
Ce e e e \ Sw 10000.000 Hz
“““““““ o~ FIDRES 0.152588 Hz

3.2767999 sec
usec

DW 50.000
DE 6.50 usec
T 0O~ oo o 0 TE 298.1 K
MmN No © ™ @ ~ DL 1.00000000
M O W WY Mm ™M oo TDO 1
Mmmmm ™™ ™M™ ======== CHANNEL fl ========
T T T T T T \I// \ j \\ SFO1 499.8730869 MHz
NUC1 18
7.5 74 ppm 71 7.0  ppm P1 11.75 usec
PLW1 25.00000000 W
F2 - Processing parameters
® o sI 65536
@ =~ SF 499.8700180 MHz
= WDW EM
<« o SSB 0
LB 0.30 Hz
\ I GB 0
PC 1.00

_ My M

M " 36 35 34 33 32 ;;pm
a1} N P

T
6 5 4
o

il AR e
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Espectro 42. RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do composto 81.
Daniara - Ciclizagdo Indol Metilado -Bn - CDC13 - Av 500MHz - mar24dcfH1l 13C

mmmmmmmmmmmmmmmm

T§ SLRASARAR RAEI Fa ©  eawwor @ Current Data Parameters
- M BOEEEOEA®N 8 A0 TN < e M B e NAME mar24dcfHl
T 38 Y3RRRINNN AaA2 38 4 ggvd® gw EXPNO Py
S 87 IANA°8ANN o448 & 234589 ]38
| VAN A TV RN T - 1
FZ - Acquisition Parameters
te_ 20140324
TLm
INSTRUM
PROBED 5 mm PABEO BB/
PULPROG zgpg30
65536
SOLV‘ENT cpc13
[e] NS 1024
U\ > DS 4
e SWE 29761.904 Hz
BnO. ’ FIDRES 0.454131 Hz
AQ 1.1010048 sec
O ) RG 2050
N ~ DW 16.800 usec
\ DE 6.50 usec
o~ TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
O_ D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 125.7049801 MHz
NUC1 13c
P1 usec
PLW1 91. nneooooo W
m======= CHANNEL £2 ========
SFO2 499.8719995 MHz
1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
J
T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto 82: 3-(3,4,5-trimetoéxifenil)-1H,2H,3H,4H-ciclopenta[ b]indol-2-
carboxilato de metila

Tempo reacional: 6 h; Rendimento: 50%; Caracteristica: 6leo marrom; IV (filme):
3356, 1732, 1603 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCl3): 5 3,11 (ddd, J=1,5;7,3 e 14,3
Hz, 1H); 3,35-3,45 (m, 1H); 3,66 (dt, J = 7,3 € 9,0 Hz, 1H); 3,76 (s, 3H); 3,77 (s, 6H);
3,84 (s, 3H); 4,79 (d, J = 7,5 Hz, 1H); 6,45 (s, 2H); 7,12-7,16 (m, 2H); 7,29-7,33 (m
1H); 7,49-7,53 (m, 1H); 8,07 (sl, 1H); RMN de '3C (62,5 MHz, CDCls): & 29,0; 48,7;
52,0; 56,1; 58,4; 60,8; 104,6; 111,8; 117,7; 118,7; 119,8; 121,3; 124,2; 136,9; 138,3;
141,2; 142,7; 153,4; 174,8; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C22H23NOs [M+Na]*:
404,1474, encontrado: 404,1467.



Espectro 43. RMN de 'H
3

abr05dcfHl-Trimet-s/substituinte-Cicliz-CDCl

mae wwo o
EERE] o
e e

—7.53
—7.50
—7.14

T—7.a9
=
~
=
—
<

—4.80
—4.77

75 74 73 72 ppm

in

l Ll T l U
3.7 36 35 34 33

3.2

ppm

T T T T

8 [=EF |3 2
- || -

T

4 3
3(8|3|5 ?4]
o|S| |||

(250 MHz, CDCls3) do composto 82.

