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SILVA, Wellington. Sintese de derivados inddlicos com potencial atividade
antimicobacteriana. 2020. 89 f. Dissertacao (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa grave causada pelo
Mycobacterium tuberculosis. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a TB continua sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo,
levando cerca de 1,7 milhdo de pessoas a Obito em 2016. Portanto, é de extrema
urgéncia o desenvolvimento de novos farmacos capazes de combater eficientemente
essa doenca. Sendo assim, baseando-se na estrutura do indol e do 2-arilindol, que
sao estruturas privilegiadas (subunidades estruturais que séo capazes de interagir
com diferentes bioreceptores), foi realizado um planejamento estrutural a fim de se
obter diferentes séries de derivados inddlicos diferentemente substituidos, para
entdo se estabelecer os pontos criticos para a atividade biologica dessa classe de
substancias frente ao M. tuberculosis por meio de um estudo de relacéo estrutura-
atividade, bem como se identificar uma substancia-lider promissora para
prosseguimento dos estudos biolégicos mais avancados. Para a sintese dos indois
foi proposta uma rota sintética com duas etapas, onde na primeira as substancias
desejadas foram obtidas por meio da metodologia de Fischer, onde fenilidrazinas
reagem com diferentes metilcetonas em acido polifosférico a 120 °C. Na segunda
etapa, o0 nitrogénio indolico (N1) foi funcionalizado com o intuito de se realizar
modificacdes estruturais nessa posi¢cdo e/ou verificar a importancia do nitrogénio
para a atividade biolégica. Essas modificacbes foram realizadas através de reacdes
de benzilagdo com brometo de benzila, carbamoilagédo com o dicarbonato de di-terc-
butila (BOC20) ou reacdes de benzoilacdo com cloreto de benzoila, fornecendo os
indGis correspondentes no caso das duas ultimas. Assim, foram sintetizados sete
derivados inddlicos contendo substituintes alifaticos (Me e i-Bu) e aromaticos em C2,
contendo ou nao (H) grupos doadores (OMe) ou retiradores (Br, COOH, COOMe) de
elétrons na posicéo 4 do anel benzénico. Além desses, outros dois indois contendo
substituintes em N1 foram sintetizados, sendo um deles benzoilado e outro
carbamoilado. Por fim, um derivado contendo um atomo de cloro em C5 do nucleo
indolico também foi obtido com éxito. Tais substancias foram obtidas em
rendimentos globais que variaram de 0,14% a 51%, sendo que todos os indois foram
caracterizados por RMN de !H, 3C e alguns também por ponto de fusédo e
espectrometria de massas. Dentre as substancias sintetizadas, o derivado
carbamoilado é inédito na literatura. A grande maioria das substancias foi avaliada
frente ao M. tuberculosis e os resultados mostraram o derivado que contém em C2 =
i-Bu e em N1 = H, bem como aquele que apresenta em C2 = Ph, em C5 = Cl e em
N1 = H foram ativos, apresentando valores de concentracao inibitoria minima de 100
e 25 pug mL?, respectivamente. Esses podem ser considerados bons pontos de
partida para a realizacdo de novas modificacbes estruturais em busca de
substancias ainda mais promissoras contra a tuberculose.

Palavras-chave: Indois. Tuberculose. Estudo de relacéo estrutura-atividade.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a serious infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis. According to the World Health Organization (WHQO), TB remains one of
the leading causes of death worldwide, leading to about 1.7 million people die in
2016. Therefore, the development of new drugs capable of effectively combating this
disease is extremely urgent. Thus, based on the structure of indole and 2-arylindole,
which are privileged structures (structural subunits that are capable of interacting with
different bioreceptors), structural design was carried out in order to obtain different
series of differently substituted indole derivatives, so as to establish the critical points
for the biological activity of this class of substances against M. tuberculosis through a
study of structure-activity relationship, as well as to identify a promising lead
compound for the continuation of more advanced biological studies. For the synthesis
of the indoles, a synthetic route with two stages was proposed, where in the first the
desired substances were obtained through Fischer methodology, where
phenylhydrazines react with different methyl ketones in polyphosphoric acid at 120
°C. In the second step, the indolic nitrogen (N1) was functionalized in order to make
structural changes in this position and/or verify the importance of nitrogen for
biological activity. These modifications were carried out through benzylation reactions
with benzyl bromide, carbamoylation with di-tert-butyl dicarbonate (BOC:20) or
benzoyl reactions with benzoyl chloride, providing the corresponding indoles in the
case of the last two. Thus, seven indole derivatives containing aliphatic (Me and i-Bu)
and aromatic substituents at C2 position were synthesized, containing or not (H)
electron donor groups (OMe) or electron withdrawing groups (Br, COOH, COOMe) at
4 position of the benzene ring. In addition to these, two other indoles containing N1
substituents were synthesized (benzoyl and carbamoyl groups). Finally, a derivative
containing a chlorine atom at C5 of the indole was also successfully obtained. Such
substances were obtained in global yields that varied from 0.14% to 51%, and all
indoles have been characterized by *H, *3C NMR and some also by melting point and
mass spectrometry. Among the synthesized substances, the carbamoyl derivative is
unreported in the literature. The vast majority of substances have been evaluated
against M. tuberculosis and the results showed that the derivative it contains at C2 =
i-Bu and N1 = H, as well as the one it contains at C2 = Ph, at C5 = Cland at N1 = H
were active, with minimum inhibitory concentration values of 100 and 25 pug mL7,
respectively. These findings could be considered a good starting point for carrying
out new structural changes in the search of even more promising substances against
tuberculosis.

Key-words: Indoles. Tuberculosis. Structure-activity relationship study.
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14

1 INTRODUCAO
1.1 TUBERCULOSE
1.1.1 Aspectos Gerais, Tratamento e Resisténcia Bacilar

A tuberculose (TB) € uma doenca causada pelo micro-organismo
denominado Mycobacterium tuberculosis, isolado primeiramente pelo alemao Robert
Kock, que por esse motivo, também é conhecido como bacilo de Koch (bK). A forma
clinica mais incidente é a pulmonar, pois o M. tuberculosis é uma bactéria aerdbia,
por isso, possui uma alta afinidade pelo oxigénio, necessitando do mesmo para se
desenvolver (FERREIRA et al., 2007a). No entanto, formas extra-pulmonares da TB
também podem ocorrer, como a tuberculose renal, 6ssea, meningite tuberculosa,
dentre outras (MENDES; FENSTERSEIFER, 2004; KAISER et al., 2007; NOGUEIRA
et al., 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Os sintomas da forma pulmonar da
doenca geralmente sdo a tosse cronica, febre, suor noturno, dor no térax, perda de
apetite (anorexia) e falta de disposi¢cdo (adinamia) (DE SOUZA; VASCONCELOS,
2005; KAISER et al., 2007).

A preocupacéo global com relacdo a essa enfermidade se da pelo fato de
que a TB esta entre as dez principais causas de morte em todo o mundo dentre
individuos de todas as idades e em ambos 0s sexos, sendo a Unica doenca infeciosa
a ocupar tal condicdo (WHO, 2018). Atualmente, a TB é uma das principais causas
de mortalidade a nivel mundial. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
no ano de 2016, cerca de 10,4 milhdes de pessoas ficaram doentes e 1,7 milhdes
morreram em razao dessa doenca (sendo 0,4 milhdo de pacientes portadores do
virus HIV - do inglés Human Immunodeficiency Virus). Neste mesmo ano, estima-se
que cerca de 1,0 milh&o de criangas ficaram doentes e 250 mil criangas morreram de
tuberculose, fazendo com que a TB entrasse no ranking das 10 principais
causadoras de mortes infantis no mundo (WHO, 2017a).

No Brasil, o quadro da TB também é alarmante, pois segundo o Ministério da
Saude (2014), existem cerca de 50 milhdes de pessoas infectadas no territorio
nacional, sendo os estados do Rio de Janeiro e do Amazonas aqueles que
apresentam maior incidéncia desta doenca. Dados do ano de 2016 da OMS

informam que o Brasil esta entre os 20 paises com o0 maior numero de casos de TB
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(WHO, 2017b). Em todo o territorio nacional, somente no ano de 2015, foram
notificados 83617 casos de pessoas infectadas com TB, sendo que
aproximadamente 7106 sédo de individuos com menos de 19 anos de idade (CANO
et al.,, 2017). Cerca de 4658 pessoas morrem diariamente em razdo da TB e,
aproximadamente, 1 milhdo de criangas ficam doentes com essa doenca a cada ano
em todo o mundo (TB ALLIANCE, 2017).

A principal estratégia para controlar a disseminacédo da TB € a quimioterapia,
cujo periodo minimo de tratamento é de seis meses. De acordo com a efetividade e
seguranca, os farmacos disponiveis para utilizacdo na quimioterapia, sdo divididos
em duas grandes classes: os agentes de primeira escolha e os agentes de segunda
escolha (NOGUEIRA et al., 2012). Os farmacos considerados agentes de primeira
escolha sdo a isoniazida, a rifampicina, a pirazinamida e o etambutol (KAISER et al.,
2007; NOGUEIRA et al., 2012) (Figura 1). Sado assim classificados, pois possuem
um alto nivel de eficacia e um grau toleravel de toxidade (NOGUEIRA et al., 2012).
O tratamento que é feito, consiste na combinacdo dos quatro farmacos citados
anteriormente. Esses farmacos apresentam também um baixo custo, que gira
entorno de 10 a 20 dolares para um periodo de seis meses de tratamento (KAISER
et al.,, 2007; NOGUEIRA et al., 2012). No entanto, um grande problema nesse
tratamento é a baixa adesdo, devido a longa duracdo do mesmo, da falta de
informagdo e acompanhamento dos pacientes e aos diversos efeitos adversos
existentes, tais como, nauseas, vomitos, asma, alteragdes visuais, cegueira, dentre
outros. Como consequéncia do abandono do tratamento, pode-se ter o
desenvolvimento de bactérias resistentes a esses farmacos, tornando assim o
tratamento ineficaz (CAMPOS, 2007; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD
(OMS), 2014).



Figura 1 — Farmacos de primeira escolha utilizados no tratamento da TB.
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Fonte: adaptado de Kaiser et al. (2007) e Nogueira et al. (2012).

Em diversas regibes do mundo, ja existem cepas de M. tuberculosis
multirresistente (do inglés Multidrug-resistant TB, MDR-TB), que apresentam
resisténcia a isonizada e a rifampicina. Segundo a OMS, em 2016 foram notificados
490 mil casos de pacientes com MDR-TB, além de 110 mil casos de tuberculose que
eram susceptiveis a isoniazida, mas eram resistentes a rifampicina (do inglés
Rifampicin-resistant-TB, RR-TB), considerado o farmaco de primeira-linha mais
efetivo contra a tuberculose (WHO, 2017b). Neste caso, uma segunda linha de
medicamentos é utilizada (amicacina, capreomicina, ciprofloxacino, cicloserina,
etionamida, canamicina, ofloxacino, acido p-aminosalicilico e protionamida) (Figura
2). No entanto, esses farmacos sdo mais caros, mais toxicos e menos eficazes que
0s medicamentos que compdem o0 esquema terapéutico padrdo (TABARSI;
MARDANI, 2012), além do fato de que esse tratamento apresenta uma maior
duracédo (cerca de 18 a 24 meses) comparado ao tratamento utilizando os agentes

de primeira escolha (KAISER et al., 2007; NOGUEIRA et al., 2012).
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Figura 2 — Farmacos de segunda escolha utilizados no tratamento da TB.
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Fonte: adaptado de Kaiser et al. (2007) e Nogueira et al. (2012).

A utilizacédo dos farmacos de segunda escolha pode inclusive ndo ser capaz
de curar a TB, pois ja existem cepas de M. tuberculosis extremamente resistentes
(do inglés extensively drug-resistant TB, XDR-TB) em diferentes regides do mundo,
que sao resistentes a qualquer uma das fluoroquinolonas (ofloxacino ou
ciprofloxacina) e a pelo menos um dos farmacos injetaveis (capreomicina,
canamicina ou amicacina) (ARBEX et al., 2015). J& foram notificados casos de XDR-
TB em mais de 120 paises ao redor do mundo (TB ALLIANCE, 2017). No entanto,

apesar da necessidade em se encontrar novas alternativas para o tratamento da TB
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ser urgente, esta doenca infectocontagiosa nao recebe a devida atencéo por parte
dos pesquisadores, tanto dos industriais como dos académicos (FERREIRA et al.,
2007b). Por parte da industria, o pouco interesse no desenvolvimento de novos
farmacos antituberculose é justificado pela falsa impressdo de que essa doenca
atinge apenas paises em desenvolvimento, sendo o investimento em pesquisa
pouco lucrativo (BRANCO; PINTO; BOECHAT, 2012).

1.2 INDOL: CARACTERISTICAS GERAIS, REATIVIDADE E SINTESE

O nucleo inddlico (Figura 3) € um dos heterociclos bioativos mais estudados
atualmente, sendo constituido por um sistema biciclico heteroaromatico, no qual o

benzeno esta fundido a um pirrol, onde ambos compartilham uma ligacéo dupla.

Figura 3 — Estruturas do nucleo inddlico, benzeno e pirrol
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A origem do nome indol surgiu devido a juncdo das palavras indigo e oleum
(acido mineral concentrado), pois a sintese do primeiro indol foi realizada por Adolf
von Baeyer em 1869 através da reacdo entre essas duas substancias (Figura 4).
Inicialmente, o objetivo de Baeyer era determinar a estrutura do corante indigo por
meio de sintese cuidadosamente planejada, ou seja, por meio da conversao do
corante em outros produtos. No entanto, durante o trabalho de determinacao
estrutural, Baeyer isolou uma molécula que foi entdo conhecida como indol
(NAGENDRAPPA, 2014).

Figura 4 — Estrutura do indigo, substancia estudada por Bayer, que deu origem ao
indol. (NAGENDRAPPA, 2014)
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1.2.1 Caracteristicas Gerais

A maior parte dos indois sdo estaveis no ar, exceto 0os que possuem um
substituinte alquila no C2 como, por exemplo, o 2-metilindol que se oxida muito
facilmente, até mesmo se for protegido em um frasco ambar (JOULE; MILLS, 2010).

Ao se observar a estrutura do 1H-indol, pode-se imaginar que 0 mesmo esta
sujeito a uma reacdo de tautomerizacdo. No entanto, apenas 1 parte por milh&o
(ppm) do indol estd na forma do seu tautémero 3H-indol (indolenina) (Esquema 1).
Esse Ultimo até pode ser obtido em solugdo, porém, se tautomeriza muito
rapidamente, por volta de 100 segundos a temperatura ambiente, no 1H-indol
(JOULE; MILLS, 2010).

