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RESUMO

O objetivo definido para esta tese consistia na sintese de compostos analogos de
psoraleno com nucleos de dibenzofurano, carbazole e dibenzotiofeno e no estudo da
sua atividade anti-tumoral contra algumas linhas celulares de cancro humano.

As estratégias de sintese utilizadas para a preparacdo destes analogos foram baseadas
em métodos descritos na literatura para reagbes de compostos aromaticos e
heteroaromaticos. O objetivo Ultimo das sinteses é a formagdo do anel de piranona
pelo que a sequéncia reacional utilizada requer substratos adequados a sua formacgao.
Para a sintese de alguns analogos sdao necessarios substratos do tipo o-hidroxialdeidos
como compostos de partida pelo que foi necessario proceder a sua sintese por
introducdo do grupo aldeido, em posicao orto relativamente ao grupo hidroxilo, por
reacao de formilagdo de Reimer-Tiemann. A formagdao do anel de piranona foi
realizada por reacdo destes substratos com malonato de dietilo (condensacdo de
Knoevenagel) ou com um fosforano (rea¢cao de Wittig). Destas rea¢des obtiveram-se os
analogos de estrutura angular.

Alguns analogos foram obtidos por reacdo de Pechmann utilizando como precursores
reagentes comerciais hidroxilados (2-hidroxidibenzofurano e 2-hidroxicarbazole) que
por reacdo com compostos [-cetoéster (acetoacetato de etilo e 2-cloroacetoacetato
de etilo) originaram os produtos pretendidos, com estrutura linear e/ou angular.

Para os analogos com nucleo de enxofre, o composto hidroxilado ndo estava disponivel
comercialmente pelo que foi necessario proceder a reagdo de hidroxilagdo do
dibenzotiofeno com vista a obtencdo do precursor que, sob condicdes de Pechmann,
conduziu a formacao dos analogos de psoraleno.

Também foram realizadas reagdes de acoplamento, sob condi¢des de Ullmann, entre a
7-hidroxi-4-metilcumarina (comercial) e brometos de arilo para obtencdo de éteres
difenilicos. Estes éteres foram submetidos a rea¢bes de oxidagdo, catalisadas por
paladio e/ou cobre, mas de modo geral estas reacées ndo foram bem sucedidas, dado
gue os isémeros obtidos, por possuirem polaridade e solubilidades muito préximas,
ndo puderam ser isolados.

Alguns dos analogos sintetizados foram submetidos a ensaios de atividade bioldgica
para avaliar as suas capacidades de inibicdo in vitro da proliferacao de trés linhas
celulares de cancro humano, nomeadamente, MDA-MB231 (cancro de mama), Hela
(cancro de colo do utero) e TCC-SUP (cancro de bexiga). Para todos os compostos
estudados foi observada uma elevada capacidade anti-proliferativa, mesmo para a
concentragdo mais baixa em estudo (0,5 uM).

Os estudos de modelagcdo molecular ndo constituiam um objetivo deste projeto mas,
dado que alguns psoralenos tém demonstrado ser inibidores potentes de varias
enzimas do citocromo P450, alguns destes estudos foram realizados (no REQUIMTE —
FCUP).



ABSTRACT

The aim defined for this thesis consists on the synthesis of analogue compounds of
psoralen with dibenzofuran, carbazole and dibenzothiophene skeleton and on the
study of their antitumor activities against some human cancer cell lines.

The synthetic strategy used for the preparation of these analogues is based on
methods described in the literature for reactions of aromatic and heteroaromatic
compounds. The ultimate objective of these syntheses is the formation of the
pyranone by a reaction sequence that needs appropriate substrates for the cyclisation
to occur.

For the synthesis of some analogues o-hydroxyaldehydes as starting compounds are
required. Their preparations were carried out by Reimer-Tiemann formylation to
introduce the aldehyde group in an ortho position to the hydroxyl group. The
pyranone ring formation was performed with these substrates by reaction with diethyl
malonate (Knoevenagel condensation) or a phosphorane (Wittig reaction). These
reactions afforded angular analogues.

Some analogues were obtained by Pechmann reaction using as precursors
hydroxylated commercial reagents (2-hydroxydibenzofuran and 2-hydroxycarbazole)
that were reacted with pB-ketoester compounds (ethyl acetoacetate and 2-
chloroacetoacetate) affording the desired products with linear and/or angular
structures.

For analogues with dibenzothiophene nucleus, the hydroxylated compound was not
commercially available. Hence, the hydroxy dibenzothiophene was synthesized and
used as reactant under Pechmann conditions for the formation of psoralen analogues.

Coupling reactions were carried out under Ullmann conditions between the 7-hydroxy-
4-methylcoumarin (commercial) and aryl bromides to prepare diphenyl ethers. These
ethers were submitted to oxidation reactions catalyzed by palladium and / or copper.
Generally, these reactions have not been successful, since the isomers obtained could
not be isolated due to their very close polarity and solubility.

Some of the synthesized analogues were tested for biological activity to assess their
ability to inhibit in vitro proliferation of three human cancer cell lines, including MDA-
MB231 (breast cancer), Hela (cervical cancer) and TCC-SUP (bladder cancer). For all
the compounds studied a high anti-proliferative capacity was observed, even for the
lowest concentration studied (0.5 mM).

Although the molecular modeling studies were not defined as an objective of this
project since some of the psoralens which were obtained have been shown to be
potent inhibitors of various cytochrome P450 enzymes some of these studies were
performed (in REQUIMTE - FCUP).

Vi
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Introducédo

1. Os psoralenos e suas propriedades

Os psoralenos ou furocumarinas, como também sdo conhecidos, sao
compostos aromaticos triciclicos que incorporam na sua estrutura um anel de furano
fundido com uma cumarina. Baseadas na sua estrutura, as furocumarinas podem ser
classificadas em duas sub-classes: os compostos conhecidos por tipo-psoraleno, que
possuem uma estrutura linear, e os compostos conhecidos por tipo-angelicina, que

apresentam estrutura angular (Figura 1).

x
L
o o o 1) O O
(1) = 2)

Figura 1. Estrutura do psoraleno 1 e da angelicina 2.

As furocumarinas sdo constituintes naturais que se encontram presentes em
varios tipos de plantas, em particular nas familias das Umbelliferae e Apicaceae
principalmente em espécies como Ammi, Pimpinella, Angelica e Heracleum, na
Fabaceae, e nas plantas citricas pertencente as Rutaceae (Lohr, 2010).

As furocumarinas sdo utilizadas na alimentacdo e em fitomedicina, chds e
cosméticos (Messer, 2011). Nos alimentos estdo presentes, por exemplo, na cenoura
(Daucus carota L.), aipo (Apium graveolens L.), lima (Citrus aurantiifolia), limao (Citrus
limon), cherovia (Pastinaca sativa), salsa (Petroselinum crispum) (Lohr, 2010;
Baumgart, 2005), toranja (Citrus paradisi), laranja doce (Citrus sinensis L.) (Lohr, 2010)
e laranja azeda (Citrus aurantium L.) (Baumgart, 2005), entre outros.

Devido as suas propriedades fototdxicas e fotomutagénicas, as furocumarinas
ganharam consideravel interesse do qual resultaram varios estudos em relacao aos
riscos toxicolégicos que apresentam através da alimentacdo. Estes compostos sdo
também importantes agentes fotoquimioterapéuticos e apresentam atividades
antitumoral, antioxidante e anti-inflamatéria.

Além da exposicdo humana através de plantas e dos seus extratos, o psoraleno
e o 8-metoxipsoraleno (8-MOP, xantotoxina, 3) (Figura 2) em combinacdo com

irradiacdo UV-A, conhecida por terapia PUVA (psoraleno + UV-A), sdo usados como

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 2



Introducédo

farmacos para o tratamento de doencas da pele (Messer, 2011). Esta técnica foi
introduzida nos Estados Unidos como um tratamento para o vitiligo e, de imediato,

introduzida como um novo tratamento para a psoriase (Matz, 2010).
J N OCHjs
o)

OCH;
(3) (4)

Figura 2. Estrutura de 8-metoxipsoraleno 3 e 5-metoxipsoraleno 4.

O desenvolvimento da fotoquimioterapia extracorporal (ECP), também
chamada fotoferese, permitiu a cura do linfoma de células T (Salvador, 2013; Barraja,
2011). Esta técnica, que foi aprovada pela FDA para a cura do linfoma de células T,
também é eficaz contra vdrios tumores, doengas auto-imunes e na prevencdo de
rejeicao de drgaos transplantados (Barraja, 2011).

Quando ativados por irradiacdo UV-A, os compostos furocumarinicos induzem
muitos efeitos bioldgicos, tais como fotocicloadicdes ao DNA, modula¢do do sistema
imunitario, reacdes com proteinas, RNA e lipidos (Salvador, 2013).

A técnica PUVA, que proporciona tratamentos bens sucedidos contra muitas
doencas, é conhecida por ter um duplo mecanismo terapéutico: a) a capacidade das
furocumarinas para induzirem fotossensibilizacdo por reagdo com timina formando
adutos, interferindo assim na replicacdo do DNA da célula afetada; b) possibilidade
destes compostos também interagirem com oxigénio molecular no seu estado
fundamental tripleto (*0,) para produzir o estado singleto excitado do oxigénio (10,),
uma espécie extremamente reativa e citotoxica, a par com a formacgdo simultdnea de
outros radicais tais como O,* ou HO,* (Serrano-Pérez, 2009).

O figado é o principal 6rgao responsavel pela biotransformacado de farmacos no
organismo. A familia do citocromo P450 (CYP450) é uma importante classe de mono-
oxigenases do cofator heme e constitui o principal sistema enzimdatico hepatico
humano (Wang, 2012).

O mecanismo de inativacdo do citocromo P450 por psoralenos ndo estd

completamente compreendido, mas pensa-se que pode ocorrer de trés modos

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 3



Introducédo

diferentes: (a) ligacdo do inibidor a apoproteina, (b) ligacdo do inibidor ao grupo heme
e (c) reagdo do inibidor com a indugdo de fragmentacao do heme. Uma vez que estes
processos tenham sido desencadeados, a morte celular pode ocorrer a menos que haja
reparagao por mecanismos celulares (Gambari, 2007; Koenigs, 1998).

O bergapteno (5-metoxipsoraleno, 5-MOP, 4) (Figura 2) é um inibidor suicida de
CYP3A4 humano, e a xantotoxina, catalisada por CYP3A4, inibe competitivamente uma
variedade de metabolitos de farmacos (Ho, 2001).

Varios estudos demonstraram o efeito antiproliferativo da xantotoxina e do
bergapteno em linhas celulares de cancro humano, incluindo células de melanoma
(B16-F10), adenocarcinoma gastrico (MK-1), cancro da mama (células MCF-7 e T47D) e
carcinoma hepatocelular (Panno, 2009; Kawaii, 2001; Fujioka, 1999; Lambertini, 2004).
O bergapteno evidenciou também o efeito citotéxico contra Hela (Fujioka, 1999;
Abdel, 2009; Chaya, 2004) e MDA-MB231 (Lambertini, 2004; Setzer, 2000). Por sua vez,
a xantotoxina foi avaliada contra a linha celular de carcinoma da bexiga (E-J), mas os
resultados preliminares ndo foram muito promissores (Yang, 2007). Na pesquisa
bibliografica efetuada ndo se encontraram dados sobre o efeito da xantotoxina e do

bergapteno sobre células TCC-SUP.

2. Derivados de psoralenos e suas propriedades

2.1 Derivados com nticleo de carbazole, furano e tiofeno

Varios grupos de pesquisa estdo envolvidos na sintese e avaliagdo de muitas
propriedades bioldgicas de derivados de psoraleno (Bariamis et al., 2013).

As cumarinas sao fluordforos, podendo ser Uteis para a visualizagcdo de
processos durante a sintese, bem como para monitorizar o curso da reagdo e, assim,
permitir o rastreio da localizacdo de moléculas dentro de células vivas por meio de
técnicas de fluorescéncia (Litinas, 2010).

Oliveira et al. (2006 e 2007) referem que, em geral, alguns derivados de

psoraleno com estruturas angulares, tais como 5 — 7, apresentam melhor atividade

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 4



Introducédo

bioldgica in vitro quando comparados com os seus analogos lineares 8 — 10 (Figura 3).
Os estudos foram realizados em trés linhas celulares de cancro humano: cancro da

mama (MCF-7), cancro do sistema nervoso central (SF-268) e cancro do pulmao (NCI-

460).
GOt 2
/ Ot~ 00
o)
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Figura 3. Estruturas de alguns analogos de psoraleno com potencial atividade
antiproliferativa.

Na figura 4 apresentam-se dois exemplos de derivados de tienocumarinas (11 e
12), descritos por Gia et al. (2000), e avaliados in vitro para trés linhas celulares de
cancro humano: Hela, HL-60 (células leucémicas mieléides humanas) e A-431
(carcinoma de células epitelidides). Os estudos realizados mostraram que estes
compostos apresentam propriedades antiproliferativas superiores (20 vezes mais

eficientes) ao 8-MOP.

OCH,
CHs CHj, CHs
/ X / N
S
S o o O (@]
CHy (11) CHs (12

Figura 4. Estrutura dos derivados 11 e 12 com propriedades antiproliferativas, contra
células Hela, HL-60 e A-431.

Sumiyoshi et al. (2013) estudaram 17 metoxi- e hidroxi-furocumarinas,
extraidas de duas espécies de plantas da familia Umbelliferae: Angelica (raizes ou

sementes) e Cnidium (frutos). Deste estudo, concluiram que apenas as sete

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 5



Introducédo

metoxicumarinas 3, 4 e 13 — 17 apresentadas na Figura 5 possuem atividade
antiproliferativa em células de cancro humano de pele (B16F10). Nenhuma das

hidroxicumarinas que estudaram revelou capacidade antiproliferativa.

OCHs

OCHj
m m giit\L HBCOEI\AL
OCHj;

3) (13) (14)

OCHjs OCH, OCH,
/ o /
o} o o 0

(15) (16) (17)

Figura 5. Estruturas de metoxifurocumarinas com atividade antiproliferativa, contra
células de B16F10.

As propriedades cardiovasculares de alguns derivados de cumarina sao
referidas na literatura. Campos-Toimil et al. (2002) descrevem alguns derivados de
psoraleno 19 — 21 que, quando comparados com um vasodilatador comercial (Khellin,
18), apresentam resultados considerados de grande interesse para o desenvolvimento

de novos e mais eficientes farmacos vasodilatadores (Figura 6).

OH
OCH; 0O

AN (19)R=H
/ (20) R = OCH3

(21) R = OCH,COCH5
0

N

(@)
(@)

o CH,
OCH; (18)

Figura 6. Estrutura do Khellin e alguns exemplos de derivados de psoraleno com
propriedades vasodilatadoras.

Uma propriedade bioldgica importante associada a alguns derivados de

psoraleno é a sua capacidade de inibicdo das enzimas AChE e BChE. A AChE é uma das
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enzimas que estd envolvida na degeneracdao do cérebro, sendo o uso de seus
inibidores uma das estratégias usadas presentemente para o tratamento da Doenca de
Alzheimer (DA). Alguns estudos mostram que a inibicdo da AChE pode diminuir a
deposicdo de placas B-amiléides no cérebro. Shen et al. (2005) descrevem o composto
23 como um potencial inibidor da AChE. Por sua vez, o composto 24, quando
comparado com a tacrina 22, apresenta uma elevada capacidade de inibicdo da enzima
AChE e uma elevada seletividade para esta em relacdo a BChE (Figura 7). Esta
caracteristica é de grande importancia para o desenvolvimento de novos farmacos

inibidores da AChE.

OCHjs OCHj,
H
//N /N
NH, HC H,C
— —
\
o o}
Y o o]
N ) (0]
(22) (23) (24)

Muitos produtos naturais que possuem na sua estrutura o esqueleto
cumarinico apresentam importantes propriedades bioldgicas, pelo que tém sido alvo
de interesse por parte dos cientistas e originado diversas referéncias na literatura.
Bariamis et al. (2013) reportaram a sintese e os resultados de estudos realizados com
varios metoxipsoralenos, dos quais se destacam dois, os compostos 26 e 27 como
agentes anti-inflamatdrios, quando comparados com o composto de referéncia
indometacina 25 (Figura 8). Dos dados obtidos, concluiram que o composto 26 era o
melhor candidato para estudos adicionais e possiveis aplicacdes biomédicas, os quais

ja estdo em andamento.
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HaCO

e}

(25) OH OCH;  (26)

OCH;, (27

Figura 8. Estruturas da indometacina e de dois derivados de metoxipsoraleno.

2.2 Derivados com nucleo de acridona

Na revisao bibliografica realizada no decurso deste trabalho nao foi encontrada
qualquer referéncia a andlogos de psoraleno com esqueleto acridona. No entanto, o
nosso interesse em derivados da acridona (Figura 9, 28) deve-se as importantes

propriedades e aplicacdes que esta classe de compostos apresenta.

O

OO

H
(28)

Figura 9. Estrutura da 9-acridin-(10H)-ona.

Uma caracteristica importante das acridonas é a sua fluorescéncia, a qual tem
despertado interesse devido ao potencial para aplicacdo em vdrias areas, tais como
quimica ambiental e diagndstico médico, entre outras (Mdczar, 2010). Para além
destas aplicacbes, os derivados de acridona apresentam acdo terapéutica como
agentes anti-virais (Delmas, 2004; Kumar 2011), anti-alérgicos, antileucémicos (Gao,
2008), anti-microbianos, anti-cancerigenos (Kumar, 2011), e, recentemente, contra o
parasita da maldria (Plasmodium falciparum) (Fernandez-Calienes, 2011).

Gao e colaboradores (2010) citam a acridona e seus derivados como potentes
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Introducédo

antitumorais em ensaios in vitro / in vivo sendo que alguns deles funcionam como
intercaladores do DNA, devido a sua estrutura planar (Delmas, 2004), e como

inibidores da topoisomerase.

Os métodos de sintese de andlogos de psoraleno descritos na literatura sao

diversos, alguns dos quais sdo referidos neste trabalho.

3. Sinteses de andlogos de psoraleno

A sintese deste tipo de compostos pode ser realizada mediante procedimentos
sintéticos comuns para compostos aromaticos incluindo heteroaromaticos, partindo
de compostos aromaticos “simples” mediante uma sequéncia reacional que envolve
acoplamento, fecho de anel, formilagdo e, por fim, a sintese do anel de piranona. Esta
etapa final requer precursores do tipo hidroxialdeido, orto-formilados ou orto-

acetilados.

3.1 Métodos de acoplamento

As reacbes de substituicdo nucleofilica aromatica, mediadas por cobre,
desenvolvidas por Fritz Ullmann e Irma Goldberg sdo ainda hoje muito utilizadas. Estas
reacOes requerem o uso de quantidades estequiométricas de cobre e, geralmente,
temperaturas elevadas (> 200 °C) e longos tempos de reac¢do (Sperotto, 2010).

Na “condensacdao de Ullmann” a reagao ocorre entre um haleto de arilo 29 e
uma amina, um fenol ou um tiofenol do tipo 30, na presenca de cobre, originando
como produto uma aril-amina, -éter ou -tioéter do tipo 31 (Esquema 1) (Sperotto,

2010).
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X HY.
R1// N \R2 AF XX
1

R
(29) (30) (31) R
X =halogéneo Y =NH, O, S

Esquema 1. Condensagdo de Ullmann.

Borger et al. (2012) descreveram a sintese do biscarbazole 34, por acoplamento
de Ullmann, entre o carbazole 32 (3,0 equiv.) e o bromocarbazole 33, na presenca de

cobre, K,COs3 (2,5 equiv.) em nitrobenzeno, 170 °C, 112 h (Esquema 2).

Me
Me Br COOMe O
OMe
* Q N COOMe
N N
H OMe | OMe O Q

Tos
(32) (33) N
34 Tos OMe

Esquema 2. Acoplamento de Ullmann para obtencdo do biscarbazole 34.

Oliveira et al. (2003) descreveram a sintese de dois difeniléteres 37 e 38 por
reacdo entre o fenol 35 (2,8 mmol) e o bromoanisole (bromo-metoxibenzeno) 36 (2
mmol), K,CO3 (1 mmol), Cu,0 (3 mmol), sob refluxo durante 2h 30 min (Esquema 3).

Os éteres 37 e 38 foram obtidos com rendimentos de 93 e 78%, respetivamente.

©\ * ©\
OH Br R2 O R2
R4

R1

(35) (36) Ry e Ry =H ou OCH; (37) Ry = OCH3, Ry =H
(38) R1 = H, R2 = OCH3

Esquema 3. Obtencgao dos éteres 37 e 38.
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Um mecanismo proposto e aceite para a formacao de difeniléteres, por reacdo
de Ullmann, é a formag¢dao de um complexo de fendxido de cobre(l) que reage com o

bromobenzeno, de acordo com o Esquema 4 (Oliveira, 2005).

2 PhOH + K,CO3 — = 2 KOPh + CO, + H,0
Cu0 +2KOPh ——» 2 CuOPh + K,0
CuOPh + KOPh === K* [Cu(OPh),]

/OPh - B (I)Ph -
Cu—OPh Cu
K* [Cu(OPh),]” + _— B K o OPh| K*
Br Br
OCH3 L OCHj i OCH; _
lento
OCH;

O
CuOPh + KBr + ©/

Esquema 4. Mecanismo de Ullmann para formacao de difeniléteres.

Existem dois tipos de reag¢des relacionadas com esta: o acoplamento de
Goldberg e a reacdo de Hurtley. O acoplamento de Goldberg ocorre entre um haleto
de arilo e uma amina ou amida aromaticas, para formar uma ligagcdo C(arilo)—-N. Por
sua vez, a reacao de Hurtley ocorre entre acidos 2-halobenzdicos e 1,3-dicetonas.

A amida 41 foi obtida com bom rendimento, por acoplamento de Goldberg
entre bromobenzeno 39 e o composto 40 na presenca de uma quantidade

estequiométrica de Cu,0 (Esquema 5) (Ferreira, 2002).

CUZO
KO3
180 °C, 8h

(39) COMe (40) COMe (41) 84%

Esquema 5. Acoplamento de Goldberg para obtencdo da amida 41.
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A literatura refere a preparacdo de precursores de acridona 44 a partir da
reacdo de acoplamento entre o acido 2-clorobenzdico e aminas substituidas (Esquema

6). A reacdo ocorre na presenca de K,COs, cobre e alcool isoamilico, a 160 °C durante

10 h (Boumendjel, 2007).

R1
COOH R, KeCO;s Cu, (a) R1 =OMe, R,=R3=H
alcool (b) R1 R3 = H R2 = OMe
+ |soam|I|co (¢) Ry = R3= OMe, Ry = H
cl 160 °C 10h (d) R4 =R,=0OMe, Rz3=H
(42) (43)

Esquema 6. Sintese de precursores de acridona.

3.2 Métodos de ciclizagao

Oliveira et al. (2003) descrevem a formacdo dos metoxidibenzofuranos 45 — 47
por ciclizacdo dos éteres difenilicos 37 e 38 com acetato de palddio ou por via

fotoquimica (Esquema 7, Tabela 1).

S¥sliese

OCH
@ O (45) ’ OCHj
©\ /@\ OCH3
(38) (46) (47)

Esquema 7. Sintese de metoxidibenzofuranos.

Tabela 1. Condi¢Ges experimentais utilizadas na obtencdo dos dibenzofuranos 45 — 47.

Eter difenilico CondigOes experimentais Dibenzofurano (%)
Pd(OAc),, CH;COOH glacial, refluxo, 7h 45 (15)
37 Pd(OAc),, TFA, refluxo, 1h 45 (12)
UV (150 W), iodo, ciclo-hexano nao reagiu
38 Pd(OAc),, CH;COOH glacial, refluxo, 7h 46 (22)
UV (150 W), iodo, ciclo-hexano, 17h 46 (9) + 47 (30)
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Na literatura ha também referéncia a ciclizacdo de carbazole efetuada na

presenca de acetato de paladio(ll) e acetato de cobre(ll) (Ferreira, 2002) (Esquema 8).

\ 7
MeO
MeO PA(OAC), (50 mol%)
Cu(OAc), (3 equiv.)
N N

CH3COOH, 120 °C, 7h
H

(48) (49) 30%

Esquema 8. Reacdo de ciclizagdo em presenga de Pd(OAc),/Cu(OAc),.

3.3 Métodos de formilagdo em compostos aromaticos

O método mais comum de prepara¢do de compostos aromaticos substituidos
envolve uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromdtica. A introducdo de um
substituinte num anel aromatico monossubstituido depende do efeito de orientagao
do primeiro podendo verificar-se a formacdo de vdrios isémeros dependendo das
condigOes reacionais.

Os aldeidos aromaticos revestem-se de particular importancia dado serem
intermediarios versateis usados na industria quimica e farmacéutica. Por conseguinte,
as reacOes de formilacao e de formagdo de uma nova ligagdao C-C permanecem como
um desafio atual.

A estratégia para a introduc¢ao de um grupo formilo num anel aromatico baseia-
se numa reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica e pode realizar-se mediante duas
vias distintas (Bagno, 2001; Kantlehner, 2003; Oliveira, 2005):

i) reacdes envolvendo a introducdo do catido formilo (ou seus precursores) no
nucleo aromatico, geralmente em meio acido, nomeadamente a reagao de Vilsmeier-
Haack (DMF ou N-MFA com POCI; ou COCl,).

ii) reacbes em que ocorre a formacdo de uma ligacdo C-C originando derivados
com um grupo halometilo ou hidroximetilo que sofrem de imediato oxidacdo a
aldeido, como por exemplo, as rea¢des de Reimer-Tiemann (CHCl;, NaOH) e de Duff

(hexametilenotetramina, acido acético ou TFA).
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3.3.1 Formilagao de Reimer-Tiemann

Este método de formilacdo, que ainda hoje é muito utilizado, data de 1876, e
consiste na introducdo de um grupo aldeido em anéis aromaticos. E um método util
apenas para fendis e certos compostos heterociclicos, tais como, pirroles e indoles. E
realizado em meio bdsico e conduz a rendimentos baixos, raramente superiores a 50%.
O grupo que entra é direcionado para a posi¢cdo orto a menos que ambas as posicoes
orto estejam ocupadas, caso em que o ataque é para. A primeira reac¢ao foi realizada
entre o fenol e o cloroférmio em condigdes bdsicas (NaOH) (Wynberg, 1982).

A formilagdo dos hidroxidibenzofuranos 50 e 51, sob condi¢cbes de Reimer-
Tiemann (CHCls;, NaOH, H,0 e aquecimento), originou os orto-hidroxialdeidos 52 e 53,

com rendimentos de 13 e 17%, respetivamente (Esquema 9) (Oliveira, 2003).

)

|
s

(0] O
(50)  OH (52) OH
OH OH
o o

(51) (53)

Esquema 9. Sintese de orto-hidroxialdeidos.

No Esquema 10 apresenta-se uma proposta de mecanismo para a reacao de
formilacdo de Reimer-Tiemann do 4-hidroxidibenzofurano. Os halocarbenos sdo
espécies eletrofilicas e quando reagem com um composto onde existe um
heteroatomo nucleofilico pode ocorrer uma competicdo entre a inser¢cdo do carbeno
nas posicdes orto ou para em relagdo a esse heterodatomo e o préprio heterodtomo. O
ataque ocorre geralmente na posicdo orto a menos que esta esteja ocupada. Na
reacao com 1-hidroxidibenzofurano 51 pode admitir-se que a espécie Il se forma por

adicdo do carbeno ao oxigénio, e que por decomposicao pode originar o composto de
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partida ou produtos secundarios (Wynberg, 1982). Do ataque do carbeno as posi¢oes

orto ou para podem resultar, respetivamente, as espécies lll e IV.

NaOH + CHCl; P92 Nacel, + H,0
Ccl, 1ent9 . ccl, + ci .
\

NaOH “ scol, Q"* o 51+ oHol

(|||) (IV)

e,

o - Cii'i

Esquema 10. Proposta de mecanismo para a reacao de formilagdo de Reimer-Tiemann.