Current Data Parameters
NAME

abr05dcfEL
EXPNO ]
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130405
Time 13.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG 2930

TD 32768
SOLVENT cpel3

NS 16

DS 0

SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
20 3.1653888 sec
RG 912.3

DW 96.600 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
mmmmmem CHANNEL fl ===s====
NUC1 1H

P1 13.25 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 250.1317509 MHz

F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 250.1300000 MHz
WOW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Espectro 44. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 82.

abr05dcfCl-Trimet-s/substituinte-Cicliz-CDC13

o - oo caansa o
cn 5 EEERE abrres @ =R n
" . annen € ~mHo~ a
< o R Too@n A T :
= in SEem PEE R - ocwwa® @
b - PR B R R R A1 Wi w o

T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 20 ppm

Current Data Parameters
NAME

abr05dcfCl
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130405
Time 14.32
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm QNP 1H/13
PULPROG zgpg30
TD 16384
SOLVENT cDC13
NS 740
DS 0
SWH 15060.241 Hz
FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439488 sec
RG 362
DwW 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
dll 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
memmmmme CHANNEL f1 ===eeoee
NUC1 13¢C
Pl 10.00 usec
PL1 0 dB
SFO1 62.9015280 MHz
= CHANNEL £2
CPDPRG[2 waltzl6é
Noc2 1H
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SF02 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 62.8952390 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

157
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Composto 83: 3-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)-7-(benziloxi)- 1H,2H,3H,4H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 6 h; Rendimento: 55%; Caracteristica: s6lido amorfo marrom; IV
(filme): 3313, 1731, 1597, 1126 cm™~'; RMN de 'H (250 MHz, CDCls): & 3,08 (ddd, J =
1,3;6,9 e 14,3 Hz, 1H); 3,27-3,37 (m, 1H); 3,59 (dt, J= 6,9 e 8,9 Hz, 1H), 3,75 (s, 3H);
4,74 (d, J=6,5Hz, 1H); 5,12 (s, 2H), 5,92 (s, 2H); 6,70-6,74 (m, 3H); 6,88 (dd, J=2,5
e 8,8 Hz, 1H); 7,06 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,16 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,40-7,48 (m, 5H);
7,66 (sl, 1TH); RMN de '3C (62,5 MHz, CDCls3): 5 28,6; 48,2; 52,0; 58,4; 71,0; 101,1;
102,9; 108,0; 108,4; 111,8; 112,3; 117,7; 121,0; 124,6; 127,5; 127,8; 128,5; 136,4;
136,5; 137,7; 143,8; 146,8; 148,1; 153,5; 175,0; HRMS (ESI, m/z): Calculado para
C27H23sNOs [M+H]*: 442,1654, encontrado: 442,1630; P.F: 124°C.

Espectro 45. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 83.

Daniara_Piper_Cicliz_ago02dcfH3 CDC13 250MHz

HAMDOTLITINNMTNANMY A=A ONOTOI™MOM O —OMaw Current Data Parameters
‘9000(\V‘\Qﬂomwmvc‘(\lmlﬂwmommwmm.—qol\t\Nmomr\\owm NAME ago02dcfH3
mmmmmmmmmmm ARV OMMEOMANNAAAOO0 00O EXPNO 1
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm PROCHO 1
l\\\\*\%// MW’J F2 - Acquisition Parameters
Date 20130802
Time 14.38
INSTRUM
PROBHD 5 mm QNP lH/13
PULPROG
0 ™D 32766
HHMWN O T TN “\ SOLVENT cDC13
WOORTOVONYW B e NS 16
CTTHAO O R ®®©®© g (@) DS 0
cemere NN~ BOO O BnO SWH 5175.983 Hz
FIDRES 0.157958 Hz
\ \\'\\w \// (o] AQ 3.1653888 sec
N > RG 574.7
H DW 96.600
O DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 1.00000000
DO
======== CHANNEL fl ========
NUC1 H
5a Pl 13.25
S~ [v) o) oOr~m O O PL1 -6.00 dB
. P R R N A PR SFo1 250.1317509 MHz
- = WInmmMmmMmNNA A0 C
\/ MmO OmMMmMmMmMm®m®mmom gi_P 55555555 gpa;;;naeaters
\'\\ \\V/ SP 250.1300000 MHz
WOW EM
SSB 0
1B 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
T T T
75 7.0 ppm
4.8 ppm T T T T
3.6 34 3.2 ppm
J_ L i JUNUM N

T 1

T T T T T T T T T T T T
8.5 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

Gy B ME Rl
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Espectro 46. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 83.