Esquema 1 — Tautomerizacao do nacleo indélico.
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N N

H
1H-indol 3H-indol
(indol) (indolenina)

O indol possui pKa igual a 17,0 (YAGIL, 1967), sendo assim, na presenca de
bases fortes como, por exemplo hidreto de sdédio (NaH) ou um reagente de Grignard
alquilico (RMgX), os indois contendo o nitrogénio ndo substituido adotam a forma de
seu anion indolil correspondente (JOULE; MILLS, 2010).

A presenca de substituintes retiradores de elétrons (EWG, do inglés electron
withdrawing group), principalmente no C3, faz com que haja um aumento
consideravel na acidez do hidrogénio ligado ao nitrogénio (JOULE; MILLS, 2010).
Como exemplo, pode-se citar o 3-formilindol que possui um pKa de 12,3 (YAGIL,
1967; SCOTT et al., 1976), enquanto que o indol que contém o substituinte formila
no C2, ou seja, o 2-formilindol, apresenta um pKa de 14,0 (SCOTT et al., 1976)
(Figura b). Isso pode ser explicado por meio da andlise da estrutura das respectivas
bases conjugadas. No caso do 3-formilindol, devido ao efeito de ressonancia, 0s
elétrons do anion estdo muito mais deslocalizados quando comparado ao indol sem
substituintes, o que torna a base conjugada do primeiro mais estavel, portanto seu
acido conjugado € mais forte. J4 a explicacdo para a maior acidez do 2-formilindol
quando comparado com o indol, € também devido a deslocalizagdo da nuvem

eletrbnica, no entanto, por efeito indutivo retirador de elétrons exercido pelo grupo
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formila, tornando essa base conjugada mais deslocalizada e, consequentemente,
mais estavel do que se ndo houvesse o0 EWG nessa posicado. Portanto, o 2-
formilindol é um acido mais forte do que o indol. Como a ressonancia promove uma
deslocalizacdo mais efetiva da nuvem eletrbnica do que o efeito indutivo, o 3-
formilindol apresenta um pKa menor do que o 2-formilindol, uma vez que a base
conjugada do primeiro é mais estavel do que a do segundo, o que implica em uma

maior acidez do &cido conjugado do 3-formilindol (Figura 5).

Figura 5 — Estruturas do indol, 3-formilindol e 2-formilindol e seus valores de pKa.
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Ao se utlizar o &nion indolii como um nucledfilo, deve-se levar em
consideracdo que ele atua como nucledfilo ambidentado. Quando se realiza uma
reacdo com esse anion frente a um eletréfilo, este pode se ligar ao N ou ao C3,
sendo que a proporcdo da substituicio em N- e no C3 depende de diferentes
fatores, como a polaridade do solvente, do metal associado e do tipo de eletréfilo
que foi utilizado. Quanto mais reativo for o eletrofilo, maior é a sua probabilidade de
reagir no nitrogénio quando comparado a eletréfilos menos reativos (JOULE; MILLS,
2010).

Indois apresentam valores de pKa do acido conjugado (pKan) muito baixos e,
portanto, sdo considerados como bases fracas, sendo que substituintes doadores de
elétrons em C2 aumentam o carater basico do nucleo inddlico. Por exemplo, o indol

apresenta um valor de pKan de -3,5 (Figura 6), enquanto que o 2-metilindol
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apresenta um valor de -0,3, portanto, em um meio contendo &cido sulfdrico 6 mol L,
para cada 3 moléculas do indol presentes no meio, uma estara desprotonada,
enguanto que, no caso do 2-metilindol quase 100% das moléculas estardo na sua
forma protonada. A protonacdo pode ocorrer no Nitrogénio ou no C3, enquanto que
no C2 pelo fato de levar a uma perda da aromaticidade total no anel benzeno,
praticamente ndo ocorre protonacdo, o que foi comprovado por analises de
ressonancia magnética nuclear (RMN) (JOULE; MILLS, 2010).

Figura 6 — Estruturas do indol, 2-metilindol e seus valores de pKa.
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1.2.2 Métodos Classicos Para a Sintese do Nucleo Indélico

Em decorréncia das distintas aplicaces biolégicas de substancias contendo
o nucleo inddlico (conforme demonstrado na sessao 1.3), tem sido grande o
interesse na obtencdo de inddis funcionalizados, fazendo com que surgissem
diversas metodologias sintéticas ao longo dos anos para a sintese desse nucleo.
Portanto, nessa sessdo serdo apresentados cinco meétodos classicos para a

obtencado desse nucleo heterociclico, que estéo representados no Esquema 2.
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Esquema 2 — Métodos gerais para a sintese do nucleo indalico.
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Um dos primeiros métodos a ser utilizado na sintese do ndcleo inddlico foi
descoberto em 1883 e é denominado “Sintese de inddis de Fischer”, onde o nucleo
em questdo é formado através do rearranjo de uma aril-hidrazona em meio acido,
seguido de eliminacdo de amodnia. Nessa metodologia, inicialmente a aril-hidrazona
é sintetizada por meio da reacdo de um aldeido ou cetona com uma aril-hidrazina
sob catéalise acida e sob aquecimento, sendo que o isolamento da aril-hidrazona néo
€ um pré-requisito para seu rearranjo (Esquema 2, Método A). A utilizacdo de acido

toluenossulfénico, resinas de troca cationica, tricloreto de fésforo ou argilas acidas
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sdo recomendadas para uma ciclizacdo eficiente, pois permitem a realizacdo da
reacdo em temperatura ambiente ou até abaixo da mesma. Grupos que estejam
ligados ao anel benzénico também influenciam na velocidade de ciclizacdo, haja
visto que a presenca de substituintes doadores de elétrons torna a reagdo mais
rapida, enquanto substituintes retiradores de elétrons diminuem a velocidade da
reacado. No entanto, escolhendo corretamente o acido e a as condi¢des da reacao,
até mesmo aril-hidrazonas que possuem grupos nitro sdo passiveis de serem
indolizadas, como, por exemplo, utilizando-se uma mistura de &cido acético com
trifluoreto de boro ou acido fosférico com tolueno (JOULE; MILLS, 2010).

Uma outra metodologia utilizada na sintese do nucleo inddlico € conhecida
como “Sintese de Reissert”, que foi desenvolvida em 1896 e se baseia na utilizagao
do metil-2-nitrobenzeno como material de partida, onde se utiliza a acidez do grupo
metil que esta orto ao grupo nitro no anel benzénico para promover a condensacao
com oxalato de etila. Entdo, reduz-se o grupo nitro, produzindo-se um grupo amino,
seguido de uma ciclizacao (Esquema 2, Método B) (JOULE; MILLS, 2010).

Em 1912, a “Sintese de Madelung” (Esquema 2, Método C) foi descrita.
Nessa metodologia, reage-se orto-metilacetanilidas com uma base forte, geralmente
amideto de sédio ou t-butdxido de potassio, a temperaturas elevadas (250 — 350 °C).
No entanto, j& é possivel realizar essa reacdo em condicfes muito mais favoraveis,
devido ao desenvolvimento de alquil-litios como bases (JOULE; MILLS, 2010), que
fez com que a reacdo passasse a se chamar de Madelung-Houlihan (Esquema 2,
Método D) (GRIBBLE, 2000).

Também € possivel obter indois por meio da reacéo de nitrobenzenos orto-
substituidos com brometo de vinilmagnésio. Essa metodologia € conhecida como
“Sintese de Bartoli” (Esquema 2, Método E). Nessa reacédo, se 0 grupo em orto ao
nitro for um grupo volumoso a reacdo se processa muito mais facilmente, pois
acredita-se que o impedimento estérico causado pela presenca desse grupo possa
impedir a planaridade entre o anel benzeno e o grupo nitro, fazendo com que haja
um favorecimento da primeira etapa da reacdo, onde o grupo vinila ataca o oxigénio
do grupo nitro e, em seguida, € eliminado o enolato de magnésio, produzindo um
grupo nitroso (JOULE; MILLS, 2010).
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1.2.3 Reatividade em Substituices Eletrofilicas Aromaticas

Indois podem sofrer diferentes reacdes de substituicdes eletrofilicas
aromaticas, sendo que nesse trabalho serdo apresentadas as reacdes de nitracao,

sulfonacéo e acilagéo.
1.2.3.1 Nitracéo

E possivel obter derivados inddlicos nitrados em C3, caso o indol de partida
seja um N-alquilindol. Essa nitracdo pode ser realizada por meio do uso de uma
mistura de HNOs concentrado e anidrido acético sob baixas temperaturas (Esquema
3a). O uso do procedimento classico de nitracdo nao é aconselhado, haja visto que é
obtido um produto com muita impureza e intratavel, que pode ser ocasionado pela
polimerizacdo sob catélise acida. No caso do 2-metilindol (Esquema 3b), ainda é
possivel obter o derivado com o nitro em C5, utilizando-se mistura de acidos nitrico e
sulfarico concentrados (JOULE; MILLS, 2010).

Esquema 3 — Metodologias de nitracdo de indadis.
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Reagentes e condi¢cdes: a) HNOs, Ac20, -70 °C, 50 %; b) HNO3, H.SO4, 0 °C, 84 %.
Fonte: adaptado de Joule e Mills (2010).

1.2.3.2 Sulfonacéo

Ao se sulfonar o indol com complexo de trioxido de enxofre-piridina, usando
piridina como solvente a quente, a sulfonacdo ocorre no C3, conforme evidenciado
no Esquema 4 (JOULE; MILLS, 2010).

Esquema 4 — Metodologia para sulfona(;éo do indol.

Reagentes e condlgoes. a) piridina, aquemmento, 70 %.
Fonte: adaptado de Joule e Mills (2010).
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1.2.3.3 Acilacao

Na reacdo de acetilacdo do indol com anidrido acético podem ser obtidos
trés produtos: o 1,3-diacetilindol, N-acetilindol e 3-acetilindol, onde o primeiro é
obtido como produto majoritario da reagdo (Esquema 5). Para se conseguir que haja
uma consideravel taxa de reacao do indol com o anidrido, € necessario que a reacao
seja realizada em temperaturas acima de 140 °C. Para se obter o 3-acetilindol da
mistura de produtos, basta realizar a hidrélise alcalina do produto que é formado na
reacao de acetilacdo. No entanto, pode-se obter apenas o N-acetilindol por meio da
acetilacdo em um meio contendo 4-dimetilaminopiridina ou acetato de sédio, sendo
que essa acetilacdo ocorre certamente através do anion indolil (JOULE; MILLS,
2010).

Esquema 5 — Metodologia para a acetilagao do indol.
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Reagentes e condicdes: (a) Ac.O, AcOH, aquecimento, 60 %; (b) Ac.0, aquecimento;
(c)Ac20, AcONa, aquecimento, 62 %; (d) NaOHaq), t.a.
Fonte: adaptado de Joule e Mills (2010).

1.3 A VERSATILIDADE BIOLOGICA DO NUCLEO INDOLICO

A unidade estrutural inddlica esta presente em muitas moléculas tanto de
origem natural quanto de origem sintética. Na Figura 7 sdo apresentadas algumas
moléculas de origem natural e sintética que contém o nucleo inddlico. O primeiro
exemplo é a Reserpina, que se trata de um alcaloide presente em raizes de
Rauwolfia serpentina e Rauwolfia vomitéria, que foi aprovado pelo FDA (do inglés
Food and Drug Administration) para o tratamento de hipertensao e para o tratamento
de psicose resistente (RAJKUMAR et al., 2018). A seguir, tem-se o LSD (do aleméao
Lysergaurediethylamid), que é um potente alucinégeno obtido a partir do acido

lisérgico (substancia extraida do fungo Claviceps purpurea) (HERAVI et al., 2017).
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Também é apresentada a Serotonina, que € um neurotransmissor que possui uma
importante funcdo na conducéo de impulsos nervosos para o cérebro. O grupamento
inddlico esta presente também na estrutura do Triptofano, um aminoacido essencial,
que é degradado por plantas a heteroauxina (acido indol-3-acético), um horménio
relacionado ao crescimento vegetal (KAUSHIK et al., 2013).

Figura 7 — Estruturas de indéis de ocorréncia natural e sintética.
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: adaptado de Kaushik et al. (2013); Heravi et al. (2017).

Além disso, 0 nucleo inddlico também esta presente em uma grande
guantidade de farmacos ja comercializados, como a delavirdina que se trata de um
farmaco antirretroviral, a oxipertina que é usado como antipsicotico e antidepressivo,
bem como na estrutura da indometacina que é usado como anti-inflamatorio,
indicando que essa classe de compostos possui um grande potencial terapéutico
(Figura 8). Nessa mesma figura, também sdo apresentados derivados indolicos
sintetizados por diferentes grupos de pesquisa, que apresentam diferentes
propriedades biolégicas, destacando a importancia dos inddis no campo da
descoberta de novos farmacos antivirais, antitumorais, antidepressivos,

antibacterianos e antiparkinson.
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Figura 8 — Estrutura de farmacos comercializados contendo o nucleo inddlico e suas

aplicacdes terapéuticas, bem como estruturas de derivados inddlicos com diferentes
propriedades bioldgicas relatadas na literatura.
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(Antiretroviral) (antipsicotico e antidepressivo) (antiinflamatério)

Antiviral (HCV) Antitumoral (linhagem de
EC5 =77 nM célula HL-60)
(DEVOGELAERE et al., 2012) IC5,=0,78 uM

(CAl et al., 2015)

Antibacteriano Antiparkinson
CIM,, (Helicobacter pylori)= 0,031 pg mL™!  Tremores induzidos via oxotremorina

Sem adigdo de medicamento: 3,00
L-dopa: 2,6+0.24
4a: 2.4+0.22
(KUMAR et al., 2010)

(KANAMARU et al., 2001)

Fonte: adaptado de Kaushik et al. (2013); Kanamaru et al. (2001); Diers et al. (2008); Kumar
et al. (2010); Devogelaere et al. (2012); Cai et al., (2015).
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1.4 INDOIS cOM POTENCIAL ATIVIDADE CONTRAA TB

Conforme sera mostrado a seguir, 0 nucleo inddlico tem sido explorado na
busca de substancias-lideres no combate a TB. Um exemplo relevante é o trabalho
de Franz et al. (2017), que realizaram a sintese de diferentes indol-2-carboxamidas e
avaliaram suas atividades frente a diferentes espécies de Mycobacterium spp, bem
como analisaram suas citotoxidades frente a linhagem de células humanas THP-1
(Esquema 6). Para a sintese dos derivados inddlicos, inicialmente, diferentes aril-
hidrazinas sofreram reacdo com piruvato de etila em um meio contendo acido p-
toluenossulfénico, produzindo os correspondentes derivados do tipo indol-2-
carboxilato de etila. Entdo, esses foram submetidos a uma reacdo de hidrdlise em
meio basico, obtendo-se os acidos indol-2-carboxilico apropriados. Como etapa final,
uma reacdo de acoplamento foi realizada com os &cidos obtidos e diferentes aminas
na presencga de N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC), 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
e diclorometano, obtendo-se as indol-2-carboxiamidas em rendimentos que variaram
de 29 a 80%.