A preparagao de orto-hidroxialdeidos aromaticos também pode ser realizada
pelo método de Reimer-Tiemann sobre irradiacdo de microondas. Nestas condi¢des os
aldeidos 55 foram obtidos com rendimentos moderados de 52 a 65% (Esquema 11), a
partir dos fendis 54, por irradiacdo de microondas, a 450 W em ciclos de 40 s, num

tempo total de 4 min. (Vibhute, 2007).

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 15



Introducédo

R
R OH NaOH R OH
H,O:EtOH
+ CHC|3 —_—
R MW Ry CHO
(54) (55)
@R=R;=H:R,=Cl  (e)R=H;R;=Me;R,=Cl

(b)R=Cl: Ry =R, =H (R=R,=H;R,=Ph
(c)R=R;=H; R, = Br (@R=R;=R,=H
(d)R=R,=Cl; Ry =H

Esquema 11. Preparagdo de aldeidos orto-hidroxilados em condigdes de Reimer-
Tiemann e sob irradiacdo de microondas.

Um método relacionado com a reagao de Reimer-Tiemann é a reagao de Duff
na qual a hexametilenotetramina é usada em vez de cloroférmio. Esta reacdo pode ser
aplicada a fendis e aminas ocorrendo geralmente substituicdo em orto e conduzindo a

rendimentos baixos (J. March, 1985).

3.3.2 Formilag¢ao de Vilsmeier-Haack

Este método de formilacdo é dos mais comuns para a introducdo de um grupo
aldeido em anéis aromaticos ou heteroaromaticos desde que estejam ativados. O
reagente de Vilsmeier-Haack (POCls/DMF) é eficiente, econdmico e origina condig¢des
suaves de reagdo. A formilagdo de um anel aromatico constitui uma via sintética util
para a formacdo de muitos compostos heterociclicos.

A formilacdo do 4-hidroxicarbazole 57 segundo as condi¢cdes de Vilsmeier-
Haack (POCls;, DMF) originou uma mistura 3:1 dos derivados orto e para formilados 58

e 59 (Esquema 12) (Bhosale, 2012).

OH HO
DME CHO
POCI3
+
O Q 0°C, 30 min O Q O Q
t.a. 3h N N
(56) (57) (58)

Esquema 12. Reacdo de formilacdo do 4-hidroxicarbazole sob condi¢Ges de Vilsmeier-
Haack.
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Os metoxixantenos 59 e 61 foram submetidos a condi¢cdes de formilacdo de
Vilsmeier- Haack (Oliveira, 2005) tendo ocorrido reagao apenas com o composto 59
(Esquema 13). Apesar do método de Vilsmeier-Haack ser util, e muito usado, apenas
resulta em compostos suficientemente ativados. De facto, o composto 59 estd ativado
nas posicoes 2 e 4 pelos dois grupos com oxigénio, enquanto que o composto 61 estd

ativado nas posi¢des 1 e 3 apenas pelo grupo metoxilo.

N-MFA, POClj3,
_—
o) OCH, o

refluxo, 9h OCHj
(59) (60)
DMF,
POCI;, DCM
2 -
OCH, refluxo, 3h
N-MFA,
POCI3;, DCM
(61) -
refluxo, 7h

Esquema 13. Reac¢do de formilagdao do metoxixanteno 59 em condicdes de Vilsmeier-
Haack.

No esquema 14 apresenta-se uma proposta de mecanismo para a formilagdo
de Vilsmeier-Haack do 3-metoxixanteno 59 envolvendo dois passos reacionais: a
formacdo do reagente de Vilsmeier (passo 1) e a substituicdo eletrofilica seguida de
hidrélise (passo 2). No passo 1 ocorre a formagdao de um sal de iminio, obtido pela
reacdao entre a amina, neste caso a N-MFA, e o POCl;. Este sal é um eletrofilo
relativamente fraco, razdo pela qual s3ao necessarios anéis ativados. Ocorre a

substituicdo eletrofilica e a hidrélise, obtendo-se o aldeido 60.
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Passo 1
5
N H o | — =
| cl
| Cle |
®
N®( H N\
Y .
(opoci, cl
Passo 2
® H
oS
H3CO; 0
(59)
F>h\<'3/CH3
|> hidrolise
H,CO o)
.'O'-
H™ H -PhNHCH;
0
HsCO ¢
(60)

Ph.

CHs;

cl H

H3C07)

Ph

i

Cl

H,CO

CH3

Esquema 14. Mecanismo de formilacdo de Vilsmeier-Haack do metoxixanteno 59.

3.3.3 Formilagao via litiagdo de carbamatos

Quando um heterodtomo, tal como N, S, O ou halogéneo esta presente numa

molécula contendo um anel aromatico a litiacdo é geralmente regiosseletiva. O litio

liga-se ao atomo de carbono sz mais préximo do heterodtomo, devido provavelmente
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a espécie atacante coordenar com o heterodtomo. No caso de anéis aromaticos isto
significa ataque a posicdo orto.

Para a sintese de aldeidos, Oliveira et al. (2003) seguiram a metodologia de
litiacdo de carbamatos. Por reagao dos hidroxidibenzofuranos 50, 62 e 63 com cloreto
de N,N’-dietilcarbamoilo (CIOCONEt,), na presenca de piridina e aquecimento (100 °C),

obtiveram os carbamatos 64 — 66 (Esquema 15).

Rs
(50) Ry =R, =H, Ry = OH (64) Ry =R, = H, R3 = OCONEt; (n = 98 %)
(62) Ry =0OH,R;=R3z=H (65) Ry = OCONEty, Ry = R3 = H (n = 69 %)
(63) Ry =Ry =H, R, = OH (66) Ry = Rz = H, R, = OCONEt, (n = 85 %)

Esquema 15. Sintese dos carbamatos 64 — 66.

A litiagdo dos carbamatos 64 — 66 foi realizada usando como fonte de litio a
base sec-BulLi, em presenca de TMEDA (Esquema 16) (Oliveira, 2003). Porém,
verificaram que por este método ndo foi possivel a formilagdao dos carbamatos 64 e 66.
Para o composto 65 obtiveram como produtos os aldeidos 67 e 68, apds purificacdo

por cromatografia em coluna.

CHO
OH
OCONEt,
CICONEt2 a) sec-BuLi, TMEDA
THF seco, - 78 °C o
plrldlna b) OME 67 (12%)
c) NH,4CI . OH
L o
O
68 (12%)

Esquema 16. Reacdo de formilagdo por litiagdo do carbamato 65.
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3.4 Métodos de formacao do anel de piranona

Como referido anteriormente, uma das etapas da sintese de andlogos de
psoraleno consiste na forma¢do de um anel de piranona fundido com um anel
heteroaromatico. Para que a reagdo ocorra é necessario que o precursor aromatico (ou
um intermediario formado na reagdao) apresente grupos substituintes adequados e
vicinais, nomeadamente um grupo hidroxilo e um substituinte com um grupo
carbonilo. Na literatura hda referéncia a diferentes métodos de formagao do anel de

piranona.

3.4.1 Reagoes de Pechmann e Perkin

A reagao de Pechmann envolve a condensagdo de fendis com [-cetoésteres.
Esta reacdo é um método versatil dado que ocorre com uma grande variedade de
fendis substituidos e de -cetoésteres, originando cumarinas com bons rendimentos e
com substituintes no nucleo fendlico e/ou no anel heterociclico. Como agentes de
condensacdo podem ser usados cloretos metalicos e POCIs;, sendo a reagdo geralmente
realizada em dlcoois ou éter. Contudo, requer, geralmente, catalise acida e
temperaturas elevadas (Manhas, 2006), e por vezes, formam-se produtos secundarios
tais como cromonas (Valizadeh, 2005).

A reagdo de Perkin ocorre entre aldeidos aromaticos e anidridos, e se estes
tiverem dois hidrogénios o, ocorre desidratacdo. A base usada é geralmente o sal de
sodio ou potassio do acido correspondente ao anidrido, podendo ocorrer a
descarboxilagao do sal do B-hidroxiacido inicial em vez de desidratagao simples (J.
March, 1985).

Por reacdo de Pechmann entre os fendis do tipo 69 e 4-cloroacetoacetato de
etilo, sob agitacdo a temperatura ambiente durante 6 dias, Furuta et al. (1999)
obtiveram as cumarinas 70 com rendimentos moderados a bons (59 a 99 %) (Esquema

17).
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Cl
D\ H,SO,  x
X
\MO/\ ta. 6d
O O
69 (a)R=H 70 (@) R=H
(b)R=Cl (b)R=Cl
(c) R=Br (c) R=Br

Esquema 17. Preparacdo de cumarinas sob condi¢cdes de Pechmann.

Numa reacdo analoga entre 3-metilfenol e 4-cloroacetoacetato de etilo (1,5
equiv.) Fonseca e colaboradores (2010) obtiveram a cumarina 72 com rendimento de

90 % (Esquema 18).
cl

)@\ \)J\)J\ 2804 i
o T N

ta.17h

O O
(71) (72)

Esquema 18. Obtencdo da cumarina 72 por condi¢des de Pechmann.

A reacdo de Pechmann entre diversos fendis e acetoacetato de etilo foi
realizada em microondas, originando alguns derivados de cumarina 74 com bons

rendimentos (86 a 96 %) (Manhas, 2006) (Esquema 19).

Rs

R, o_ _O
M p-TSA
400W 30s 7

R,
69 (a) Ry =R3;=H,R, =R, =0OH 74 (a) Ry =R3;=H, R, =OH
73(b)R{=R,=R;=0OH,R3=H (b)) Ry=R,=0OH,R3=H
73(C)R1=H,R2=R3=R4=OH (C)R»] HR2—R3—OH

Esquema 19. Preparacdo de cumarinas do tipo 74 por condicdes de Pechmann sob
irradiacdao de microondas.

Symeonidis e colaboradores (2009) realizaram a sintese de derivados de
cumarina do tipo 76 por reagao entre acido malico e os fendis correspondentes, sob
irradiacdo de microondas, as quais originaram rendimentos moderados a bons (52 a

92%) (Esquema 20).
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R, o} OH R, o} o
p-TSA
+ HO OH .
Rj OH 400W, 30 s Z
o}
69 (a) (aQ)R;=R,=R,=H, Ry = OH 76
75 (b) - (e) (b)R;=R,=R;=H,R,=OH

() Ry=R,=H, R, = OH, R; = Me
(d) Ry=Me, R, =R, =H, Rz = OH
(e) Ry=R,=H,R;=0OH, R, = Me

Esquema 20. Sintese das cumarinas do tipo 76 por reacdo entre diferentes fendis e
acido malico.

Vilar et al. (2006) descreveram a sintese de cumarinas pelos métodos de
Pechmann e de Perkin (Esquema 21). A fenilcumarina 78 foi preparada, utilizando
condicBes de Pechmann, a partir do resorcinol 69a e do [-oxoéster 77, com
rendimento de 42 %. Por reacdo de Perkin entre os compostos do tipo 79 e o acido 3,5-
dimetoxifenilacético 80 obtiveram as fenilcumarinas 81 com rendimentos de 31, 47 e

20 %, respetivamente.

OMe OMe
H
/O\ . H,S0, 12M
—_—
HO OH O OMe ta.12h
(69a) o No 77
0
o
Rs OH
H
DCC, DMSO
+ —_—
R OH 110 °C, 12h
R4 MeO OMe
(79) (80)

(@) R, = H, R, = OMe, Ry = H
(b) R1 = OMe, R2 =H, R3 = OMe
(C) R1 = H, R2 = H, R3 = OMe

Esquema 21. Preparacao de cumarinas por reacao de Pechmann e de Perkin.

Uma série de derivados de cumarinas (3-hidroxi-arilcumarinas) foram

sintetizados por Matos et al. (2013) e as suas propriedades antioxidantes avaliadas
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(Esquema 22). Por condensacdo de Perkin dos orto-hidroxibenzaldeidos 82 com acidos
arilacéticos 83 e DCC em DMSO, sob aquecimento a 110 °C durante 24 h, obtiveram as
3-metoxi-arilcumarinas 84 correspondentes. Os derivados hidroxilados 85 foram
obtidos por hidrélise dcida com &cido iodidrico a 57 %, na presenca de acido acético e

anidrido acético.

o _: NN NN
0 / 7
(82) (83) NcooH (84) R ou Ry = OCHj (85)

(A) R=6-CH3; R;=4-OH  (f) R = 8-CHg; Ry = 3',5'-OH
(b) R=6-CHs; Ry =3-OH  (g) R =8-CHs; Ry = 3',4',5-OH
() R=6-CH3; R;=2-OH  (h) R=8-OH; Ry = 4-CH,

(d) R = 6-CHy; Ry = 3'4-OH (i) R = 8-OH; R; = 4-OH

() R = 8-CHg; Ry = 3',4'-OH

Esquema 22. Sintese de diversas 3-hidroxi-arilcumarinas.

3.4.2 Condensac¢ao de Knoevenagel

Esta reagcdo envolve um orto-hidroxibenzaldeido do tipo 86 e um composto
com um grupo metileno ativado 87 que, em presenca de uma amina originam
cumarinas 88 substituidas na posi¢ao 3, com grupos acido carboxilico, éster ou nitrilo,

por exemplo (Cerqueira, 2003).

~CHO « X
L < b
F Y F
OH 0 o)
(86) (87) (88)

XeY= COzH, COzEt, CN

Esquema 23. Sintese de cumarina via condensacao de Knoevenagel.

Oliveira et al. (2006) realizaram, pelo método de Knoevenagel, a sintese das

cumarinas 90, 92 e 93 a partir de cetonas aromaticas orto-hidroxiladas, com
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rendimentos de 21 a 45%, usando diferentes condi¢cbes experimentais. Para o
composto 90 utilizaram DBU e malonato de monoetilo e como solvente 1,2-
diclorobenzeno, (Esquema 24). Para os compostos 92 e 93 usaram como solvente o
1,2-dicloroetano e, como reagente de condensacgao, utilizou-se malonato de monoetilo

e acido para-nitrofenilacético, respetivamente, em presenca de NEts (Esquema 25).

CO,Et

COCH, O

OH PhOP(O)Cl,

O Q HO,CCH,CO,Et
CeH4Cly, DBU, 145 °C O Q

O
(89)
(90)

Esquema 24. Preparac¢do da cumarina 90 pelo método de condensacdo de
Knoevenagel.

HO,CCH,CO,E,
__refluxo O Q // CO.Et
OH
O Q PhOP(O)Cl, © 0245 %
COCH; ————
o CICH,CH,CI,

NEt,
(91)
HOZCH206H4N02

refluxo

(93) 21 %

Esquema 25. Preparacdo das cumarinas 92 e 93 pelo método de condensacdo de
Knoevenagel.

Song et al. (2003) reportaram a sintese de uma série de derivados de cumarina
(do tipo 3-acido carboxilico) partindo de orto-hidroxiarilaldeidos ou cetonas, por
condensacdo de Knoevenagel, utilizando acido de Meldrum (2,2-dimetil-1,3-dioxano-
4,6-diona) (95) como reagente de condensacdo (Esquema 26). Assim, uma mistura de
2-hidroxibenzaldeidos do tipo 94 e acido de Meldrum 95, em quantidades equimolares
e na presenca de acetato de piperidinio (quantidade catalitica), foi primeiramente
agitada a temperatura ambiente. A seguir, a mistura foi refluxada em etanol gerando

cumarinas do tipo 97, com rendimentos que variam de 61 a 98 %.
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R1 R1
Ro OH >< acetatode | R; OH o
0 (@) piperidinio
' M 2
Rs CHO © o FEOH IR = ><
R4 R4 O
O
95 L
(94) (95) (96)
lreﬂuxo
Ry
Ry 0] O
Rs 2 COOH
R4
(97)

Esquema 26. Sintese de derivados de cumarinas, por condensacao de Knoevenagel,
utilizando acido de Meldrum.

Os derivados de cumarinas do tipo 100 foram obtidos a partir de orto-
hidroxiaril-cetonas 98 com acido de Meldrum 95 (Esquema 27). A mistura da cetona 98
com uma solugdo de amdnia em metanol (7M) foi agitada a temperatura ambiente
durante a noite. O solvente e o excesso de amodnia foram removidos a pressdo
reduzida. A remogdo do excesso de amdnia é importante para evitar a decomposicao
do acido de Meldrum. O residuo obtido foi refluxado com 95 na presenga de etanol

gerando as cumarinas do tipo 100, com rendimentos que variam de 12 a 66 % (Song,

2003).
R, B Ro i R
2
R, OH Rs OH
NH ©96) Re O A°
- NH| —
Ry ° Ry EtOH G
R/ COOH
Rs Ry Rs Ry
(98) - (99) - (100)

Esquema 27. Preparacdo de derivados da cumarina do tipo 100, na presenca de acido
de Meldrum.

Garino et al. (2006) reportaram a sintese de cumarinas do tipo 102 a partir de
orto-hidroxibenzaldeidos 101 por reagao com dcido 95, sob refluxo, em etanol

(Esquema 28).
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(0]
H acido de Meldrum COOH
acetato de piperidinio N
OH EtOH, refluxo, 2h o N
R
R
(101) (aAR=H (102)
(b) R = OCH,

Esquema 28. Sintese de derivados de cumarina do tipo 102.

Valizadeh et al. (2009) estudaram a condensacao de Knoevenagel entre alguns
orto-hidroxibenzaldeidos 103 e compostos 1,3-dicarbonilo do tipo 104 em liquidos

idnicos, em agua ou sem solvente (Esquema 29).

[bmim]PFe

NaOCHs COOMe
o) 95°C o
o ©
X H R; () 0
| P + R, OR, (105) R, = 7-OH
R/ OH X COOEt
\
(103) (104) R, = Me ou Et,
X=HouCl [bmim]PF o N0

NaOCH; R
9%°C 106 (a) R, = 7-OH
(b) R4 =7-OH e 8-OH
(c¢) Ry =7-OMe
(d) Ry = 7-NEt,
[bmim]PFg: 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato (e) Ry =8-OMe

Esquema 29. Sintese de derivados de cumarina por condensagdo de Knoevenagel.

3.4.3 Reagdao com alquinos

Uma estratégia de sintese de cumarinas descrita por Reddy e colaboradores
(2012) baseia-se na reacao de cicloisomerizacdo de alquinos com fendis substituidos
107. Os produtos 109 foram obtidos por reacdo do substrato com etoxiacetileno (2
equiv.) e n-BulLi (0,25M em THF) com bons rendimentos (68 — 89 %). A proposta de

mecanismo para este tipo de reacdo é apresentada no Esquema 30.
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o} OH — ]
EtO——= R OHR
N n-BuLi, THF
| -78°C a 0°C X — N |
F NH,Cl aq F OEt
R1/ OH 46h R1/ OH R1// O OEt
(107) R = H, CH, Ph (108)
R, = Cl, Br, OCH,
R R
XX XX
| — or
r{S o o R o7 oEt
(109)

Esquema 30. Sintese de cumarinas por cicloisomeriza¢gdo de 108.

Trost e Toste (1996) descreveram a sintese de diversas cumarinas 112, por
modificacdo da reacdo de Pechmann, em que usaram um alquino 111 em substituicdo
do “tipico” B-cetoéster (Esquema 31). Os autores relataram que o uso de complexos

de Pd(0) na presenca de acidos carboxilicos é um sistema catalitico interessante.

OR R, OR R, o OR R,
R R
1 + ‘ ‘ —_— X OEt| —» 1 S
RO OH CO,Et RO OH RO O O
110
(@R=Ry=H 231)1R2=H 112

(b) R=CHs, Ry =H
(¢) R = CH,, Ry = OCHj

(b) R, = Ph
(¢) Ry = CHj

(@R=R;=R,=H
(b) R = CHs, Ry =Ry = H
(C)R=R2=CH3,R1=H

(d)R=CHg, R, = H, Ry = Ph
(e) R= CH3, R1 = OCH3, R2 =H

Esquema 31. Derivados de cumarinas obtidos por modificacdo da reagao de
Pechmann.

Trost et al. (2003) reportaram a sintese da diversas cumarinas por reagao entre
compostos fendlicos substituidos e diferentes alquinos, na presenca de acido (acético
ou férmico) e em reacgdes catalisadas por palddio (Pd(OAc), e Pd,(dba)s;.CHCI3). Quando
realizaram a reacdo entre o composto 110b e o alquino 111a, em 4acido acético e
Pd(OAc),, ndo ocorreu reacao (Esquema 32). Em presenca de acido formico, obtiveram
o composto 113 com rendimento de 62 %. Porém, a troca de Pd(OAc), por

Pd,(dba)s.CHCl3, aumentou significativamente o rendimento da reacdo para 88 %.
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H,CO OCH,4
H,CO OCHj
(110b) (113)

(i) Pd(OAc),, CH3COOH, 50 °C (néo reagiu)
Pd(OAc),, HCOOH, 50 °C (1 =62%)
Pd,(dba);.CHCl;, HCOOH, 50 °C (1] = 88%)

Esquema 32. Preparacdo do derivado de cumarina 113.
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Discussédo dos Resultados

A. SINTESE

Este trabalho tem por objetivo a sintese de andlogos do psoraleno derivados de
carbazole, de dibenzofurano, de dibenzotiofeno e de acridona e também a avaliacao
da respetiva atividade antitumoral para algumas linhas celulares de cancro humano
(MDA MB-231, Hela e TCC-SUP) in vitro.

A sintese de andlogos de psoraleno envolve precursores heteroaromaticos
hidroxilados indispensaveis para a formac¢do do anel de piranona. Em alguns casos
estes precursores estavam disponiveis comercialmente, tendo-se prosseguido
diretamente para a formacdo do anel de piranona mediante reacdo de Pechmann ou
procedido a reacdo de formilacdo, seguida por reacao de Wittig ou Knoevenagel com
vista a formacdo do anel de piranona. Porém, em alguns casos foi necessario sintetizar
primeiro o esqueleto heterociclico hidroxilado e a seguir proceder a formacdo do anel
de cumarina, quer por reacdo de Pechmann quer pela sequéncia reacional formilagao,

Wittig ou Knoevenagel.

1. Preparagdo de andlogos a partir de 2-hidroxidibenzofurano

A sintese destes analogos foi realizada por diversos métodos, envolvendo
condensacdo de Knoevenagel, reacao de Wittig e reacdao de Pechmann.

O composto 67 foi preparado por reacdo de formilacdo de Reimer-Tiemann de
2-hidroxidibenzofurano 62 e foi usado como precursor quer na reacao de Wittig, para
a sintese do composto 115, quer na condensa¢ao de Knoevenagel, para a preparagao
do éster 5. O acido 116 foi obtido por hidrélise basica de 5, e utilizado em reacdes de
acoplamento com aminodcidos, originando os compostos 117 e 118 (Esquema 33).

Os analogos 119 e 120 foram sintetizados por reacdo de Pechmann entre 2-
hidroxidibenzofurano 62 e acetoacetato de etilo ou 2-cloroacetoacetato de etilo,

respetivamente (Esquema 34).
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CHO /
OH
NaOH, OH O
CHCI; H,O
Cr D s Qg ) moveomn =)
agitacgo, o
. N, N-dietilanilina,
© 90°C, 30 min. O refluxo, 22 h o)
62 67 115
malonato de dietilo,
acido acético, etanol,
piperidina refluxo,
90°C,6h
CO,Et o CO,H COOR’
(0] R\<
0 / DMF, HOB, NH
etanol, o DCC, NEts, O o
O Q ﬂ. Q aminoacido
agitagao,
4(? oc? 3h agitagao t.a., o)
o) o 48-72h
5 116

117 R=CH3 118 R = CH,CH(CHj),
R'= CHjs R'= CH,CH,

Esquema 33. Analogos do psoraleno preparados.

O O
OEt OEt
O O O 2= ¢
:"232245 H,SO, 80%,
0) 40-50 %G 3h 0) ta. 4 dias @)
119 B ’ 62 120

Esquema 34. Andlogos do psoraleno 119 e 120 preparados por rea¢do de Pechmann.

1.1 Formilagdao de Reimer-Tiemann para obtenc¢ao do precursor 67

O composto 67 ja havia sido preparado anteriormente no nosso grupo de
investigacdo pelo método de formilagdo de Snieckus (sec-BuLi e TMEDA/THF, -78 °C)
(Oliveira, 2003), conforme referido na Introducdo. O primeiro passo reacional consiste
na protecdao do grupo hidroxilo de 2-hidroxidibenzofurano pela formacdo do
carbamato (—OCONEt,), seguida pela formilacdo, via litiacdo, deste carbamato. Porém,

por este método, que envolve mais um passo reacional, em comparacdo com a
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formilagdao de Reimer-Tiemann, foi obtida uma mistura de dois aldeidos 67 e 68
(Esquema 16).

Com o objetivo de obter o composto 67 com melhor rendimento do que o
descrito anteriormente seguiu-se o método de formilagao de Reimer-Tiemann. Fez-se
reagir 2-hidroxidibenzofurano 62 com NaOH, CHCl; e H,0, sob agitacdo e
aquecimento. Foram realizadas algumas modificagBes reacionais, variando-se tempo,
temperatura e quantidade de base utilizada, na tentativa de aumentar a extensdo da
reacdo e obter melhor rendimento do composto pretendido. Apds purificacdo e

isolamento o composto foi sempre obtido com rendimentos baixos (Tabela 2).

Tabela 2. Tentativas de formilagao do 2-hidroxidibenzofurano

Entrada | NaOH (equiv.) Condigdes n (%)
1 5 90°C, 3h 9
2 10 90 °C, 3h 30 min 17
3 10 90°C, 1h 18
4 10 90 °C, 30 min 17-19
5 12 90°C, 1h 15

As condigGes reacionais inicialmente usadas (Tabela 2, entrada 1) originaram o
composto pretendido com apenas 9 % de rendimento. Com intengao de melhorar o
rendimento, decidiu-se duplicar a quantidade de base (Tabela 2, entrada 2). Nestas
condicGes obteve-se uma duplicacdo no rendimento da reacdo. Estas reacdes foram
controladas por TLC e por comparagdao das manchas referentes ao composto de
partida e ao composto 67, verificou-se que estas mantinham a mesma intensidade
relativa desde uma etapa inicial de reacdo. Por isso realizou-se esta reacdo para
tempos menores (Tabela 2, entradas 3 e 4) e obtiveram-se rendimentos andlogos ao
anterior. Uma maior quantidade de base (Tabela 2, entrada 5) ndo afetou de modo
significativo o rendimento da reacgdo. Apds purificacdo por cromatografia em coluna
(eluente: éter de petréleo/éter dietilico, 95:5) obteve-se o composto 67 com
rendimento de 19 %. Pelo espetro de RMN de 'H (Figura 10) observa-se-se nitidamente

a presenca do singleto a 10,70 ppm correspondente ao protdo aldeidico. Os sinais
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correspondentes aos protdes 3 e 4 aparecem respetivamente a 7,17 e 7,91 ppm, como
dupletos com constante de acoplamento 9,0 Hz, permitindo confirmar a formacgao do
composto 67 (Exp. 1.1). O composto de partida foi detetado por TLC como sendo o
menos polar, e pela mancha observada, o que estava presente em maior quantidade,

porém nunca foi isolado nem quantificado.

e
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Figura 10. Espetro de *H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) do composto 67.

1.2 Por reacao de Wittig e por condensagao de Knoevenagel
1.2.1 Reacao de Wittig

A sintese de cumarinas pode ser realizada por reacao de Wittig entre orto-
hidroxibenzaldeidos ou salicilaldeidos e carbetoximetilenotrifenilfosforano em N,N’-
dietilanilina (p.e. 216 °C), sob refluxo (Harayama, 1994a e 1994b). Esta reacdo de
Wittig conduz a formacdo de uma dupla ligacdo carbono-carbono com configuracao

trans dado este fosforano ser do tipo estabilizado. Para que possa ocorrer a ciclizagcdo
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com formagao do anel de cumarina é necessario que ocorra a isomerizagao trans-cis
desta ligacdo o que requer temperaturas elevadas podendo conduzir a degradagao
quer dos reagentes quer do produto.