Daniara_Piper_Cicliz_agc02dcfC2 CDC1l3 250MHz

Current Data Parameters

8 sona a4 aw o
- foia EEER ° NAME ago02de£C2
b Feeo 8 o @ EXPNO 1
I i i 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130802
Time 15.00
INSTRUM spect
(0] PROBED 5 mm QNP 1H/13
U\ _ PULPRCG zgpg30
e ™ 16384
BnO ’ SOLVENT cpel13
NS 441
DS 0
o] SWH 15060.241 Hz
N ) FIDRES 0.919204 Hz
H aQ 0.5439488 sec
O RG 256
DW 33,200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
d11 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
===emee= CHANNEL fl =m======
noc1 13¢
P1 10.00 usec
PL1 0 d8
SFO1 62.9015280 Mz
======== CHANNEL f2 ========
CPDPRG [2 waltz16
NOC2 18
PCPD2 100.00 usec
PL2 ~6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SFO2 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
s1 32768
SF 62.8952390 MHz
WOW EM
5B )
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
T T T T T T T T T 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

6.1.2.5. Procedimento geral de desprotecao dos ciclopenta[b]indois

H,, Pd/C 10%

MeOH, t.a, 3 h

Os compostos 76, 77, 80, 81 e 83 (0,12 mmol) foram dissolvidos em 10 mL
de MeOH em um baldo contendo 10 mg de Pd/C 10%. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente e atmosfera de Hz2. Apdés um
determinado periodo, a mistura reacional foi filtrada em coluna de silica gel para
fornecer os produtos 84-88.

Composto 84: 7-hidroxi-3-fenil-1H,2H,3H,4H-ciclopenta[b]lindol-2-carboxilato de
metila
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Tempo reacional: 2 h; Rendimento: 78%; Caracteristica: 6leo amarelo; IV (filme):
3396, 2923, 1716, 1453, 1191, 701; RMN de 'H (500 MHz, CDCIs): & 3,09 (ddd, J =
1,4;7,0 e 14,3 Hz, 1H); 3,32 (ddd, J=1,4; 9,1 e 14,3 Hz, 1H); 3,64 (dt, J= 7,0 e 9,1
Hz, 1H); 3,74 (s, 3H); 4,82 (d, J= 6,5 Hz, 1H); 6,70 (dd, J=2,0 e 8,5 Hz, 1H); 6,91 (d,
J=2,0 Hz,1H); 7,11 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,23-7,32 (m, 5H); 7,59 (s, 1H); RMN de 3C
(125 MHz, CDCls): & 28,7; 48,4; 52,1, 58,3; 103,7; 110,7; 112,2; 117,5; 124,9; 127,3;
127,8;127,9; 128,9; 136,4; 138,0; 142,5; 144,2; 149,7; 174,8.

Espectro 47. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 84.

Daniara - Aduto S/Subst desprot - CDCl3 - Av 500MHz - out06dcfHl

HOOANOWANMOWA~TOWMNONOANMOANI A TAVOVWOEVWEOVWNNO~YM Current Data Parameters
NOFITMNO A A0 DONOTFOIINMN ALTTANAAODNANOCSO NN WO NAME out06defHl
NMONNNAANA OV~ YVVEYLEMMHMOMMMANAAIOCOC 00O EXPNO 1
....................................... PROCNO 1
CEECEENEROYVOVYITIMNMMOMMMMMMHMOMMMOMMOMMMMMMH®M®MM
%‘%\N V ‘\W F2 - Acquisition Paramete
Date_ 20141006
Time 16.52
O INSTROM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
) s PULPROG zg30
™ “H WO N M -~ oW U0 TD 32768
N NOoOTITMNO - O - O
0 MmO NN N A N~ ~ HO ’ sgLVENT co;:zlg
~ [ e e S we e DS

2
S 10000.000 Hz
N FIDRES 0.305176 Hz
AQ 1.6384000 sec
H RG 161

bW 50.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1

a
:o NN HOWYwOrowua
® © TITMM A HONOCONS | mme——— CHANNEL f1 ==s=====
‘e COPONMMNAADO sFol 499.8730869 MHz
v R e wact i
\ / P1 11.75 usec
/ N '\w PLWL 25.00000000 W
F2 - Processing parameters
ST 65536
r T T T T SF 499.8700171 Mz
WOW EM
7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 ppm $SB 0
LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

I T T

T
5 4 3 2 1 ppm

T I TR
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Espectro 48. RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do composto 84.