Esquema 6 — Rota sintética para a sintese das indol-2-carboxiamidas realizada por
Franz et al. (2017).

Arilhidrazina Indol-2-carboxilato de etila Acido indol-2-carboxilico  Indol-2-carboxiamidas

R"=H ou CH,
R? = grupos alifaticos, ciclicos e aromaticos

Reagentes e condi¢des: (a) piruvato de etila, pTsOH, EtOH, refluxo, 6 h; (b) NaOH,
EtOH, refluxo, 3 h; (c) amina correspondente, DCC, DMAP, CH:Cl2, t.a., overnight,
29 a 80 %.

As indol-2-carboxamidas foram entdo submetidas a testes de atividade
frente as espécies de micobactéria, tais como M. tuberculosis, M. smegmatis, M.
chelonae, M. bolletii, M. massiliense e M. abscessos. Os resultados mostraram que
frente ao M. tuberculosis, dos 30 compostos testados, 0os mais ativos frente a essa
espécie de micobactéria foram os compostos |, Il e lll, visto que apresentaram uma
CIM de 0,0195 pug mL? (Tabela 1). Além disso, foram realizados testes de
citotoxicidade com as substancias Il e Ill que mostram que as mesmas ndo sao

citotdxicas, até mesmo em uma concentracao de 50 uM.
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Tabela 1 — Concentracao minima inibitoria (CIM) e citotoxicidade (TDso) das indol-2-
carboxiamidas que apresentaram as atividades mais relevantes, sintetizadas por
Franz et al. (2017) frente a cepa padrdo do M. tuberculosis (H37Rv).

N© R? CIM (ug mL™?) TDso

| f@ 0,0195 nd.
I —§Q 0,0195 > 14,9
I % 0,0195 5162

n.d.: ndo determinado; TDso: concentragdo que ocasiona a morte de 50% das células
utilizadas no teste.

Com a finalidade de identificar compostos que sejam ativos frente ao M.
tuberculosis, Angelova et al. (2019) sintetizaram uma gama de derivados inddlicos e
dois derivados indazdlicos, que foram avaliados quanto a sua atividade frente ao
patogeno em questdo. A sintese dos compostos desejados foi realizada por meio da
reacdo dos aldeidos correspondentes com diferentes hidrazidas em um meio
contendo etanol absoluto sob refluxo por 2 a 3 horas, obtendo-se os produtos em
rendimentos de 62 a 92% (Esquema 7).

Esquema 7 — Rota sintética utilizada para a obtencdo dos derivados indolicos
realizada por Angelova e colaboradores.

RZ
o=
/NH
O\ N\
R! { 4 R’ { R' = OMe, Br ou OCH,Ph
X —> X R? = grupos aromaticos e heteroaromaticos
N N  X=CHouN

Reagentes e condi¢des: (a) diferentes hidrazidas, etanol absoluto, refluxo, 2 h, 62-
92%.
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A avaliacdo dos compostos frente a cepa padrdo do M. tuberculosis H37Rv
revelou valores de CIM entre 0,3969 e 2,9139 uM. Dentre os onze derivados
inddlicos, o mais ativo foi 0 composto IV que apresentou uma atividade maior (CIM =
0,3969 uM) que a isoniazida, farmaco mais ativo utilizado no tratamento da TB, que
apresenta um CIM de 0,9115 pM. Além disso, os testes de citotoxicidade e de
seletividade dessa substancia mostrou que sua toxicidade é muito pequena frente a
células renais embrionarias de seres humanos e que possui alto indice de
seletividade (Tabela 2). E de grande relevancia informar que o composto IV foi
administrado oralmente em camundongos fémeas na dose mais alta de 2000 mg kg
1, e os resultados mostraram que ndo houve morte dos animais e muito menos
efeitos adversos, evidenciando que esse composto ndo apresenta toxidade.
Também foi realizado o estudo de docagem molecular a fim de se determinar se 0s
compostos conseguem inibir a atividade da Enoil-ACP redutase. Esses célculos
mostraram que 0 nucleo 1,2,3-tiadiazol presente na substancia IV é de grande
importancia para a interacdo com esse alvo molecular.

Tabela 2 — Concentragdo minima inibitéria (CIM), citotoxicidade in vitro (CCso) e

indice de seletividade (IS) dos compostos sintetizados por Angelova et al. (2019)
frente a cepa padréo do M. tuberculosis (H37Rv).

0
RZ/Z<
NH

=N
R1
\/X
N
H
CIM CCso
N©° X R1 R2 IS
(UM) (UM)
/S —??1\/
IV.© CH OMe N‘NI 0,3969 n.d. >1978,83
INH - - - 0,9115 - -

n.d.: ndo determinado; INH = Isoniazida.

Lun et al. (2013) por meio da triagem fenotipica de alto rendimento
identificaram um indol-2-carboxamida (V) que possuia atividade frente ao M.
tuberculosis. Utilizando-se desse arcabouco estrutural, foram desenvolvidas outras

duas moléculas (VI e VII), as quais foram sintetizadas e avaliadas in vitro frente as
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diferentes cepas de M. tuberculosis (H37Rv e isolados clinicos oriundos de
pacientes com tuberculose pulmonar de KwaZulu-Natal - Africa do Sul, dentre as
quais, uma que é susceptivel a medicamentos (V4207), duas de MDR-TB e duas de
XDR-TB). Nessa sintese, foi utilizada uma metodologia de acoplamento de amidas,
por meio da reacao do acido 4,6-dimetil-1H-indol-2-carboxilico em um meio contendo
hidroxibenzotriazol anidro (HOBt), cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC.HCI), apropriadas aminas substituidas e trietilamina, mantendo
a reacgdo sob atmosfera de argonio, em CH2Clz anidro como solvente (Esquema 8).
Os inddis desejados foram obtidos com rendimentos entre 72 a 92 %, de acordo com

uma outra publicacdo dos mesmos autores (ONAJOLE et al., 2013).

Esquema 8 — Rota sintética utilizada para a obtencéo dos derivados indol-2-
carboxamidas.

V:R'= —§<:>
m—{o + HN-R' 2y /@\/\B—{O
N  OH N  HN-R'

H H VE:R'= —§O
Indol-2-carboxamidas

VII: R = —§<>

Reagentes e condi¢cdes: a) HOBt anidro, EDAC.HCI, EtsN, CH2Cl2, atmosfera
inerte, 72 a 92 %.

Os compostos foram entao testados frente a cepa padrao do M. tuberculosis
(H37Rv), e 0 mais ativo dentre eles foi a substancia VII, a qual apresentou um valor
de CIM de 0,0039 pug mL?t. Os pesquisadores ainda relatam que os compostos
testados apresentaram um valor CIM < 1 uyg mL? para as demais cepas testadas,
indicando que esses compostos podem ser candidatos no combate as cepas de
MDR e XDR-TB. Vale ressaltar que no artigo em questao os autores informam essa
faixa de CIM frente a essas cepas resistentes, no entanto, os dados precisos foram
publicados em outro artigo dos mesmos autores (ONAJOLE et al., 2013), onde os
valores desta vez foram dispostos em uM e ndo mais em pg mL?, sendo assim, os
valores foram recalculados de modo a manter somente essa ultima unidade de CIM

na Tabela 3.
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Tabela 3 — CIM da substancia VIl frente a diferentes cepas de M. tuberculosis.
Substituintes

N 0] CIM (ug mL™?)
N® N HN-R'
H
R1 Padrao DS XDR XDR MDR MDR
[A] (B] [C] (D] [E] [F]
VI —§Q 0,0039 0,0078 0,0078 0,0020 n.d. n.d.
INH 0,04 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

INH = Isoniazida, [A] = H37Ryv, [B] = V4207, [C] = TF274, [D] = R506, [E] = KZN494,
[F] = V2475, DS = cepa de M. tuberculosis susceptivel a farmacos; n.d.: nao
determinado.

Ao se observar os dados dispostos na Tabela 3, € possivel perceber que o
composto VIl apresentou uma atividade 10 vezes maior que a isoniazida frente a
cepa padrdo do M. tuberculosis. Esse composto também foi submetido a testes de
concentracdo bactericida minima (CBM) frente a cepa padrdo, e os resultados
mostraram que o valor de CMB foi de 0,0078 pg mLt. O composto VII também foi
submetido a teste de cinética de morte frente a cepa padrdo, utilizando-se
concentragcbes dos compostos em 4x e 16x em relagdo aos valores das CIMs. O
estudo mostrou que esse composto possui uma alta capacidade bactericida frente
ao M. tuberculosis, haja visto que na concentracdo de 4x do valor da CIM 0 mesmo
conseguiu matar, ao menos, 4 logio de unidades formadoras de colénias (UFC) em
um periodo de 5 dias. Enquanto que, em 16x do valor da CIM, esse composto
demorou 3 dias para matar a mesma quantidade de UFC.

Ao verificar que o efeito micobactericida do composto VIl era dependente da
concentracdo in vitro e que esse apresentava a menor CIM, esse foi o escolhido
para ser administrado em doses de 33, 100 e 300 mg kg' em camundongos, que
foram infectados pela cepa padrédo do M. tuberculosis. Os resultados mostraram que
apos 28 dias de tratamento, o numero de UFC no pulmdo de camundongos que
foram tratados com qualquer uma das doses da substancia VIl foi consideravelmente
menor do que em camundongos que ndo foram submetidos ao tratamento. Através
de estudos farmacocinéticos utilizando-se esse mesmo composto, foi determinado

que na dosagem de 100 mg kg se consegue uma concentragdo maxima no valor
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de 0,49 ug mLt e 2,47 ug g* no plasma e nos pulmdes, respectivamente, que é
muito acima do valor da CIM in vitro (0,0039 pug mL). Esses resultados mostram
gue o composto VII é um potencial candidato no combate a tuberculose, uma vez
que ele possui boa biodisponibilidade oral em ratos e também possui atividade in
vivo frente ao M. tuberculosis.

Ainda tratando de derivados indolicos com potencial atividade contra a
tuberculose, Kondreddi et al. (2013) realizaram uma triagem fenotipica frente ao M.
tuberculosis de substancias presentes na biblioteca de compostos da Novartis. Os
autores elencaram os seguintes fatores como critérios de escolha da substancia-
lider: atividade, citotoxicidade, potencial bactericida, estabilidade quimica e
facilidade de obtencdo. Com isso, o indol-2-carboxamida (VIII) foi escolhido para
sofrer modificagBes estruturais (Tabela 4), visando aumentar a atividade inibitéria e
otimizar perfis farmacocinéticos deste composto. Para isso, foi realizada a sintese e
a avaliacao frente ao M. tuberculosis de diferentes indol-2-carboxamidas (Esquema
9). Essa classe de compostos foi sintetizada por meio da reacdo de acidos indol-2-
carboxilicos substituidos com diferentes aminas em um meio contendo 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurono hexafluorofosfato (HATU), N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) e N,N-dimetilformamida (DMF). No total foram

sintetizados 37 derivados inddlicos em rendimentos que variaram de 10 % a 98 %.

Esquema 9 — Rota sintética utilizada para a obtencdo dos derivados indol-2-
carboxamidas.

1
R1
0 a X 0
[\>r\>—/{ 4+ HN-R® —> [I\B—/(
[ /. N HN_R3
R? NooH R? H
R' = Me, CI, F, CN Indol-2-carboxamidas

R2? = Me, CI, F, CN
R3 = grupos alquila, cicloalquila ou aromaticos

Reagentes e condi¢cdes: a) HATU, DIPEA, DMF, t.a., 24h, 10 a 98 %.

Todos os 37 derivados inddlicos foram avaliados frente a cepa padrdo do M.
tuberculosis (H37Rv), dentre os quais 22 apresentaram CIM abaixo de 1,0 uM. Por
meio do estudo de relacéo estrutura-atividade (REA), os pesquisadores conseguiram
obter informacdes importantes sobre a influéncia dos substituintes na atividade

biolégica, na estabilidade metabdlica e na solubilidade aquosa. Dentre todos, o
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composto IX (Tabela 4) pode ser considerado o mais promissor de toda a série, uma

vez que apresentou valor de CIM de 0,015 pM.

Tabela 4 — Concentracdo minima inibitéria (CIM) dos compostos VIl e IX frente cepa
padréo do M. tuberculosis (H37Rv).
Substituintes

R1
CIM
RZ ” HN—R3 (HM)

Rt R? R3

VI CHs CHs —%O 0,820
X ¢ ¢l —§<:>< 0,015

Tendo em vista o seu potencial demonstrado in vitro, o composto IX foi

avaliado in vivo em camundongos com infeccdo aguda por M. tuberculosis. Esse
ensaio evidenciou que o perfil farmacocinético in vivo desse composto é adequado,
visto que apresentou uma pequena depuracdo sistémica total e um volume de
distribuicdo de moderado a alto, apresentando um tempo de meia vida de 5,25h,
resultando em uma boa disponibilidade oral (53%). Ja o estudo de eficacia in vivo
mostrou que 0 composto apresentou uma excelente eficacia frente ao agente
causador da doenca, onde ocasionou uma reducédo de 2,6 a 4,8 log de UFC nas
concentracdes de 25 e 75 mg kgt respectivamente, quando comparado ao controle
no qual nao foi tratado com o composto. Ao se comparar a reducao ocasionada por
esse composto na concentracdo de 75 mg kg com o etambutol (medicamento de
primeira escolha utilizado no tratamento da TB) a 100 mg kg, uma eficacia
consideravelmente maior foi atingida quando foi utilizado o composto em questéo.
Outro ponto que foi ressaltado sobre esse composto € que 0 mesmo MOoStrou possuir
um perfil de seguranca in vitro e in vivo adequado, que foi publicado em um outro
artigo dos mesmos autores (RAO et al., 2013). Sendo assim, os dados de ambos 0s
estudos mostram que o composto IX é um grande candidato para testes pré-clinicos

e, consequentemente, para o tratamento da tuberculose.



35

1.5 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

No desenvolvimento de novos farmacos, € de grande valia identificar
subunidades estruturais presentes em farmacos ou em compostos-lideres que sejam
capazes de interagir com diferentes bioreceptores. Essas subunidades séo
conhecidas como estruturas privilegiadas (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007) e
sdo muito importantes na hora se desenvolver um planejamento estrutural, servindo
como um bom ponto de partida até mesmo em casos onde ndo se conhece o modo
de interagcdo da estrutura privilegiada com o alvo molecular (DESIMONE et al.,
2004).