Neste trabalho o composto 67 foi usado na preparacdo do composto 115
(Esquema 33) por reacdo de Wittig, com carbetoximetilenotrifenilfosforano 114, o qual
foi obtido com 82% de rendimento (Exp. 1.2) a partir do sal de fosfénio

correspondente (Esquema 35).

tolueno ® 9 H,0
PPh3 + BrCH2C02Et _— Ph3PCH2002Et Br —_ Ph3P=CH002Et
NaOH (114)

Esquema 35. Método de preparacao do carbetoximetilenotrifenilfosforano 114.

A reacdo de Wittig entre 67 e 114 originou um residuo que consistia numa
mistura complexa de compostos, como foi possivel verificar por andlise do TLC. Apds
purificacdo por cromatografia em coluna (eluente: éter de petrdleo/éter dietilico, 95:5)
obteve-se o composto 115 com rendimento de 16 % (Exp. 1.3). Por RMN de protdo
(Figura 11) observaram-se dois dupletos com constante de acoplamento 9,6 Hz a 8,50
(H-1) e 6,65 (H-2) ppm, caracteristicos do anel de cumarina, e que complementados
com o sinal (RMN de *3C) do carbono carbonilico a 160,53 ppm permitiram confirmar a
formacdo do composto pretendido. O baixo rendimento obtido pode ser devido a
formacgao de muitos produtos secundarios na reagao, os quais nao foram isolados nem

identificados.

-1 A
W uJL_-_-_uLJ_L‘J IUL,
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3.6 8.5 8.4 83 8.2 8. 8.0 79 7.8 7 7.6 75 74 7.3 T2 Al 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6

1 (ppm)

Figura 11. Espetro de 'H-RMN (400 MHz, CDCl;) do composto 115.

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 34



Discussédo dos Resultados

1.2.2 Condensagao de Knoevenagel

Por reacdao de condensacao de Knoevenagel entre o composto 67 e malonato
de dietilo, na presen¢a de piperidina e acido acético (Esquema 33), obteve-se o
composto 5 com 54 % de rendimento. A formacdo deste composto foi confirmada por
RMN de 'H, onde se pode observar o desaparecimento dos dois singletos
correspondentes aos grupos —OH e —CHO do composto 67 e o aparecimento de um
novo singleto a 9,13 ppm de H-1 do anel de cumarina formado. Para além deste
apareceram também os sinais do grupo éster: um quarteto a4,34 ppm
correspondente aos dois protdes do grupo —OCH, e um tripleto a 1,35 ppm do grupo
metilo (Exp. 1.4).

A hidrdlise do grupo éster permite obter um dacido carboxilico livre que tera
tendéncia a aumentar a solubilidade do composto em agua e também constitui um
local de ligacdo para modificacdo estrutural, nomeadamente com aminodacidos. A
introducdo de uma unidade aminoacido implica um aumento no volume da cadeia
lateral o que, conjugado com a introducdo de mais um grupo NH e um grupo carbonilo,
se pode refletir na atividade bioldgica.

Por hidrélise bdsica do composto 5 obteve-se o composto 116 com rendimento
de 67 %. No espetro de RMN de 'H verificou-se o desaparecimento dos sinais dos
protGes do grupo éster, embora o sinal do protdo do acido carboxilico ndo tenha sido
observado (Exp. 1.5).

O composto 116 foi utilizado em reagdes de acoplamento com aminoacidos
(cloridrato do éster metilico da alanina e cloridrato do éster etilico da leucina)
(Esquema 33) na presenca de HOBt, DCC e trietilamina em DMF, sob agitacdo e a
temperatura ambiente, durante 48 e 72 h, tendo-se obtido os produtos 117 e 118 com
rendimentos de 93 e 38 %, respetivamente (Exps. 1.6 e 1.7). A formagdo destes
compostos foi confirmada por RMN de ‘H, com base nos sinais a 9,35 e 9,25 ppm,
ambos dupletos com J = 6,9 e 7,2 Hz respetivamente, correspondentes ao protdo da
funcdo amida (NH). Para o composto 117 foi ainda verificado o aparecimento de um

dupleto a 1,61 ppm com J = 7,5 Hz, correspondente ao grupo metilo da posi¢do 3 da
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alanina. O espetro do composto 118 evidenciou um dupleto a 1,02 ppm com J = 6,9 Hz
correspondente aos dois grupos metilo da leucina.

Os testes de atividade bioldgica realizados para os compostos 117 e 118 para
algumas linhas celulares de cancro humano (MDA MB-231, HelLa e TCC-SUP), a par com
os resultados obtidos de estudos de modelacdo molecular, mostraram que a
substituicdo na posicdo 2 do anel de piranona, por grupos volumosos, diminui a
capacidade de inibicdo destes substratos no crescimento das células. Face a estes

resultados, ndo se prosseguiu com a sintese envolvendo aminodcidos.

1.3 Por rea¢ao de Pechmann

Para obtencdo dos analogos 119 e 120 fez-se reagir 2-hidroxidibenzofurano 62
sob condicdes de Pechmann (Esquema 34), com acetoacetato de etilo e com 2-
cloroacetoacetato de etilo na presenca de dacido sulfurico. Estes compostos foram
obtidos com rendimentos de 27 e 14 %, respetivamente, e a sua formagao confirmada
pela andlise dos espetros de RMN (protdo e carbono) (Exps. 1.8 e 1.9). Para o
composto 119 pode-se observar a presenca dos singletos: 8,22 (H-11), 8,10 (H-5), 6,47
(H-3) e 2,53 (CH3) ppm. Observou-se também o sinal correspondente ao carbono
carbonilico, que aparece a 159,91 ppm. De igual modo, para o composto 120 verificou-

se a presenca dos singletos a 7,89 (H-11), 7,79 (H-5) e 2,70 (CH3) ppm (Figura 12).

-
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Figura 12. Espetro de 'H-RMN (300 MHz, CDCl;) do composto 120.
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O desaparecimento do singleto correspondente a H-3, em comparagdo com o
composto 120, confirma a presenca da substituicao no anel, neste caso pelo atomo de
cloro. O carbono carbonilico originou um sinal a 157,88 ppm. No Esquema 36
apresenta-se uma proposta de mecanismo para a formacao do anel de piranona

mediante a ciclizacdo de Pechmann.
H
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Esquema 36. Mecanismo proposto para a ciclizacdo de Pechmann.

Por reacdo de 62 com acetoacetato de etilo e 2-cloroacetoacetato de etilo obtiveram-
se dois derivados lineares do psoraleno, 4-substituido 119 e 3,4-dissubstituido 120,
embora com rendimentos relativamente baixos. Por reagao de Wittig, e tal como
referido anteriormente, obteve-se um derivado angular 115 sem qualquer substituicdo
no anel de cumarina. A reacdo de Pechmann entre o acido malico e compostos
fendlicos, sob irradiacdo de microondas, originou derivados de cumarinas com
rendimentos moderados a bons (52 — 92 %) e com tempos reduzidos de reacdo (0,5a 4
min.) (Symeonidis, 2009). Assim, na tentativa de sintetizar o andlogo de 115, mas de

estrutura linear, fez-se a reagdao de 62 com acido malico sob condigdes de Pechmann.
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A reacdo de Pechmann entre 2-hidroxidibenzofurano 62 e acido malico com
vista a obtencdo de 115 e/ou 121 foi realizada em diferentes condigdes experimentais
(Tabela 3, Esquema 37). Em nenhuma das tentativas se obteve o produto esperado. As
reagdes foram seguidas por TLC que, para cada caso, apresentava apenas o composto

de partida.

Tabela 3. Tentativas de reagdo de Pechmann com acido malico

Entrada Condigoes
1 t.a, 36h
60°C, 6 h
H,S0, 80 %, t.a., 24 h
H,S0, 80 %, 40°C, 20 h
TiCl, 5 min.
TiCl,, DCM, 5 min.

OT J\)\( 7/4». O gﬁ “OO /io

62

I WN

115 121

Esquema 37. Tentativa de reagao de Pechmann com acido malico.

Atendendo a que as condi¢des experimentais usadas em diversas tentativas
ndo resultaram (Tabela 3, entradas 1 — 4) decidiu-se experimentar a catdlise com
cloreto de titanio(lV). Na literatura ha referéncia a reacao entre um composto fendlico
e um B-cetoéster, na presenca de TiCl,, com formagdo de derivados de cumarinas com
bons rendimentos (60 a 97 %). Estas reag¢Ges foram realizadas a temperatura
ambiente, ficando concluidas imediatamente apds a adicdo de TiCl, (40 a 80 s)
(Valizadeh, 2005). Embora os resultados na literatura fossem promissores a reacdo de

62 com 4cido malico em presenca de TiCl, (Tabela 3, entradas 5 e 6) ndo ocorreu.
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Perante a nao reatividade do acido malico com 2-hidroxidibenzofurano nas
diferentes condigdes reacionais testadas (Tabela 3), e ainda com vista a obtenc¢do dos
andlogos 115 e 121, seguiu-se o método descrito por Trost et al (1996, 2003), uma
modificacgdo da reagcdo de Pechmann. Assim, fez-se reagir o composto 62 com
propiolato de etilo 111a, na presenca de palddio e com aquecimento, mas a reacao
nado ocorreu (Esquema 38). Pela andlise do TLC efetuada no decurso da reagao, apenas

se detetou o composto de partida, o que foi confirmado por RMN de *H.

O
O
OH
Pd(OAc),, NaOAc,
O Q + EOOC———— amdo}ormlco _ o
o]
o 111a 50 °C, 40h 115 o
+ O
) o}
O

121

Esquema 38. Reacgdo entre o 2-hidroxidibenzofurano e o propiolato de etilo 111a.

2. Preparagdo de andlogos a partir de 7-hidroxi-4-metilcumarina

As reagdes conducentes aos andlogos lineares e angulares do psoraleno com
nucleo de furano, por construcdo do anel de piranona foram parcialmente bem
sucedidas na medida em que conduziram aos compostos desejados, mas com
rendimentos baixos a moderados.

Com vista a obtencao de melhores rendimentos destes compostos decidiu-se
fazer uma abordagem sintética diferente na qual se usa como compostos de partida
uma hidroxicumarina e um haleto de arilo e se constréi o anel de furano numa

sequéncia reacional que envolve a reacao de Ullmann e uma ciclizacdo intramolecular.
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Neste trabalho, por reagdao da 7-hidroxi-4-metilcumarina 122 e com brometos
de arilo (4-bromoanisole, 2-bromonitrobenzeno e 2,4-dibromoanisole), por condicdes

de Ullmann, obtiveram-se os éteres diarilicos 123 — 126 (Esquema 39).

H3CO.
O O O
Br 123

KZCO3, CUQO,
refluxo, 1Th 30min
OCH;
Br
Br-
R1
Q \QO% §
__ B o
HO o @) K,CO3, Cu,0, 0] o) o)
122 90 °C, 40min R,
@\ K,CO;3 Cun0 125 R, = OCH3 R, = H
NO2 | refluxo, 30min 126 R; =H R, = OCH3

Br
Qé\
(@) (@) O
NO, 124

Esquema 39. Eteres difenilicos 123 — 126 obtidos por acoplamento de Ullmann.

Da reagao com 4-bromoanisole obteve-se o composto 123 com rendimento de
35 % apds purificagdo por cromatografia em coluna (eluente: éter de petréleo/AcOEt,
100 > 85 %). Pela analise do espetro de RMN de protdo verifica-se a presenca de um
dupleto aparente a 6,16 ppm do anel cumarinico (H-3) e os dois dupletos com
constantes J=9,2 Hz, a 7,03 ppm (H-2'e H-6") e 2 6,94 ppm (H-3" e H-5") (Exp. 2.1).

Na reacdo de acoplamento entre a cumarina 122 e 2-bromonitrobenzeno,
obteve-se o composto 124, apds precipitacdo com éter de petréleo, com rendimento
de 71 %. Verifica-se pela andlise do espetro de RMN de *H a presenca dos dupletos
comJ=1,2Hz,a 06,22 ppm (d ap, H-3) e 2,43 ppm (CH3), para além dos demais sinais.

No espetro de RMN de 3C observa-se a presenca do carbono carbonilico a 160,53 ppm
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do anel cumarinico (Exp. 2.2).

Para a reagao entre a cumarina 122 e o 2,4-dibromoanisole obtiveram-se dois
produtos esperados, devido as substituicdes 2,4 do anisole. Os compostos 125 e 126
foram identificados por RMN de 'H, porém por possuirem uma solubilidade e
polaridades muito préximas, nao se conseguiu isolar os dois isémeros utilizando varias
técnicas de cromatografia: “flash” seca, cromatografia em coluna ou cromatografia em
camada preparativa (eluente: éter de petréleo/AcOEt, 2:1). O espetro de RMN de
protdo evidencia a mistura dos compostos 125 e 126 pela presenca de dois singletos a
3,92 e 3,79 ppm correspondentes a dois grupos metoxilos de cada um dos compostos
e ainda dois singletos a 6,18 e 6,17 ppm correspondentes aos protdes H-3 do anel de
piranona. Estes dois produtos formaram-se na propor¢ao de 2:3, como calculado com
com base no RMN de *H.

A etapa seguinte na estratégia de sintese seguida neste trabalho consiste no
fecho do anel de furano por reacao de oxidacdo. Estas rea¢des conduziram, em todos
0s casos, a mistura de compostos angular e linear, cujas polaridades e solubilidade
préximas ndo permitiram, de modo geral, a sua separacdo mesmo apds cromatografia.

A reacdo de oxidacdo do éter difenilico 123, foi realizada na presenca de
Cu(OAc); (3,0 equiv.), Pd(OAc), (0,5 equiv.) em 4acido acético, a 120 °C durante 46 h
(Esquema 40). A reacao foi seguida por TLC, e quando ndo se observou mais evolucao,
fez-se o tratamento Exp. 2.3). A andlise do espetro de RMN de protdo do residuo
evidenciou uma mistura de 3 componentes (o que ja havia sido detetado por TLC)
identificados como sendo o composto de partida 123 (15 %), o composto linear 127
(30 %) e o composto angular 128 (55 %). Apds purificacdo por cromatografia em coluna
(eluente: éter de petrdleo /éter dietilico), obteve-se o composto 128 na forma de um
6leo. O composto linear foi apenas quantificado com base no espetro de RMN de

protdo porque foi eluido em mistura com o composto angular.
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H,CO H;CO,
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120 °C, 46h

Esquema 40. Reacdo de oxidacdo para o éter difenilico 123.

A reacdao de oxidacdo do éter 124 foi realizada em diferentes condicdes
experimentais (Tabela 4). Apenas nas condi¢cdes da entrada 3 (Tabela 4) se verificou,
por TLC, a presenca de 3 componentes na mistura reacional (Esquema 41). Pela andlise
do espetro de RMN de protdo do residuo confirmou-se que, para além do composto
de partida 124 (50 %), estava presente uma mistura dos dois produtos possiveis, linear
129 (20 %) e angular 130 (30 %). Porém, nao se conseguiu isolar os dois isdmeros 129 e
130, mesmo apds cromatografia em coluna seguida por cromatografia em camada

preparativa (eluente: éter de petréleo/AcOEt, 2:1).

Tabela 4. Condigbes experimentais utilizadas na reacdo de oxidagdao do composto 124

Entrada CondicGes experimentais N (%)
1 Cu(OAc), (3,0 equiv.), Pd(OAc), (0,5 equiv.), CH;COOH, 120°C, 84 h nao reagiu
2 Cu(OAc); (3,0 equiv.), Pd(OAc), (0,5 equiv.), CH3COOH, 120 °C, forno | ndo reagiu
HACH, 35 h
3 Pd(OAc), (2,5 equiv.), CH;COOH, refluxo, 44 h mistura*

*mistura de 3 componentes: composto de partida, produtos angular e linear.

/@51 — O Q O Q
CH3COOH

o o O 120, 44h
NO, 124 130

Esquema 41. Reacdo de oxidacdo para o éter difenilico 124.

Com vista a obteng¢do dos analogos de psoraleno (127 — 130, Figura 13),

realizou-se a reacdo de ciclizacdo da mistura dos éteres difenilicos 125 e 126 na
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presenca de Pd(OAc), e acido acético, sob refluxo, durante 53 h. Pela analise do TLC
verificou-se uma mistura complexa de compostos, a qual foi confirmada pelo espetro
de RMN de protdo. Os componentes ndo puderam ser identificados, embora da andlise
do espetro de RMN de protao, se tenha detetado a presenga de um dos compostos de
partida (30 %) e a formacdo de dois produtos ciclizados lineares numa proporc¢do de

3:2 (quatro singletos a 8,11; 7,85; 7,84 e 7,82 ppm).

H3CO 130

H,CO

Figura 13. Estrutura dos quatro possiveis produtos obtidos na rea¢do de oxida¢do dos
éteres difenilicos 125 e 126.

H5;CO
Pd(OAC),
—— mistura complexa
CH3COOH

O 120°c, 53h

OCH,
125

Esquema 42. Reacdo de oxidacdo para os éteres difenilicos 125 e 126.

3. Preparagdo de andlogos a partir de 3-hidroxicarbazole

Tal como referido anteriormente, nem todos os compostos de partida estavam
disponiveis comercialmente pelo que foram sintetizados no decurso deste trabalho

nomeadamente o 3-hidroxicarbazole.
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3.1 Sintese do precursor 3-hidroxicarbazole (133)

3.1.1 Reacao de acoplamento

Para a obtencdao dos analogos do psoraleno a partir de 3-hidroxicarbazole,
iniciou-se o trabalho com uma tentativa de acoplamento de Ullmann da anilina com 4-
bromoanisole, utilizando K,CO3 e Cu,0 sob refluxo durante 4h 30 min (Esquema 43)
(Exp. 3.3.1). Pela analise do espetro de RMN de protao verificou-se que o produto
formado foi o composto 131, com base nos dois dupletos observados a 7,38 e 6,79
ppm que integram para dois protdes cada e um singleto a 3,79 ppm correspondente

ao grupo metoxilo.

Br K2COs
\@\ Cu,O ©\ /©/OCH3
' —f—
OCHj3 refluxo, N
NH, 4h 30 min H
K,CO4 refluxo, 1:_32
Cu,0 |4h 30 min
v OCH;
Qo
N
131 133

Esquema 43. Tentativa de preparacdo do 3-hidroxicarbazole 133.

Este produto 131 podera ser uma hipdtese plausivel atendendo a que a reagao
de Ullmann “classica” conduz a formacdo de um compostos de diarilo, por reacdo

entre dois haletos de arilo em presenca de cobre (Esquema 44) (Sperotto, 2010).

= X X SN _ _
e L e
RN R \ ./ \\/

X = halogéneo

Esquema 44. Representagao de reagao de Ullmann.
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3.1.2 Reagodes a partir de acetanilida

Perante os resultados obtidos na metodologia anterior, optou-se por seguir
uma via sintética alternativa, utilizando a acetanilida 137 (comercial) em que o grupo
acetilo estd ligado ao nitrogénio, mas pode ser facilmente removido. Fez-se reagir a
acetanilida com 4-bromoanisole (2,0 equiv.), sob condi¢cdes de Ullmann, na presenca
de K,CO3 e Cu,0 sem solvente, a 180 °C durante 72 h. Apds purificacgdo por
cromatografia em “flash” seca (eluente: AcOEt/éter de petrdleo, 1:1) obteve-se o
composto 138 com rendimento de 54 % (Esquema 44) (Exp. 3.2.1).

O espetro de RMN de 'H apresenta os sinais mal definidos, porém a integragso
esta de acordo com a estrutura proposta. Os sinais correspondentes aos grupos
metoxilo e metilo aparecem a 3,82 e 1,97 ppm, respetivamente. Esta ma definicdao dos
sinais, que se traduz num alargamento dos mesmos, podera ser devida a proximidade

do atomo de nitrogénio (nucleo quadrupolar) da ligagdo amida.

OCH;

OCH;
Lo K2CO3, Cu,0 ©\ /@/
- —_—
/T\ 180°C, 72 h N

07 “CH, Br

137 07 138 CHs

KOH, H,O:EtOH

OCHs refluxo, 7 h
Pd(OAc), OCH;
acido acético
-
N refluxo,No,
| 2h 30 min N

OCH,

;
Qe

N
H
133

Esquema 44. Condigdes experimentais utilizadas para sintese dos derivados de
psoraleno a partir da acetanilida 137.

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 45



Discussédo dos Resultados

Por hidrdlise basica (KOH em EtOH aquoso), sob refluxo, o composto 138
originou a diarilamina 132 com rendimento de 92 %. Pode-se verificar pelo RMN de H
o desaparecimento do sinal a & 1,97 correspondente ao metilo do grupo acetilo e o
aparecimento de um singleto a 6 7,80 devido ao —NH (Exp. 3.2.2).

A sintese do carbazole 133 foi tentada por reagdo de fecho do anel do
composto 132 com acetato de palddio e acetato de cobre em acido acético. Contudo,
obteve-se uma mistura complexa, ndo se tendo observado por RMN de protdo indicios
do produto pretendido. Quando se utilizou apenas acetato de palddio em 4cido
acético, sob refluxo, o produto final foi identificado como sendo o composto 139, com
base na andlise do espetro de RMN de 'H (Exp. 3.2.3). Efetivamente, neste espetro
foram identificados dois sinais referentes a —OCHj; integrando na propor¢ao de 1:1.
Deste modo foi proposta para este composto a estrutura apresentada a qual é
compativel com a integracdo referente a todos os outros sinais do espetro. Por andlise
efetuada por espetrometria de massa de alta resolucdo (ESI-TOF) obteve-se o ido m/z a
393,15975 (MH") correspondente & férmula molecular CyH,1N,0,, 0 que confirma a
estrutura proposta (CysH20N,05).

A formacdo deste dimero pode ser interpretada com base num mecanismo
envolvendo um intermedidrio do tipo catido radicalar centrado no atomo de

nitrogénio o qual dara origem a formacao da ligacao N-N.

3.1.3 ReacgoOes a partir de nitroindoles

Face aos resultados obtidos na tentativa de acoplamento de Ullmann decidiu

seguir-se a metodologia descrita por Gribble e Pelkey (1997) para a preparacado de 3-

hidroxicarbazole, de acordo com a sequéncia reacional apresentada no esquema 45.
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Esquema 45. Condi¢Ges experimentais utilizadas para a prepara¢dao de andlogos do
psoraleno a partir de nitroindoles.

Por reacdo de 2-nitrobenzaldeido 140 com azida de sddio (3,0 equiv.) em DMF
e apos purificacdo por cromatografia em coluna (eluente: éter de petréleo) obteve-se
a azida 141 com rendimento de 71 % (Exp. 3.3.1), a qual por reagdao com nitrometano,
na presenca de KOH, originou o composto 142 com rendimento de 64 % (Exp. 3.3.2). O
espetro de RMN de 'H evidenciou o desaparecimento do singleto correspondente ao
aldeido a 6 10,36 ppm e o aparecimento de dois dupletos correspondentes aos dois
protdes do alceno, com constante de acoplamento de 14,0 Hz (compativel com um
alceno trans) e desvios de ¢ 8,24 ppm e 8,12 ppm.

A reacao de ciclizagao intramolecular do composto 142 ocorreu em refluxo de
p-xileno e apds purificacdo por cromatografia em coluna (eluente: éter de
petrdleo/éter dietilico, 95:5) obteve-se o indole 143 com rendimento de 28%. No
espetro de RMN de 'H observou-se a presenga do sinal a 6 9,29 ppm do protdo do —-NH
(Exp. 3.3.3).

A N-alquilagdao do indole 143 realizada com ICH; na presenga de KOH, sob
agitacdo a temperatura ambiente, originou o composto 144 com rendimento
quantitativo. Verificou-se por RMN de 'H o desaparecimento do sinal de =NH a § 9,29
ppm e o aparecimento do sinal correspondente ao grupo metilo do —NCHs a 6 2,64

ppm, na forma de singleto (Exp. 3.3.4).
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A literatura reporta a sintese de derivados de carbazoles por rea¢do de Diels-
Alder entre o dieno de Danishefsky 145 (ou um dieno analogo) e nitroindoles, como

diendfilos (Kishbaugh, 2001) (Esquema 46).

OCHj; tolueno
N ’ HC' MeOH, A

Z>0TMS THF

CO,Et
145 COzEt
OTBS
N(CHj3),
tolueno A
NO, §
+
N HCI, THF
\R Z>0TBS
R = CO,Et
R = SO,Et R

Esquema 46. Sintese de derivados de carbazoles.

Em face destes resultados, seguiu-se a mesma estratégia de sintese para a
obtencao do composto 146, por rea¢dao entre o nitroindole 144 e o dieno de
Danishefsky 145. Esta reacdo foi realizada em tolueno (p.e. 112 °C), sob refluxo,
durante 10 h, tempo ao fim do qual o TLC revelava a presenca dos reagentes.
Evaporou-se o tolueno e retomou-se a reagao em p-xileno (p.e. 138 °C). Apds 15 h em
refluxo ndo se verificou qualquer evoluc¢do por TLC.

Em face dos resultados obtidos e, comparando com os descritos na literatura e
referidos anteriormente, esta diferenca de reatividade pode ser explicada com base na
menor eletrofilia do nitroindole usado neste trabalho. Efetivamente, o composto 144
apresenta um grupo metilo como substituinte do atomo de nitrogénio o qual exerce
um efeito indutivo dador de eletrdes. Por sua vez, os nitroindoles do Esquema 46 tém
como N-substituintes grupos fortemente eletro-retiradores o que os torna melhores
diendfilos para reacdes de Diels-Alder. Esta reacdo que constitui um método de sintese
versatil para a preparacdo de anéis de seis membros, é facilitada pela presenca de

grupos eletro-dadores no dieno e grupo eletro-retiradores no diendfilo.
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3.1.4 Reagoes a partir de 3-bromocarbazole

Em face destes resultados, recorreu-se a outra via sintética partindo-se do 3-
bromocarbazole 147 que ja fora previamente preparado no nosso laboratério.

Para a formilagcdo do 3-bromocarbazole seguiu-se o método de formilacdo de
Vilsmeier-Haack (POCl;, DMF, 100°C, 6h) (Esquema 47). Apds purificacdo por
cromatografia em camada preparativa (éter de petrdleo/éter dietilico 1:2) isolou-se
uma mistura de dois compostos. Por RMN de 'H vé-se nitidamente que os
componentes dessa mistura estdo na propor¢ao 1:1. Um deles foi identificado como
sendo o composto de partida, por comparacdo com o espetro de RMN de protdo do

composto puro 147, porém o outro produto formado durante a reagdo ndo foi

identificado.
CHO
Br
POCI;, Br
Q) o O}

100°C, 6 h

N El

H N

147

Esquema 47. Tentativa de formilacdo do 3-bromocarbazole.

As posi¢cdes mais ativadas para ataque eletrofilico no carbazole nao substituido
sdo as posicdes 3 e 6. O atomo de bromo ocupa a posicao 3 do carbazole e é um grupo
desativante com efeito de orientagdo orto/para. Assim, a posicdo 4 (orto em relagdo
ao atomo de bromo) nao seria suficientemente nucleofilica para reagir com o

intermediario cloreto de iminio (Esquema 14) com vista a formacao desejada.

3.1.5 Reagdes a partir de tetra-hidrocarbazole

Atendendo aos resultados obtidos com 3-bromocarbazole 147 decidiu-se

investigar esta reagao de formilagdo com o carbazole 133 dado o grupo metoxilo ser
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um grupo ativante (Esquema 48).

Por reagao da ciclo-hexanona com 4-metoxifenil-hidrazina, segundo o método
descrito por Rogers e Corson (1947), obteve-se 148 com rendimento de 71 % (Exp.
3.4.1) (Esquema 48). Por andlise do espetro de RMN de 'H verifica-se a presenca do
singleto a 0 7,56 correspondentes ao —NH e o dupleto a 6,93 ppm com J = 2,4 Hz
correspondente ao H-4, bem como os sinais correspondentes aos quatro grupos CH,,
na forma de dois multipletos a 2,72 — 2,68 (4H) e 1,90 — 1,89 (4H) ppm.