Daniara - Aduto S/Subst desprot - CDC13 - Av 500MHz - out06dcfH1 13C

3 G FaeRaRe 35 F Current Data Parameters
2883 o<

: : 5 @ 3T : = b NAME out06dcfHl

= 2 a8 48 3 @ o EXENO 2

r T L v r i’ ‘l" PROCNO 1

—117.4
—58.30
—s52.0

4123:
127
\]24

I/

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20141006
Time 17.13
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT cDel3
u\ yZ NS 19641

3
HO ' 0 SWH 29761.904 Bz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
N oW 16.800 usec
DE 6.50 usec
H TE 298.2 K

D1 2.00000000 sec

D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 125.7049801 MHz
NUC1 13¢
P1 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W
-------- CHANNEL f2 =mmmm===
SFO2 499.8719995 MHz
NOC2 18
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processin g parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

T T

T T T T

T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto 85: 7-hidroxi-3-(4-metoéxifenil)-1H,2H,3H,4H-ciclopenta[b]indol-2-
carboxilato de metila

Tempo reacional: 5 h; Rendimento: 60%; Caracteristica: solido cinza; IV (filme):
3465, 3397, 1716, 1245, 736 cm™~'; RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): & 3,06 (ddd, J =
1,4;7,1 e 14,3 Hz, 1H); 3,30 (ddd, J=1,4; 9,1 e 14,3 Hz, 1H); 3,59 (dt, J=7,1 € 9,0
Hz, 1H); 3,74 (s, 3H); 3,79 (s, 3H); 4,76 (d, J= 6,5 Hz, 1H); 6,69 (dd, J= 2,5 e 8,5 Hz,
1H); 6,85 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,90 (d, J = 2,5 Hz, 1H); 7,11 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,16
(d, J = 8,5 Hz, 2H); 7,59 (sl, 1H); RMN de 3C (125 MHz, CDCls): 5 28,7; 29,7; 47,7;
52,0; 55,4; 58,5; 103,7; 110,6; 112,2; 114,2; 117,2; 125,0; 128,9; 134,5; 136,3; 144,5;
149,7; 158,9; 174,9; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C20H19NO4 [M+H]*: 338,1392,
encontrado: 338,1337; P.F: 92°C.
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Espectro 49. RMN de 'H

Daniara Metoxi Desprot cdcl3 av500 MHz ago26dcfHl
o
o
™

o
S
<
T
N

Cl3) do composto 85.
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CIEDALONNTOACNWNMMFOWDNOWO MO TOOOW NN Current Data Parameters
WOT —AT0OO0ONNTONVRLNIMAONEEOANODONN~~®® -0 T T NAME ago26defHil
DHEHAAANOOOECOVOVOR RN~ OOVNBDLNMOHOHMANNNNCCOOOCOCO EXPNO 1
R T T T PROCNO 1

'\'&N \% W F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130826
Time 11.16
INSTROM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
<~ o TN T O PULPROG zg30
[ e =] o on (=N} 32768
pur NS N I~ SOLVENT cpc1s
[l o el wwwwY 0 gz 32
\\ ’/ \] I/ \\ SWR 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
20 1.6384000 sec
RG 161
ow 50.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
B0 N O WO B IN W — OO D1 1.00000000 sec
R OMNWWN OO~ W0 W TDO 1
wwn LYInuuUuOmNNNNOOoCOCOOo
=2 = CHANNEL f1 m=em————
M- mmm@mmamn®meonnes SFO1 499.8730869 MAz
- < wV ‘\N N\/ NUC1 18
\ , 3 11.75 usec
; r r . y . PLWL 25.00000000 W
71 7.0 69 6.8 ppm F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 499.8700172 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 0.30 Hz
GB 0
BC 1.00
I I Al 1 1 Al T
36 35 34 33 32 ppm
ppm

r T T T T T T T T T

Espectro 50. RMN de *C (125 MHz, CDCls) do composto 85.