Dois exemplos de estrutura privilegiada sdo o indol (DE SA ALVES;
BARREIRO; MANSSOUR FRAGA, 2009) e o 2-arilindol (DESIMONE et al., 2004),
visto que ambos sdo encontrados em uma diversidade de compostos bioativos,
como por exemplo, o primeiro estd presente em moléculas inibidoras de
cicloxigenase, inibidoras de fosfodiesterase, ligantes de receptores 5-HT1a e dentre
outras. Enquanto o segundo é encontrado em uma grande variedade de moléculas
que interagem com diferentes alvos, tais como receptores acoplados a proteina G
(GPCRs, do inglés G-protein coupled receptors), como por exemplo, a classe de
receptores de quimiocina, neurocinina, serotonina e dentre outros (DESIMONE et al.,
2004).

Sendo assim, com a finalidade de se explorar o potencial do nucleo inddlico
na descoberta de novas substancias-lideres para o desenvolvimento de novos
agentes anti-TB, propdem-se a sintese de duas séries de derivados inddlicos,
preservando-se as estruturas privilegiadas indol (Série A) e 2-aril-indol (Série B),
onde na primeira serdo introduzidos diferentes substituintes alifaticos em C2,
enquanto que na Série B, diferentes substituintes doadores (ERG) ou retiradores
(EWG) de elétrons estardo presentes na posicédo 4 do anel benzénico do nucleo 2-
aril-indol (Figura 9). Entdo, depois de devidamente purificados e caracterizados
espectroscopicamente, todos os derivados serdo avaliados in vitro frente ao M.
tuberculosis. A partir desses resultados, pretende-se iniciar um estudo preliminar de
relacdo estrutura-atividade (REA) antimicobacteriana, a fim de se identificar os
substituintes que contribuem positivamente para a atividade biolégica. Em seguida,
serdo realizadas outras modificacbes estruturais, tais como: i) introducdo de

substituintes no anel benzénico do nucleo inddlico (5-Cl e 4,7-NO2) e ii) introducéo
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de grupos ligados ao nitrogénio inddlico (Boc, Bz e Bn) com o objetivo de se verificar
a influéncia dessas modificacdes estruturais em N1 e/ou verificar a importancia da
ligacdo N-H (grupamento aceptor e doador de ligagcdo de hidrogénio) para a
atividade antimicobacteriana. Com base no planejamento estrutural (Figura 9),
poderia se pensar em realizar a modificacdo estrutural em N1 mesmo se nenhum
dos derivados da Série Al apresentasse atividade, porém, decidiu-se realizar essa
modificacdo em N1 somente se um dos derivados apresentasse atividade, pois
dessa maneira, jA se tornava possivel verificar se o N-H é importante para a
atividade ou ndo, tornando o planejamento mais racional. A partir dessas
modificacdes estruturais podera ser possivel estabelecer os pontos criticos para a
atividade biolégica dessa classe de substancias frente ao M. tuberculosis, bem como
se identificar uma substancia-lider promissora para prosseguimento dos estudos

mais avancgados.
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Figura 9 — Planejamento estrutural dos derivados indélicos com potencial atividade
antituberculose.

Substancia privilegiadas

Indol 2-arilindol
Planejamento
estrutural

e CLa—<iw

: NH & : NH :
L ’ R

Série A1 Série B1
R! = Me, i-Bu R' =H, OMe, Br, COOH, COOCH3
Apresentou atividade? Apresentou atividade?

' Modificacdo estrutural | R21T NN\ = ' Modificaciio estrutural : 2 S\ 2
i em N1 e/ou verificacio | " NH © em N1 e/ou verificacio | A NH

! da lmportanCIa do N1 j SérieA2 = e ipPRrenVe VNN o Série B2

R?=5-Cl, 4,7-NO, R2 =5-Cl, 4,7-NO,
e -Oe
N N
R3 R3
Série A3 ' Modificacdio estrutural! Série B3 | Modifica¢do estrutural :
R®=Me, Boc,Bn, Bz | em N1 e/ou verificaciio | R®=Me, Boc, Bn,Bz | em NI e/ou verificagio |

i daimportincia do N1

' da importancia do N1

'
'
J

Onde R%: Z % N
L @
Boo: ¥ \’< Série A4 Série B4
0 R? = 5-C, 4,7-NO, R? = 5-Cl, 4,7-NO,

Bz: \;ﬂ)ij ﬂREA final
O
/@ Substincia-lider
Bn:
b

Legenda: Em azul — Manutencdo da estrutura do indol ou 2-arilindol (substancias
privilegiadas). Em vermelho — Introducdo de grupos com diferentes caracteristicas
estereo-eletrénicas (alifaticos, aromaticos, retiradores de elétrons e doadores de
elétrons) em diferentes posi¢cdes. Em verde, roxo e rosa — fixacdo do substituinte por
meio do REA preliminar da série A1 ou B1, A3 ou B3 e A2 ou B2, respectivamente. A
quimioteca de inddis sintetizada sera analizada por meio de um estudo de REA final,
a fim de se avaliar a influéncia dos substituintes para a atividade biol6gica dessa
classe de substancias e, por fim, possibilitar a identificacdo de ao menos uma
substancia-lider.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

v Sintetizar diferentes derivados indodlicos e avalid-los in vitro frente ao

Mycobacterium tuberculosis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'  Sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural de diferentes derivados
indolicos;

v' Avaliacdo in vitro dos derivados inddlicos sintetizados frente ao M.
tuberculosis;

v'  Realizacdo de um estudo preliminar de relacdo estrutura-atividade
antimicobacteriana, afim de se estabelecer os pontos criticos para a atividade

biol6gica dessa classe de substancias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISE RETROSSINTETICA

Para a sintese dos derivados inddlicos propostos foi realizada uma analise
retrossintética (Figura 10), onde os derivados das Séries A3/B3 e A4/B4 podem ser
obtidos através de reacdes de carbamoilacédo, benzoilagdo ou benzilagdo no N1 do
indol, dos indois da Séries A1/B1 ou A2/B2. Esses, por sua vez, podem ser obtidos
por meio de reacOes de indolizacdo de diferentes fenilidrazinas com as metilcetonas

ou acetofenonas correspondentes.

Figura 10 — Analise retrossintética para a obtencéo dos derivados inddlicos.

X X X (0]
4 N3 = NH = NHNH, RWJJ\
R

Séries Séries Fenilidrazinas Acetofenonas
A3 A1 ou
B3 B1 Metilcetonas
A4 A2
B4 B2
R3: Alifaticos/Ar R": Alifaticos/Ar

R2: EWG/ERG ou ndo
3.2 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DOS INDOIS DA SERIEA1 EB1

Iniciou-se a sintese dos indois A1 e Bl através da reacdo de diferentes
fenilidrazinas com as acetofenonas ou metilcetonas correspondentes, por meio de
uma metodologia de ciclizagdo em meio acido denominada indolizacdo de Fisher
(LIU; MCWHORTER, 2003). Sendo assim, optou-se por realizar a indolizagdo de
Fisher em um meio contendo &cido polifosférico (HasP207) a 120 °C (LIU;
MCWHORTER, 2003), obtendo-se os indois 3a-f em rendimentos que variaram de 7
a 51%. Posteriormente, realizou-se uma reacdo de esterificacdo do indol 3d (R! =
COOH, Série B1) por meio de sua reacdo com cloreto de tionila (SOCI2) e metanol
(COSTA, 2012), obtendo-se o indol 3g (Esquema 10).
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Esquema 10 — Rota sintética para a obtencéo dos indois 3a-g.

GRS P O o
N
NHNH, Hs,C~ "R \

H
R': Ph, 4-BrPh, 4-MeOPh, 3a: R' = Ph; (B1)
4-CNPh, Me, i-Bu 3b: R' = 4-BrPh (B1)
3c: R' = 4-OMePh (B1)
3d: R' = 4-COOHPh (B1)
3e: R' = Me (A1)
3f: R' = i-Bu (A1)

3d —b> ®R1
N

\

H
3g: R' = 4-COOMePh (B1)

Condicdes reacionais: (a) acido polifosférico, 120 °C, 1-4h, 7-51%; (b) SOCIz,
MeOH, 0 °C a t.a, 116h e mais sob refluxo por 12h30.

Como exemplo, sera apresentado a proposta mecanistica para a obtencao
da substancia 3f. A reacao de indolizacdo de Fisher tem inicio com a ativacdo da
carbonila, por meio de sua protonacéo, utilizando-se acidos de Bronsted (HB+) como
o acido polifosforico (Esquema 11). Entdo, o par de elétrons de um dos nitrogénios
da fenilidrazina ataca o carbono parcialmente positivo da carbonila, formando
ligagdo N-C. Em seguida, ocorre a eliminagdo de uma molécula de agua e a
formacéo de uma ligacdo dupla na ligacdo N-C, gerando in situ uma hidrazona como
um intermediario. Posteriormente, a hidrazona sofre isomerizacdo em meio acido,
transformando-se na enamina correspondente. Vale ressaltar, que no caso dessa
cetona utilizada como exemplo, por ela ser ndo-simétrica, pode haver a formacgéo de
duas enaminas, a A (em vermelho) e a B (em azul). Cada enamina correspondente
sofre entdo um rearranjo sigmatrépico [3,3], seguido da rearomatizacdo do sistema
através da abstracdo de um hidrogénio do anel. Posteriormente, ocorre o ataque
nucleofilico do grupo animo ao carbono iminico, promovendo o fechamento do anel
de 5 membros fundido ao anel benzénico. Por fim, ocorre eliminacdo de ambnia e o

sistema € rearomatizado pela desprotonagéo, gerando o indol desejado.
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Esquema 11 — Proposta mecanistica para a indolizacao de Fischer na formacgéo de
3f e de 3-isopropil-2-metil-1H-indol.

Fenilhidrazina

. HB_B , @ -HB @\ bHB
)J\)\ /@ N+H\/

5-meti-penta-2-
ona

0% - oo ste g

H B ‘BH
Enamina A Hidrazona

1&'8’ f-+6-e:

)O // H=B Enamina B
_B:

B
B T HB®B'
N, by —= — ,
H W(NHZ '@th
N'® NH> NH,
H
s
_B® ©\/Q/
® @,
WL-HB, B: N NH,

»\ B H-B
©) H
- HB, - NH; ﬂ-g:
\ N \.NH?’ .
N H &) ¥ B
H H
. . @ H
3-isopropyl-2-methyl-1H-indole N - HB, - NH;
N =
H N ke

Fonte: adaptado de Joule e Mills (2010).



42

Todos os compostos foram purificados por cromatografia em coluna, por
lavagem ou por recristalizacéo, sendo obtidos como sélidos brancos ou amarelados,
gue tiveram seus pontos de fusdo medidos e comparados com os valores relatados
na literatura, quando disponiveis (Tabela 5).

Os baixos rendimentos do 3b e 3f, estdo relacionados ao fato de que os
brutos reacionais correspondentes continham impurezas com valores de fator de
retencdo (R.f.) muito préximos, dificultando sua purificacdo. Mesmo ndo sendo
possivel a identificacdo espectroscopica das impurezas presentes, possivelmente no
caso de 3f, o rendimento foi prejudicado pelo fato de que a cetona usada como
material de partida (5-metil-pentan-2-ona) permite a formacdo de duas diferentes
enaminas (A e B) a partir da hidrazona (Esquema 11). Ao sofrerem o rearranjo
sigmatrépico [3,3], as enaminas A e B ddo origem ao indol desejado 3f e ao 3-
isopropil-2-metil-1H-indol, respectivamente. Como as polaridades dessas
substancias sdo bem parecidas, a separacao cromatografica foi dificil, o que reflete o
baixo rendimento alcancado.

Com relacdo ao baixo rendimento do indol 3d (R= Ph-4-COOH), a
explicacédo € que esperava-se obter como produto da reacédo de indolizacdo entre a
fenilidrazina e 4-cianoacetofenona, o indol contendo o R' = PhCN para, em seguida,
hidrolisa-lo para se obter 3d. No entanto, ndo foi possivel o isolamento da nitrila,
obtendo-se diretamente o indol 3d. Sendo assim, o baixo rendimento desse derivado
pode ser explicado em decorréncia de que o mesmo foi obtido por meio da hidrélise
em meio acido da nitrila presente na acetofenona utilizada como material de partida,
gerando o derivado carboxilado correspondente (Esquema 12). O acompanhamento
do término da reacdo por CCD foi realizado com base no suposto consumo da 4-
acetilbenzonitrila (reagente limitante). Entdo, acreditou-se que a reacdo havia se
completado quando o reagente limitante havia desaparecido, no entanto, 0 consumo
da matéria-prima foi fruto da hidrélise ocorrida, facilitada pela acidez do meio e por,
possivelmente, haver a presenca de tracos de agua no meio reacional. Portanto, o
isolamento do produto foi realizado antes do término da reacdo, o que explica o
baixo rendimento, haja visto que ainda havia acido 4-acetilbenzoico disponivel no

meio reacional para sofrer a reacao de indolizagao.
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Tabela 5 — Caracteristicas fisicas, rendimento, ponto de fusdo experimental e tedrico
dos derivados indélicos 3a-g.

Caracteristica

Ir=z /i
X

No° Rend. (%) P.F. (°C) P.F. lit. (°C)
Fisica
Rl
3a Ph Solido bege 34 187,1-188,2 186,0-188,6 2
So6lido amarelo
3b 4-BrPh 12 n.d. 212-213b
escuro
3c 4-OMePh Sdélido bege 37 233,5-233,8 232-233°¢
3d 4-COOHPhA Sélido branco 7 n.d. 212-214 9
Solido
3e Me . 51 57-58 57-59 ¢
alaranjado
3f i-Bu Sélido amarelo 7 n.d. 42-43fF
Sélido amarelo
3g 4-COOMePh 36 202,3-203,1 201-202 ¢

palido

n.d.: N&o determinado.
a Ackermann; Barfuisser; Potukuchi (2009); ® Joucla; Batail; Djakovitch (2010); ¢ Jin et
al. (2011); ¢ Ponpandian; Muthusubramanian (2012); ¢ Ambrogio et al. (2009); f
Dalian Zhao et al. (1991); 9 Cacchi; Fabrizi; Parisi (2003).