Foram realizadas varias tentativas de desidrogenacao do composto 148 em p-
cimeno/agua e em presenca de Pd/C 10%, sob refluxo, com diferentes tempos de
reacdo (Tabela 5, entradas 1 — 3). O composto 133 foi obtido nas condi¢Ges da entrada
2 com 53 % de rendimento (Exp. 3.4.2). Quando se aumentou o tempo de reacdo na
tentativa de melhorar o rendimento, obteve-se uma mistura complexa de compostos

ndo identificados.

Tabela 5. Tentativas de reacdo de desidrogenac¢ao da tetra-hidrocarbazole 148

Entrada Reagentes Condigdes Resultados
1 p-cimeno, H,0, 10 % Pd/C refluxo, 24 h nao reagiu
2 p-cimeno, H,0, 10 % Pd/C refluxo, 48 h 53%
3 p-cimeno, H,0, 10 % Pd/C refluxo, 65 h mistura complexa
4 DDQ, tolueno refluxo, 21 h nao reagiu
5 cloroanil, THF seco refluxo, N,, 4h 30 min 6 %*
6 KMnO,, DMF** agitacdo 40°C, 1 h nao reagiu
*rendimento de 6% para o composto 155.
** Wu, 2009.
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Esquema 48. Reac¢des a partir de tetra-hidrocarbazole.

A literatura refere um outro método para realizar rea¢des de desidrogenagao o

qual envolve o uso de DDQ (Begouin, 2008). Estes autores usaram este reagente para a

reacao de desidrogenacdo apresentada no Esquema 49, tendo obtido o melhor

rendimento (49 %) do composto 154 quando a reagdo foi realizada usando 2,5 equiv.

de DDQ em o-diclorobenzeno a 190 °C durante 24h.

o]

2
/] \ )~
S N

@]
S

154

Esquema 49. Sintese do composto 154.
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A semelhanca das reagdes com p-cimeno também n3o se obteve a formag3o de
133 quando se usou DDQ como agente de desidrogenacao (Tabela 5, entrada 4).

Um outro método de desidrogenacao para formagdo de compostos aromaticos
foi descrito por Keyanpour-Rad (2005), que usaram cloroanil em THF sob irradiagdo em

microondas, para a reacdo de 155 (Esquema 50).

COOMe GOOMe
N
\ Cl \ Cl
Et Et
155

Esquema 50. Sintese do composto 155.

Face a estes resultados decidiu-se realizar a reacdo entre 148 e cloroanil
(2,3,5,6-tetracloroquinona) em THF seco (Tabela 6, entrada 5), e apds purificacdo por
cromatografia em coluna (eluente: éter de petrédleo/éter dietilico, 100 = 80 %),
obteve-se um sdélido bege com 6% de rendimento (Exp. 3.4.3). Verificou-se por RMN de
'H a auséncia dos duplos tripletos (multiplicidade esperada) de H-6 e H-7, para o
composto 133, e a presenca de um singleto a 8,00 ppm (composto 149, H-5). Esta
analise levou-nos a concluir que o produto obtido nesta reacdo tem uma substituicdo
em C-6, pelo que H-5 aparece como um singleto. A presenca da tetracloroquinona,
utilizada na reacdo, levou a supor que o substituinte fosse um atomo de cloro tendo
sido proposta a estrutura 149. Esta hipdtese pode ser sustentada por dados da
literatura, onde ha referéncia a acao de DDQ como fonte de cloro, tendo o ocorrido a
cloracdo inesperada de paraciclofanos [2.2]anelados de estrutura angular durante
oxidacdo deste compostos com DDQ em refluxo de tolueno (Minuti, 2005).

Os resultados de analise elementar (C, H, N) efetuada estdo em bom acordo
com os valores tedricos para este composto 149 (C;3H1oCINO) (Tabela 6). Por analise

efetuada por espetrometria de massa de alta resolucdo (ESI-TOF) obteve-se o ido m/z a
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232,05237 correspondente a férmula molecular Cy;3H1;CINO, o que confirma a

estrutura proposta.

Tabela 6. Valores de andlise elementar (C, H, N) para o composto 149

Elemento Tedrico (%) Experimental (%)
C 67,39 67,52
H 4,35 4,52
N 6,05 6,20

A introducdo do grupo —CHO na posicdo 4 do carbazole 133 foi tentada nas
condicdes de formilacdo de Vilsmeier-Haack. Por reacdao deste composto com POCls,
em DMF seca, obteve-se um sdlido com 76% de rendimento (Exp. 3.4.4). Porém, apds
anadlise do espetro de RMN de 'H verificou-se a auséncia do sinal correspondente ao —
NH e a presenca de um singleto a 9,80 ppm, que ndo troca com D,0, pelo que foi
identificado como sendo o sinal de um protdo correspondente a um grupo —CHO. Por
essa razdo e pelo padrdo de multiplicidades e constantes de acoplamento dos
restantes sinais, concluiu-se que em vez da substituicdo em C4 ocorreu a N-formilagao
com formagdo do composto 151.

A reagdo de Vilsmeier-Haack “classica” envolve a substituicao eletrofilica num
anel aromatico com um sal de halometilenoiminio que leva a formacao do ido iminio
correspondente, o qual facilita a entrada de um eletréfilo em varios heterociclos
contendo nitrogénio ou oxigénio (Esquema 14).

O 3-metoxicarbazole 133 estd mais ativado para reacOes de substituicdo
eletrofilica aromatica do que o carbazole e dado o efeito de orientagdo orto/para do
grupo metoxilo seria de esperar que a substituicdo com o grupo formilo ocorresse em
posicao orto relativamente a este grupo, dado que a posi¢cdo para esta ocupada. No
entanto, este efeito dador ndo foi suficiente para ativar estas posicdes para o ataque
pelo eletrdfilo. Pelo composto obtido conclui-se que a posicao mais nucleofilica foi o
atomo de nitrogénio. No esquema 51 apresenta-se a proposta de mecanismo para esta

reacao de formilacao.
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Esquema 51. Proposta de mecanismo para a reacdo de formilacdo de Vilsmeier-Haack
ocorrida no nitrogénio do carbazole.

Um método descrito na literatura para a remocao do grupo metoxilo em éteres
metilicos em anéis aromaticos envolve o tratamento deste com uma solucao de BBr;
(Bhatt, 1983). Por reacdo do composto 151 com uma solu¢do de BBrs; em DCM (1M),
sob atmosfera de nitrogénio, ocorreu a desmetilacdo (Esquema 52), tendo-se obtido o
composto 152 apds purificacdo por cromatografia em coluna, com rendimento de
48%. A partir do espetro de RMN de 'H pode-se observar o desaparecimento do sinal
correspondente a —OCH; e o aparecimento de um singleto a 6 9,60 ppm do grupo —OH

(Exp. 3.4.5).
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BBr3

CHO
Esquema 52. Mecanismo proposto para reacdo de desmetllagao utilizando BBr; em
DCM.

De modo a confirmar a presenca do grupo formilo decidiu realizar-se a rea¢do
de Wittig entre o composto 152 e PhsPCHCOOEt (114) (em N,N-dietilanilina, refluxo,
15 h). O espetro de RMN de 'H do produto obtido evidenciou a presenca de dois
dupletos com constante J = 14 Hz, tipica de um alceno trans, confirmando-se a
formacdo do produto 153 (Exp. 3.4.6). A estereoquimica desta dupla ligacdo carbono-
carbono é justificada pelo facto do fosforano utilizado ser estabilizado por ressonancia.

Em face dos resultados obtidos, apresentados no esquema 48, optou-se por
fazer a protecdao do carbazole 133 por N-alquilaggo com ICH; e KOH em etanol

(Esquema 53).

OCH;  POCl3, CHO
OCHs KOH DMF seca, OCHs
_ efanol O O DCM seco O Q
agitacao, 7

t.a., 1h 30min ’T‘ 40 °C, 1h N
110-120 °C, 45h |

CH3 CH3

133 155 156

Esquema 53. Reac¢do de N-alquilagao do carbazole 133.

Obteve-se o composto 155 com rendimento de 90 % cuja formagao foi confirmada por
analise do espetro de RMN de protdo, que para além do singleto a 3,87 ppm do grupo
metoxilo, evidencia-se o aparecimento de um singleto a 3,60 ppm correspondente ao

grupo N-CH3; e o desaparecimento do sinal correspondente ao NH do 133. Este
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composto foi submetido a condi¢des de formilacdo de Vilsmerier-Haack, mas o
produto pretendido 156 nao foi formado. Estes resultados corroboram a nao ativagao

da posicao orto relativamente ao grupo metoxilo, conforme referido anteriormente.

4. Preparagdo de andlogos a partir de 2-hidroxicarbazole

A sintese de analogos de psoraleno a partir de 2-hidroxicarbazole 157 comercial
iniciou-se com o estudo da reagdo de formilagdao deste composto, sob condi¢des de

Reimer-Tiemann (NaOH, CHCI; e refluxo; Tabela 7, entradas 1 e 2) (Esquema 54).

NaOH, CHCl3
OH > OH
N
H

refluxo N
H CHO

157 158

Esquema 54. Tentativa de formilacdo do 2-hidroxicarbazole por reacdo de Reimer-
Tiemann.

Pela andlise do espetro de RMN de 'H pode-se verificar que os sinais
correspondem aos do composto de partida. Modificaram-se as condi¢cdes do método
convencional utilizando-se uma mistura de H,O:EtOH (9:1), NaOH, CHCI; sob refluxo

(Tabela 7, entrada 3).

Tabela 7. Tentativas de formilagao do 2-hidroxicarbazole (método Reimer-Tiemann)

Entrada Reagentes Condigdes
1 NaOH 30%, CHCl; refluxo, 66 °C, 2h 30min.
2 NaOH 30%, CHCl; refluxo, 90 °C, 2h 30min.
3 NaOH, CHCl;, H,0:EtOH (9:1) refluxo, 90 °C, 2h 30min.

Porém, isolou-se mais uma vez apenas o composto de partida. Estas condicGes

experimentais modificadas tinham sido usadas por Vibhute (2007) para a sintese de 2-
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hidroxiarilaldeidos, por reagdo de Reimer-Tiemann sob ativagao de microondas, tendo
conduzido a rendimentos moderados (50 — 60 %) destes compostos.

Em face destes resultados da literatura decidiu-se investigar a reacao de
formilagcdo de 2-hidroxicarbazole em microondas sob condi¢des de Reimer-Tiemann.
Esta reacdo foi realizada com diferentes poténcias (400 e 800 W) e tempos de reacdo
(Tabela 8). A sintese do composto pretendido 158 sé ocorreu quando se realizou a
reacdo a 400 W durante 50 minutos (ciclos de 10 min.) tendo-se obtido um
rendimento de 7 % (Tabela 8, entrada 4). O espetro de RMN de 'H apresenta dois
singletos largos correspondentes a NH a 11,15 ppm e ao OH a 10,30 ppm, um singleto
a 10,67 ppm do grupo aldeido, além dos demais sinais que foram devidamente

identificados (Exp. 4.1).

Tabela 8. Tentativas de formilacao de Reimer-Tiemman realizadas em microondas

Entrada Poténcia (W) Tempo (min.) H,O0 : EtOH n (%)
1 400 22 9:1 -
2 800 22 9:1 -
3 800 45 9:1 -
4 400 50 9:1 7
5 400 12 1.9 -

Com o objetivo de obter o composto formilado 158 com melhor rendimento,
decidiu-se tentar a formilagao pelo método de Vilsmeier-Haack, utilizando como amida
N-MFA ou DMF (Tabela 9). Nas condi¢cdes da entrada 1 (Tabela 9) obteve-se o
composto 159 com rendimento de 5 %, apds purificagdo por cromatografia em coluna,
para além do composto de partida 158 (Exp. 4.2). Pela analise do espetro de RMN de
'Y verificou-se a presenca de dois singletos a 8,49 e 6,93 ppm correpondente aos
protdes H-4 e H-1, respetivamente.

O composto 159 foi submetido a condigdes de Knoevenagel, originando o éster
9 com rendimento de 27 %. Pela andlise do espetro de RMN de 'H observa-se a
presenca dos sinais correspondentes ao grupo éster, um quarteto a 3,88 ppm (CH,) e

um tripleto a 0,90 ppm (CHs) (Exp. 4.3).
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Tabela 9. Tentativas de formilagdo do 2-hidroxicarbazole (método Vilsmeier-Haack)

Entrada Reagentes CondigOes
1 POCl;, N-MFA, DCM refluxo, 11h
2 POCI;, DMF seca, DCM seco refluxo, 10h

Como ndao se obteve sucesso nas reagbes de formilagdo com o 2-
hidroxicarbazole para obtencdo do 158, decidiu-se proteger o grupo —OH, na forma de
éter metilico, por reagdo com ICH; e KOH (Exp. 4.4). O produto obtido 160 foi
submetido a condicdes de formilacdo de Vilsmeier-Haack, com vista a obtencdo de 161

(Esquema 55).

KOH, ICHs, D'\F;Igc'&
seca
on _2cetona acetona OCH3 OCH3
N DCM seco N

agitacao,
ta.17h H refluxo 4h (l_‘,HO
157 160 162
POCI3, | DCM seco POClI3, DCM seco
N-MFA | refluxo 11h DMF seca | refluxo 4h BBrs em DCM,
DCM seco

agitacéo, Ny, 24h

malonato
de dietilo, | etanol,
piperidina, refluxo 6h 30min 163
CH3COOH COOEt

3 —

b

N
9

Esquema 55. Reacdo de formilacdo pelo método Vilsmeier-Haack.

A semelhanca do que foi verificado para o 3-hidroxicarbazole (Exp. 3.4.4), mais
uma vez se obteve-se a formilacdo no atomo de nitrogénio do metoxicarbazole. Apds
anélise do espetro de RMN de 'H verificou-se a auséncia do sinal correspondente ao —
NH e a presenca de um singleto a 9,88 ppm que foi identificado como sendo o sinal do

grupo —CHO. Por essa razdao e pelo padrdao de multiplicidades e constantes de
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acoplamento dos restantes sinais, concluiu-se que ocorreu a N-formilagdo com
formacgao do composto 162 (Exp. 4.5).

Por reacdo do composto 162 com BBr; em DCM (1M), obteve-se o composto
desmetilado 163 em cujo espetro de RMN 'H se pode verificar o desaparecimento do
sinal do grupo —OCHs(d 3,87) e o aparecimento do sinal do —OH (9,08 ppm) (Exp. 4.6).

Na sintese de analogos de psoraleno, e tal como referido na introdugao, é
necessario proceder a sintese do anel de piranona. Para a construcao deste anel os
derivados hidroxilados, substituidos com um grupo formilo em posicdo orto
relativamente ao grupo hidroxilo, quer de dibenzofurano quer de carbazole, sdo
substratos adequados.

Assim, e usando o derivado formilado 158 (m = 0,059 g) obtido nas condic¢des
da Tabela 8 (entrada 4), numa reacdo via condensacdo de Knoevenagel com malonato
de dietilo (Esquema 56), obteve-se o composto 6 (m = 0,033 g; n = 38%) que foi
identificado por analise do espetro de RMN de 'H (Exp. 4.7). Neste espetro pode
observar-se a presenca de um singleto a 9,26 ppm (H-1) e os sinais do grupo éster: um
quarteto a 4,40 ppm (CH,) e um tripleto a 1,41 ppm (CHs) e por RMN de “3C verifica-se

o sinal correspondente ao grupo carbonilo (CO éster) a 164,02 ppm.

6 O piperidina
acido acético
OH * > OMO/\ R 0

N etanol N
H H

CHO refluxo, — o
90°C,5h
158 6 COOEt

Esquema 56. Sintese do composto 6 por reacdo de Knoevenagel.

Como esta reagao foi bem sucedida, decidiu-se sintetizar o composto 158 em
guantidade suficiente para se poder prosseguir os estudos relativos a sintese do anel
de piranona e rea¢des subsequentes para a preparacao de derivados de psoraleno.

N3o sendo possivel realizar a sintese do composto 158 em microondas (devido
a inoperacionalidade do equipamento) tentou-se reproduzir as condicbes
experimentais usadas na reacdo em microondas, porém utilizando-se tubos de rosca e

um forno HACH. A reacdo nestas condi¢cdes foi testada usando 200 mg de 2-
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hidroxicarbazole, o qual originou o composto 158 com rendimento de 5% (Exp. 4.7).
No sentido de otimizar o trabalho experimental aumentou-se a escala da reagao para
500 mg. No entanto, e de acordo com a analise feita por TLC no decurso da reacao,
verificou-se que esta ndao ocorreu, detetando-se apenas a presenga do composto de
partida. Face a estes resultados, decidiu-se sintetizar o composto 158 nestas condicdes
experimentais na escala de 200 mg, tendo-se realizado diversas reagbes. Os sdélidos
obtidos foram combinados e a mistura foi purificada por cromatografia em coluna
(eluente: éter de petrdleo/éter dietilico, 100 =2 70 %).

O composto 158 serviu de precursor para a prepara¢ao dos compostos 6 e 165
(Esquema 57). Por condensagao de Knoevenagel do composto 158 com malonato de
dietilo, em presenca de piperidina e acido acético, obteve-se o composto 6 com
rendimento de 38 % (Exp. 4.8). Por analise do espetro de RMN de *H verificou-se que

este era idéntico ao obtido anteriormente

NaOH, CHCI3
EtOH : H,O. PhsPCHCO,Et 114 O Q
OH OH 0
N MW 400W N,N"-dietilanilina N
H 50 min. refluxo, 30h H — 0

157

158

piperidina | etanol
acido acético | refluxo,
malonato de dietilo | 5 h

NaOH
EtOH
60 °C, 4h

COOH
COOEt
Esquema 57. Analogos do psoraleno preparados com nucleo de carbazole.

Na reacdo de hidrdlise basica deste éster para obter o composto 164 utilizou-se
NaOH (1M) em etanol, sob agitacdo a 60 °C durante 4 h (Exp. 4.8). Obteve-se o
composto 164 com 96 % de rendimento e por RMN de 'H observa-se nitidamente o
desaparecimento dos sinais do grupo éster e o aparecimento de um singleto largo a

13,00 ppm correspondente ao —OH do acido carboxilico e no espetro de RMN de B¢
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aparece o sinal a 164,77 ppm correspondente ao grupo carboxilo (COOH).

Por reacdo de  Wittig do hidroxiformilcarbazole 158 com
carbetoximetilenotrifenilfosforano 114 em N,N’-dietilanilina, sob refluxo, e apds
purificagdo por cromatografia em camada preparativa (eluente: éter de
petrdleo/acetato de etilo, 1:1), obteve-se o composto 165 com 27 % de rendimento
(Exp. 4.9). Pode-se observar por RMN de 'H os sinais caracteristicos do anel de
cumarina: dois dupletos com constantes J = 9,6 Hz a 0 8,53 (H-1) e 6,84 (H-2) ppm
(Figura 14).
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Figura 14. Espetro de ‘H-RMN (400 MHz, acetona-dg) do composto 165.

A reacdo de Pechmann entre o 2-hidroxicarbazole e acetoacetato de etilo foi
realizada em diversas condi¢Ges experimentais (Tabela 10, entradas 1 — 5), as quais
variaram essencialmente na forca do acido utilizado como catalisador. A formacao de
166 — 168 ocorreu apenas nas condi¢des das entradas 3 e 6 (Tabela 10) (Esquema 58),

respetivamente.
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Tabela 10. Tentativas realizadas de reagao de Pechmann com 2-hidroxicarbazole

Entrada Condigoes
1 acetoacetato de etilo, HCI 37 %, t.a., 36 h
2 acetoacetato de etilo, HCI 37 %, 50 °C, 6 h
3 acetoacetato de etilo, H,SO,, AcOEt, t.a., 18 h
4 acetoacetato de etilo, TiCl,, 5 min.
5 acetoacetato de etilo, TiCl,, DCM, 5 min.
6 2-cloroacetoacetato de etilo, H,SO, 80%, t.a., 48 h
7 acido malico, H,S0O,, t.a., 20 h
8 acido malico, H,S0,, 120°C, 20 h
9 acido malico, H,SO,, AcOEt, refluxo, 18 h
10 acido malico, H,SO,, 143°C, 3 h
11 acido maélico, H,S0,80 %, t.a., 24h
12 acido malico, H,S0,80 %, 40 °C, 20 h

H2S0O,,
H agitacao
57 t.a., 18h 167
166

acetoacetato — O Q
de etilo,
S O M
OH O + H 0
N N
H

1

2-cloroacetoacetato
de etilo, H,SO4 80%,
agitagao, t.a., 48h

L

N
H
168
Esquema 58. Compostos obtidos por rea¢cdao de Pechmann.

A presenca do grupo hidroxilo no 2-hidroxicarbazole aumenta a nucleofilia das
duas posicoes orto relativamente a este grupo, pelo que a ciclizagdo pode originar dois
produtos diferentes: o derivado linear e o derivado angular.

O composto 166 foi isolado na forma pura, com rendimento de 33 % apds
cromatografia em coluna (Exp. 4.10). O composto 167 foi apenas quantificado com

base no espetro de RMN de 'H do residuo porque por cromatografia em coluna foi o
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segundo material eluido, mas misturado com o 166.

Pela analise do espetro de RMN de protdo (Figura 15) do composto 166,
verificou-se a presenca de dois singletos a 8,57 e 7,38 ppm que correspondem aos
sinais dos H-5 e H-11, respetivamente. O protao H-3 aparece a 6,24 ppm como um
singleto, assim como o sinal do grupo metilo a 2,57 ppm. Por RMN de *C verifica-se o
sinal do carbono carbonilico a 160,59 ppm. Para o composto 167, no espetro de RMN
de protdo observa-se a presenca do dupleto com constante J=7,8 Hza 7,71 ppm (H-6)
e dois dupletos a 6,36 e 2,87 ppm, com constantes J = 0,9 Hz, correspondentes aos

protdes H-2 e do grupo metilo, respetivamente (Exp. 4.10).
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Figura 15. Espetro de "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) do composto 166.

A reagdo de 2-hidroxicarbazole com 2-cloroacetoacetato de etilo, em condigdes
de Pechmann, originou o composto 168 (Esquema 54, Tabela 10, entrada 6) com
rendimento de 16 %. Pela analise do espetro de RMN de 'H verificou-se a presenca de
dois singletos a 8,59 e 7,38 ppm dos protdes H-5 e H-11, respetivamente (Exp. 4.11).

Com vista a preparagdo de 165 e 169 fez-se reagir 2-hidroxicarbazole com acido
malico, sob condicoes de Pechmann (Esquema 59, Tabela 10, entradas 7 — 12). Tal
como nas reacdes com 2-hidroxicarbazole também aqui ndo se verificou a formacao do

produto pretendido.
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157

165 169

Esquema 59. Tentativa de reacdo de Pechmann com acido malico.

Perante as dificuldades em obter o composto formilado e com a intencdo de
preparar andlogos de psoraleno derivados de 2-hidroxicarbazole, seguiu-se uma
abordagem sintética de acoplamento de Ullmann com reagentes comerciais
(Esquemas 60 e 61). O objetivo era a preparac¢do dos derivados de 2-hidroxicarbazole
171 e 174, a partir da reacdao de fecho dos seus respetivos precursores 170 e 173,
respetivamente. Para a reagdo entre o 1-iodo-2-nitrobenzeno e o 2,4-dibromoanisole,
obteve-se o dimero 172 que, a semelhanca do que foi discutido para o composto 131,
pode ser explicado com base na reagao “classica” de Ullmann. A estrutura proposta foi
confirmada pela analise do espetro de RMN de 'H que evidencia dois duplos dupletos
a 8,21 (H-6 e H-6") e 7,30 (H-3 e H-3") ppm e dois duplos tripletos a 7,69 (H-5 e H-5") e
7,59 (H-4 e H-4) ppm (Exp. 4.12).

O2 Br NO
U Cu bronze 2
OCHjy 175°C
5h NO,

@ 172

O Br
Br
LU0
OCH, N
170 H 171

Esquema 60. Tentativa de sintese de 171 por acoplamento de Ullmann.

Na reacdo de acoplamento entre o 1-bromo-2-nitrobenzeno e o 5-
iodossalicilato de metilo obteve-se o composto 173 com 24 % de rendimento e

verificou-se por RMN de *H o duplo dupleto a 7,82 ppm com constante J = 2,0 e 0,4 Hz
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(H-2) e o singleto a 3,95 ppm do grupo metoxilo para além dos outros sinais
observados (Exp. 4.13). Na reacdao entre o 173 e trifenilfosfina, ndo se obteve o

composto pretendido 174.

NO, [ COOCH3  Cu bronze
U tolueno COOCH;
Br OH 175 °C,
4h 30min

PPh, PPhs

120 °C, 8h 30min 0-DCB
150 °C, 23h refluxo, 30h
COOCH3

174

Esquema 61. Tentativa de sintese de 174 por acoplamento de Ullmann.

5. Preparagdo de andlogos a partir de acridonas

A sintese a partir de acridonas foi estudada mediante a reacao de acoplamento

de Ullmann entre o 4cido 2-clorobenzdico 42 e meta- ou para-anisidina apresentados,

respetivamente, nos Esquemas 62 e 63.

0]
OCHj
o @ o, CL 1T
0,
NH, ©: 100°C, 2h \ ocH:
Cl 1-heptanol N OCH, H 176
42 CU, KQCO3 H +
refluxo, 10h 175
o 0} OCHj,
BBr3,
DCM
-
O O agitacdo
N OH ta. 72h ’;"
H 178 177

Esquema 62. Sintese do composto 178.

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 65



Discussédo dos Resultados

COOH HzN OCH, OCH, och
- PPA 3
cl 1-heptanol
CU K2C03

42 100 °c

refluxo, 8h
1

~
wIZ

agitacao t.a.,

BBr;, DCM
48h

-

(0]
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Esquema 63. Preparacdo do precursor 180 com nucleo de acridona.

O composto 175 foi obtido com rendimento de 40 %. Pode-se verificar pela
analise do espetro de RMN de protdo a presenca dos singletos a 11,33 ppm do protao
do grupo acido carboxilico, a 9,70 ppm do grupo NH e a 3,83 ppm do grupo metoxilo
(Exp. 5.1)

Os compostos 176 e 177 foram obtidos em mistura, numa proporg¢ao de 7:3,
pela reacdo de ciclizacdo do composto 175 na presenca de acido polifosférico (PPA) e
aquecimento a 100 °C. O composto 176 foi obtido apds cromatografia em camada
preparativa e a andlise do espetro de RMN permitiu verificar dupleto a 8,12 ppm com
constante J = 8,7 Hz (H-1) e os duplos dupletos a 6,88 (/ =2,4 Hz, H-4) e a 6,84 (J=9,0 e
2,4 Hz, H-2) ppm (Exp. 5.2). Apds cromatografia em coluna obteve-se o composto 177.
Pela andlise do seu espetro de RMN de protdo pode-se observar a presenca dos dois
duplos dupletos a 7,40 e 6,66 ppm dos protdes H-4 e H-2, respetivamente, e o tripleto
a 7,54 com constante de J = 8,4 Hz correspondente ao H-3 (Exp. 5.2).

Apesar da separacao dos compostos 176 e 177 ter sido possivel pelos métodos
cromatograficos utilizados, mostrou-se um processo demorado e complicado, uma vez
gue estes compostos isoméricos possuem uma polaridade e solubilidade muito
proximas. Foram isolados em pequenas quantidades, mas suficientes para as suas
caracterizacOes. Perante isto, decidiu-se utilizar a mistura de isdmeros na reacao de

desmetilacdo (Exp. 5.3). Dada a proporc¢ao do isdmero 176 ser superior a do 177 (7:3),
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nesta reagao so se conseguiu isolar o composto 178, com o grupo hidroxilo na forma
livre, pela analise do espetro de RMN de H pode-se verificar a presenga do singleto a
10,43 ppm correspondente a este grupo. As multiplicidades dos protdes 1, 2 e 4
permitem afirmar que se tem uma substituicao em C-3.

O composto 44b foi obtido com rendimento de 25% apds reacdao de
acoplamento entre o acido 42 e a p-anisidina, e a sua formagdao confirmada pela
analise do espetro de RMN de protdo com presenca dos singletos a 9,12 ppm do NH e
3,84 ppm do grupo metoxilo (Exp. 5.4).