Daniara Metoxi Desprot cdcl3 av500 MHz ago26dcfH1 - 13C

ppm

ne
o

3 & €8 B3 w8 NQL8F 2no n ng Current Data Parameters

- @ o w Yw ®wT ~eqo 0 snen e NAME ago26defil

I 0 T T MM NN HAddd O @0~ 3] EXPNO 2

- R TR (o i s ha e B B w - §o

N R AR IV - .
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20130826
Time 12.06
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
D 32768
SOLVENT €DC13
NS 2560
Ds 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
ow 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
mmmmmmm= CHANNEL fl ========
SFO1 125.7049801 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W
SF02 499.8719995 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 80,00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
sI 13107
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 1.00 Hz
GB 0

J PC 1.40
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Composto 86: 7-hidroxi-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H,2H,3H,4H-ciclopenta[blindol-
2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 1,5 h; Rendimento: 77%; Caracteristica: sélido marrom; IV
(filme): 3397, 1736, 1142, 787 cm™'; RMN de 'H (500 MHz, CDCl3): & 3,04 (ddd, J =
1,2; 7,4 e 14,2 Hz, 1H); 3,29-3,34 (m, 1H); 3,61-3.65 (m, 1H); 3,76 (s, 9H); 3,83 (s,
3H); 4,74 (d, J= 7,0 Hz, 1H); 6,43 (s, 2H); 6,70 (dd, J=2,0 e 8,5 Hz, 1H); 6,90 (d, J =
2,5 Hz, 1H); 7,12 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,91 (sl, 1H); RMN de '3C (125 MHz, CDCls): 5
28,9; 47,8; 52,1; 56,2; 58,3; 60,8; 103,7; 104,7; 110,7; 112,3; 117,1; 124,9; 136,4;
137,0; 138,3; 144,0; 149,8; 153,4; 175,0; HRMS (ESI, m/z): Calculado para
C22H22NOs [M+H]*: 398, 1637, encontrado: 398,1628; P.F: 90°C.

Espectro 51. RMN de 'H (500 MHz, CDCls) do composto 86.

Daniara - Trimetoxi Desprot - CDC13 - Avance 500 MHz - jul07dcfHl1 - 1H

mmmmmm ~oNm B AR KR R B S Al s BB Current Data Parameters
om,—u:o-—h—lo\c\f') v‘mNmmvaN(\lH,—cm\o@v-vmmN NAME Jul07defHl
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmm NOoCcOoOoOOoOOO EXPNC 1

FENOLOOWYEY STITMMOMMMMOMOMMOMOHMOMmM MO m 0 PROCHO L

| \“u \W/ \MW F2 - Acquisition Parameters
Date 20140707

Time
INSTRUM
PROBHD 5 mm PABBO BB/

o @ 95 S PULPROG 930
oo ~~0 e U\ s 32769
o ™ o o v e e e =0 SOLVENT €DCL3
™ - L O W0 W W NS 16
- - w0 w HO DS 2
~ o~ \/ \\ // O o S 10000.000 Hz
N FIDRES 0.305176 Hz
| | N a0 1.6384000 sec
H RG 80.6
o~ bW 50.000 usec
DE 6.50 usec
(@) TE 298.1 K
N D1 1.00000000 sec
TDO 1
-------- CHANNEL f1 mmmmmmm=
SFO1 499.8730869 MHz
NUC1 1H
o MM T MmOT AN ~ 0 Pl 11.75 usec
T T T T ™ o T AN OO ™ PLW1 25.00000000 W
715 ppm ppm ppmS 2 9 nonanaeeas9 - .
< - Processing parameters
1\2 ™M™ mmMmMmMnmMmmMmMnMmmen™m ST 65536
M \/ '\\l// W/ SF 499.8700168 MHz
N WDW EM
\ / 358 0
LB 0.30 Hz

GB 0
PC 1.00
T T T T T T T T

©
4]
»
N
-

ppm



Daniara - Trimetoxi Desprot - CDCl3 - Avance 500 MHz - julO7dcfHl - 13C

Espectro 52. RMN de '3C (125 MHz, CDCls) do composto 86.