Ademais, os inddis 3a-g tiveram suas estruturas confirmadas por RMN de 'H
e 13C (Figuras 1A-19A — Apéndice A), sendo que os compostos 3a-c e 3e também
foram caracterizados por espectrometria de massas. De maneira geral, 0s espectros
de RMN de !H dos indois 3a-g apresentaram sinais caracteristicos do anel indélico,
como por exemplo um simpleto largo com deslocamento quimico entre 7,83 e 8,35
ppm, que é referente ao sinal do hidrogénio ligado ao N1, bem como um sinal entre
6,21 ppm e 6,84 ppm, que corresponde ao sinal do H3, além de sinais de
hidrogénios aromaticos entre 7,0 e 8,0 ppm. Na caracterizacao dos indois 3a-c e 3e
por espectrometria de massas (Figuras 4A, 7A, 10A e 15A — Apéndice A), todos os

espectros apresentaram os picos do ion molecular com razdo m/z condizentes com
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a massa molecular dos compostos, com valores variando de 131 a 272 g/mol, de

acordo com os substituintes presentes no anel inddlico.

Esquema 12 — Mecanismo de hidrélise da 4-acetilbenzonitrila.
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HN ® HpN )
A - H30 Oy
“H
Q (0]
. fo® E—
: —»H H O@ (0]
HaN - NH3 - H3
3@" ‘\ OH OH
H,0

Acido 4-acetilbenzoéico

Como exemplo, serd ilustrado a atribuicdo dos sinais de RMN de 'H e 13C
para o composto 3a, ressaltando que apesar do mesmo ja ser relatado na literatura,
0s artigos nao caracterizam de forma inequivoca a qual atomo de hidrogénio ou de
carbono aromatico, corresponde cada sinal nos respectivos espectros. Sendo assim,
tentou-se realizar a atribuicdo inequivoca de todos hidrogénios e carbonos dessa
molécula-modelo.

No espectro de RMN de *H (Figura 11), identificou-se o sinal do hidrogénio
ligado ao nitrogénio (NH) e do hidrogénio H3 do anel inddlico, na forma de simpletos
largos em 8,35 e 6,84 ppm, respectivamente, ambos com uma integral equivalente a
1H. Para a atribuicdo desses dois sinais foram considerados a multiplicidade, o
deslocamento quimico e o valor da integral do sinal, pois no caso do NH, ja era
esperado que o sinal aparecesse nessa regido, devido ao fato de ser um H ligado a
um atomo eletronegativo como o N inddlico, e que fosse um simpleto largo com uma

integral equivalente a 1H, devido ao efeito quadrupolo do N, o que faz com que o
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sinal seja um simpleto alargado. J4 com relacdo ao H3, ja era esperado observa-lo
nessa regido, com essa integral por se tratar de um hidrogénio metinico aromatico e
inddlico, e com essa multiplicidade, devido ao fato de poder estar acoplando com o
H4 por meio de um acoplamento 4J. Ambos os sinais estdo de acordo com a
literatura (ABRAHAM; REID, 2002; TYRRELL; WHITEMAN; WILLIAMS, 2009).

Além disso, o espectro apresentou ainda sete sinais com uma integral total
equivalente a nove hidrogénios com deslocamento quimico caracteristico de
hidrogénios arométicos, sendo eles um dupleto em 7,68 ppm, com integral
equivalente a 2H e com uma constante de acoplamento de 7,3 Hz, que corresponde
aos hidrogénios equivalentes H11 e H15, que acoplam com H12 e H14, cujo sinal
apareceu em um deslocamento quimico de 7,45 ppm com uma integral equivalente a
2H e na forma de um tripleto. Em 7,33 ppm, apareceu um tripleto (J = 7,3 Hz) com
integral igual a 1H, que corresponde ao H13, haja visto que acopla com o H12 e H14
e por estar mais longe do atomo de nitrogénio, ja era de se esperar que o sinal
desse hidrogénio estaria em um deslocamento menor do que os hidrogénios com 0s
quais se acopla, em razdo de ser menos desblindado. Em 7,21 e 7,13 ppm
apareceram dois triplos dupleto J = 79 e 1,1 Hz e J = 7,9 e 1,0 Hz,
respectivamente), em que ambos possuem uma integral equivalente a um
hidrogénio, que correspondem a H6 e H5, respectivamente.

A determinacgdo de qual hidrogénio corresponde a cada sinal foi realizada
com base na desblindagem eletrénica do nitrogénio, onde o sinal com maior
deslocamento quimico serd aquele que estd mais proximo ao nitrogénio,
consequentemente, o H6 que estd a quatro ligagbes de distancia do atomo de
nitrogénio. Os sinais do H5 e do H6 aparecem com essa multiplicidade, haja visto
que cada um desses nucleos se acopla com dois hidrogénios a uma distancia de
trés ligacées com um 3J de 7,9 Hz (H4 e H6 no caso de H5; e H5 e H7, no caso do
H6) e com um hidrogénio a uma distancia de quatro ligagées (H7 no caso de H5 com
um 4Jde 1,0 Hz, e H4 no caso de H6, com um 4Jde 1,1 Hz). Por fim, em 7,64 e 7,41
ppm apareceram dois dupletos (J = 7,9 Hz), cada um contendo uma integral igual a
1H que correspondem a H7 e H4, respectivamente, onde o primeiro por estar muito
mais proximo do atomo eletronegativo, estd mais desblindado que o segundo, além
disso, as constantes de acoplamento corroboram com o acoplamento destes com H5

e H6. Com todos esses dados, finaliza-se o assinalamento de todos o0s sinais
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presentes no espectro de RMN de 'H do composto 3a, que estdo resumidos na
Tabela 6.

Figura 11 — Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs3) da substancia
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos do RMN de *H (400 MHz, CDCls), em ppm,
relativos ao TMS em 0,00 ppm, da substancia 3a.

N°do H OH (nH, m, J em Hz)
NH 8,35 (1H, sl)
H1l e H15 7,68 (2H, d, J = 7,3 Hz)
I H7 7,64 (1H, d, J = 7,9 Hz)
6 3 H12 e H14 7,45 (2H, t, J = 7,3 Hz)
roHoTme H4 7,41 (1H, d, J = 7,9 H2)
3a H13 7,33 (1H,t, J = 7,3 HZ)
H6 7,21 (1H,td, J=7,9 e 1,1 Hz)
H5 7,13 (1H,td, J= 7,9 e 1,0 Hz)

H3 6,84 (1H, sl)
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A obtencdo da substancia 3a também foi confirmada por RMN de 3C
(Figura 12) e DEPT-90 (Figura 13). Por meio da analise do espectro de RMN de
13C, observou-se a presenca de um conjunto de doze sinais, correspondentes aos
quatorze carbonos aromaticos entre 110 a 139 ppm, haja visto que na molécula
existem carbonos equivalentes (C11 e C15, e C12 e C14). Assim, juntamente com a
analise do espectro de DEPT-90 foi possivel determinar que os oito sinais entre 99,9
a 129,0 correspondem a dez carbonos metinicos (C3-C7 e C11-C15) e os quatro
sinais entre 129,2 a 137,9 a carbonos Co, ou seja, carbonos que nédo estéo ligados a
hidrogénios (C2, C3a, C7a e C10).

Figura 12 — Expanséo do espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCIs) da substancia
3a.
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Figura 13 — Expanséao do espectro do DEPT-90 da substancia 3a.
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Considerando o efeito de desblindagem eletrdnica, foi possivel determinar
que os carbonos referentes aos sinais mais desblindados em & 136,8 e 137,9
correspondem a C2 e C7a, enquanto que os sinais em & 132,3 e 129,2
correspondem a C3a e 10. A partir desse sinal, era esperado que o sinal em 129,0
ppm correspondesse a C7, haja visto que o mesmo também esta a trés ligacdes de
distancia do atomo eletronegativo, no entanto, comparando as intensidades dos
sinais é possivel perceber que esse sinal e 0 em 125,1 ppm estdo com intensidade
duas vezes maior que as dos demais carbonos metinicos, indicando que cada um
desses dois sinais mais intensos correspondem a sinais de carbonos equivalentes e,
que por essa razao, aparem no mesmo deslocamento quimico, sendo assim, os dois
sinais correspondem aos carbonos C11 e C15 e C12 e C14, respectivamente. Com
relacdo aos demais sinais € possivel apenas informar que os numeros de sinais
correspondem ao numero de carbonos ndo atribuidos na molécula, porém, ndo é
possivel atribuir com extrema certeza a que carbono cada sinal corresponde, com
excecdo do sinal em 99,9 ppm, que é caracteristico do C3 do anel inddlico, conforme
relatado na literatura (MORALES-RIOS; ESPINEIRA; JOSEPH-NATHAN, 1987;
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PANASENKO et al., 1994). Portanto, € possivel perceber com base apenas nessas
analises que a grande maioria dos sinais ndo podem ser atribuidos com acuracia.
Sendo assim, para uma atribuicdo mais exata dois sinais de carbonos
metinicos foi realizado um experimento de HSQC (do inglés, Heteronuclear Single
Quantum Correlation). Com isso, a partir da analise do espectro obtido do
experimento de HSQC 3C-!H foi possivel determinar que carbono esta ligado a qual
hidrogénio, e com isso, determinar com exatiddo a que carbono metinico cada sinal
do espectro de RMN de '3C corresponde. No entanto, conforme pode ser observado
no espectro do HSQC (Figura 14), os sinais do H7, H11 e H15 apareceram em um
mesmo deslocamento, portanto, a atribuicdo do carbono foi realizada com base na
intensidade deste, onde o mais intenso corresponde aos carbonos que estao ligados
aos H11 e H15 e o menos intenso, ao carbono que esta ligado ao H7. Vale ainda
ressaltar que no espectro de RMN de *H (Figura 11) é possivel observar que houve
a separacao dos dois dupletos, um com integral equivalente a dois hidrogénios e o
outro com integral equivalente a um hidrogénio, onde o primeiro é correspondente
ao H11 e H15 e o segundo ao H7, mas tal padrdo nao foi obtido quando o
experimento de HSQC for realizado. Outro ponto a ressaltar, € que para a atribuicao
inequivoca dos dois pares de sinais com deslocamento quimico entre 129,2 a 137,9
ppm que correspondem aos carbonos nédo ligados a hidrogénios, seria necessario
realizar um experimento de HMBC (do inglés, Heteronuclear Multiple Bond
Correlation), pois permitirdA a determinacdo de qual sinal corresponde a cada
carbono, por meio das correlagdes entre carbonos e prétons que estdo separados
por duas, trés, e ocasionalmente em sistemas conjugados, quatro ligacbes, de
distancia. Deste modo, os deslocamentos quimicos dos sinais do RMN de 3C, bem

como, suas atribuicdes sdo dispostas na Tabela 7.
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Figura 14 — Expansao do espectro de HSQC da substancia 3a e suas devidas
correlacdes.
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Tabela 7 — Deslocamentos quimicos do RMN de *3C (100 MHz, CDCIs) e DEPT-90,
em ppm, relativos ao TMS em 0,00 ppm, da substancia 3a.

N°do C oC Dept-90
20u7a 137,9 Co
20u7a 136.,8 Co
10 ou 3a 132,3 Co
10 ou 3a 129,2 Co
4 3 15 14
5 3a 1 12 e 14 129,0 CH
O
Za N 13 127,7 CH
133 11 e 15 125.1 CH
6 122,3 CH
7 120,6 CH
5 120,3 CH
4 110,9 CH
3 99,9 CH

Sendo assim, todos esses dados confirmam a obtencédo da substancia 3a,

gue foram resumidos em uma s6 tabela (Tabela 8).
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos de *H (400 MHz) e 13C (100 MHz) em ppm,
relativos ao TMS, em 0,00 ppm, da substancia 3a.
N° C/H oC OH (nH, m, J em Hz)

20U 7a 137,9 -
20uU7a 136,8 -
10 ou 3a 132,3 -

10 ou 3a 129,2 -

S a $ 10 | lzels 1200 7,45 (2H, t, 3 = 7,3 Hz)
6 ‘7 n;ﬁ ’ 1.1 4 13 127,7 7,33 (1H, t, J = 7,3 Hz)
3 11e15 1251 7,68 (2H, d, J = 7,3 Hz)
6 1223 7,21 (1H,td, J=79e 1,1 Hz)
7 120,6 7,64 (1H, d, J = 7,9 Hz)
5 120,3 7,13 (1H, td, J=7.9 e 1,0 Hz)
4 110,9 7,41 (1H, d, J = 7,9 Hz)
3 99,9 6,84 (1H, sl)

3.3 SINTESE E CARACTERIZACAO DE INDOIS DA SERIE A3, B2EB3

3.3.1 Benzilagédo do Nitrogénio Inddlico

O objetivo da funcionalizagdo do nitrogénio é realizar modificagbes
estruturais em N1 e também verificar a influéncia do NH para a atividade biolégica.
Sendo assim, uma das alternativas foi a reacdo de benzilacdo, onde o nitrogénio
inddlico reagiu com brometo de benzila em meio basico e utilizando-se DMSO como
solvente, visando a formacdo do derivado benzilado 4c (Esquema 13).
(OBYNOCHNYI et al., 1993)
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Esquema 13 — Preparacao do indol 4c.

4c

Condicdes reacionais: (a) BnBr, NaOH, DMSO, 0°C a t.a.,7h.

O produto foi obtido impuro, entdo, foi realizada uma tentativa de purificacéo
por cromatografia em coluna. Apds esse procedimento, evidenciou-se apenas uma
mancha na CCD no fator de retencéo (R.f.= 0,4 na condicdo de hexano/AcOet 9:1)
esperado para o possivel produto. Entdo, ao se obter o espectro de RMN de H
dessa substancia (Figura 15), foi verificado que juntamente com o indol 4c, obteve-
se também um coproduto, intitulado 4¢’ (Esquema 14), na proporcao de 4:3 de
4cl4c’, cujo mecanismo proposto de formagdo é apresentado no Esquema 14. Os
sinais que confirmam a obtencdo da substancia 4c sédo os dois simpletos em 6,6 e
5,3 ppm, que séo referentes ao hidrogénio ligado ao C3 e ao hidrogénio metilénico,
respectivamente, bem como a presenca de hidrogénios aromaticos, com integragéo
total de 14 hidrogénios. Enquanto que os sinais que confirmam a presenca do
coproduto (4c¢’) na mistura, sdo os dois simpletos em 5,2 e 4,1 ppm que
correspondem aos hidrogénios metilénicos, bem como a presenca de hidrogénios
aromaticos, com integracdo total de 14 hidrogénios (Figura 15). Foi possivel
determinar a proporcdo entre as moléculas, pois ao atribuir o simpleto em 5,3 ppm
(que corresponde ao CH: do grupo benzil da substancia 4c) como tendo uma
integral equivalente a 2 hidrogénios, os simpletos em 5,2 e 4,1 ppm apresentam uma
integral equivalente a 1,5 hidrogénio cada um deles. Sendo assim, como 0s trés
sinais correspondem a sinais de CHz de duas moléculas diferentes, pode-se dizer
que as moléculas 4c e 4¢” estdo na proporcdo de 4:3 (4c/4c’). Isso também é
confirmado, ao se realizar os célculos do nimero de hidrogénios a mais que eram
para aparecer na regido do aromatico, além dos da substancia 4c, quando
considerado a proporcdo entre as moléculas. Ao se observar a estrutura de 4c’,
observa-se que ha 19 hidrogénios aromaticos, porém, como essa substancia esta na
proporcao 3:4 (4c¢’/4c) ao se realizar o calculo 19H*3/4 é esperado observar uma

integral equivalente a 14 hidrogénios referente a essa substancia 4c¢’, o que é
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observado no espectro, tendo em vista que na regido dos hidrogénios aromaticos a

integral foi equivalente a 28 hidrogénios, sendo 14 deles referente a substancia 4c.