A reacdo de ciclizagdo do composto 44b deu-se na presenca de acido
polifosforico e obteve-se o composto 179 com 93% de rendimento. A analise do
espetro de RMN de protdo permitiu verificar a presenca do dupleto com constante
J=2,7 Hz a 7,61 ppm correspondente ao H-1 (Exp. 5.5).

A reacao de desmetilagdo do composto 179, com BBr; em DCM 1M, originou
180 com rendimento quantitativo. Pelo espetro de RMN de 'H observa-se o sinal

correspondente ao grupo hidroxilo como um singleto a 9,55 ppm (Exp. 5.6).

Tanto para o composto 178 como para o 180 nao foi possivel a determinacao
do ponto de fusdo, uma vez que os compostos ndao fundiram e ndo se conseguiu

observar a decomposicao dos mesmos devido as suas cores muito escuras (cinzento).

Com vista a preparacdo dos analogos de psoraleno derivados de acridona do
tipo 181 — 184 (Esquema 64), realizaram-se uma série de reacdes, por condicdes de

Pechmann, com acetoacetato de etilo e 2-cloroacetoacetato de etilo (Tabela 11).
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Esquema 64. Sintese de acridonas por reacdo de Pechmann: estruturas possiveis.

Tabela 11. Reacdo de Pechmann e tentativas de sinteses de acridonas 181 — 184

Entrada Reagentes Condigdes Resultados
1 H,S0,, t.a., 85h
2 178 acetoacetato de etilo 359C, 10h ndo reagiu
3 50°C, 10h
4 refluxo, 10h
5 178 2-cloroacetoacetato de H,SO,, t.a., 85h nao reagiu
6 etilo 8min, MW 400W
7 H,SO,, t.a., 48h
8 180 acetoacetato de etilo 50 °C, 20h nao reagiu
9 8 min, MW 400W
10 180 2-cloroacetoacetato de H,S0,, t.a., 4 dias nao reagiu
11 etilo 8 min, MW 400W

A sintese de andlogos de psoraleno por reacdo dos precursores 2- e 3-

hidroxilados da acridona nao foi bem sucedida dado que ndo conduziu a formacdo do

anel de piranona em nenhuma das tentativas realizadas. O grupo hidroxilo e o grupo

NH sdo ativantes e orientadores orto/para em reacdes de substituicdo eletrofilica
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aromatica enquanto que o grupo carbonilo é desativante e orientador meta. Se se
considerarem os efeitos de orientagdo e ativagdo/desativacdo destes substituintes nas

acridonas 178 e 180 pode admitir-se o seguinte (Figura 16):

- em 178 o grupo hidroxilo da posicdo 3 orienta apenas para as posi¢ées orto (posicdes
2 e 4) dado que a posicdo para esta ocupada com o grupo carbonilo. O grupo NH
orienta também para as posi¢ées 2 (para) e 4 (orto) e, por sua vez, o grupo carbonilo

orienta para as posicoes meta (2 e 4);

- para o composto 180 o grupo OH orienta apenas para as posi¢des orto 1 e 3 porque a
posicdo para estd ocupada por NH, o qual por sua vez sé pode orientar para a posi¢ao
orto (4); o grupo carbonilo sé pode orientar para a posicao 4 porque a 2 estd ocupada

pelo hidroxilo.

+ OH
HEPYGR
180 ﬁ
— orientag&o do grupo OH ——) orientag&o do grupo CO ---» orientagdo do
grupo NH

Figura 16. Efeito de orientacao dos substituintes das acridonas 178 e 180.

Face aos resultados obtidos, pode admitir-se que do efeito combinado destas
ativacOes/desativacdes resulta uma predominancia do efeito desativante do carbonilo.
O efeito ativante do grupo NH é consequéncia do par de eletrdes nado ligantes do
nitrogénio que neste caso esta deslocalizado também pelo anel aromatico nao

substituido da acridona o que reduz o seu efeito ativante nas posicdes pretendidas.

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 69



Discussédo dos Resultados

6. Preparacgdo de andlogos a partir de 2-dibenzotiofeno

A sintese de derivados do psoraleno com nucleo de enxofre foi estudada
mediante a reagcdo de Pechmann utilizando um precursor do tipo
hidroxidibenzotiofeno.

O hidroxidibenzotiofeno 185 foi preparado pela reagdo de dibenzotiofeno
(comercial) com TMEDA, B(OBu)s, n-Buli na presenca de H,0, 30% em éter dietilico
seco (Esquema 65) (Oliveira, 2002). Apesar de nao se conseguir o espetro de RMN de
'H com uma boa resolugao da multiplicidade dos sinais, foi possivel identificar o sinal
correspondente ao grupo hidroxilo a & 9,95 ppm e também os outros sete sinais de
protGes aromaticos (6 7,02 - 8,28 ppm) que integram para um protao cada (Exp. 6.1).

Por reacdao de Pechmann do 4-hidroxidibenzotiofeno 185 com acetoacetato de
etilo e 2-cloroacetoacetato de etilo, na presenca de H,SO,4 concentrado, obtiveram-se
0s compostos 186 e 187 com rendimentos de 21 e 53 %, respetivamente (Exps. 6.2 e

6.3).

TMEDA, n-BulLi, acetoacetato
B(OBu); H,O de etilo,
(OBu), 202 O H,SO, {
g —
S

S éter etilico seco, a0 La.
refluxo, 1h 30min S agi a%aho a., o
185  OH 186

O

2-cloroacetoacetato | agitago t.a.,

de etilo, H,SO, 8h
s \
o) Cl
187

o}

Esquema 65. Preparagdo dos analogos de psoraleno 186 e 187 por reagao de
Pechmann.

Pela analise do espetro de RMN de 'H (Figura 17) do composto 186 observou-se

a presenca de dois dupletos a 8,05 e 7,68 ppm, com constante J = 8,4 Hz, pertencente
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aos protoes H-5 e H-6, respetivamente. O grupo metilo aparece como um dupleto a

2,56 ppm e, portanto, o sinal do H-3 como um dupleto aparente a 6,37 ppm (Exp. 6.2).
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Figura 17. Espetro de "H-RMN (300 MHz, CDCl;) do composto 186.

No espetro de RMN de protdo (Figura 18) do composto 187, a semelhanca do
186, verifica-se a presenca de dois dupletos correspondentes aos protdes H-5 e H-6 a

8,08 e 7,69 ppm com constantes J = 8,4 e 8,7 Hz, respetivamente (Exp. 6.3).
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Figura 18. Espetro de "H-RMN (300 MHz, CDCl;) do composto 187.

Com vista a prepara¢dao dos compostos 190 e 191 realizou-se a reagao para

preparacao do precursor hidroxilado 189 (Esquema 66).

Br, F p-BuLi, B(OBu)s OH
O D& o (!
s refluxo THF séco sob Ny,
refluxo, 2h 30min S
NBS |agitacdo t.a. 188 189
DCM 24h :
30 °C, 4h R 5 g
Br V4 v o 0
O
O Q * )R
S
S S
190 (a) R =H 191 (@) R=H
(b) R=ClI (b)R=ClI

Esquema 66. Sintese de 2-bromodibenzotiofeno.
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A reagdo entre o dibenzotiofeno e NBS em DCM foi seguida por TLC (éter dietilico/éter
de petréleo, 7:3), porém evidenciava apenas reagente de partida. Recorreu-se a outro
método de bromacdo de compostos aromaticos, em que se fez reagir o dibenzotiofeno
com Br, em CHCls, sob refluxo, durante 4 h. Apds cristalizacdo de etanol a quente
obteve-se o composto 188 com 44 % de rendimento. Pela analise do espetro de RMN
de protdo pode-se verificar um dupleto a 8,28 ppm, com constante J = 2,1 Hz (H-1) e
dois duplos dupletos correspondentes aos H-4 e H-3 a 7,72 e 7,56 ppm,
respetivamente (Esquema 67) (Exp. 6.4). Esta reacdo para a prepara¢do do composto
189 n3o foi bem sucedida dado que se verificou por RMN de 'H a formagdo do
dibenzotiofeno por perda do dtomo de bromo, sendo este espetro equivalente ao do

dibenzotiofeno comercial.
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B. ESTUDOS BIOLOGICOS

Alguns analogos de psoraleno cuja sintese se descreve nesta tese foram
submetidos a ensaios de atividade antitumoral in vitro em trés linhas celulares de
cancro humano: MDA-MB231 (cancro da mama), Hela (cancro de colo do utero) e
TCC-SUP (cancro da bexiga), sendo avaliadas as suas capacidades de inibir a
proliferacdo das mesmas.

Os resultados foram expressos em termos de ICsq (inibicdo do crescimento de
50 %), o que corresponde a concentragdao do composto que inibe o crescimento em
50% da populagdo clular.

Estes ensaios foram realizados no Departamento de Engenharia Bioldgica da

Universidade do Minho, em colaboracdao com a Doutora Ligia R. Rodrigues.

Metodologia

Foram preparadas solu¢cdes dos compostos, a serem estudados, em DMSO e
diluidos em meio de cultura, DMEM (DMEM completo + 10 % FBS + 1 % antibidtico)
obtendo-se concentragdes de 0,5, 1, 25, 50 e 75 plL. A concentragao final de DMSO
usada nado interfere com o crescimento celular.

A viabilidade celular foi determinada usando o método MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazdlio]. O reagente
comercial, CellTiter 96, foi usado de acordo com as instru¢des do fabricante (Promega,
PROM G35800001, Lisboa, Portugal).

Para estes ensaios, utilizou-se uma placa com 96 pocos (Figura 19). Os pocos 1
e 2 serviram de controlos, sendo que o pogo 1 foi preenchido com 50 pL de meio
celular DMEM mais 50 puL de células nas concentra¢gdes em estudo e o pogo 2 foi
preenchido com 100 puL de DMEM. Os pogos 3 a 7 foram preenchidos com DMEM mais

as solugdes dos compostos nas varias concentragdes e os pogos 8 a 12, com 50 uL de
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células e 50 pL das solugdes dos compostos. Foram incubadas por um periodo de 48 h

a 37 °C. A concentragdo celular utilizada para os ensaios foi 1x10* células/mL.
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Figura 19. Figura representativa de placa com 96 pocos utilizada nos ensaios.

A seguir, adicionou-se 20 uL de reagente CellTiter96 (MTS) em cada pogo e
deixaram-se na incubadora (37 °C, 5 % de CO,) durante 2 h. A viabilidade celular foi
quantificada por registo da absorvancia a 490 nm.

Para cada composto do ensaio e para cada linha celular gerou-se uma curva
dose-resposta e determinou-se o valor de ICso. Os resultados sdo expressos como
percentagem de células vidveis comparada com o controlo e representam uma média

de trés culturas independentes, com quatro pogos por concentracao em cada estudo.

Resultados

Para os analogos do psoraleno, 5 e 115 — 118 foram avaliadas as suas
capacidades de inibicdo in vitro da proliferacdo de trés linhas celulares de cancro
humano (MDA-MB231, Hela e TCC-SUP) e os resultados obtidos foram expressos em
termos de ICsg (Tabela 12, entradas 1 - 5).

Para todos os compostos estudados foi observada uma elevada capacidade
antiproliferativa, mesmo para a concentracdo mais baixa em estudo (0,5 uM). O

andlogo do psoraleno 5 mostrou ser o mais eficiente em todas as linhas celulares
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estudadas.

O composto 115 apresentou a menor atividade para as células MDA MB-231
embora para as outras linhas celulares tenha apresentado valores de ICsg da mesma
ordem de grandeza que os compostos 5 e 116.

Em geral, os compostos 117 e 118 evidenciaram uma menor capacidade de
inibicdo da proliferagdo das linhas celulares em estudo, quando comparados com os

demais analogos em estudo.

Tabela 12. Efeito antiproliferativo dos compostos estudados em trés linhas celulares
de cancro humano

Entrada Composto Inibicdo das linhas celulares do cancro ICs; (LM)

MDA-MB231 Hela TCC-SUP
1 115 0,467 £ 0,023 0,005 £ 0,001 0,031 £ 0,007
2 5 0,083 £ 0,009 0,002 £ 0,000 0,012 £ 0,001
3 116 0,097 £ 0,011 0,003 + 0,000 0,050+0,011
4 117 0,106 £ 0,008 0,053 +£0,012 0,159 10,023
5 118 0,205 +0,013 0,043 £ 0,008 0,122 +£0,014
6 119 0,060 + 0,002 0,035 + 0,001 0,041 + 0,007
7 6 0,413 +£0,031 0,037 £ 0,003 0,030 £ 0,004
8 164 0,265 £ 0,027 0,047 £ 0,008 0,018 £ 0,003
9 165 0,230+0,019 0,046 + 0,006 0,027 £ 0,009
10 166 0,078 £ 0,009 0,042 £ 0,005 0,066 £ 0,005
11 120 0,082 £ 0,003 * 0,243 £ 0,027
12 168 0,421 £0,031 * 0,149+ 0,013
13 186 0,049 + 0,002 * 0,253 £ 0,022
14 187 0,460 £ 0,038 * 0,311 +0,031

*para estes compostos ndo foi possivel a realizagdo dos estudos nas células Hela devido

a inviabilidade para prosseguir com os ensaios.

Para os andlogos do furano (Tabela 12, entradas 6 — 10) o composto 119
apresentou a maior atividade antiproliferativa nas células MDA-MB-231 e Hela,
enguanto que para as células TCC-SUP o composto 164 foi o que evidenciou o efeito
mais pronunciado.

Para as células MDA-MB231 o analogo 6 foi o que se evidenciou, como sendo
aquele que possui a menor capacidade de inibicdo. Verificou-se que o composto 166 é

0 analogo com maior capacidade antiprolierativa contra as células MDA-MB231.
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Para os compostos 120, 168, 186 e 187 ndo possivel realizar os estudos
biolégicos com a linha celular Hela, dado que estas ndo se encontravam em boas
condicBes para os ensaios (Tabela 12, entradas 11 — 14). Para as células MDA MB-231
o composto 120 apresentou a maior capacidade antiproliferativa quando comparado
com os outros andlogos. Para o composto 168 verificou-se uma maior atividade
antiproliferativa contra as células TCC-SUP.

Todos os compostos estudados demonstraram possuir uma significativa

capacidade de inibicdo da proliferacdo destas trés linhas celulares.
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C. MODELAGCAO MOLECULAR

Os estudos de modelacdo molecular ndo constituiam um objetivo deste
projeto. Contudo, e dado que os psoralenos (nomeadamente xantotoxina e
bergapteno) tém demonstrado que sdo inibidores potentes das varias enzimas da
superfamilia do citocromo P450, podendo também contribuir para a morte das células
cancerigenas e para o aumento da sensibilidade a quimioterapia, entendeu-se que
alguns dos novos andlogos descritos nesta tese seriam bons candidatos para atuar
como potenciais alvos desta enzima.

Estes estudos de modelacdo molecular efetuados para alguns dos analogos do
psoraleno descritos neste trabalho foram realizados no REQUIMTE, Faculdade de

Ciéncias da Universidade do Porto, pelo Doutor Nuno M.F.S.A Cerqgueira.

Metodologia

Todos os compostos foram estudados usando o programa de atracagem
molecular AutoDock e o plug-in vsLab (Cerqueira, 2011). A estrutura do recetor foi
construida a partir do ficheiro cristalografico do citocromo P450 2A6 (CYP2A6), com o
cddigo PDB 1Z10. As estruturas dos ligandos foram criadas com o programa
GaussView, protonadas a pH fisioldgico e as suas geometrias otimizadas com o
programa gaussian09, usando o método Hartree-Fock e a base de fungdes 6-31G(d).

No processo de atracagem molecular foi utilizado o algoritmo genético
Lamarckian (LGA). As variaveis do algoritmo genético relativas ao nimero de solugdes
geradas, avaliacGes de energia e tamanho da populacdo foram definidas com os
seguintes valores: 370.000, 1.500.000, e 50, respetivamente. As cargas dos atomos dos
ligandos foram calibradas com cargas do tipo Kollman e os dtomos do recetor com as

cargas do tipo Gasteiger.
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As solugdes finais provenientes do processo de atracagem molecular foram
escolhidas tendo em conta os critérios de interacdao de energia fornecidas pelo

software.

Resultados

O ficheiro co-cristalizado do citocromo CYP2A6 com o inibidor bergapteno
revela que o centro ativo da enzima é muito estreito e que as moléculas encaixam
junto ido ferro do cofator com o qual podem interatuar diretamente. O centro ativo é
formato por um grupo de fenilalaninas (Phel07, Phelll, Phel08, Phe209 e Phe480) e
por um unico residuo polar, a asparagine Asn297 (Figura 20). Este ultimo residuo é
muito importante no centro ativo da CYP2A6, pois influencia a orientagdao das
moléculas sendo por isso responsavel pelo reconhecimento dos substratos. Os dados
experimentais disponiveis revelam isto mesmo, em particular as muta¢bes deste

residuo que mostram inequivocamente alteracdes drasticas na cinética da reacdo que

w3

Asn297

é catalisada por esta enzima.

inibidor bergapteno

Figura 20. Estrutura de raio-X da CYP2A6 com o inibidor bergapteno.

Todas as cinco novas benzofurocumarinas inibiram significativamente a
proliferacdo de trés linhas celulares de cancro humano que se assume estarem
principalmente ligadas a inibicdo de CYP2A6. Os estudos de modelacdo molecular
realizados para os compostos 5, 115 — 118 demostram que o local de ligagdao destes

compostos sdo muitos semelhantes para aqueles apresentados na Figura 21
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(estruturas cristalograficas da CYP2A6 com substratos ligados ao centro ativo da

enzima), enquanto que os outros diferem significativamente (Figura 22).

Asn297:
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Figura 21. Estruturas cristalograficas da CYP2A6 com substratos cumarina e

xantotoxina ligados ao centro ativo da enzima.

composto 5

composto 116

composto 118

composto 117

composto 115

Figura 22. Resultado dos estudos de modela¢ao molecular dos compostos

5e115-118.

Os estudos de modelacdo molecular revelaram que todos estes compostos

interatuam com o ferro do cofator heme de CYP2A6 mediante um atomo de oxigénio
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do seu esqueleto estrutural, a exce¢ao do composto 115. Acredita-se que esta
interacdo ¢é irreversivel e bloqueia a atividade do centro ativo para reagles
posteriores, devendo ser esta uma das principais causas que previne a proliferacao das
células tumorais.

De todos os compostos estudados, os compostos 5 e 116 evidenciaram-se os
mais eficazes contra todas as linhas celulares estudadas com um ICso de 2 nM para a
linha celular Hela. Estes compostos tém esqueletos idénticos diferindo apenas no
grupo que esta ligado a posicdo 2 do psoraleno. O composto 116 tem um grupo
carboxilico nesta posicdao e interatua muito préximo do ferro através deste grupo.
Nesta situacdo ndo pode ser excluida uma quelacdo forte com o metal. O composto 5
tem um grupo éster nesta posicdo e liga-se de modo muito semelhante ao que foi
observado para o potente inibidor xantotoxina o qual mostra uma interacdo proxima
entre o oxigénio do anel de furano com o ferro do grupo heme.

Os compostos 117 e 118 podem também interatuar com o ferro do grupo heme
com um atomo de oxigénio, mas devido ao efeito estereoquimico dos grupos
volumosos ligados a posicdo 2 do psoraleno, é o oxigénio do anel de lactona que
interatua diretamente com este centro. Contudo, esta interacdo é mais fraca quando
comparada com as intera¢des observadas para os compostos 5 e 116 devido a
proximidade do grupo carbonilo que retira densidade eletrdnica a este atomo. Este
efeito é talvez a principal causa da menor atividade bioldgica destes compostos contra
todas as linhas celulares. Destes resultados pode concluir-se que devido ao tamanho
reduzido do centro ativo, a presenga de grupos volumosos na posicao 2 do anel de
cumarina tende a diminuir a atividade bioldgica dos compostos, como consequéncia
do alinhamento nao apropriado do psoraleno no centro ativo.

O composto 115 é o Unico que ndo contém qualquer grupo ligado a posicdo 2
do anel de psoraleno e ndo tem um atomo de oxigénio direcionado para o ferro.
Mesmo assim, este composto apresenta bons resultados em duas linhas celulares:

Hela e TCC-SUP.
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Os resultados de modelagdo molecular realizados neste estudo mostraram que
todos os compostos estudados se ligam na mesma regido da proteina préxima do
heme e de modo analogo ao que foi observado com o inibidor bergapteno na

estrutura de raio-X com o cédigo 1Z11 (Figura 23).

|

E ¥
’ composto 119 composto 165
A ‘ 7 . ! - - e v
- P A ‘ .

J L_ Composto6(B) __J

A
Inibidor bergapteno

Composto 164 (A)

L. Composto 164 (B)
Modelagdo Molecular

Figura 23. Resultado dos estudos de modelacdo molecular dos compostos

6, 119, 164 - 166.

Os estudos de modelagcdo molecular com os compostos 119, 165 e 166 apenas
indicam um local de ligagdo, enquanto que, os compostos 6 e 164 indicam
sistematicamente dois locais de ligacdo andlogos. Este efeito parece estar relacionado
com a presenca dos grupos éster volumosos ligados a C-3 do anel de cumarina o qual
influencia o modo de ligacdo destes compostos. No entanto, o composto 165 que
apresenta o mesmo esqueleto estrutural que 6 e 164, embora sem qualquer
substituicdo em C-3, tem apenas uma posicdo de ligacdo. Os locais de ligacdo dos
compostos, 6 (solugdo B), 164 (solugdo B) e 165 sdo os mais proximos, dos observados,
com o bergapteno no qual o grupo carbonilo interatua de modo muito préximo com o

residuo Asn297 e o carbono C-9 esta direcionado para o ido ferro do cofator heme. A
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outra posicdo de ligacdo dos compostos 6 e 164 (5A e 6A) tem o grupo NH,
direcionado para Asn297 e os grupos ligados ao carbono C-3 interatuam muito
proximamente com o ido ferro. Considerando o efeito antiproliferativo nas linhas
celulares de cancro humano, os compostos 6 e 164 s3o na maior parte dos casos piores
inibidores relativamente a outros compostos estudados, com a excec¢do das linhas
celulares TCC-SUP. O composto 165 apresenta sistematicamente resultados melhores
ou comparaveis na maior parte das linhas celulares quando comparado com os
compostos 6 e 164. Isto sugere que nos Ultimos casos a pior capacidade de inibicao
pode estar relacionada com a falta de acessibilidade ao centro ativo, devido a presenca
de grupos volumosos ligados a unidade cumarina e/ou ao modo de ligagdo competitivo
que foi observado.

Os compostos 119 e 166 tém o mesmo esqueleto estrutural diferindo apenas
na natureza do sistema que esta ligado a cumarina, um benzofurano ou um indole,
respetivamente. Os resultados de docking apenas revelaram um local de ligacdo sendo
muito semelhante ao que foi observado com uma das solugdes dos compostos 6 e 164,
aquela em que o grupo carbonilo da unidade cumarina interatua muito proximamente
com o ido ferro do cofator heme.

Contudo, os resultados do efeito antiproliferativo dos compostos lineares 119 e
166 sdo melhores do que os dos compostos 6, 164 e 165. Isto pode estar relacionado
com a melhor acessibilidade destes compostos para o centro ativo relativamente aos
outros. A Unica excecdo refere-se as linhas celulares TCC-SUP para as quais os
compostos angulares 6, 164 e 165 deram melhores resultados. E importante notar que
no caso das células TCC-SUP os valores ICso obtidos foram muito baixos e andlogos aos
dos compostos 6, 164 e 165 pelo que as diferencas observadas nao tém significado
estatistico, isto é, todos os compostos tém um desempenho igualmente bom na
inibicdo da proliferacao das células cancerigenas.

Os resultados indicam também que, com excecao das células TCC-SUP, o
composto 119 apresenta melhor atividade de inibicido do que o composto 166.
Tomando em consideracdo a semelhanca entre as suas estruturas, estes resultados

sugerem que a presenca do anel de pirrole em vez do anel de furano fundido com a
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unidade cumarina tende a diminuir a eficiéncia de inibicdo destes compostos. Este
resultado é concordante com o de todos os outros derivados pirrole que apresentaram
propriedades de inibicdo menores na maior parte das linhas celulares estudadas.

Os estudos de modelagao molecular realizados para os compostos em estudo,
120, 153, 168, 186 e 187, demostraram que todos estes os compostos ligam-se na

mesma regido da proximidade do cofator heme (Figura 24).

B

Figura 24. Resultado dos estudos de modelagdo molecular dos compostos

120, 153, 168 e 187.

A semelhanca daquilo que ja foi referido nos estudos anteriores, o grupo
carbonilo dos compostos 168 e 186 liga-se de forma muito préxima ao ido ferro do
grupo heme. Os grupos indole e tiofeno apontam para o grupo amino da Asn297.

Os compostos 186 e 187 s3o muitos semelhantes entre si, sendo a Unica
diferenca a presenca do atomo de cloro na posicdo 3 da cumarina. Curiosamente, o
grupo tiofeno do composto 187 ndo interage com o grupo amino de Asn297, nem o

grupo carbonilo interage diretamente com o ido de ferro do co-fator heme. O grupo
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metilo interage com o ido ferro (2,2 A) e o grupo tiofeno aponta na direcdo oposta de
Asp297.

A mesma tendéncia é observada no composto 120. A presenca do atomo de
cloro ligado a posi¢cdo 3 da cumarina transformar o grupo metilo perto do ido de ferro
do cofator, em vez do grupo carbonilo da cumarina. Neste caso, o benzofurano esta
em contato muito proximo de Asp297. Isso s é possivel porque a nova orientagdo da
molécula ndo impede este tipo de interacdo, algo que ndo foi observado no composto

187.
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Procedimentos Gerais

Solventes: Todos os solventes utilizados apresentavam um grau de pureza p.a, pelo
que nao foi necessaria purificacao prévia. O éter de petréleo refere-se a fracgao com

ponto de ebulicdo 40 - 60 °C.
Reagentes: Os reagentes comerciais foram utilizados sem purificacao.

Cromatografia: Os materiais utilizados nas técnicas de cromatografia eram da marca

Macherey-Nagel.

Cromatografia em camada fina: Esta técnica foi essencialmente utilizada para controlar

a evolucdo das reagGes. Desta forma foram utilizadas placas de silica com espessura de
0,25mm e com indicador de fluorescéncia para revelagdo por luz ultravioleta (silica gel

60 F,s4, Ref: 812008).

Cromatografia em coluna: Nesta técnica utilizou-se silica gel 60 com tamanho de

particula 230-400 mesh (Ref: 815381).

Cromatografia_do tipo “flash” seca: Nesta técnica utilizou-se silica gel 60 com um

tamanho de particula inferior a 0,063 mm (Ref: 815400).
Instrumentacgao:

Evaporacdes: As evaporag¢des foram realizadas num evaporador rotativo Blichi RE 111

sob pressao reduzida.

Revelacdo das placas de TLC: As placas de TLC utilizadas para seguir as rea¢des foram

reveladas numa camara CN-6 de luz UV (Amnax 254 nm).

Pontos de fusdo: Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho da

Gallenkamp e ndo foram corrigidos.
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Espectroscopia de RMN: Os espetros de RMN foram realizados num espetrometro

Varian Unity Plus de 300 MHz (75,4 MHz para 3C) e num BRUKER Avance Il 400MHz
(100,6 MHz para *>C), usando os sinais dos solventes residuais (CHCl; do CDCl;, DMSO
do DMSO-dg e da acetona da acetona-dg) como referéncias internas. A atribuicdo dos

sinais foi confirmada pelas técnicas de HMQC e HMBC, dupla ressonancia.

Microandlise: A composicdo elementar dos compostos foi determinada no

equipamento LECO CHNS 932.