N0 @n
g

I\ T 1Y T \
1§
N
O N O RN
H o~
O\
T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Composto

ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

87:

Current Data Parameters

NAME jul07dcfHl
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140707

Time 8.37
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30

TD 32768

SOLVENT CDC13

NS 512

DS 4

SWH 29761.904 Hz

FIDRES 0.908261 Hz

AQ 0.5505029 sec

RG 2050

DW 16.800

DE 6.50 usec

TE 298.2 K

D1 2.00000000

D11 0.03000000 sec

TDO 1

CHANNEL f1

SFO1 125.7049801 MHz

NOC1 13C

P1 10.00 usec

PLW1 91.00000000 W

======== CHANNEL {2 ========

SF02 499.8719995 MHz

NOC2 1H
waltzlé

CPDPRG[2
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W

PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 125.6924110 MHz
WOW EM
SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

164

7-hidroxi-4-metil-3-(3,4,5-trimetoxifenil)- 1H,2H,3H,4 H-

Tempo reacional: 1 h; Rendimento: 81%; Caracteristica: sélido marrom claro; IV
(filme): 3448, 2953, 1722, 1590, 1463, 1422, 1232, 1126; RMN de 'H (600 MHz,
CDCIs): 6 3,04 (dd, J=6,7 e 14,2 Hz, 1H); 3,31 (s, 3H); 3,32-3,35 (m, 1H); 3,62 (dt, J
= 6,7 € 9,1 Hz, 1H); 3,64 (s, 3H); 3,76 (s, 6H); 3,78 (s, 3H); 4,77 (d, J = 6,0 Hz, 1H);
6,44 (s, 2H); 6,75 (dd, J= 1,1 e 4,4 Hz, 1H); 6,91 (d, J= 2,4 Hz, 1H); 7,07 (d, J= 9,0
Hz, 1H); RMN de '3C (150 MHz, CDCIs): d 28,6; 30,7; 48,3; 52,1; 56,2; 58,4; 60,9;
103,7; 104,5; 110,1; 110,2; 115,3; 124,2; 137,0; 137,3; 138,5; 145,3; 149,6; 153,6;
175,1; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C23H2sNOs [M+Na]*: 434,1580, encontrado:
434,1592; P.F: 159°C.
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Espectro 53. RMN de 'H (600 MHz, CDCls) do composto 87.

™~3.032

Current Data Parameters
NAME

mai09dcpHl
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140509
Time 17.23
INSTRUM spect.
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG 2930

0 65536
SCLVENT cDCl3

NS 16

DS 0

SWH 12335.526 Hz
FIDRES 0.188225 Hz
20 2.6563926 sec
RG 64

DW 40.533 usec
DE 6.50 usec
TE .

D1 1.00000000 sec
TDO 1
------ CHANNEL £1 mmmmmmm=
SFOL 600.1737063 MHz
NuC1 1H

Pl 7.38 usec
PLWN1 9.00000000 W
F2 - Processing parameters
sI 6

SF 600.1700163 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Current Data Parameters

NAME mai09dcpHl
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140509
Time 17.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 1024

DS 0

SWH 36057.691 Hz
FIDRES 1.100393 Hz
AQ 0.4543829 sec
RG 203

bW 13.867 usec
DE 10.00 usec
TE 298.1 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

L f1 ==
150.9279571 MHz
13C

16.50 usec
PLW1 95.00000000 W
mmmmmmm= CHANNEL f2 ====m=e==
SFO2 600.1724007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltz16
PCPD2 70.00 usec
PLW2 9.00000000 W
PLW12 0.099%90100 W
PLW13 0.04895200 W
F2 - Processing parameters
3
SF 150.9128670 MHz
WDW EM
SSB o]
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

Daniara "Indol Metilado Desprot." CDC13 / Av 600 MHz - maiO9dcpHl
WM ATV ANNDO NAAHOMNMAOCOXVTFEMARNM AW TNO
SERRRRINT SRRIRRZEECdEEnaga8338
@ ™ b R
2g R e
i s N
T T T T
710 ppm pPpm ppm @~ ma ~ o«
- 88558 & 83
=2 oo m = o o
i NN A\
T T T T T T T T
-7 36 35 34 33 32
4.80 ppm
Hll [ VW i
I T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2
ELH o EEREE
ololol|n - ®inicnir=inlic
Espectro 54. RMN de '°C (150 MHz, CDCl3) do composto 87.
Daniara "Indol Metilado Desprot." CDC13 / Av 600 MHz - maiO9dcpHl
i gg98ns § =g8S3d NN Sa
RN Y i
T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 ppm
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Composto 88: 3-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)-7-hidréxi- 1H,2H,3H,4 H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilato de metila