Figura 15 — Expanséo do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) da mistura
entre as substéncias 4c e 4c’.
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Esquema 14 — Proposta mecanistica para a formacao do indol 4c e 4c¢’.
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Como 4c¢’ e tém Rf's muito proximos, sua purificagdo por cromatografia em
coluna mostrou-se inviavel. Nesse sentido, foram realizadas diversas tentativas de
separacao das duas substancias por CCD, no entanto, nenhuma das condicfes se
mostrou favoravel para a separacdo das substancias.

Com isso, foi decidido mudar as condi¢cbes reacionais para que houvesse
favorecimento da N-aquilacdo frente a C-alquilagdo. Portanto, pensou-se em
modificar a base utilizada durante a reacdo, a fim de diminuir ou eliminar a
desprotonacao de C3. No entanto, tendo em vista que funcionalizagdes do nitrogénio
foram realizadas com éxito e com purificagbes mais simples quando utilizado o
(Boc)20 ou o BzCl (Sesséo 3.4.2, p. 56), decidiu-se ndo realizar outras tentativas de

funcionalizacdo com o grupamento benzila.

3.3.2 Sintese do Derivado Carbamoilado 4a e Benzoilado 4b

Ainda utilizando o derivado 3a como substrato-modelo, realizou-se uma
reacao de carbamoilacdo com o dicarbonato de di-terc-butila em um meio contendo
DMAP, como base, e acetonitrila seca, como solvente, produzindo-se o indol
carbamoilado (4a, Esquema 12). Além disso, com base nos resultados bioldgicos
obtidos para a série A1 (Sesséao 3.5, p. 59), que evidenciaram que apenas o indol 3f
apresentou atividade (CIM = 100 pg mL™?), optou-se por realizar uma modificagdo
estrutural do N1 e/ou verificar a importancia desse nitrogénio para a atividade
biol6gica desse indol, por meio de uma reacdo de benzoilagdo com cloreto de
benzoila em um meio contendo NaOH e hidrogenossulfato de tetrabutilamdnio em

diclorometano seco (4b, Esquema 15).

Esquema 15 — Preparacao do indois 4a-b.

N N o j<
H \
R,
3a:R'=Ph 4a:R'=Ph;R?=Boc Bz \;TH@
3f: R! = j-Bu 4b: R'=j-Bu; R'=Bz 5

Condicdes reacionais: (a) (Boc)20, DMAP, acetonitrila seca, 112h, 45%; (b) BzCl,
NaOH, hidrogenossulfato de tetrabutilaménio, diclorometano seco, 185h a t.a. e 5h
sob refluxo, 2%.
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Os brutos reacionais foram purificados por cromatografia em coluna,
obtendo-se os inddis desejados em rendimentos de 45 e 2%, respectivamente. A
substancia 4a apresentou ponto de fusdo condizente com aquele reportado na

literatura (Tabela 9), e é vélido ressaltar que o indol 4b € inédito na literatura.

Tabela 9 — Caracteristicas fisicas, rendimento, ponto de fusdo experimental e tedrico
dos derivados indélicos 4a-b.

R1
N Caracteristica Rend.

No R3 P.F. (°C) P.F. lit. (°C)
Fisica (%)

R R? R3

4a H Ph Boc  Sodlido transparente 45 75,1-75,8 75,8-76,9 @

4 H i-Bu Bz Oleo amarelo 2 - -

a Ackermann; Barfusser; Potukuchi (2009).

As estruturas dessas substancias foram confirmadas por de RMN de 'H e
13C (Figuras 20A-23A — Apéndice A). No caso do espectro de RMN de !H, as
substancias apresentaram todos os sinais caracteristicos do anel indélico, com
excecao do sinal do NH, que desapareceu conforme ja era esperado em ambos 0s
espectros, e também pela presenca de um simpleto com deslocamento quimico em
1,30 ppm, com uma integral equivalente a 9 hidrogénios referente as metilas do
grupo t-butil no caso de 4a, ou de mais 5 hidrogénios aromaticos por volta de 7 ppm,
no caso de 4b, que correspondem ao grupo benzoila, constatando que as reacdes
de carbamoilacdo e de benzoilagéo foram realizadas.

Neste momento, poderia se pensar o motivo pelo qual ndo foi observado a
carbamoilacdo ou a benzoilacdo em C3 nas substancias 4a-b como ocorreu na
reacdo de benzilacdo (4c). Uma possivel explicacdo para isso, é que no caso da
reacdo de carbamoilacdo e benzoilacédo o sitio eletrofilico € mais duro, em razao de
o carbono estar ligado a um elemento altamente eletronegativo, e portanto, preferira
interagir com o sitio mais duro, ou seja, 0 nitrogénio. Enquanto que, no caso da
reacdo de benzilacdo, o carbono ligado ao bromo tera uma carga parcial positiva um
pouco menor que o carbono da carbonila, pelo fato da menor eletronegatividade do

bromo quando comparado ao oxigénio. Sendo assim, esse sitio eletrofilico sera
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menos duro que o carbono da carbonila, portanto, podera reagir também com sitio
menos duro, ou seja, o carbanion, como aconteceu em 4c.

Vale ressaltar que a reacdo de carbamoilacdo do 3a ja foi relatada na
literatura (KUWANO; KASHIWABARA, 2006), onde os pesquisadores utilizando-se
0S mesmos reagentes, também obtiveram a insercédo do grupamento BOC no atomo
de nitrogénio. Enquanto que uma reacdo semelhante a de obtencdo de 4b, mas
utilizando o indol como material de partida, também ja foi relatada (KERR et al.,
2017), sendo observada apenas a formacdo do indol benzoilado no nitrogénio,
conforme também foi constatado nesse trabalho.

3.4 SINTESE DO DERIVADO 5a PERTENCENTE A SERIE B2

Com relacdo a série B1, como nenhum dos indois testados apresentou
atividade frente ao M. tuberculosis (Sessao 3.5, p. 59), iniciou-se as modificagées na
porcdo benzénica do anel inddlico, utilizando-se a mesma metodologia empregada
na sintese dos indois 3a-f, porém, utilizando-se a 4-clorofenilhidrazina e a

acetofenona como materiais de partida (Esquema 16).

Esquema 16 — Preparacao do indol 5a.

o)
cl o]
Q. " 0 = "0
NHNH, N
H
5a

Condicdes reacionais: (a) acido polifosforico, 120 °C, 4h, 12%.
Assim, isolou-se o derivado 5a do meio reacional como produto impuro,

sendo posteriormente purificado por cromatografia em coluna com gradiente de
polaridade, seguido de lavagem com uma solucdo de hexano/CHCIls (5:1,25),
obtendo-se a substancia desejada como um sélido branco em 12% de rendimento.
Tal substancia apresentou um ponto de fusdo de 203,3-204,1 °C, que esta
condizente com o reportado pela literatura (202,9 — 203,7 °C) (DAVIES et al., 2005)
Com relacdo a caracterizagdo espectroscopica, a confirmacédo da obtencéo
de 5a foi realizada de maneira analoga aos derivados da Série B1. Onde foram
observados a presenca dos sinais do hidrogénio ligado ao nitrogénio e do H3 em
8,35 e 6,76 ppm (Figura 16), respectivamente, ambos na forma de um simpleto

largo, bem como a presenca de seis sinais de hidrogénio aromatico, com integral
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total equivalente a oito hidrogénios, confirmando a obtencdo da substancia em
questdo. Os dados de RMN de 'H estdo de acordo com os da literatura (YU et al.,
2012).

Figura 16 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClIs) da substancia
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3.5 ENsAIOSs IN VITRO PARA ATIVIDADE ANTIMICOBACTERIANA DOS INDOIS DA SERIE A1 E
B1 E PARA OS INDOIS 4a E 5a

A avaliagéo dos derivados indolicos foi realizada por meio do método MABA
(do inglés, Microplate Alamar Blue Assay) (FRANZBLAU et al., 1998), que se trata
de um método que estima o crescimento celular através do uso de um corante vital,
conhecido como Alamar Blue®, que é um indicador redox. Essa substancia possui
como ingrediente ativo um a resazurina que possui coloracdo azul e ndo possui
fluorescéncia, porém, essa pode ser reduzida através de célula viavel a resorufina,
gue possui coloracdo rosa e alta fluorescéncia (Figura 17). Sendo assim, a

conversao da forma oxidada para a reduzida do indicador, permite realizar medigbes
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quantitativas por meio de leituras colorimétricas e/ou fluorométricas ou apenas
qualitativa onde é possivel verificar visivelmente a mudanca de cor. Portanto, €
possivel saber se ha ou ndo a presenca de células viaveis por meio dessa mudanca
de cor, haja visto que se no teste for observado que houve a mudanca de azul para
rosa, indica que houve a reducdo do indicador e, portanto, houve o crescimento
celular, enquanto que, se ndo houver mudanca de cor, indica que houve a inibicdo
do crescimento celular, tendo em vista que ndo houve a reducéo da resazurina pelas
células viaveis (RAMPERSAD, 2012).

Figura 17 — llustragdo da metodologia usada para os ensaios in vitro de atividade
antimicobacteriana que utiliza o indicador Alamar Blue.
Resazurina
e

?
ON
N
- IO
0 ) 0]
Azul e nao
fluorescente

NADH/H* NAD*/H,O
Resorufina

_N
Q: j@\@
¢} 0 o
Rosa e alta
fluorescéncia (590 nm)

Fonte: adaptado de G-Biosciences (2019).

Entédo, espera-se o tempo de incubacdo necessario, e verifica-se qual foi a
menor concentracdo da substancia testada que teve a capacidade de evitar a
mudanca de cor da solucédo e, consequentemente, impedir o crescimento celular.
Essa concentracdo é conhecida como CIM (concentracao inibitéria minima) e é dada
em pg mLL.

Dentre as substancias sintetizadas, apenas o indol 4b ainda nao foi
submetido ao ensaio de atividade antimicobacteriana. Os resultados da atividade

para os compostos testados (3a-g, 4a e 5a) sdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Atividades in vitro dos derivados inddlicos (3a-g, 4a e 5a) frente a cepa
padrdo (H37Rv) de M. tuberculosis (ATCC 27294), susceptivel tanto a Rifampicina
como a Isoniazida.

R2
\
ji;I;*R1 CIM

N° R3 clogP? clogS
(ug mL™)
R? R? R3
3a Ph H H > 100 3,83 - 1,37
3b 4-BrPh H H > 100 4,64 -2,25
3c 4-OMePh H H > 100 3,89 -1,39
3d 4-COOH H H > 100 3,74 -1,16
3e Me H H > 100 2,38 - 2,86
3f i-Bu H H 100 3,70 - 3,61
3g 4-COOMePh H H n.d.c 4,00 - 4,03
4a Ph H Boc n.d.c 4,93 -5,01
5a Ph Cl H 25 4,49 -4,61

a3cLogP foi calculado em www.molinspiration.com; ° cLogS foi calculado em
http://www.swissadme.ch/index.php; A substancia precipitou quando adicionada ao

meio de cultura 7H9; n.d.: ndo determinado.

As substancias que apresentaram uma CIM > 100 pug mL! sédo consideradas
inativas. Como pode ser observado pelos resultados, os indois 3f e 5a apresentaram
uma singela atividade frente a cepa testada, sendo que a atividade do segundo é
quatro vezes maior do que a atividade do primeiro. Sendo assim, esses derivados
podem ser utilizados como base para novas modificacdes estruturais a fim de se
aumentar a atividade de derivados inddlicos e também para se determinar os pontos
criticos para a atividade bioldgica.

Com esses resultados, pode-se perceber também que quando ha a
substituicdo apenas em R1, grupos aromaticos parecem néo contribuir positivamente
para a atividade biolégica, mesmo contendo substituintes retiradores ou doadores de

elétrons em para em relagdo ao ndcleo indolico. Porém, grupos alifaticos parecem
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ser capazes de modular a atividade, uma vez que o derivado contendo o i-Bu em R?!
apresentou uma atividade de 100 pg mLt. Também é possivel concluir em parte que
grupos alifaticos volumosos parecem influenciar mais positivamente na atividade do
que 0os menos volumosos, pois o derivado contendo um grupo metila (3e) que é
relativamente menor do que o grupo i-Bu contido no 3f, ndo apresentou atividade,
enguanto que esse Ultimo que € mais volumoso e lipofilico do que o primeiro,
apresentou atividade. Para se concluir com exatidao que grupos alifaticos volumosos
influenciam mais na atividade do que os menos volumosos, seria necessario realizar
a sintese e a avaliagdo de novos derivados contendo substituintes em R? alifaticos
mais volumosos.

Além disso, a introducdo do atomo de cloro em R? parece influenciar
positivamente a atividade antimicobacteriana, pois quando comparado a 3a (onde R?
= H), a atividade melhorou consideravelmente, uma vez que 3a foi inativo frente ao
M.tuberculosis (CIM > 100 pg mL™t). Para corroborar essa hipétese, outros derivados
contendo R! = Cl poderdo ser sintetizados e avaliados, inclusive um analogo de 3h
(onde R? = i-Bu e R = Cl).

Com relagcdo ao resultado do indol 3g e 4a, estes ndo podem ser
devidamente avaliados frente a cepa do M. tuberculosis, haja visto que precipitaram
no meio de cultura durante a execucdo dos ensaios antimicobacterianos, em
decorréncia do meio utilizado nos testes ser predominantemente aquoso. Como é
possivel observar através dos céalculos do coeficiente de particdo (expressos como
clogP) e pelo valor da solubilidade em agua (expresso como o logaritmo da
solubilidade - logS), 4a é mais lipofilico e consequentemente menos soluvel em agua
(também comprovado pelo valor do logS) do que 3a. Portanto, ndo é possivel
informar com extrema certeza que esse composto é inativo frente a micobactéria,
pois em decorréncia da precipitacdo, ndo ha como garantir que toda a massa do
composto que € utilizado no teste esteja sollvel no meio para impedir o crescimento
micobacteriano.