Espetrometria de massa: Os espetros de massa de alta resolucdo (EI-TOF ou ESI) foram

obtidos num espetrometro Waters-Micromass Autospec M ou num espectrémetro

Bruker FTMS APEXIII, respetivamente.
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Descri¢ao Experimental

1. Andlogos do psoraleno a partir de 2-hidroxidibenzofurano

1.1 Preparacgao de 2-hidroxidibenzofurano-1-carbaldeido (67)

Uma solugao de 2-hidroxidibenzofurano (0,509 g; 2,76 mmol) em dgua (50 mL) e NaOH
(1,078 g; 27 mmol) foi aquecida a 60 °C e adicionou-se CHCl3 (3 x 0,22 mL), com
agitacdo, durante 30 minutos. Aqueceu-se a mistura a 90 °C durante 30 min. Apds
arrefecer, acidificou-se a mistura reacional com HCl 10% e extraiu-se com éter
dietilico. A fase organica foi seca (MgS0,), filtrada e evaporada a secura, obtendo-se
um 6leo castanho que se purificou por cromatografia em coluna (eluente: éter de
petréleo/éter dietilico, 95:5). Obteve-se o composto 67 como um sélido amarelo com

rendimento de 19 % (0,113 g; 0,53 mmol).
p. f.: 125 — 126 °C (lit. 135 — 138 °C (Oliveira, 2003)).

84 (300 MHz, DMSO-dg): 10,85 (sl, 1H, OH); 10,70 (s, 1H, CHO); 8,85 (d, J = 8,1 Hz, 1H,
H-9); 7,91 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-4); 7,68 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6); 7,56 (t, J = 8,1 Hz, 1H, H-
7); 7,37 (t,J = 8,4 Hz, 1H, H-8); 7,17 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-3) ppm.

Sc (75,4 MHz, DMSO-d¢): 190,94 (CHO); 159,21 (C-4a); 156,85 (C-5a); 149,22 (C-2);
128,64 (C-7); 126,02 (C-9); 123,04 (C-9a); 122,68 (C-8); 121,81 (C-9b); 119,77 (C-4);
116,86 (C-3 e C-1); 111,53 (C-6) ppm.

Andlise elementar: C, 73,05; H, 3,85 %. C13HsO3 requer C, 73,58; H, 3,80 %.
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1.2 Preparacao de carbetoximetilenotrifenilfosforano (114)
Ph>P /\”/OCHZCH3
Ph |

Ph o]

A uma solucdo de trifenilfosfina (10,50 g; 40 mmol) em tolueno (20 mL) adicionou-se

bromoacetato de etilo (4,50 mL; 40 mmol), gota a gota, e sob agitacdo vigorosa. A
mistura reacional foi aquecida a 60 °C durante 10 min., seguida de agitacdo a t.a.
durante 2 h. O sélido formado foi filtrado, lavado com tolueno frio e éter de petrdleo.
A seguir, foi dissolvido em agua (240 mL) e extraido com éter dietilico (3 x 80 mL).
Arrefeceu-se a fase aquosa em gelo e adicionou-se NaOH 2M (15 mL). Precipitou um
sélido branco, lavou-se com agua fria e secou-se. Obteve-se o composto 114 com 82 %

de rendimento (11,43 g; 32,82 mmol).
p.f.:125-127°C.

84 (400 MHz, DMSO-dq): 7,61 — 7,55 (m, 15H, 3 x Ph); 4,19 (q, J = 7,2 Hz, 2H, CH,); 3,30
(sl, 1H, CH); 1,04 (t, J = 6,8 Hz, 3H, CHs) ppm.

1.3 Preparagao de 3H-benzofuro[3,2-flcromen-3-ona (115)

O

O

L)

O

A uma solucdo do composto 67 (0,147 g; 0,69 mmol) em N,N-dietilanilina (4,1 mL)
adicionou-se carbetoximetilenotrifenilfosforano 114 (0,334 g; 0,97 mmol) e a mistura
foi refluxada durante 22 h. Apds arrefecer, adicionou-se dgua (15 mL) e extraiu-se com
éter dietilico (4 x 10 mL). A fase organica foi lavada com HCl 10 % (3 x 10 mL), seca
(MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. Purificou-se o residuo obtido por

cromatografia em coluna (eluente: éter de petréleo/éter dietilico, 95:5), tendo-se
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obtido o composto 115 como um sélido amarelo com rendimento de 16 % (0,025 g;

0,11 mmol).

p. f.: 159 — 161 °C.

84 (400 MHz, CDCl3): 8,50 (d, J = 9,6 Hz, 1H, H-1); 8,11 (ddd, J = 7,7; 1,2 e 0,8 Hz, 1H, H-
11); 7,74 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-6); 7,67 (dd, J = 8,4 € 0,8 Hz, 1H, H-8); 7,57 (dt, J= 1,2 e
7,6 Hz, 1H, H-9); 7,48 — 7,41 (m, 2H, H-10 e H-5); 6,65 (d, J = 9,6 Hz, 1H, H-2) ppm.

8¢ (100,6 MHz, CDCl;): 160,53 (C-3); 157,12 (C-7a); 152,22 (C-6a); 150,82 (C-4a);
139,43 (C-1); 128,08 (C-9); 123,46 (C-10); 123,23 (C-11a); 121,84 (C-11); 119,91 (C-
11b); 117,29 (C-2); 115,98 (C-5); 115,26 (C-6); 113,39 (C-11c); 112,47 (C-8) ppm.

Andlise elementar: C, 75,14; H, 3,90 %. C15sHgOs. %H,0 requer C, 74,84; H, 3,56 %.

HRMS (ESI-TOF) C;5HgO3: Calc. 236,0473. Obt. 236,0479.

1.4 Preparacdo de 3-oxo-3H-benzofuro[3,2-flcromeno-2-carboxilato de etilo (5)

COOEt

A uma solucdo de malonato de dietilo (0,14 mL; 0,92 mmol) em etanol (5 mL) fez-se a
adicdo de piperidina (0,2 mL) e acido acétido (0,2 mL). Adicionou-se a mistura
resultante a uma solucdao do composto 67 (0,105 g; 0,50 mmol) em etanol (45 mL). A
mistura reacional foi refluxada durante 6 h e, apds arrefecer a temperatura ambiente,
foi mantida a — 20 °C durante a noite. O precipitado formado foi separado por filtracao
e seco, tendo sido identificado como o composto 5, na forma de um sélido amarelo

com rendimento de 54 % (0,083 g; 0,27 mmol).

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 91



Parte Experimental

p. f.: 153 — 154 °C (lit. 167 — 169 °C (Oliveira, 2003)).

Sy (400 MHz, DMSO-dg): 9,13 (s, 1H, H-1); 8,32 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H-11); 8,07 (d, J = 9,2
Hz, 1H, H-6); 7,79 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-8); 7,63 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-9); 7,58 (d, J = 9,2 Hz,
1H, H-5); 7,52 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-10); 4,34 (q, J = 7,2 Hz, 2H, CH,); 1,35 (t, J = 7,2 Hz,
3H, CHs) ppm.

8¢ (100,6 MHz, DMSO-dg): 162,77 (CO-ester); 156,49 (C-7a); 155,88 (C-3); 151,49 (C-
4a); 150,80 (C-6a); 143,22 (C-1); 128,81 (C-9); 123,92 (C-10); 122,65 (C-11); 122,17 (C-
11a); 120,21 (C- 11b); 118,82 (C-2 ou C-11c); 117,80 (C-6); 115,78 (C-5); 112,32 (C-8);
111,93 (C-2 ou C-11c); 61,53 (CH,); 14,08 (CHs) ppm.

Andlise elementar: C, 70,50; H, 3,72 %. C1gH1,05 requer C, 70,13; H, 3,92 %.

1.5 Preparagdo de 3-oxo-3H-benzofuro[3,2-flcromeno-2-acido carboxilico (116)

COOH

o8]

Uma mistura do composto 5 (0,083 g; 0,27 mmol) em etanol (20 mL) e solucdo aquosa

de NaOH 1M (0,28 mL) foi agitada a 46 °C, durante 3 h. O etanol foi evaporado,
adicionou-se agua destilada e a mistura foi acidificada a pH = 1 com solugao aquosa de
HCl 1M. O sdlido amarelo precipitado foi separado por filtracdo, seco e identificado
como sendo o composto 116, que foi obtido com um rendimento de 67 % (0,051 g;

0,18 mmol).
p.f.: 258 — 261 °C.

84 (400 MHz, DMSO-de): 9,05 (s, 1H, H-1); 8,24 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-11); 8,01 (d, J = 9,2
Hz, 1H, H-6); 7,74 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-8); 7,60 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-9); 7,51 (d, J = 9,2 Hz,
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1H, H-5); 7,47 (t, J= 7,6 Hz, 1H, H-10) ppm. OH nao foi observado.

8¢ (100,6 MHz, DMSO-de): 164,05 (COOH); 156,45 (C-7a ou C-4a); 156,41 (C-7a ou C-
4a); 151,43 (C-3 ou C-6a); 151,42 (C-3 ou C-6a); 142,90 (C-1); 128,75 (C-9); 123,96 (C-
10); 122,60 (C-11); 122,18 (C-11a); 120,12 (C-11b); 119,33 (C-2); 117,60 (C-6); 115,73
(C-5); 112,29 (C-8); 112,06 (C-11c) ppm.

Analise elementar: C, 67,49; H, 3,01 %. C16Hg0s.% H,0 requer C, 67,43; H, 2,98 %.

HRMS (ESI-TOF) C16HgOs: Calc. 280,0372. Obt. 280,0383.

1.6 Preparagdo de 2-(3-oxo-3H-benzofuro[3,2-flcromeno-2-carboxamido)

propanoato de metilo (117)

(0]
O/
NH
(e}
0]
/
@)
O

A uma solucdo do composto 116 (0,087 g; 0,311 mmol) em DMF (3 mL) adicionou-se
HOBt (0,048 g; 0,311 mmol) e a mistura foi arrefecida a 0 °C. Em seguida, adicionaram-
se DCC (0,077 g; 0,34 mmol), trietilamina (0,044 mL; 0,311 mmol) e cloridrato do éster
metilico da alanina (0,044 g; 0,311 mmol) e a mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente durante 48 h. A diciclo-hexilureia, formada como produto
secundario, foi separada por filtracdo e ao filtrado adicionou-se dgua (25 mL). O sdlido
amarelo precipitado foi separado por filtracdo, seco e identificado como sendo o

composto 117, obtido com rendimento de 93 % (0,104 g; 0,29 mmol).
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p. f.: 140 — 143 °C.

84 (300 MHz, CDCl): 9,61 (s, 1H, H-1); 9,35 (d, J = 6,9 Hz, 1H, NH); 8,29 (d, J = 8,1 Hz,
1H, H-11); 7,86 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-6); 7,67 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-8); 7,60 (t, J = 8,4 Hz,
1H, H-9); 7,50 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-5); 7,48 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H-10); 4,80 (qui, J = 7,2 Hz,
1H, 0-CH); 3,83 (s, 3H,0CH;); 1,61 (d, J = 7,5 Hz, 3H, B-CHs) ppm.

Oc (75,4 MHz, CDCls): 172,77 (C-éster); 161,26 (C-3 ou C-amida); 161,00 (C-3 ou C-
amida); 157,31 (C-7a); 152,34 (C-6a); 151,47 (C-4a); 144,54 (C-1); 128,72 (C-9); 123,86
(C-10); 122,77 (C-11a); 122,48 (C-11); 121,31 (C-11b); 117,93 (C-11c); 117,79 (C-6);
115,34 (C-5); 113,11 (C-2); 112,44 (C-8); 52,56 (CH; éster); 48,84 (C-a); 17,95 (C-B)
ppm.

HRMS (ESI-TOF) CyoH15NOs: Calc. 366,08994. Obt. 366,09720 (MH").

1.7 Preparagcdo de 4-metil-2-(3-oxo-3H-benzofuro[3,2-flcromeno-2-carboxamido)

pentanoato de etilo (118)

NH
o

O

S

A uma solucdo do composto 116 (0,044 g; 0,157 mmol) em DMF (2 mL) adicionou-se

HOBt (0,0276 g; 0,16 mmol) e a mistura foi arrefecida a 0 °C. Em seguida, adicionaram-
se DCC (0,0351 g; 0,166 mmol), trietilamina (0,022 mL; 0,157 mmol) e cloridrato do
éster etilico da leucina (0,031 g; 0,157 mmol) e a mistura reacional foi agitada a

temperatura ambiente durante 72 h. A diciclo-hexilureia, formada como produto
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secundario, foi separada por filtracdo e ao filtrado adicionou-se dgua (10 mL). O sdlido
amarelo precipitado foi separado por filtragao, seco e identificado como sendo o

composto 118 com rendimento de 38 % (0,025 g; 0,060 mmol).
p. f.: 153 — 155 °C.

Sy (400 MHz, CDCls): 9,62 (s, 1H, H-1); 9,25 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NH); 8,30 (d, J = 7,2 Hz,
1H, H-11); 7,85 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-6); 7,67 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-8); 7,59 (t, J = 8,4 Hz,
1H, H-9); 7,49 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-5); 7,46 (t, J = 8,4 Hz, 1H, H-10); 4,85 — 4,76 (m, 1H,
o-CH); 4,26 (q, J = 7,2 Hz, 2H, CH,); 1,83 — 1,77 (m, 3H, B-CH, e y-CH); 1,33 (t, J = 7,2 Hz,
3H, CHs); 1,02 (d, J = 6,9 Hz, 6H, 2 x CH3) ppm.

8¢ (100,6 MHz, CDCl3): 172,27 (C-éster); 161,46 (C-3 ou C-amida); 161,06 (C-3 ou C-
amida); 157,33 (C-7a); 152,35 (C-6a); 151,47 (C-4a); 144,52 (C-1); 128,70 (C-9); 123,84
(C-10); 122,80 (C-11a); 122,51 (C-11); 121,32 (C-11b); 118,06 (C-11c); 117,73 (C-6);
115,32 (C-5); 113,16 (C-2); 112,43 (C-8); 61,37 (CH, éster); 51,74 (C-a); 41,15 (C-B);
25,05 (C-y); 22,88 (CHs-leucina); 21,87 (CHs-leucina); 14,19 (CH3 éster) ppm.

Andlise elementar: C, 68,45; H, 5,88; N, 3,34 %. C,4H,3NOg requer C, 68,40; H, 5,50; N,
3,32 %.

HRMS (ESI-TOF) Cy4H,3NOg: Calc. 422,15981. Obt. 422,15971.

1.8 Preparacio de 4-metilo-2H-benzofuro[2,3-g]cromeno-2-ona (119)

Adicionou-se uma mistura de 2-hidroxidibenzofurano 62 (0,38 g; 2,0 mmol) e
acetoacetato de etilo (0,48 mL; 4 mmol) a H,SO, concentrado (3 ml) arrefecido.

Agitou-se a mistura a temperatura ambiente durante 24 h e, a seguir, aqueceu-se a 40
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- 50°C durante 3 h. Apds arrefecer, a mistura foi vertida sobre gelo e o sélido bege
formado foi separado por filtragdo, seco e identificado como sendo o composto 119

com rendimento de 27 % (0,135 g; 0,54 mmol).
p. f.: 247 — 249 °C (lit. 200 °C (Farag, 2009)).

81 (400 MHz, DMSO-dg): 8,25 (dd, J = 8,1 e 1,2 Hz, 1H, H-10); 8,22 (s, 1H, H-11); 8,10 (s,
1H, H-5); 7,75 (dd, J = 9,3 e 0,9 Hz, 1H, H-7); 7,62 (dt, J = 1,2 e 7,5 Hz, 1H, H-8); 7,45 (dt,
J=1,2 e 8,1 Hz, 1H, H-9); 6,47 (s, 1H, H-3); 2,53 (s, 1H, CHs) ppm.

8¢ (100,6 MHz, DMSO-ds): 159,91 (C=0); 157,10 (C-6a); 153,36 (C-4); 151,73 (C-5a);
149,35 (C-11a); 129,42 (C-8); 126,98 (C-10b); 123,50 (C-9); 122,82 (C-10a); 122,38 (C-
10); 119,09 (C-4a); 114,29 (C-3); 111,96 (C-7); 108,38 (C-11); 107,13 (C-5); 18,57 (CHs)

HRMS (ESI-TOF) C36H1005: Calc. 250,0638. Obt. 250,0630.
1.9 Preparacao de 3-cloro-4-metil-2H-benzofuro[2,3-g]lcromen-2-ona (120)

OO/OC

A uma mistura de 2-hidroxidibenzofurano 62 (1,02 g, 5,43 mmol) e 2-

cloroacetoacetato de etilo (1,14 mL; 8,19 mmol) adicionou-se H,SO4 80 % (2,47 mL) e
agitou-se a mistura a temperatura ambiente durante 4 dias. Apds este periodo, a
mistura foi vertida sobre gelo, o sélido castanho precipitado foi separado por filtracdo
e recristalizado de etanol a quente. Obteve-se um sdlido bege que foi identificado

como sendo o composto 120, com rendimento de 14 % (0,217 g; 0,16 mmol).

p.f.:261-262°C.

84 (300 MHz, CDCl3): 8,02 (d, J = 7,2 Hz, 1H, H-10); 7,89 (s, 1H, H-11); 7,79 (s, 1H, H-5);
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7,65—-7,53 (m, 2H, H-7 e H-8); 7,42 (dt, J = 1,8 € 6,9 Hz, 1H, H-9); 2,70 (s, 3H, CHs) ppm.

8¢ (75,4 MHz, CDCl3): 157,88 (C=0 e C-6a); 152,72 (C-5a); 147,58 (C-4 e C-11a); 129,34
(C-8); 127,73 (C-10b); 123,41 (C-9); 123,04 (C-10a); 121,73 (C-10); 120,91 (C-3); 118,86
(C-4a); 112,03 (C-7); 108,25 (C-11); 106,56 (C-5); 16,66 (CHs) ppm.

HRMS (ESI-TOF) C16HoClOs: Calc. 284,02402. Obt. 285,0250 (MH").

2. Andlogos do psoraleno a partir de 7-hidroxi-4-metilcumarina

2.1 Preparagdo de 7-(4’-metoxifenoxi)-4-metil-2H-cromen-2-ona (123)

Refluxou-se durante 1 h e 30 min uma mistura formada por 7-hidroxi-4-metilcumarina
122 (1,762 g; 10 mmol), 4-bromoanisole (4 mL; 40 mmol), K,CO3 (1,4 g; 10 mmol) e
Cu,0 (2,15 g; 15 mmol). Apds este periodo, adicionou-se DCM (60 mL) e lavou-se com
agua destilada (2 x 30 mL). A fase organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a
secura obtendo-se um dleo castanho que foi purificado por cromatografia em coluna
(eluente: éter de petrdéleo/AcOEt, 100 = 85 %). Recristalizou-se o sélido obtido de
AcOEt e éter de petréleo e o sélido amarelo precipitado foi separado por filtracao,
seco e identificado como sendo o composto 123 com rendimento de 35 % (0,993 g;

3,52 mmol).
p.f.: 122 -124°C.

Sy (400 MHz, CDCl3): 7,51 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-5); 7,03 (d, J = 9,2 Hz, 2H, H-2"e H-6');
6,94 (d, J = 9,2 Hz, 2H, H-3’e H-5°); 6,90 (dd, J = 8,8 e 2,4 Hz, 1H, H-6); 6,79 (d, J = 2,4
Hz, 1H, H-8); 6,16 (d ap, /= 1,2 Hz, 1H, H-3); 3,83 (sl, 3H, OCHs); 2,40 (s, 3H, CH3) ppm.
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8¢ (100,6 MHz, CDCls): 162,06 (C-7); 160,97 (C-2); 156,90 (C-4°); 155,02 (C-8a); 152,26
(C-4); 148,22 (C-1'); 125,70 (C-5); 121,69 (C-3’e C-6'); 115,16 (C-2'e C-5'); 114,67 (C-
4a); 113,52 (C-6); 112,61 (C-3); 104,39 (C-8); 55,68 (OCH;); 18,68 (CH3) ppm.

2.2 Preparagao de 7-(2’-nitrofenoxi)-4-metil-2H-cromen-2-ona (124)

NO,

Aqueceu-se sob refluxo uma mistura de 7-hidroxi-4-metilcumarina 122 (0,705 g; 4,0
mmol), 2-bromonitrobenzeno (2,43 g; 12,0 mmol), K,CO;3 (0,583 g; 4,2 mmol) e Cu,0
(0,858 g; 6,0 mmol) durante 30 min. Apds este periodo, juntou-se DCM (60 mL) e
lavou-se com dagua destilada (3 x 20 mL). A fase organica foi seca (MgS0,), filtrada e
evaporada a secura obtendo-se um dleo castanho. Por adi¢do de éter de petréleo e,
apés 2h a — 20 °C, ocorreu a precipitacdo de um sdlido bege que foi separado por
filtracao, seco e identificado como sendo o composto 124 com 71 % de rendimento

(0,849 g; 2,85 mmol).

On (300 MHz, CDCl3): 8,05 (dd, J = 8,4 e 1,5 Hz, 1H, H-3"); 7,65 (dt, / = 1,8 e 8,0 Hz, 1H,
H-5°); 7,59 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-6"); 7,39 (dt, J = 1,5 e 8,0 Hz, 1H, H-4"); 7,23 (dd, J = 8,1
e 1,2 Hz, 1H, H-5); 6,98 (dd, J = 8,4 e 2,7 Hz, 1H, H-6); 6,86 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-8); 6,22
(dap,J=1,2 Hz, 1H, H-3); 2,43 (d, J = 1,2 Hz, 3H, CHs) ppm.

8¢ (75,4 MHz, CDCl3): 160,53 (C-2); 159,70 (C-7); 154,89 (C-8a); 152,01 (C-4); 148,25 (C-
2°); 142,30 (C-1'); 134,66 (C-5°); 126,14 (C-5); 125,47 (C-4°); 123,05 (C-6°); 116,03 (C-
4a); 114,11 (C-6); 113,52 (C-3); 105,29 (C-8); 18,71 (CH3) ppm.
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2.3 Preparacao de 10-metoxi-4-metil-2H-benzofuro[2,3-h]cromen-2-ona (128)

0}

<

L)

O

_-0O

A uma solucdo do composto 123 (0,851 g; 3,00 mmol) em acido acético (25 mL)
adicionaram-se Cu(OAc), (1,80 g; 9,9 mmol), Pd(OAc), (0,338 g; 1,50 mmol) e aqueceu-
se sob refluxo durante 46 h. Adicionou-se dgua destilada (50 mL), AcOEt (25 mL) e as
fases foram separadas. A fase orgéanica foi lavada com dgua (2 x 10 mL), seca (MgSQ0,),
filtrada e evaporada a secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia em
coluna (eluente: éter de petrdleo/éter dietilico), tendo-se obtido o composto 128

como um 6leo amarelo com 55 % de rendimento.

84 (400 MHz, CDCl3): 7,86 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-11); 7,67 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-8); 7,50 (d,
J=7,2 Hz, 1H, H-5); 7,47 (d, J = 7,2 Hz, 1H, H-6); 7,10 (dd, J = 8,8 e 2,8 Hz, 1H, H-9); 6,32
(s, 1H, H-3); 3,97 (s, 3H, OCHs); 2,54 (s, 3H, CHs) ppm.

3. Andlogos do psoraleno a partir de 3-hidroxicarbazole

3.1 Por reagoes de acoplamento

3.1.1 Preparacgdo de 4,4 -dimetoxi-1,1"-bifenilo (131)

Uma mistura de anilina (1,79 mL; 19,7 mmol), 4-bromoanisole (2,00 mL; 15,7 mmol),

K,CO3 (1,13 g; 8,16 mmol) e Cu,0 (3,52 g; 24,6 mmol) foi refluxada durante 4 h 30 min.

Apés arrefecer, adicionou-se CHCI; (30 mL) e o precipitado foi separado por filtracdo.
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Lavou-se o filtrado com NaOH 1M (5 x 20 mL), secou-se (MgSQ,) e evaporou-se a
secura. Obteve-se um éleo castanho que foi identificado como sendo o composto 131

com 74 % (2,51 g; 0,12 mmol).

84 (300 MHz, CDCl3): 7,38 (d, J = 6,9 Hz, 4H, H-2, H-2", H-6, H-6°); 6,79 (d, J = 6,6 Hz,
4H, H-3, H-3", H-5, H-5°); 3,79 (s, 6H, 2 x CH3) ppm.

3.2 A partir de acetanilida

3.2.1 Preparacgao de N-(4-metoxifenil)-N-fenilacetamida (138)

4 5"

. _OCH
5 3 6 4 3
2 5
6 N R
7 )\ 27
o) CHj

Aqueceu-se uma mistura de acetanilida (4,00 g; 30 mmol), 4-bromoanisole (7,4 mL; 60

mmol), K,COs (3,43 g; 24 mmol) e Cu,0 (12,9 g; 90 mmol) a 180 °C durante 72 h. Apds
arrefecimento, adicionou-se AcOEt (60 mL) e deixou-se sob agitacdo durante a noite.
Filtrou-se sobre Celite e o filtrado foi evaporado a secura. O residuo obtido foi
purificado por cromatografia em “flash” seca (eluente: AcOEt/éter de petrdleo, 1:1) e
obteve-se um d6leo negro que foi identificado como sendo o composto 138 com

rendimento de 54 % (3,77 g; 16 mmol).

Oy (400 MHz, DMSO-dg): 7,37 — 7,31 (m, 7H, H-2’, H-6', H-3, H-4, H-5, H-6 e H-7); 6,99 —
6,98 (m, 2H, H-3" e H-57); 3,82 (s, 3H, OCHs); 1,97 (s, 3H, CHs) ppm.

Oc (100,6 MHz, acetona-dg): inter alia 170,08 (C=0 amida); 137,32 (C-1"); 115,29 (C-3’e
C-5'); 55,70 (OCHs); 23,71 (CH3) ppm.
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3.2.2 Preparacao de 4’ -metoxi-N-fenilanilina (132)

o

H

Uma mistura do composto 138 (1,173 g; 4,86 mmol) e KOH (1,373 g; 24,48 mmol) em
H,O:EtOH (1:5) (7,50 mL) ficou em refluxo durante 7 h. Apds arrefecer, verteu-se a
mistura sobre gelo (30 g) tendo ocorrido a precipitacdo de um sdlido castanho que foi
separado por filtracdo, seco e identificado como sendo o composto 132, obtido com

rendimento de 92 % (0,886 g; 4,45 mmol).

p. f.: 88 — 89 °C.

81 (400 MHz, DMSO-dg): 7,79 (s, 1H, NH); 7,14 (dt, J = 1,6 e 7,2 Hz, 2H, H-3 e H-5); 7,02
(d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2" e H-6"); 6,89 (d, J = 7,6 Hz, 2H, H-2 e H-6); 6,84 (d, J = 8,0 Hz, 2H,
H-3" e H-5°); 6,68 (t, J = 7,2 Hz, 1H, H-4); 3,69 (s, 3H, OCH3) ppm.

3¢ (100,6 MHz, DMSO-de): 153,84 (C-4°); 145,18 (C-1); 136,15 (C-1°); 129, 13 (C-3 e C-
5); 120,43 (C-2'e C-6°); 118,29 (C-4); 114,82 (C-2 e C-6); 114,56 (C-3’e C-5°); 55,22
(OCHs) ppm.

Andlise elementar: C, 77,36; H, 6,23; N, 6,96 %. C13H13N0.0,1H,0 requer C, 77,66; H,
6,63, N, 6,97 %.

3.2.3 Preparacao de 3,3’-dimetoxi-9,9 -bicarbazole (139)

OCH;

Lt

N

N

-

OCHs
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A uma solucdo do composto 132 (0,500 g; 2,5 mmol) em éacido acético (30 mL), sob
atmosfera de azoto, adicionou-se Pd(OAc); (1,12 g; 5,0 mmol) e refluxou-se a mistura
reacional durante 2h 30 min. Evaporou-se o dacido acético, o residuo obtido foi
dissolvido em DCM (50 mL) e lavou-se com agua destilada (3 x 20 mL). A fase organica
foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O residuo obtido foi purificado por
cromatografia em “flash” seca (eluente: éter de petréleo/éter dietilico, 4:1) e obteve-
se um sélido que foi identificado como sendo o composto 139 com rendimento de 40

% (0,397 g; 1,00 mmol).
p.f.: 83 —86°C.