Tempo reacional: 1 h; Rendimento: 72%; Caracteristica: s6lido marrom claro; RMN
de 'H (600 MHz, acetona Ds): d 3,01 (ddd, J=1,3; 6,5 e 14,1 Hz, 1H); 3,28 (ddd, J =
1,3; 9,0 e 14,1 Hz, 1H); 3,59 (dt, J = 6,5 e 8,9 Hz, 1H); 3,72 (s, 3H); 4,70 (d, J= 6,6
Hz, 1H); 5,98 (s, 2H); 6,67 (dd, J=2,4 e 8,4 Hz, 1H); 6,71 (d, J= 1,8 Hz, 1H); 6,75 (m,
1H); 6,80 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,87 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,62
(sl, 1H); RMN de '3C (150 MHz, acetona De): 5 28,2; 48,3; 51,2; 58,2; 101,1; 103,0;
107,8; 108,1; 110,5; 112,1; 116,1; 120,8; 125,0; 136,5; 137,2; 144,1; 146,6; 148,0;
151,0; 174,4; HRMS (ESI, m/z): Calculado para C20H17NOs [M+Na]*: 374,1004,
encontrado: 374,1012.
Espectro 55. RMN de 'H (600 MHz, acetona Ds) do composto 88.

Daniara "Piper desprtot.” acet.deut./Avance 600 MHz - ago27dcfHl
Current Data Parameters
NOWNHD AN NI MMACNDITONONOOM AN MOW®O WO~ O NAME ago27dcfHl
HOIEFCOOONNUMAATTONFOOONONOWYWHNNDEEFOWINMAN—A—OONRN EXPNO 1
A0 YOOOANCTOFONLLANNNNNNNNODODCOODOON PROCNG 1

F2 - Acquisition Parameters
w%/ WW Date_ 20130827

Time 14.03
INSTRUM spect
0 NHWNO ST SMM O gggg:gg SMTBIIZH/;OB
~ o~ ORI M o~~~ 00 J
© © O~~~ ~~0W0ww \ _ D 65536
L T T T O SOLVENT Acetone
o © T V= Ve V- e - - - V- R V- V) : NS 16
g e HO S 5 :
"j — SWH 12335.526 Hz
~ ~ O FIDRES 0.188225 Hz
N A0 2.6563926 sec
| | H RG 144
O bW 40.533 usec

298.2 K

D1 1.00000000

DO 1
NOWYWHMOWOWOHT I~
mwmml\l\\ommm—o—coog‘\g mmmm———— CHANNEL f1 ==m====e
eru?c\.l(w.(\f(\fi\.lqo.o.o.czo.q .« . SFO1 600.1737063 MHz
MmO MMM MmmMmMmeOmMmMmMm M ™Mm o NUC1 1H

Pl 7.38 usec
\ W PLW1 9.00000000 W

F2 - Processing parameters

T T T
ppm 690 685 6.80 6.5 6.70 ppm ST 65536
SF 600.1700000 MHz
WDW EM
SSB 0
1B 0.30 Hz
GB 0
s pC 1.00

T T T T T T T
36 35 34 33 32 3.1 ppm

—4.709
T—4.698
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Espectro 56. RMN de '*C (150 MHz, acetona Ds) do composto 88.

Daniara "Piper desprtot." acet.deut./Avance 600 MHz - ago27dcfH1l -13C
T AEobHe  odaseoadon Current Data Parameters
‘t gagody agHosaRac 2 88 5 NAME ago27defH1
- AN Y  SOvNO®SAA Toan !

p BesTm®  JAdHHA00O00 © @ @ EXPNO 2

A AAa33 33 HOAS0A333 B @< a PROCHO h
| MV TN |11 | S

Date_ 20130827

Time 14.40

INSTRUM spect

o) PROBHD 5 mm TBI 1H/13

PULPROG zgpg30

“\ ~ D 32768

0 Acetone

3539

0

. SOLVENT
HO g sz
O N O S Flonss
H o RG

36057.691 Hz

ol o

T T T T T T

T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

6.1.2.6. Procedimento geral de hidrdlise dos ciclopenta[b]indois

(0]
N

o-Re

KOH (4 equiv.)