Com relacdo a modificacéo estrutural em N1, ainda ndo ha como informar se
a insercao de grupos nessa posicao aumentaria a atividade, pois como ndo se tem
um resultado confiavel da atividade de 4a, em decorréncia de sua precipitagcdo no
meio de avaliagcdo, ndo se pode comparar os resultados dessa substancia com o da

3a (onde R? = H), que ndo apresentou atividade.
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4 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram sintetizados dez derivados inddlicos (3a-g, 4a-b e 5a),
sendo um deles inédito na literatura (4b) em rendimentos globais que variaram de
0,14 a 51%. Todos foram devidamente caracterizados por RMN de 'H e 13C e alguns
também por ponto de fuséo e espectrometria de massas.

A grande maioria dos indéis (3a-g, 4a e 5a) foi submetida aos ensaios de
atividade antimicobacteriana e os resultados dos testes mostraram que 3e e 5a
apresentaram uma atividade de 100 pug mL? e 25 pug mL?, respectivamente.
Portanto, as estruturas dessas duas substancias podem ser utilizadas como
protétipo para novas modificacbes estruturais, a fim de se melhorar seu potencial
antimicobacteriano. Dentre as substancias testadas, os derivados 3g e 4a
precipitaram enquanto se realizava 0s ensaios antimicobacterianos, portanto, nao foi
possivel determinar qual a atividade antimicobacteriana dessas substancias com
acuracia.

Por meio de um REA preliminar com base nos resultados da atividade
antimicobaceteriana, pode-se dizer que um atomo de cloro na posi¢cdo 4 da porcao
benzénica do indol, bem como, grupo alifatico volumoso em C2 influenciam na
atividade frente ao M. tuberculosis.

Como perspectivas, podem ser sintetizados novos derivados com cloro em
C5, variando os grupamentos em C2 e N1. Além disso, pretende-se avaliar a

citotoxicidade em células de mamiferos dos compostos mais ativos.
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5 METODOLOGIA

5.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

Os solventes de grau analise foram utilizados sem nenhum tratamento
prévio. Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados, destilados e
secos, conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas e de acordo
com o0s processos descritos por Armarego e Chai (2003). O processo de
monitoramento das reacdes foi realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD), em cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F-254 com espessura
de 0,25 mm com indicador para UV (254nm), marca Merck. Os eluentes foram
preparados volume a volume (v/v) e a revelagdo das substancias em CCD foi
realizada em lampada de UV (254-366nm) ou em vanilina sulfarica ou em solucéo
etandlica de acido fosfomolibdico a 10% (p/V). Para a purificacdo de substancias por
cromatografia em coluna aberta foi utilizada silica gel 60 (0,063-0,200mm, Merck) ou

silica gel (35-75 um, Sigma-Aldrich).

5.2 METODOS DE CARACTERIZACAO

Os pontos de fusdo (P.f.) das substancias foram determinados em um
aparelho Microquimica MQAPF 302 e foram corrigidos apos realizagédo da curva de
calibracédo do aparelho (y = 0,9808x + 3,2937 e R? = 0,9977)

Os espectros de massas foram obtidos no cromatografo a gas acoplado ao
espectrometro de massas (CG-EM) Shimadzu modelo GCMS-QP5000, 99604 do
Laboratério de Pesquisa em Moléculas Bioativas (LPMBA).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
um espectrometro Bruker modelo Avance lll, operando a 400 MHz para 'H e 100
MHz para '3C, equipado com sondas multinucleares de 5 mm. Este espectro foi
registrado utilizando CDCIls como solvente e tetrametilsilano (TMS) como padréo
interno. O software utilizado para o processamento dos espectros foi 0 MestReNova
versao 6.0.2-5475. Enquanto que para o processamento do espectro de HSQC (do

inglés Heteronuclear Single-Quantum Correlation), foi utilizado o software TopSpin
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3.6.1. Para calibracdo do espectro de RMN de *H foram adotados os valores de 0,00
ppm para TMS e 7,26 ppm para CDCls. As areas dos sinais foram obtidas por
integracdo eletronica, e suas multiplicidades foram descritas da seguinte forma:
simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), noneto (non), simpleto largo (sl),
duplo dupleto (dd), duplo duplo-dupleto (ddd), triplo dupleto (td), duplo duplo-tripleto,

e multipleto (m). As constantes de acoplamento (J) foram relatadas em Hz.

5.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS INDOIS DA SERIE Al (3e-f), B1 (3a-d) E
B2 (5a)

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, adicionou-se o acido
polifosforico (32 eq), aguecendo-o0 a 120 °C, até se obter uma boa agitacdo. Entao,
foram adicionadas a fenilidrazina adequada (1.5 eq.) e a acetofenona
correspondente (1,35 g; 1,0 eq), nessa ordem. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética constante a 120 °C por 4h (exceto na sintese do 3d, que foi
agitado por 1h50). Em seguida, adicionou-se agua destilada gelada (80 mL, com
excecao da 3e e 3f, onde adicionou-se agua até a completa solubilizacdo da pasta
que é formada) a mistura e foi realizada uma extragdo com acetato de etila (3 x 50
mL). As fases organicas foram reunidas, secas com sulfato de magnésio anidro e o
excesso de solvente foi evaporado a presséo reduzida, fornecendo produtos como
sélidos impuros. Esses foram devidamente purificados por cromatografia em coluna,
por lavagem ou por recristalizacao, obtendo-se os indois 3a-f e 5a em rendimentos
que variaram de 7 a 51%.

2-fenil-1H-indol (3a): Sdélido bege; 34% (0,5442q); Pf: 187,1-188,2 °C (purificado
\ S por recristalizagdo com MeOH); Lit: 186,0-188,6
5 . (ACKERMANN; BARFUSSER; POTUKUCHI, 2009). EM
6 N 2 (m/z): 193 (100%). RMN de H [CDCIls, 400 MHz] &: 8,35
! H1 " (1H, sl, NH), 7,68 (2H, d, J = 7,3 Hz, H11 e H15), 7,64 (1H,

3a d, J = 7,9 Hz, H7), 7,45 (2H, t, J = 7,3 Hz, H12 e H14), 7,41

(1H, d, J = 7,9 Hz, H4), 7,33 (1H, t, J = 7,3 Hz, H13), 7,21 (1H, td, J = 7,9 e 1,1 Hz,
H6), 7,13 (1H, td, J = 7,9 e 1,0 Hz, H5), 6,84 (1H, sl H3); Lit.. RMN de 'H [CDCls,
400 MHz] &: 8,30 (1 H, sl, indolil NH), 7,61- 7,70 (3 H, m, ArH), 7,39-7,48 (3 H, m,
ArH), 7,30-7,35 (1 H, m, ArH), 7,17-7,23 (1 H, m, ArH), 7,10-7,15 (1 H, m, ArH),
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6,82-6,85 (1 H, m, ArH) (TYRRELL; WHITEMAN; WILLIAMS, 2009). RMN de 3C
[CDCIs, 100 MHZz] &: 137,9, 136,8, 132,3, 129,2, 129,0, 127,7, 125,1, 122,3, 120,6,
120,3, 110,9, 99,9; Lit.. RMN de 3C [CDCls, 100 MHz] &: 138,0, 136,9, 132,5,
129,4, 129,1, 127,8, 1253, 1225, 120,8, 120,5, 111,0, 100,1 (TYRRELL;
WHITEMAN; WILLIAMS, 2009).

2-(4-bromofenil)-1H-indol (3b): Sélido amarelo escuro; 12% (0,0483g); Purificado

S por cromatografia em coluna com gradiente de polaridade:
4

5 Br hexano/AcOEt; Lit: 212-213 °C. (JOUCLA; BATAIL;
6 N2 DJAKOVITCH, 2010) EM (m/z): 271 (100 %), 273 (99%).
o " RMN de !H [CDCls, 400 MHz] &: 8,33 (1H, sl, NH), 7,63
3b (1H, d, J = 7,9 Hz, H7), 7,57 (2H, d, J = 8,5 Hz, H12 e
H14), 7,53 (2H, d, J = 8,6 Hz, H11 e H15), 7,40 (1H, d, J = 8,0 Hz, H4), 7,21 (1H, t, J
= 7,2 Hz, H6), 7,13 (1H, t, J = 7,3 Hz, H5), 6,82 (1H, s, H3); Lit.: RMN de H [CDCls,
300 MHz] &: 8,29 (1H, s, N-H), 7,57 (5H, m), 7,40 (1H, d, J = 8,0), 7,15 (2H, m), 6,82
(1H, s). (RUBIO-MARQUES et al., 2015) RMN de 3C [CDCls, 100 MHz] &: 137,1,
136,8, 132,3, 131,5, 129,3, 126,7, 122,9, 121,7, 120,9, 120,6, 111,1, 100,7; Lit.:
RMN de 13C [CDCls, 300 MHz] &: 136,9 (C), 136,7 (C), 132,2 (CH), 131,3 (C), 129,1
(C), 129,1 (CH), 128,2 (CH), 126,6 (CH), 122,7 (CH), 121,5 (C), 120,8 (CH), 120,5
(C), 111,0 (CH), 100,5 (CH) (RUBIO-MARQUES et al., 2015).

2-(4-metoxifenil)-1H-indol (3c): Sdlido bege;

s 4 3 1B 14 37% (0,3333g); Pf: 233,5-233,8 °C (corrigido)
10 13

OCH3 18 (purificado por recristalizagdo com MeOH); Lit:

YN o 232233 °C. (JIN et al., 2011) EM (m/z): 223

1

; (100 %). RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 8,21
C

(1H, sl, NH), 7,53 (3H, m, H7, H11 e H15), 7,31
(1H, d, J = 7,9 Hz, H4), 7,10 (1H, t, J = 7,4 Hz, H6), 7,04 (1H, t, J = 7,4 Hz, H5), 6,91
(2H, d, J = 8,8 Hz, H12 e H14), 6,64 (1H, s, H3), 3,79 (3H, s); Lit.: RMN de H
[CDCls, 400 MHz] &: 8,25 (1H, br, NH), 7,59 (3H, d, J = 5,9 Hz, ArH), 7,38 (1H, d, J =
7,9 Hz, ArH), 7,16 (1H, t, ArH), 7,11 (1H, t, ArH), 6,98 (2H, d, J = 8,5 Hz, ArH), 6,71
(1H, s, ArH), 3,86 (3H, s, OCHs). (JIN et al., 2011) RMN de 13C [CDCls, 100 MHz] &:
159,5, 138,1, 136,8, 129,6, 126,6, 125,4, 122,1, 120,5, 120,3, 114,6, 110,9, 99,0,
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55,5; Lit.. RMN de 3C [CDCls, 400 MHz] &: 159,4, 137,9, 136,7, 129,4, 126,5,
125,2,121,9, 120,4, 120,2, 114,5, 110,7, 98,8, 55,4 (JIN et al., 2011).

Acido 4-(1H-indol-2-il)benzoico (3d): 7% (0,0567 g); Purificado por lavagem com
. S EtOH; RMN de 'H [MeOD, 400 MHz] &: 7,94 (2H, d, J =
50 8,55 Hz), 7,88 (2H, d, J = 8,55 Hz), 7.55 (1H,d, J=7.9
6 N2 oy Hz), 7,40 (1H, d, J = 8.2 Hz), 7,12 (1H, td, J = 7,56 e
R TmE 0,91 Hz), 7,01 (1H, td, J = 7,46 e 0,60 Hz), 6,93 (1H, sI):
3d Lit.. RMN de 'H [DMSO, 400 MHz] &: 12,95 (1H, s),
11,69 (1H, s), 7,97-8,02 (4H, m), 7,57 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,42 (1H, d, J = 7,9 Hz),
7,12-7,16 (1H, m), 7,00-7,06 (2H, m) (PONPANDIAN; MUTHUSUBRAMANIAN,
2012); RMN de 3C [MeOD, 100 MHz] &: 172,0, 139,3, 138,0, 137,7, 133,2, 130,5,
129,4, 125,9, 123,4, 121,6, 120,8, 112,3, 101,4; Lit.: RMN de *3C [DMSO, 100 MHZz]
6. 167,8, 137,9, 136,9, 136,7, 130,7, 129,4, 128,9, 125,4, 123,1, 121,1, 120,4, 112,1,
101,2 (PONPANDIAN; MUTHUSUBRAMANIAN, 2012).

2-metil-1H-indol (3e): Solido alaranjado; 51% (0,3457); Pf: 57-58 °C (purificado por

) cromatografica em coluna isocratica: hexano/AcOEt (95/5); Lit:

5©\/\3>> o 57-59 °C (AMBROGIO et al.,, 2009) EM (m/z): 131 (100 %).
6 N 2 RMN de H [CDCls, 400 MHz] &: 7,83 (1H, sl, NH), 7,51 (1H, d, J
oA = 7,6 Hz, H7), 7,27 (1H, d, J = 7,6 Hz, H4), 7,10 (1H, ddd, J = 7,6

3e e 1,4 Hz, H6), 7,06 (1H, ddd, J = 7,6 e 1,3 Hz, H5), 6,21 (1H, t
aparente, J = 0,7 Hz, H3), 2,44 (3H, d aparente, J = 0,7 Hz, H10); Lit.. RMN de 'H
[CDCls, 400 MHz] 7,76 (1H, sl), 7,59 (1H, d, J=7,5 Hz), 7,30 (1H, d, J=7,6 Hz), 7,25—
7,10 (2H, m), 6,29 (1H, s), 2,46 (3H, s) (AMBROGIO et al., 2009); &: RMN de 3C
[CDCls, 100 MHZz] &: 136,1, 135,2, 129,1, 121,0, 119,7, 110,3, 100,4, 13,8; Lit.. RMN
de 3C [CDCIls, 100 MHz] &: 136,1, 135,1, 129,1, 120,9, 119,6, 110,3, 100,4, 13,7

(AMBROGIO et al., 2009).

2-isobutil-1H-indol  (3f): Sélido amarelo; 7% (0,0559q); Purificado por

s cromatografica em coluna isocréatica: hexano/AcOEt (98/2);

4 " EM(m/z): 173 (43 %). RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 7,83
! (1H, sl, NH), 7,53 (1H, d, J = 7,4 Hz, H7), 7,29 (1H, d, J = 7,4
6

7

IZ_ 2.