On (300 MHz, CDCl3): 8,15 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-5 ou H-57); 8,13 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-5 ou
H-5); 7,73 (d, J=2,4 Hz, 1H, H-4 ou H-4°); 7,68 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-4 ou H-4"); 7,43 —
7,24 (m, 8H, H-1 ou H-1", H-2 ou H-2’, H-6, H-6, H-7, H-7, H-8, H-8"); 4,00 e 3,95 (2s,
6H, 2 x OCH3) ppm.

dc (100,6 MHz, DMSO-dg): 154,51; 154,18; 140,99; 140,01; 135,46; 130,83; 126,50;
126,20; 125,77; 123,98; 123,43; 123,31; 121,20; 120,49; 120,43; 119,81; 119,53;
115,11; 113,28; 111,08; 110,87, 110,23; 103,52; 103,47, 56,30; 56,13 ppm.

HRMS (ESI-TOF) C6H20N,05: Calc. 392,15248. Obt. 393,15975 (MH").

3.3 A partir de nitroindoles

3.3.1 Preparagao de 2-azidobenzaldeido (141)
: jCHo
N3

A uma solucdo de 2-nitrobenzaldeido (6,00 g; 40 mmol) em DMF (60 mL) adicionou-se

azida de sédio (7,80 g; 120 mmol) e agitou-se a 60 °C durante 72 h. Apds este periodo,

o sélido formado foi separado por filtracdo. Ao filtrado adicionou-se agua destilada
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(100 mL) e fez-se extracdo com éter dietilico (6 x 50 mL). A fase organica foi seca
(MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. Obteve-se um 6leo amarelo que foi purificado
por cromatografia em coluna (eluente: éter de petrdleo). O produto 141 foi obtido na

forma de um éleo amarelo claro com rendimento de 71 % (4,13 g; 28 mmol).

Su (400 MHz, CDCl3): 10,36 (s, 1H, CHO); 7,89 (dd, J = 8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-6); 7,62 (dt, J=
1,6 e 7,2 Hz, 1H, H-4); 7,28 (dd, J = 8,0 e 1,2 Hz, 1H, H-3); 7,24 (dt, J = 2,0 e 7,6 Hz, 1H,

H-5) ppm.

dc (100,6 MHz, CDCl5): 188,56 (CHO); 142,91 (C-1); 135,40 (C-4); 129,00 (C-6); 126,95
(C-2); 124,88 (C-5); 119,0 (C-3) ppm.

3.3.2 Preparagao de 1-azido-2-(2’-nitrovinil)benzeno (142)

A uma solugdao em etanol (35 mL) do composto 141 (4,13 g; 28 mmol) e nitrometano
(2,30 mL; 42 mmol), arrefecida a 0 °C, adicionou-se durante 15 minutos uma solugdo
de KOH (2,50 g; 45 mmol) em MeOH:H,0 (2:1) (7,50 mL). A mistura reacional ficou em
agitacdo durante 10 h a 0 °C. Apds adicdo de uma solucdo aquosa de HCl 37 % (25,0
mL), manteve-se esta mistura no frio (5 °C) durante a noite. O sdlido castanho
precipitado foi separado por filtracdo e identificado como sendo o composto 142, que

foi obtido com rendimento de 64 % (3,39 g; 18 mmol).
p.f.:> 350°C.

on (300 MHz, DMSO-dg): 8,24 (d, J = 13,8 Hz, 1H, H-17); 8,12 (d, J = 13,5 Hz, 1H, H-2");
7,92 (dd, 1H,J=8,1e 1,2 Hz, 1H, H-3); 7,60 (td, 1H, /= 8,4 e 1,5 Hz, 1H, H-4); 7,45 (dd, J
=8,1e1,2 Hz, 1H, H-5); 7,26 (td, J = 7,8 e 1,2 Hz, 1H, H-6) ppm.

Sc (75,4 MHz, DMSO-dg): 140,02 (C-2); 138,89 (C-1°); 133,62 (C-4); 133,03 (C-2");
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130,10 (C-3); 125,28 (C-6); 120,92 (C-1); 119,77 (C-5) ppm.

3.3.3 Preparacgdo de 2-nitro-1H-indole (143)

H

Dissolveu-se o composto 142 (0,958 g; 5,4 mmol) em p-xileno (25 mL) e a mistura foi
deixada em refluxo durante 36 h. Por remocao do p-xileno a pressdo reduzida, formou-
se um o6leo negro. Apds purificacdo por cromatografia em coluna (eluente: éter de
petréleo/éter dietilico, 95:5) obteve-se um sdlido amarelo que foi identificado como

sendo o composto 143 com 28 % de rendimento (0,248 g; 1,53 mmol).
p. f.: 89— 90 °C (lit. 116 — 118 °C (Pelkey, 1997)).

Oy (400 MHz, CDCl3): 9,29 (sl, 1H, NH); 7,75 (dd, /= 8,0 e 0,8 Hz, 1H, H-4 ou H-7); 7,50 —
7,45 (m, 3H, H-3 e H-4 ou H-7 e H-5 ou H-6); 7,44 (sl, 1H, H-3); 7,26 (dd, /= 6,0 e 1,2 Hz,
1H, H-5 ou H-6) ppm.

Sc: 134,98 (C-3a ou C-7a); 128,20 (C-5, C-6 ou C-7); 125,85 (C-3a ou C-7a); 123,79 (C-4);
122,47 (C-5, C-6 ou C-7); 112,38 (C-5, C-6 ou C-7); 104,20 (C-3) ppm.

3.3.4 Preparagdo de 1-metil-2-nitro-1H-indole (144)

\

CHj3

A uma solucdo do composto 143 (0,369 g; 2,28 mmol) em etanol (20 mL) adicionou-se
KOH (0,171 g; 3,06 mmol) e a mistura ficou em agitacdo até total solubilizacdo. O

etanol foi removido a vacuo e adicionou-se acetona (20 mL) e, em seguida, o ICH3
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(0,20mL; 4,65 mmol). Manteve-se a mistura reacional em agitacdo a temperatura
ambiente durante 48 h. Apds este periodo, evaporou-se a acetona e o residuo foi
dissolvido em DCM (20 mL) e lavado com d4gua (3 x 10 mL). A fase organica foi seca
(MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. Obteve-se um sdélido castanho que foi

identificado como sendo o composto 144 com rendimento quantitativo.
p. f.: 96 — 97 °C.

8w (300 MHz, CDCls): 7,73 (dd, J = 0,9 e 8,1 Hz, 1H, H-4 ou H-7); 7,55 (sl, 1H, H-3); 7,50

(dt,J=1,2 e 6,9 Hz, 1H, H-6); 7,41 (dd, J = 8,7 € 0,9 Hz, 1H, H-4 ou H-7), 7,24 (dt, J = 0,9

e 7,2 Hz, 1H, H-5); 4,12 (s, 3H, NCH3) ppm.

3.4 A partir de tetra-hidrocarbazole

3.4.1 Preparacgao de 3-metoxi-5,6,7,8-tetra-hidro-9H-carbazole (148)

A uma solugdo de ciclo-hexanona (0,30 mL; 2,86 mmol) em &cido acético glacial (1 mL)
adicionou-se, durante 1 h, cloridrato de 4-metoxifenil-hidrazina (0,501 g; 2,87 mmol).
A mistura reacional foi refluxada durante 3 h e 30 min. Apds este periodo, permaneceu
em agitacao até arrefecimento a temperatura ambiente. Colocou-se em banho de gelo
durante 20 min e, a seguir, adicionou-se 4 mL de uma solucdo aquosa de MeOH (75 %,
v/v) e filtrou-se o sdlido formado, o qual foi lavado com 12 mL da mesma solugdo
aquosa de metanol, obtendo-se o composto 148 como um sélido bege com

rendimento de 71 % (0,409 g; 2,03 mmol).

p. f.: 93— 95°C.
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on (300 MHz, CDCls): 7,56 (sl, 1H, NH); 7,18 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-1); 6,93 (d, J = 2,4 Hz,
1H, H-4); 6,77 (dd, J = 8,7 e 2,4 Hz, 1H, H-2); 3,86 (s, 3H, OCHs); 2,72 — 2,68 (m, 4H, H-6
e H-7); 1,90 - 1,89 (m, 4H, H-5 e H-8) ppm.

Sc (75,4 MHz, CDCl5): 153,84 (C-3); 153,06 (C-8a); 130,68 (C-9a); 128,17 (C-4a); 110,90
(C-1); 110,50 (C-2); 110,02 (C-4b); 100,23 (C-4); 55,95 (OCHs); 23,33 (C-6 ou C-7); 23,18
(C-5 e C-8); 20,94 (C-6 ou C-7) ppm.

Andlise elementar: C, 77,91; H, 7,223; N, 6,983 %. C13H1sNO requer C, 77,58; H, 7,51; N,
6,96 %.

3.4.2 Preparacgao de 3-metoxi-9H-carbazole (133)

OCHs
N
H

A uma solu¢do do composto 148 (0,409 g; 2,03 mmol) em p-cimeno e H,0 (5 mL; 4:1)

adicionou-se 10% Pd/C (0,206 g) e aqueceu-se a mistura resultante sob refluxo durante
48 h. Apds arrefecimento filtrou-se sobre Celite e lavou-se com AcOEt em ebulicdo. O
filtrado foi evaporado a secura originando o composto 133 com rendimento de 23 %

(0,210 g; 1,07 mmol).

8y (300 MHz, CDCls): 8,04 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-5); 7,57 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-4); 7,41 —
7,40 (m, 2H, H-7 e H-8); 7,34 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-1); 7,24 — 7,20 (m, 1H, H-6), 7,07 (dd;
J=9,0e 2,4 Hz, H-2); 3,94 (s, 3H, OCH3) ppm. O grupo NH nao foi observado.

3.4.3 Preparacao de 3-metoxi-6-cloro-9H-carbazole (149)

cl OCHs

L)

N
H
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A uma solucdo do composto 133 (0,275 g; 1,37 mmol) em THF seco (6 mL) adicionou-
se 2,3,5,6-tetracloroquinona (0,520 g; 2,12 mmol) dissolvida em THF seco (3 mL). A
mistura reacional foi refluxada, sob N,, durante 4h e 30 min. Evaporou-se o solvente a
secura e adicionou-se uma solugdao de NaOH 10 % (10 mL). Fez-se extragdo com DCM
(3 x 15 mL) e a fase organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura,
originando um sélido castanho que foi purificado por cromatografia em coluna
(eluente: éter de petrdleo/éter dietilico, 100 = 80 %) tendo-se obtido o composto 150

na forma de um soélido bege com rendimento de 6 % (0,0149 g; 0,08 mmol).
p. f.: 134 — 136 °C.

Oy (400 MHz, CDCls): 8,00 (d, J = 1,6 Hz, 1H, H-5); 7,93 (sl, 1H, NH); 7,50 (d, J = 1,6 Hz,
1H, H-4); 7,33 - 7,36 (m, 3H, H-1, H-7 e H-8); 7,09 (dd, J = 8,7 e 2,4 Hz, 1H, H-2); 3,93 (s,
3H, OCHs) ppm.

8¢ (100,6 MHz, CDCl3): 154,09 (C-3); 138,47 (C-6); 134,88 (C-9a); 125,83 (C-7 ou C-8);
124,50 (C-4a ou C-4b e C-8a); 122,92 (C-4a ou C-4b); 119,94 (C-5); 116, 02 (C-2); 111,68
(C-1); 111,58 (C-7 ou C-8); 102,99 (C-4); 56,02 (OCHs) ppm.

Andlise elementar: C, 67,52; H, 4,52; N, 6,20 %. C13H1oCINO requer C, 67,39; H, 4,35; N,
6,05 %.

HRMS (ESI-TOF) C13H10CINO: Calc. 231,04509. Obt. 232,05237 (MH®).

3.4.4 Preparagao de 3-metoxi-9H-carbazole-9-carbaldeido (151)

OCHs

A uma solucdo de DMF seca (0,10 mL; 1,30 mmol) em DCM seco (5 mL) arrefecida a

0°C adicionou-se, lentamente, POCl3 (0,07 mL; 0,75 mmol). Manteve-se sob agitacdo
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durante 30 min., a seguir, adicionou-se o composto 133 (0,100 g; 0,51 mmol)
dissolvido em DCM seco (10 mL). Aqueceu-se a mistura reacional sob refluxo durante 3
h. Apds arrefecimento, juntou-se dgua destilada (10 mL) e fez-se a separacao das fases.
A fase organica foi sequencialmente lavada com HCl 10 % (5 mL) e NaHCO3 (2 x 5 mL),
seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. Obteve-se o composto 151 na forma de

um sélido com rendimento de 76 % (0,087 g; 0,39 mmol).

Oy (300 MHz, DMSO-dg): 9,81 (s, 1H, CHO); 8,34 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-1); 8,17 (d, /= 8,4
Hz, 1H, H-5); 8,08 (d, /= 7,2 Hz, 1H, H-8); 7,75 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-4); 7,51 (t, J = 7,6 Hz,
1H, H-6); 7,42 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-7); 7,11 (dd, J = 8,8 e 2,8 Hz, 1H, H-2); 3,87 (s, 3H,
OCHs) ppm.

¢ (100,6 MHz, DMSO-d): 159,31 (CHO); 156,70 (C-3); 138,15 (C-8a); 130,74 (C-9a);
127,24 (C-7); 125,07 (C-4b); 123,91 (C-6); 120,87 (C-5); 116,75 (C-1); 115,16 (C-2);
112,23 (C-4a); 111,41 (C-8); 104,07 (C-4); 55,64 (OCH3) ppm.

3.4.5 Preparagdo de 3-hidroxi-9H-carbazole-9-carbaldeido (152)

OH

A uma solucdo fria do composto 151 (0,069 g; 0,31 mmol) em DCM seco (5 mL), sob
atmosfera de nitrogénio, adicionou-se, lentamente, BBr; em DCM 1M (0,60 mL; 0,60
mmol). Apds atingir a temperatura ambiente manteve-se sob agitacdo durante 24
horas. Verteu-se a mistura sobre gelo e extraiu-se com DCM (3 x 10 mL). A fase
organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O residuo obtido foi
submetido a cromatografia em camada preparativa (eluente: éter dietilico/éter de
petréleo, 1:1) tendo-se obtido o composto 152 com rendimento de 48 % (0,031 g; 0,14

mmol), para além do 3-hidroxicarbazole isolado como produto secundario.
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p. f.: 149 — 150 °C.

84 (300 MHz, DMSO-dg): § 9,79 (s, 1H, CHO); 9,60 (sl, 1H, OH); 8,25 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-
1); 8,06 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H-5 e H-8); 7,49 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-7); 7,46 (d, J = 2,4 Hz, 1H,
H-4); 7,39 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-6); 6,94 (dd, J = 8,8 e 2,0 Hz, 1H, H-2) ppm.

8¢ (100,6 MHz, DMSO-d¢): & 159,08 (CHO); 154,70 (C-3); 138,15 (C-8a); 129,84 (C-9a);
127,09 (C-7); 125,06 (C-4b); 123,85 (C-6); 120,69 (C-5); 116,76 (C-1); 115,64 (C-2);
112,05 (C-4a); 111,33 (C-8); 105,73 (C-4) ppm.

3.4.6 Preparacgao de (E)-3-(3"-hidroxi-9°H-carbazol-9’-il) acrilato de etilo (153)

OH

A uma solucdo do composto 152 (0,070 g; 0,33 mmol) em N,N-dietilanilina (2,0 mL)
adicionou-se carbetoximetilenotrifenilfosforano (0,160 g; 0,46 mmol) e a mistura ficou
em refluxo durante 15 h. Apds arrefecer, adicionou-se dgua (10 mL) e extraiu-se com
DCM (4 x 5 mL). A fase organica foi lavada com HClI 5 % (5 x 5 mL), seca (MgSQ0,),
filtrada e evaporada a secura. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em
camada preparativa (eluente: éter dietilico/éter de petrdleo, 7:3). O composto 153 foi

obtido como um sélido amarelo com rendimento de 28 % (0,021 g; 0,09 mmol).

Sy (400 MHz, acetona-ds): 8,54 (d, J = 14,4 Hz, 1H, H-3); 8,57 (s, 1H, OH); 8,10 (dd, J =
8,0 e 0,8 Hz, 1H, H-5"ou H-8"); 7,90 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5"ou H-8); 7,81 (d, J = 8,8 Hz,
1H, H-1°); 7,61 (d, J = 2,4 Hz, 1H, H-4°); 7,58 (dt, J = 1,2 e 8,0 Hz, 1H, H-7°); 7,39 (dt, J =
0,8 € 8,0 Hz, 1H, H-6"); 7,15 (dd, J = 2,4 e 8,8 Hz, 1H, H-2"); 6,32 (d, /= 14,0 Hz, 1H, H-2);
4,28 (q,J=7,2 Hz, 2H, CH,); 1,35 (t, J = 7,2 Hz, 3H, CH3) ppm.
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Oc (100,6 MHz, acetona-dg,): 168,18 (C=0); 154,66 (C-3°); 140,64 (C-8"a); 137,65 (C-3);
133,61 (C-9'a); 127,98 (C-7°); 127,64 (C-4’a); 126,14 (C-4'b); 123,31 (C-6'); 121,27 (C-
5'ou C-8°); 116,49 (C-2°); 113,97 (C-1'); 112,50 (C-5" ou C-8°); 106,72 (C-4°); 100,90 (C-
2); 60,50 (CH3); 14,74 (CHs3) ppm.

4. Andlogos do psoraleno a partir de 2-hidroxicarbazole

4.1 Preparagao de 2-hidroxi-9H-carbazole-1-carbaldeido (158)

A mistura reacional formada por 2-hidroxicarbazole (0,20 g; 1,09 mmol), NaOH (0,40 g;
10 mmol) e CHCl; (0,48 mL) em H,0:EtOH (9:1) (6 mL) foi aquecida a 60 °C durante 5h
e 30 min. Apds arrefecer, a mistura foi extraida com AcOEt (3 x 5 mL), a fase organica
foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna (eluente: éter de petrdleo/éter dietilico, 100 =70 %)
obtendo-se o composto 158 como um sodlido amarelo com rendimento de 5 %
(0,0097g; 0,05 mmol). Foi ainda identificado o 9H-carbazole, formado como produto

secundario, por perda de OH do 2-hidroxicarbazole.
p. f.: 219 — 223 °C (lit. 219 — 220 °C (Oliveira, 2007)).

On (300 MHz, acetona-dg): 11,15 (sl, 1H, NH); 10,67 (s, 1H, CHO); 10,30 (sl, 1H, OH);
8,27 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-4); 8,06 (dd, J = 8,4 e 1,2 Hz, 1H, H-5); 7,70 (dd, J = 7,8 e 1,2
Hz, 1H, H-8); 7,39 (dt, J = 1,2 e 7,8 Hz,1H, H-7); 7,24 (dt, J= 1,2 e 7,8 Hz, 1H, H-6); 6,85
(d, J=8,7 Hz, 1H, H-3) ppm.

Sc (100,6 MHz, acetona-de): 191,03 (CHO); 161,68 (C-2); 140,90 (C-8a); 140,60 (C-4b);
129,70 (C-4); 125,63 (C-7); 123,35 (C-9a); 120,94 (C-6); 119,96 (C-5); 117,74 (C-4a);
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112,42 (C-8); 108,66 (C-3); 108,20 (C-1) ppm.

Andlise elementar: C, 72,72; H, 4,30; N, 6,57 %. C13H9NOs. %H,0 requer C, 72,37; H,
4,44; N, 6,49 %.

4.2 Preparagao de 2-hidroxicarbazole-3-carbaldeido (159)

L

N
H

A uma solucdo de N-MFA (1,80 mL; 14,8 mmol) e POCI; (1,25 mL; 13,0 mmol) foi
adicionado o 2-hidroxicarbazole (2,0 g; 11 mmol) e deixou-se a mistura a agitar a
temperatura ambiente durante 16 h e aqueceu-se a 45 °C durante 30 min. O residuo
obtido foi dissolvido em DCM (30 mL) e lavado com agua destilada (3 x 15 mL). A fase
organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O residuo obtido foi
purificado por cromatografia em coluna (eluente: éter de petrdleo/éter dietilico, 100
= 90 %). Obteve-se um sdlido castanho que foi identificado como sendo o composto

159 com rendimento de 5 % (0,124 g; 0,59 mmol).
p. f.: decomposicdo > 220 °C (lit. 232 — 233 °C (dec. 200 °C) (Oliveira, 2005)).

On (300 MHz, acetona-dg): 11,50 (s, 1H, OH); 10,77 (sl, 1H, NH); 10,03 (s, 1H, CHO); 8,49
(s, 1H, H-4); 8,12 (dd, J=7,0 e 0,9 Hz, 1H, H-5); 7,53 (dd, J = 7,6 € 0,9 Hz, 1H, H-8); 7,42
(dt,J=1,2e 7,6 Hz, 1H, H-7); 7,26 (dt, J=0,9 e 7,3 Hz, 1H, H-6); 6,93 (s, 1H, H-1) ppm.

8¢ (100,6 MHz, acetona-ds): 196,65 (CHO); 161,86 (C-2); 147,01 (C-4a); 141,88 (C-8a);
128,50 (C-4); 126,68 (C-7); 124,13 (C-4b); 121,23 (C-6); 120,58 (C-5); 118,47 (C-3);
116,21 (C-9a); 111,93 (C-8); 97,25 (C-1) ppm.
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4.3 Preparagao de 3-oxopirano[2,3-b]carbazole-2-carboxilato de etilo (9)

X COOEt

Uma solucdo de piperidina (0,19 mL) e acido acético (0,19 mL) em etanol (2 mL) foi
agitada durante alguns minutos e adicionaram-se malonato de dietilo (0,11 mL; 0,79
mmol) e o composto 159 (0,100 g; 0,47 mmol) dissolvido em etanol (16 mL). Aqueceu-
se a mistura reacional sob refluxo durante 6 h e 30 min. Apds este periodo, evaporou-
se a secura e por adicdo de AcOEt precipitou um sélido amarelo que foi separado por
filtracao, seco e identificado como sendo o composto 9 com 22 % de rendimento

(0,039 g; 1,27 mmol).
p. f.: decomposicao > 300° C (lit. 335 — 336 °C (Oliveira, 2007)).

81 (400 MHz, acetona-ds): 11,48 (s, 1H, NH); 8,46 (s, 1H, H-1); 8,26 (s, 1H, H-11); 7,72
(d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10); 7,12 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-7); 7,05 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-8); 6,99 (s,
1H, H-5); 6,86 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-9); 3,88 (q, / = 7,2 Hz, 2H, OCH;); 0,90 (t, / = 7,2 Hz,
3H, CHs) ppm.

4.4 Preparacgao de 2-metoxi-9H-carbazole (160)

N
H

A uma solucdo de 2-hidroxicarbazole (1,30 g; 7,10 mmol) em etanol (60 mL) adicionou-
se KOH (0,567 g; 10,10 mmol) e a mistura ficou em agitacdo até total solubilizacdo. O
etanol foi removido sob vacuo e adicionou-se acetona (60 mL) e ICH; (0,91 mL; 14,50
mmol). Manteve-se a mistura reacional em agitacdo durante 17 h. Findo este periodo,

evaporou-se a acetona tendo-se formado um sélido que foi separado por filtragdo
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(produto + Kl) e lavado com cloroférmio repetidas vezes. O filtrado foi evaporado a

secura, obtendo-se o composto 160 com 66 % de rendimento (0,919 g; 4,65 mmol).
p.f.: 221 -223°C.

8w (300 MHz, DMSO-dg): 11,09 (s, 1H, NH); 7,97 — 7,93 (m, 2H, H-5 e H-4); 7,41 (d, J =
8,1 Hz, 1H, H-8); 7,27 (dt, J = 0,9 e 7,2 Hz, 1H, H-6); 7,09 (dt, J = 0,9 e 7,8 Hz, 1H, H-7);
6,95 (d, J= 2,1 Hz, 1H, H-1); 6,75 (dd, J = 8,7 e 2,4 Hz, 1H, H-3); 3,82 (s, 3H, OCHs) ppm.

8¢ (100,6 MHz, DMSO-d¢): 158,46 (C-2); 141,05 (C-8a); 139,68 (C-9a); 124,07 (C-6);
122,62 (C-4b); 120,84 (C-4); 119,19 (C-5); 118,49 (C-7); 116,14 (C-4a); 110,56 (C-8);
107,64 (C-3); 94,41 (C-1), 55,22 (OCHs) ppm.

Andlise elementar: C, 78,69; H, 5,58; N, 7,11 %. C13H11NO requer C, 79,16; H, 5,62; N,
7,10 %.

4.5 Preparagao de 2-metoxi-9H-carbazole-9-carbaldeido (162)

N

CHO

Adicionou-se, lentamente, POCl; (0,14 mL; 1,56 mmol) a uma solucdo de DMF seca
(0,20 mL; 2,60 mmol) em DCM seco (10 mL) a 0 °C e deixou-se, sob agitacdo, durante
30 minutos. A seguir, adicionou-se o composto 160 (0,213 g; 1,08 mmol) dissolvido em
DCM seco (20 mL). A mistura resultante foi refluxada durante 4 h e apds arrefecer a
temperatura ambiente adicionou-se dgua destilada (20 mL) e separaram-se as fases. A
fase organica foi lavada sequencialmente com HCl 10 % (10 mL) e com NaHCO3 5 % (2 x
10 mL), seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. Obteve-se um sdélido bege que foi
identificado como sendo o composto 162 com rendimento de 91 % (0,207 g; 0,92

mmol).
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p. f.: 67 —70°C.

Sy (300 MHz, DMSO-dq): 9,88 (s, 1H, CHO); 8,10 — 7,98 (m, 4H, H-3, H-4, H-5 e H-8);
7,48 — 7,36 (m, 3H, H-1, H-6 e H-7); 3,87 (s, 3H, OCH3) ppm.

Sc (100,6 MHz, DMSO-dg): 160,06 (CHO); 159,44 (C-2); 139,68 (C-1); 139,06 (C-9a);
137,58 (C-8a ou C-4b); 136,58 (C-8a ou C-4b); 125,88 (C-7 ou C-6); 124,35 (C-7 ou C-6);
121,37 (C-4); 129,84 (C-5 ou C-8); 119,58 (C-5 ou C-8); 115,76 (C-4a); 112,07 (C-3);
55,64 (OCHs) ppm.

Andlise elementar: C, 74,87; H, 5,019; N, 6,282 %. C14H1:NO, requer C, 74,65; H, 4,92;
N, 6,22 %.

4.6 Preparagao de 2-hidroxi-9H-carbazole-9-carbaldeido (163)

A uma solucgdo arrefecida do composto 162 (0,150 g; 0,67 mmol) em DCM seco (5 mL),
sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se, lentamente, BBr; em DCM 1M (2,0 mL; 2,0
mmol). Apds atingir a temperatura ambiente manteve-se sob agitacdo durante 24 h. A
mistura foi vertida sobre gelo e extraida com DCM (3 x 15 mL). A fase organica foi seca
(MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O residuo obtido foi recristalizado de DCM e
éter de petrdleo tendo-se o obtido o composto 163 com rendimento de 62 % (0,087 g;

0,42 mmol).

84 (300 MHz, acetona-de): 9,88 (s, 1H, CHO); 9,08 (sl, 1H, OH) 8,02 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-
5 ou H-8); 7,97 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-4); 7,46 — 7,41 (m, 4H, H-1, H-5 ou H-8, H-6 e H-7);
7,01 (dd, J = 8,7 e 2,1 Hz, 1H, H-3) ppm.
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4.7 Preparagao de 3-oxo0-3,11-di-hidropirano[3,2-a]carbazole-2-carboxilato de etilo

L -

N o

—

COOEt

A uma solucdo de piperidina (3 gotas) e acido acético (3 gotas) em EtOH (1 mL)
adicionaram-se malonato de dietilo (60 pL) e o composto 137 (0,059 g, 0,28 mmol) em
EtOH (9 mL). A mistura ficou em refluxo durante 5 h e apds evaporacdo do solvente
obteve-se um dleo vermelho que foi purificado por cromatografia em “flash” seca
(eluente: éter de petréleo / éter dietilico, 100 = 70 %) originando o composto 6 como

um solido amarelo, com rendimento de 38 % (0,033 g; 0,11 mmol).
p. f.: 198 — 201 °C (lit. 211 — 212 °C (Oliveira, 2007)).