MeOH:H,O (9:1), t.a

1.100393 Hz
0.4543829 sec

203
DW 13.867 usec
DE 10.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1

CHANNEL f1
SFO1 150.9279571 MHz
NOC1 13cC
Pl 16.50 usec
PLW1 95.00000000 W
CHANNEL f2

SFO2 600.1724007 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzl6é
PCPD2 70.00 usec
PLW2 9.00000000 W
PLW12 0.09990100 W
PLW13 0.04895200 W

F2 - Processing parameters

32768
150.9128670 MHz
EM

1.00 Hz

1.40

Os compostos 77, 78, 80, 81, 82, 83, 85, 86, 87 e 88 (0,2 equiv.) foram
dissolvidos em uma mistura de MeOH:H20 (9:1)/KOH (0,4 equiv.) e deixada sob
agitacao magnética e temperatura ambiente por 3 dias. O solvente foi evaporado e o
bruto foi dissolvido em acetato de etila e lavado com HCI 10% (25 mL), H20 (2 x 25

mL) e solucéo saturada de NaCl (25 mL), sucessivamente. A fase orgéanica foi seca

sob Na2SO4 anidro e o solvente foi retirado sob pressao reduzida para fornecer os

produtos 89-98.
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Composto 89: Acido 7-(benzil6xi)-3-(4-metoxifenil)- 1H,2H,3H,4H-
ciclopenta[b]indol-2-carboxilico

Tempo reacional: 72 h; Rendimento: 65%; Caracteristica: sélido marrom; IV (filme):
3445; 1634, 1174, 1026 cm™'; RMN de 'H (250 MHz, CDCl3): 5 3,11-3,19 (m, 1H);
3,31-3,41 (m, 1H); 3,64 (dt, J=6,7 e 8,9 Hz, 1H); 3,80 (s, 3H); 4,77 (d, J= 6,5 Hz, 1H);
5,12 (s, 2H); 6,84-6,91 (m, 3H); 7,07 (d, J= 2,3 Hz, 1H); 7,16 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 7,37-
7,51 (m, 7H); 7,60 (sl, 1H); RMN de '*C (62,5 MHz, CDCls): 5 28,5; 47,6; 55,3; 58,2;
71,1; 102,9; 111,9; 112,2; 114,3; 117,5; 124,6; 127,5; 127,8; 128,5; 128,8; 134,4;
136,4; 137,8; 143,9; 153,5; 159,0; 179,7; HRMS (ESI, m/z): Calculado para
C26H23NO4 [M+Na]*: 436,1525, encontrado: 436,1534; C20H17NOsNa: 374,1004,
encontrado: 374,1012.

Espectro 57. RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do composto 89.

Daniara_setl13dcfH3_Metoxi_ Bn_Hidrol CDC13

HNTOOOWO HWDWN® M ANYWNOVMYOOMWIM~O Current Data Parameters
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Espectro 58. RMN de '°C (62,5 MHz, CDCls) do composto 89.
Daniara_setl3dcfCl_Metoxi_Bn_Hidrol CDC13

Current Data Parameters
T

o 8 5 3Eg e @ w . o NAME set13defCl
- EREE . ° R = EXPNO 1
a 4 8 3I0°599838994848398 8 IS ap < 3 PROCNO 1
BRES\Y2iA R R
Date_ 20130913
Time 14.34
INSTRUM spect
e} PROBHD 5 mm QNP 1H/13
“\ PULPROG zgpg30
~SOH ™ 16384
BnO ' SOLVENT coclLs
NS 1833
DS 0
SWH 15060.241 Hz
N FIDRES 0.919204 Hz
AQ 0.5439488 sec
H _ RG 322.5
O W 33.200 usec
DE 6.00 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
TDO 1
-------- CHANNEL f1 mmmmmmm=m
nuc1 1
P1 10.00 usec
PL1
sFo1 62.9015280 ME
-------- CHANNEL £2 ==mmmmee
CPDPRG[2 waltzl6
NUC2 18
PCPD2 100.00 usec
PL2 -6.00 dB
PL12 11.56 dB
PL13 18.00 dB
SFO2 250.1310005 MHz
F2 - Processing parameters
sI 32768
SF 62.8952390 MHz
WoW EM
SSB 0
LB 1.00 Bz
GB 0
BC 1.40
T T T T T T T T T )
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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