3f
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Hz, H4), 7,11 (1H, td, J = 7,4 e 1,1 Hz, H6), 7,06 (1H, td, J = 7.4, 1.0 Hz, H5), 6,23
(1H, d, J = 0.9 Hz, H3), 2,62 (2H, d, J = 6,8 Hz, H10), 1,98 (1H, non, J = 6,8 Hz,
H11), 0,98 (6H, d, J = 6,8 Hz, H12 e H13); RMN de 13C [CDCls, 100 MHz] &: 138,9,
135,8, 128,9, 120,9, 119,7, 119,5, 110,3, 100,5, 37,7, 29,0, 22,5; Lit.. RMN de 13C
[CDCls, 62,9 MHz] &: 139,0, 136,0, 129,1, 121,0, 119,9, 119,7, 110,4, 100,6, 37,9,
29,1, 22,7 (JIAO; BACH, 2011).

5-cloro-2-fenil-1H-indol (5a): Sdlido branco; 12% (0,0786 g); Pf: 203,3-204,1 °C

[purificado por cromatografia em coluna com gradiente de

CI ) polaridade: hexano/AcOEt, seguido de lavagem com uma

6 N 2 solugéo de hexano/CHCIs (5:1,25)]; Lit: 202,9 — 203,7 °C

H1 (DAVIES et al., 2005); RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &:

Sa 8,35 (1H, sl, NH), 7,65 (2H, d, J = 7,5 Hz, H11 e H15),

7,59 (1H, d, J = 1,7 Hz, H4), 7,45 (2H, t, J = 7,5 Hz, H12 e H14), 7,35 (1H,t,J=7,5

Hz, H13), 7,31 (1H, d, J = 8,6 Hz, H7),7,14 (1H, dd, J = 8,6 e 1,7 Hz, H6), 6,76 (1H,

sl, H3); Lit.: RMN de *H [CDCls, 400 MHz] &: 8,33 (s, 1H), 7,60 (d, J = 8,0 Hz, 2H),

7,56 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,42 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 7,32 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,25 (t, J =

7,6 Hz, 1H), 7,11 (dd, J=2,0 e 8,4 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 1,6 Hz, 1H) (YU et al., 2012);

RMN de 3C [CDCls, 100 MHz] &: 139,4, 135,3, 132,0, 130,5, 129,3, 128,3, 126,0,

125,4, 122,7, 120,1, 112,0, 99,7 ; Lit..: RMN de *3C [CDCls, 100 MHz] &: 139,3,

135,1, 131,8, 130,3, 129,1, 128,1, 125,8, 125,2, 122,5, 119,9, 111,8, 99,5 (YU et al.,
2012);

5.4 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE Do INDOL 3g (SERIE Al)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, contendo metanol (10 mL) foi
gotejado lentamente o cloreto de tionila (7,5 eq.), mantendo-se a solucdo em banho
de gelo e sob agitacdo magnética constante durante toda a adicdo. Em seguida, o
indol 3d (0,1316 g, 1,0 eq.) foi adicionado em uma Unica por¢cao a mistura reacional.
Entdo, o banho de gelo foi retirado e a mistura reacional foi mantida sob agitacéo
magnética constante a temperatura ambiente por 116h e mais 12h30 sob refluxo.
Apos esse periodo, foi confirmado o término da reacdo por CCD (neutralizagdo com
solugéo saturada de NaHCOs, mini-extracdo com acetato de etila, utilizando-se com

eluente uma mistura de AcOet/Hexano (8:2) e como reveladores a luz UV, seguida
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de solucdo de vanilina sulfarica). Entdo, o solvente foi evaporado a pressao
reduzida, obtendo-se como produto um sélido impuro, que foi purificado por
cromatografia em coluna isocréatica (hexano/AcOet 8:2), seguido de uma segunda
cromatografia em coluna gradiente (hexano/AcOet), fornecendo um sdlido amarelo
palido em 36 % de rendimento.

Benzoato de 4-(1H-indol-2-il) metila (3g): Sélido amarelo; 36 % (0,0502 g); Pf
\ 5 1 202,3-203,1 °C; Lit: 201-202 °C (CACCHI; FABRIZI;
50 PARISI, 2003): RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 8,44
N ”2 7" ome (s, 1H), 8,11 (2H, dt, J = 8,6 € 1,8 Hz), 7,73 (2H ,dt, J =
1 8,6 e 1,8 Hz), 7,65 (1H, d, J = 7,8 Hz), 7,42 (1H, dd, J
3g =8,1e 0,8 Hz), 7,24 (1H, ddd, J = 8,2, 7,2 e 1,2 Hz),
7,14 (1H, ddd, J = 8,0, 7,2 e 1,0 Hz), 6,96 (1H, dd, J = 2,1 e 0,8 Hz), 3,95 (3H, S);
Lit.: RMN de *H [CDCls, 360 MHz] &: 3,96 (3H, s), 6,97 (1H, s), 7,14 (1H,t, J=7,6
Hz), 7,23 (1H, t, J=7,5 HZ), 7,42 (1H, d, J=8,0 Hz), 7,67 (1H, d, J=7,9 Hz), 7,76 (2H,
d, J=8,3 Hz), 8,11 (2H, d, J=8,3 Hz), 8,67 ppm (1H, sl) (WETZEL et al., 2010); RMN
de 13C [CDCIls, 100 MHZz] &: 166,9, 137,4, 136,7, 136,6, 130,5, 129,2, 129,1, 124,8,
123,3, 121,2, 120,7, 111,2, 102,0, 52,3; Lit.: RMN de *3C [CDCls, 91 MHz] &: 166,7
(Cq), 146,1 (Cq), 137,5 (Cq), 136,7 (Cq), 133,0 (Cqg), 130,1 (2xCH), 128,9 (Cq),
124,7 (2xCH), 123,3 (CH), 122,5 (CH), 120,8 (CH), 111,2 (CH), 101,3 (CH), 52,0
(CHs) (WETZEL et al., 2010).

5.5 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DO INDOL 4a (SERIE B3)

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, sob atmosfera de nitrogénio, uma
solucdo de dicarbonato de di-terc-butila ((Boc)20, 1,1 eq.) em acetonitrila seca (1
mL) foi adicionada a uma solucdo de 3a (0,1000 g, 0,5175 mmol, 1,0 eq.) e 4-(N,N-
dimetilamino)piridina (DMAP, 1,5 eq.) em acetonitrila seca (3 mL). Entdo, a mistura
reacional foi mantida sob agitacdo magnética constante por 112h, ndo se
constatando o término da reac&o por CCD [eluente: hexano/AcOEt (8:2), reveladores
UV/vanilina sulftrica]. Ainda assim, optou-se por tentar isolar o produto, para tal o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida e, posteriormente, adicionou-se agua
gelada (20 mL) e o produto foi extraido com acetato de etila (3 x 20 mL). A

combinacgéo das fases organicas foi seca com MgSOa anidro e o solvente evaporado
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a pressdo reduzida, obtendo-se um produto impuro, que foi purificado por
cromatografia em coluna com a condicdo isocratica de hexano/AcOEt (50:1),

obtendo-se um sdlido transparente amarelado em 45 % de rendimento.

tert-butil 2-fenil-1H-indol-1-carboxilato (4a): Sdlido transparente amarelado; 45%
o 1 (0,1378 q); Pf: 75,1-75,8°C; Lit: 75,8-76,9 (ACKERMANN;
4

5 19 \3210 BARFUSSER; POTUKUCHI, 2009); RMN de H [CDCls,
13
68 N 1 400 MHz] &: 8,22 (1H, d, J = 7,9 Hz, H7), 7,55 (1H, d, J =

7 16\/§ 12 _
1o SO 7,9 Hz, H4), 7,45 — 7,35 (5H, m), 7,33 (1H, t, J = 7,9 Hz,
)% ,, 42 H6), 7,25 (1H, t, J = 7,9 Hz, H5), 6,55 (1H, sl, H3), 1,30 (9H,
20 5 s, H20-H22); Lit.. RMN de 'H [CDCIls, 400 MHz] &: 8,21

(1H, d, J = 8,3 Hz), 7,55 (1H, d, J = 7,7 Hz), 7,30-7,44 (6H, m), 7,25 (1H, t, J = 7,4
Hz), 6,55 (1H, s), 1,30 (9H, s) (KUWANO; KASHIWABARA, 2006); RMN de 13C
[CDCls, 100 MHz] &: 150,3, 140,6, 137,6, 135,1, 129,4, 128,9, 127,9, 127,7, 1244,
123,0, 120,6, 115,3, 110,0, 83,5, 27,7; Lit..: RMN de 3C [CDCls, 100 MHz] &: 150,2,
140,5, 137,4, 135,0, 129,2, 128,7, 127,8, 127,5, 124,3, 122,9, 120,4, 115,2, 109,9,
83,4, 27,5 (KUWANO; KASHIWABARA, 2006).

5.6 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE Do INDOL 4b

A um baldo de fundo redondo de 25 mL, contendo 3f (0,05 g, 1.0 eq.), NaOH
na forma de p6 (2,5 eq.) e hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (0.021 eq.) sob
atmosfera de nitrogénio, foi adicionado diclorometano (CH2Cl2) seco (3 mL). Apés a
solubilizag&o parcial dos solidos, uma solucdo de cloreto de benzoila (BzCl, 1.5 eq.)
em CH2Cl2 seco (2 mL) foi adicionada gota a gota a mistura reacional. Entéo,
manteve-se a mistura sob agitacdo a temperatura ambiente, acompanhando-se o
término da reacdo por CCD. Apds ndo constatar o término da reacdo com 46 horas
de agitacao, foi adicionado, gota a gota, mais 0,023 mL de BzCl em CH2Cl2 seco (1
mL) ao balédo reacional. Entdo, com 74h30 de reacédo, adicionou-se uma solucao de
NaOH (2.9 eq.) e hidrogenossulfato de tetrabutilamonio (0.02 eqg.) em CH2Clz2 (2 mL),
mantendo-se a reacdo sob refluxo por 5 horas e outras 68h a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se ainda uma solucédo de BzCl (1,5 eq.) em CH2Cl2 seco

(2 mL) e a mistura permaneceu sob agitacdo magnética constante por mais 43h.
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Ainda assim, ndo se evidenciou o total consumo da matéria-prima. Entdo, optou-se
por isolar o produto, removendo-se 0 solvente a pressao reduzida. Posteriormente,
purificou-se o produto por cromatografia em coluna isocrética, utilizando-se como
fase movel uma mistura de acetato de etila/hexano (1:50), obtendo-se o indol 4b

como um 6leo amarelo em 2% de rendimento.

(2-isobutil-1H-indol-1-il)(fenil)metanona (4b): Oleo viscoso com cor caramelo; 2%
(0,0016 g); RMN de 'H [CDCls, 400 MHz] &: 7,72 (2H, dd, J =

.t o N, 7.7e13Hz), 7,64 (1H, ddt, I =75 e 1,1 Hz), 7,49 (3H, m),
6 s / 7,13 (1H, ddd, J = 7,5 e 0,8 Hz), 6,98 (1H, ddd, 8,4 e 1,2 Hz),
7191416N1 o 6,85 (1H, d, J = 8,4 Hz), 6,46 (1H, sl), 2,73 (2H, d, J = 7,1
2 18 Hz), 1,87 (1H, non, J = 6,7 Hz), 0,88 (6H, d, J = 6,6 Hz); RMN
e ' ge 1C [CDCI, 100 MHZ] & 1702, 141,9, 137,5, 1356,
133,2, 130,1, 129,5, 128,9, 122,7, 122,5, 120,1, 114,2, 108,8,

38,0, 28,5, 22,6.

5.7 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICOBATERIANA (REIS ET AL., 2014)

Os testes de atividade antimicobacteriana foram realizados sob
responsabilidade da pesquisadora Maria Cristina da Silva Lourenco no
Departamento de Bacteriologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/FIOCRUZ - Rio de Janeiro).

A cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294 (American Type
Culture Collection, Rockville, Md.) foi subcultivada no agar Middlebrook 7H10
(Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.). A suspensao foi
preparada em 0,02% (v/v) de Tween 80 e 0,2% de albumina de soro bovino (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo.) e ajustada a uma turbidez correspondente a 1,0 da
escala de McFarland. Posteriormente, a mistura foi diluida 1:25 em caldo 7H9GC
(base de caldo Middlebrook 7H9) e casitona (Difco, Detroit, Michigan). As solucdes
dos compostos foram diluidas em meio 7H9GC até duas vezes o maximo da
concentracdo final desejada no teste, antes da adicdo as microplacas.
Subsequentemente, foram adicionados 200 pL de agua deionizada e esterilizada em
todo o perimetro exterior das placas de micropogos esterilizados (Nunclon™; Nunc
A/S, Roskilde, Denmark), a fim de minimizar a evaporacdo do meio durante o
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periodo de incubacdo dos testes. As microplacas contendo 96 pocos foram
organizadas pelas linhas B a G, com colunas numeradas de 2 a 11, para receber
100 pL de meio 7HI9GC. Em seguida, 100 pL de solugao dos compostos teste foram
adicionados nos pogos das linhas B a G, na coluna 2, utilizando uma pipeta de
multicanal, sendo o conteddo de cada po¢o homogeneizado posteriormente. As
diluicbes idénticas de 1:2 em série foram realizadas através das colunas restantes
(exceto a coluna 11). Os intervalos de concentracéo final de composto foram de 100
a 3,2 yg/mL.

A inoculacao do M. tuberculosis foi realizada através da adicao de 100 pL de
in6culo aos pocos nas filas B a G nas colunas 2 a 11 utilizando uma pipeta de
repeticado, originando um volume final de 200 pL por pogo. As placas (realizadas em
triplicata) foram na sequéncia seladas com Parafilm® e incubadas a 37 °C durante 5
dias. O reagente de Alamar Blue e 10% de Tween 80 foram adicionados a coluna 11
(controle de viabilidade celular) e as placas reincubadas a 37 °C por 24h. Se 0 po¢o
da coluna 11 adquiriu a coloracéo rosa, a mistura do reagente foi adicionada a todos
0S pocos restantes das microplacas, sendo novamente vedadas com Parafim® e
incubadas durante mais 24 h a 37° C. ApGs este periodo, as cores de todos os
pocos registradas. A concentracéo inibitdria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo de substancia-teste que impediu uma mudanca de cor de azul para

rosa.
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APENDICES

APENDICE A — Caracteriza¢éo Espectroscopica dos indois 3a-g, 4a-b e 5a.

Figura 1A — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClIs) da substancia 3a.
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Figura 2A — Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCIs) da substancia 3a.
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acoplado a cromatografia gasosa (CG-EM).
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Figura 16A — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) da substancia 3f.
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Figura 18A — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da substancia 3g.
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Figura 19A — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) da substancia 3g.
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Figura 20A — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) da substancia 4a.
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Figura 22A — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da substancia 4b.
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Figura 23A — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs) da substancia 4b.
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Figura 24A — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da substancia 5a.
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Figura 25A — Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDClIs) da substancia 5a.
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