Oy (400 MHz, acetona-dg): 11,48 (sl,1H, NH); 9,26 (s, 1H, H-1); 8,46 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-
6); 8,19 (d, /= 8,0 Hz, 1H, H- 7); 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H- 10); 7,48 (dt, /= 1,2 e 7,2 Hz,
1H, H-9); 7,32 (dt,J=1,2 e 7,2 Hz, 1H, H-8); 7,18 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5); 4,40 (q, /= 7,2
Hz, 2H, CH,); 1,41 (t, /= 7,2 Hz, 3H, CH3) ppm.

¢ (100,6 MHz, acetona-de): 164,02 (CO éster); 156,87 (C-3); 155,59 (C-4a); 144,72 (C-
1); 141,00 (C-10a); 137,91 (C-6b); 127,54 (C-6); 126,65 (C-9); 123,54 (C-11a); 121,25 (C-
8); 120,78 (C-7); 120,24 (C-6a); 116,66 (C-2); 112,28 (C-10); 108,30 (C-5); 104,42 (C-
11b) ppm.

Andlise elementar: C, 68,49; H, 4,69; N, 4,14 %. C13H13NO4. %5 H,0 requer C, 68,35; H,
4,46; N, 4,42 %.

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 115



Parte Experimental

4.8 Preparagao de acido 3-oxo-3,11-di-hidropirano[3,2-a]carbazole-2-carboxilico

Sgd

N
H — 0

(164)

COOH

A uma solugdo do composto 6 (0,137 g; 0,45 mmol) em EtOH quente (40 mL),
adicionou-se solucdo aquosa de NaOH 1M (1,34 mL; 1,34 mmol) e a mistura ficou em
agitacdo a 60 °C durante 4h. Apds evaporar o EtOH, o sélido obtido foi dissolvido em
agua, e a solucdo foi arrefecida e acidificada com HCl 10 %. Formou-se um sdlido
castanho que foi separado por filtragdo, seco e identificado como sendo o composto

164, obtido com o rendimento de 96 % (0,122 g; 0,43 mmol).
p.f.:312-315°C.

Sy (400 MHz, DMSO-dg): 13,90 — 13,00 (s muito largo, 1H, OH); 11,48 (s, 1H, NH); 9,00
(s, 1H, H-1); 8,56 — 8,53 (m, 1H, H-7); 8,33 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-6); 8,17 — 8,13 (m, 1H, H-
8 e/ou H-9 e/ou H-10); 7,57 — 7,51 (m, 1H, H-8 e/ou H-9 e/ou H-10); 7,07 (d, J = 8,8 Hz,
1H, H-5) ppm.

8c (100,6 MHz, DMSO-dg): 164,77 (CO acido); 160,59 (C-3); 157,58 (C-4a); 139,68 (C-1);
137,30 (C-10a); 136,73 (C-6b); 129,13 (C-6); 126,50 (C-8 ou C-9 ou C-10); 126,29 (C-
11a); 126,09 (C-8 ou C-9 ou C-10); 120,67 (C-8 ou C-9 ou C-10); 119,33 (C-2); 116,74 (C-
7); 114,40 (C-6a); 111,79 (C-5); 106,03 (C-11b) ppm.

Andlise elementar: C, 67,90; H, 3,10; N, 4,84 %. C1cHgNO,4. ¥ H,0 requer C, 67,72; H,
3,37; N, 4,94 %.

HRMS (ESI-TOF) C36HgNO,: Calc. 279,05316. Obt. 280,06043 (MH).
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4.9 Preparagao de pirano[3,2-a]carbazol-3(11H)-ona (165)

Sgd

N o

—

A uma solu¢do do composto 158 (0,094 g; 0,45 mmol) em N,N-dietilanilina (2 mL)
adicionou-se carbetoximetilenotrifenilfosforano 114 (0,220 g; 0,63 mmol) e deixou-se
a mistura em refluxo durante 30 h. Apds arrefecer, adicionou-se agua (20 mL) e fez-se
extracdo com éter dietilico (4 x 10 mL). A fase organica foi lavada com HCI 5 % (5 x 10
mL), seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O éleo castanho obtido foi purificado
por cromatografia em camada preparativa (eluente: éter de petrdleo/AcOEt, 1:1),
obtendo-se como produto o composto 165 como um sdélido castanho com 27 % de

rendimento (0,027 g; 0,12 mmol).
p. f.: 259 — 262 °C.

On (400 MHz, acetona-dg): 11,21 (sl, 1H, NH); 8,53 (d, J = 9,6 Hz, 1H, H-1); 8,33 (d, J =
8,8 Hz, 1H, H-6); 8,17 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H-7); 7,60 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-10); 7,45 (t, J =
8,8 Hz, 1H, H-9); 7,29 (t, / = 8,0 Hz, 1H, H-8); 7,17 (d, J = 9,4 Hz, 1H, H-5); 6,48 (d, J = 9,6
Hz,1H, H-2) ppm.

Sc (100,6 MHz, acetona-d): 160,89 (C-3); 154,35 (C-4a); 141,05 (C-10a); 139,60 (C-1);
137,06 (C-6b); 126,39 (C-9); 124,68 (C-6); 123,68 (C-11a); 120,88 (C-8); 120,71 (C-7);
120,06 (C-6a); 115,32 (C-2); 112,09 (C-10); 108,81 (C-5); 105,11 (C-11b) ppm.

Andlise elementar: C, 75,08; H, 4,14; N, 5,71 %. CisHgNO,.%H,0 requer C, 75,14; H,
3,89; N, 5,84 %.

HRMS (ESI-TOF) C;35HgNO,: Calc. 235,0633. Obt. 236,0636 (MH").
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4.10 Preparagao de 4-metilpirano[2,3-b]carbazol-2(10H)-ona (166) e de 1-
metilpirano[3,2-a]carbazol-3(11H)ona (167)

L -

N 166

A uma mistura de 2-hidroxicarbazole (0,160 g; 0,87 mmol) e acetoacetato de etilo
(0,16 mL; 1,31 mmol) em AcOEt (5 mL), arrefecida em banho de gelo, adicionou-se
lentamente H,SO,4 concentrado (1,60 mL) e agitou-se a temperatura ambiente durante
18 h. Apds este periodo, a mistura foi vertida sobre gelo, o sdélido castanho precipitado
foi separado por filtracdo, lavado com uma solucdao de NaOH e seco. O espetro de H-
RMN evidenciou que o residuo obtido consistia numa mistura dos compostos 166 e
167 na razdo 3:2. Apds cromatografia em coluna (eluente: éter de petréleo/AcOEt, 100
- 0 %) obteve-se um sélido bege que foi identificado como sendo o composto 166,

com rendimento de 33 % (0,072 g; 0,29 mmol).
p. f.: 249 — 251 °C.

On (300 MHz, DMSO-ds): 11,62 (s, 1H, NH); 8,57 (s, 1H, H-5); 8,23 (d, J = 7,8 Hz, H-9);
7,51 (d, J=8,1 Hz, 1H, H-6); 7,45 (dt, /= 1,2 e 8,1 Hz, 1H, H-7); 7,38 (s, 1H, H-11); 7,22
(dt,J=1,2 e 8,1 Hz, 1H, H-8); 6,24 (s, 1H, H-3); 2,57 (s, 3H, CH3) ppm.

8¢ (75,4 MHz, DMSO-dg): 160,59 (C=0); 154,36 (C-4); 152,11 (C-11a); 141,98 (Cq);
140,89 (Cq); 126,27 (C-7); 122,20 (Cq); 120,60 (C-9); 120,27 (Cq); 119,55 (C-8); 117,21
(C-5); 112,49 (C-4a); 111,22 (C-6); 110,48 (C-3); 97,16 (C-11); 18,68 (CH3) ppm.

HRMS (ESI-TOF) C;6H11NO,: Calc. 249,0790. Obt. 249,0792 (M").

O segundo material eluido foi identificado como uma mistura de 166 e 167 na razao de

1:2.
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e -

N o

—

167

Sy (300 MHz, DMSO-de): 11,43 (s, 1H, NH); 8,37 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-7); 8,16 (d, J = 8,1
Hz, H-10); 7,71 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-6); 7,42 (td, J = 7,2 e 1,2 Hz, 1H, H-9); 7,26 — 7,21
(m, 2H, H-8 e H-5); 6,36 (d ap, J = 0,9 Hz, 1H, H-2); 2,87 (d, /= 0,9 Hz, 3H, CH3) ppm.

4.11 Preparacao de 3-cloro-4-metilpirano[2,3-b]carbazol-2(10H)-ona (168)

L =

N
H

A uma mistura de 2-hidroxicarbazole (1,0 g; 5,43 mmol) e 2-cloroacetoacetato de etilo
(1,14 mL; 8,19 mmol) adicionou-se H,SO; 80 % (2,48 mL) e agitou-se a mistura a
temperatura ambiente durante 48 h. Apds este periodo, a mistura foi vertida sobre
gelo, o precipitado castanho foi separado por filtracao, lavado com dagua destilada
gelada e recristalizado de AcOEt/éter de petrdleo. Obteve-se um sdlido amarelo que
foi identificado como sendo o composto 168 com rendimento de 16 % (0,254 g; 0,90

mmol).
p. f.: 247 — 250 °C.

84 (300 MHz, DMSO-dg): 11,66 (s, 1H, NH); 8,59 (s, 1H, H-5); 8,23 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-
6); 7,50 (dd, J = 8,1 e 1,2 Hz, 1H, H-9); 7,43 (dt, J = 1,2 e 7,7 Hz, 1H, H-8); 7,38 (s, 1H, H-
11); 7,23 (dt, J= 1,2 e 7,5 Hz, 1H, H-7); 2,67 (s, 3H, CH3) ppm.

Sc (75,4 MHz, DMSO-dq): 156,66 (C=0); 150,00 (C-10a ou C-11a); 149,81 (C-10a ou C-
11a); 141,81 (C-5a); 140,95 (C-9a); 122,08 (C-5b); 126,46 (C-8); 120,75 (C-4); 120,70 (C-
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6); 119,64 (C-7); 117,68 (C-5); 115,19 (C-3); 112,07 (C-4a); 111,26 (C-9); 97,10 (C-11);
16,48 (CH3) ppm.

HRMS (ESI-TOF) C;6H10CINO;: Calc. 283,0400. Obt. 283,0405.

4.12 Preparagao de 2,2’-dinitro-1,1"-bifenilo (172)

Aqueceu-se uma mistura de 1-iodo-2-nitrobenzeno (3,01 g; 12,0 mmol) e 2,4-
dibromoanisole (4,16 g; 15,7 mmol), até ocorrer fusdo, e adicionou-se cobre bronze
(2,33 g) durante 40 min. Apds aquecimento a 175 °C durante 5 h, adicionou-se tolueno
guente (400 mL) e filtrou-se sobre Celite. Lavou-se com dgua destilada (100 mL) e a
fase organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O sélido castanho obtido
foi recristalizado de éter dietilico, originando um sdélido amarelo que foi identificado
como sendo o composto 172 com rendimento de 27% (0,80 g; 3,3 mmol), para além do

2,4-dibromoanisole recuperado da evaporacao do filtrado.

Oy (400 MHz, CDCl3): 8,21 (dd, J=8,2 e 1,6 Hz, 2H, H-6 e H-6"); 7,69 (dt, J=1,6 e 7,6 Hz,
2H, H-5e H-5); 7,59 (dt, J=1,2 e 7,8 Hz, 2H, H-4 e H-4"); 7,30 (dd, /= 7,6 e 1,6 Hz, 2H,
H-3 e H-3") ppm.

8¢ (100,6 MHz, CDCl): 147,13 (C-2); 134,10 (C-1); 133,38 (C-5); 130,88 (C-3); 129,07 (C-
4); 124,70 (C-6) ppm.
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4.13 Preparacgao de 4-hidroxi-2’-nitro-[1,1 -bifenil]-3-carboxilato de metilo (173)

O |
OCHs
NO,
OH

Aqueceu-se uma mistura de 1-bromo-2-nitrobenzeno (0,507 g; 2,48 mmol) e 5-

iodossalicilato de metilo (0,850 g; 3,06 mmol) a 170 °C e apds fusdo dos reagentes
adicionou-se o cobre bronze (0,475 g), em pequenas por¢des, durante 40 min. A
mistura foi aquecida a 175 °C durante 5 h. Apds este periodo, adicionou-se tolueno
guente (100 mL) e filtrou-se sobre Celite. Lavou-se o filtrado com agua destilada (50
mL) e a fase organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura. O residuo
castanho foi purificado por cromatografia em coluna (eluente: éter de petrdleo/éter
dietilico, 98:2) obtendo-se um sélido amarelo que foi identificado como sendo o

composto 38, com rendimento de 24 % (0,324 g; 1,2 mmol).

84 (400 MHz, CDCl3): 10,86 (s, 1H, OH); 7,88 (dd, J = 8,4 e 1,2 Hz, 1H, H-6"); 7,82 (dd, J =
2,0 e 0,4 Hz, 1H, H-2); 7,63 (dt, J = 1,2 e 7,6 Hz, 1H, H-5'); 7,49 (dt, J = 1,2 e 7,8 Hz, 1H,
H-4'); 7,44 — 7,40 (m, 2H, H-3'e H-6); 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-5); 3,95 (s, 3H, OCHs)

8¢ (100,6 MHz, CDCls): 171,17 (COOCH,); 161,58 (C-4); 149,11 (C-1'); 135,24 (C-6);
135,13 (C-2'); 132,43 (C-5'); 131,97 (C-3°); 129,31 (C-2); 128,42 (C-1); 112,25 (C-6);
118,11 (C-5); 112,51 (C-3); 52,44 (OCHs) ppm.

5. Andlogos do psoraleno a partir de acridona

5.1 Preparacao de acido 2-[(3"-metoxifenil)amino] benzdico (175)

COOH
: / : “~OCH,

N
H
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A uma solucdo do acido 2-clorobenzdico (4,72 g; 30 mmol) e m-anisidina (4,65 mL; 41
mmol) em 1-heptanol (20 mL) adicionou-se cobre bronze (0,50 g) e K,COs (4,5 g; 32,6
mmol) em porg¢es e a mistura ficou em refluxo durante 10 h. Apds este periodo,
filtrou-se através de Celite, adicionou-se agua destilada quente (400 mL) e solugao
aquosa de HCl 18 % até pH = 1. Extraiu-se com AcOEt e o sdlido negro precipitado foi
separado por filtracdo, seco e identificado como sendo o composto 175, obtido com

rendimento de 40 % (2,88 g; 12 mmol).
p. f.: 108 — 110 °C.

dh (300 MHz, acetona-dg): 11,33 (s, 1H, COOH); 9,70 (s, 1H, NH); 8,05 (d, /= 7,8 Hz, 1H,
H-6); 7,47 — 7,37 (m, 2H, H-4 e H-3); 7,29 (t, J = 7,8 Hz, 1H, H-5); 6,89 — 6,81 (m, 3H, H-
2, H-4" e H-5°); 6,70 (dd, J = 8,7 e 2,1 Hz, 1H, H-6); 3,83 (s, 3H, OCHs) ppm.

dc (100,6 MHz, acetona-dg): 161,76 (C-2); 142,92 (C-3°); 135,16 (C-3 ou C-4); 130,94 (C-
5’); 118,27 (C-5); 115,08 (C-3 ou C-4); 114,64 (C-2'ou C-4°); 109,79 (C-6"); 108,05 (C-
2’ou C-4’); 55,52 (OCH3) ppm.

5.2 Preparac¢ao de 3-metoxiacridin-9(10H)-ona (176) e de 1-metoxiacridin-9(10H)-

ona (177)
(o) (0] OCH3
O N O OCHj O N O
H 176 H 177

Aqueceu-se a 100 °C uma mistura do composto 175 (1,16 g; 4,80 mmol) e acido
polifosférico (11,0 g) durante 2 h. Apds este periodo, adicionou-se agua destilada
quente (100 mL) e solugdo aquosa de NH3 12 % (18 mL) até pH = 8. Houve precipitagao
de um sdlido castanho que foi separado por filtracdo, seco e identificado como uma

mistura dos compostos 176 e 177, numa proporgao de 7:3.
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ApOs purificacdo por cromatografia em camada preparativa (eluente: AcOEt/MeOH,

99:1) obteve-se o composto 176 na forma de um sdélido amarelo.
p. f.: 251 — 253 °C.

Ou (300 MHz, DMSO-dg): 11,59 (s, 1H, NH); 8,18 (dd, / = 7,8 e 0,9 Hz, 1H; H-6); 8,12 (d,
J=8,7 Hz, 1H, H-1); 7,67 (dt, J=1,8 € 6,9 Hz, 1H, H-7); 7,47 (dd, J =7,8 € 0,6 Hz, 1H, H-9);
7,21 (dt, J = 0,6 e 7,5 Hz, H-8); 6,88 (dd, J =2,4 Hz, 1H, H-4); 6,84 (dd, J = 9,0 e 2,4 Hz,
1H, H-2) ppm.

Sc (100,6 MHz, DMSO-de): 175,79 (C=0); 163,31 (C-3); 142,87 (C-4a); 140,90 (C-5a);
133,03 (C-7); 128,02 (C-1); 125,91 (C-6); 120,60 (C-9a); 117,02 (C-9); 115,00 (C-10a);
111,45 (C-2); 97,90 (C-4); 55,83 (OCHs) ppm.

Apds cromatografia em coluna (eluente: AcOEt/MeOH, 99 - 90 %) obteve-se o

composto 177 como um sélido amarelo.
p. f.: 329 — 330 °C (lit. 267 — 269 °C (Boumendjel, 2007)).

Sy (400 MHz, DMSO-dg): 11,40 (s, 1H, NH); 8,11 (dd, J = 8,0 e 1,2 Hz, 1H, H-6); 7,63 (dt,
J=1,6 €6,8Hz, 1H, H-7); 7,54 (t, J = 8,4 Hz, 1H, H-3); 7,40 (dd, J = 8,0 e 0,8 Hz, 1H, H-4);
7,17 (dt, J= 0,8 e 6,8 Hz, 1H, H-8); 7,00 (dd, J = 8,4 e 0,8 Hz, 1H, H-9); 6,66 (dd, J= 8,0 e
0,4 Hz, 1H, H-2); 3,83 (s, 1H, OCH3) ppm.

8¢ (75,4 MHz, DMSO-dg): 176,00 (C=0); 160,57 (C-1); 143,45 (C-4a); 139,88 (C-5a);
133,75 (C-3); 132,82 (C-7); 126,06 (C-6); 122,23 (C-9a); 120,77 (C-8); 116,50 (C-4);
111,18 (C-10a); 109,03 (C-9); 102,11 (C-2); 55,62 (OCH3) ppm.
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5.3 Preparagdo de 3-hidroxiacridin-9(10H)ona (178)

O

NOH

H

A uma solucdo dos compostos 176 e 177 (0,260 g; 1,15 mmol) em DCM (6 mL),
arrefecida em banho de gelo, adicionou-se uma solugdo de BBr; em DCM 1M (6 mL; 6
mmol). A mistura ficou em agitacdo a temperatura ambiente durante 72 h, e depois,
verteu-se sobre gelo. O sdlido castanho precipitado foi separado por filtracdo, seco e
identificado como sendo o composto 178, obtido com rendimento de 80 % (0,195 g;

0,92 mmol).

84 (300 MHz, DMSO-de): 11,41 (s, 1H, NH); 10,43 (s, 1H, OH); 8,15 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-
6); 8,05 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H-9); 7,64 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-7); 7,43 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-1);
7,18 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-8); 6,78 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H-4); 6,70 (dd, J = 8,4 e 1,8 Hz, H-2)

8¢ (100,6 MHz, DMSO-dg): 175,81 (C=0); 162,13 (C-3); 143,05 (C-4); 140,99 (C-5a);
132,89 (C-7); 128,31 (C-9); 120,69 (C-8); 120,48 (C-9a); 116,90 (C-1); 114,32 (C-10a);
112,21 (C-2); 99,94 (C-4).

5.4 Preparacao de acido 2-[(4"-metoxifenil)Jamino] benzdico (44b)

6

5
,_COOH 4~ OCHj

5 6]

4: :2: /1: : 3

N
3 H 2’

A uma solucdo do acido 2-clorobenzdico (3,00 g; 19 mmol) e p-anisidina (3,20 g; 26
mmol) em 1-heptanol (20 mL) adicionou-se cobre bronze (0,50 g) e K,COs (6,0 g; 43,4
mmol) em por¢des e a mistura ficou em refluxo durante 8 h. Apds este periodo, filtrou-

se sobre Celite, adicionou-se agua destilada fria (300 mL), solucdo aquosa de NaOH
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0,1M (50 mL) e extraiu-se com éter dietilico (3 x 150 mL). A fase aquosa separada foi
acidificada com HCl 18 % e o sélido negro precipitado foi separado por filtragao, seco e
identificado como sendo o composto 44b, obtido com rendimento de 25 % (1,19 g;

4,91 mmol).
p.f.: 156 — 158 °C.

On (400 MHz, CDCl3): 9,12 (sl, 1H, NH); 8,02 (dd, / = 6,4 e 1,6 Hz, 1H, H-3); 7,31 (dt, J =
1,6 e 7,6 Hz, 1H, H-4); 7,20 (d, J = 8,8 Hz, 2H, H-2" e H-6"); 6,96 (d largo, J = 7,6 Hz, 1H,
H-6); 6,94 (d, J=9,2 Hz, 2H, H-3" e H-5); 6,70 (dt, /= 0,8 e 7,6 Hz, 1H, H-5); 3,84 (s, 3H,
OCHs) ppm.

8¢ (100,6 MHz, CDCl3): 173,55 (COOH); 157,08 (C-4'); 150,20 (C-2); 135,24 (C-4); 132,90
(C-1'); 132,49 (C-3); 126,34 (C-2" e C-5°); 116,60 (C-5); 114,73 (C-3" e C-5'); 113,75 (C-
6); 109,68 (C-1); 55,52 (CHs) ppm.

5.5 Preparac¢do de 2-metoxiacridin-9(10H)ona (179)

O

O ‘ -
N

H

Uma mistura do composto 44b (1,154 g; 4,75 mmol) e acido polifosférico (11 g) foi
aquecida a 100 °C durante 5 h. Apds este periodo, adicionou-se agua destilada quente
(100 mL) e solugdo aquosa de NH3 12 % (40 mL) até pH = 8. Houve precipitagdo de um
sélido negro que foi separado por filtracdo, seco e identificado como sendo o

composto 179, obtido com rendimento de 93 % (1,00 g; 4,43 mmol).
p. f.: 269 — 271 °C (lit. > 270 °C (Boumendjel, 2007)).

Oy (300 MHz, DMSO-dg): 11,83 (sl, 1H, NH); 8,21 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6); 7,67 (t, J= 7,2
Hz, 1H, H-7); 7,61 (d, J = 2,7 Hz, 1H, H-1); 7,54 — 7,52 (m, 2H, H-4 e H-9); 7,39 (dd, J =
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7,5 e 1,8 Hz, 1H, H-3); 7,21 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-8); 3,84 (s, 3H, OCH3) ppm.

Sc (75,4 MHz, DMSO-dg): 176,13 (C=0); 153,94 (C-2); 140,49 (C-5a); 135,76 (C-4a);
132,99 (C-7); 125,91 (C-6); 124,25 (C-3); 120,97 (C-10a); 120,68 (C-8); 119,62 (C-9a);
119,25 (C-4); 117,36 (C-9); 104,86 (C-1); 55,35 (OCH3) ppm.

5.6 Preparacao de 2-hidroxiacridin-9(10H)-ona (180)

O

l l OH
N
H

A uma solucdo arrefecida (banho de gelo) do composto 179 (0,450 g; 2 mmol) em DCM

(10 mL) adicionou-se uma solugao de BBr; em DCM 1 M (10 mL; 10 mmol). A mistura
ficou a agitar a temperatura ambiente durante 48 h. A seguir, foi vertida sobre gelo e o
sélido negro precipitado foi separado por filtracdo, seco e identificado como sendo o

composto 180, obtido com rendimento quantitativo (0,422 g; 2 mmol).

p. f.: lit. > 270 °C (Boumendjel, 2007).

84 (300 MHz, DMSO-dg): 11,57 (s, 1H, NH); 9,55 (s, 1H, OH); 8,17 (dd, J = 8,1 e 1,5 Hz,
1H, H-6); 7,65 (dt, J = 1,5 e 7,8 Hz, 1H, H-7); 7,53 (d, J = 2,7 Hz, 1H, H-1); 7,49 — 7,27 (m,
2H, H-4 e H-9); 7,26 (dd, J = 8,1 e 3,0 Hz, 1H, H-3); 7,17 (dt, J =1,2 e 8,1 Hz, 1H, H-8)

¢ (75,4 MHz, DMSO-dg): 176,16 (C=0); 151,87 (C-2); 140,50 (C-5a); 134,59 (C-4a);
132,85 (C-7); 125,90 (C-6); 124,06 (C-3); 121,47 (C-10a); 120,31 (C-8); 119,35 (C-9a);
118,82 (C-4); 117,18 (C-9); 108,06 (C-1) ppm.
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6. Andlogos do psoraleno a partir de dibenzotiofeno

6.1 Preparacao de dibenzo[b,d]tiofen-4-ol (185)

L)

S

OH

A uma solucdo de dibenzotiofeno (2,5 g; 13,7 mmol) e TMEDA (2,52 mL; 16,7 mmol)
em éter dietilico seco (35 mL), sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio adicionou-se,
gota a gota, n-BulLi em hexano 2,5 M (5,92 mL; 14,8 mmol) a temperatura ambiente. A
mistura reacional ficou sob refluxo durante 1h. Em seguida, arrefeceu-se a 0 °C e
adicionou-se tributilborato (4,0 mL; 14,8 mmol), mantendo-se a 0 °C durante 40 min e
a temperatura ambiente durante 1 h. Arrefeceu-se a 0 °C e adicionou-se, gota a gota,
H,0, 30 % (5,0 mL) sob agitagdo vigorosa e manteve-se em refluxo durante 1 h 30 min.
Apos arrefecer, adicionou-se HClI 5M (5,0 mL) e separaram-se as fases. A fase organica
foi lavada com solucgdo fria de sulfato de amdnio e ferro(ll) a 10 % (2 x 50 mL) e, em
seguida, extraiu-se com uma solucdo de NaOH 2M (2 x 100 mL) separando-se as fases.
A fase organica foi seca (MgSQ,), filtrada e evaporada a secura obtendo-se um sélido
branco que foi identificado como sendo o dibenzotiofeno. A fase aquosa foi acidificada
com HCI 5M até precipitacdo de um sdlido bege que foi separado por filtracdo, seco e
identificado como sendo o produto pretendido 185 com rendimento de 31 % (0,860 g;

0,21 mmol).

p. f.: 146 — 147 °C.

On (400 MHz, DMSO-dg): 8,28 (d, J = 9,2 Hz, 1H, H-9); 8,00 (d, J = 8,8 Hz, 1H, H-1); 7,84
(d, J = 8,0 Hz, 1H, H-6); 7,52 (m, 2H, H-7 e H-8); 7,38 (t, J = 7,6 Hz, 1H, H-2); 7,03 (d, J =
8,0 Hz, 1H, H-3) ppm.

Sc (100,6 MHz, DMSO-dg): 153,06 (C-4); 140,38 (C-9a); 138,38 (C-5a e C-4a); 136,91 (C-
9b); 127,64 (C-7 ou C-8); 126,68 (C-2); 125,25 (C-7 ou C-8); 123,78 (C-1); 122,81 (C-9);
114,01 (C-6); 112,13 (C-3) ppm.
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6.2 Preparagdo de 4-metil-2H-benzo[4,5]tieno[3,2-h]cromen-2-ona (186)

A uma soluc¢do arrefecida, em banho de gelo, do composto 185 (0,200 g; 1,0 mmol) em
acetoacetato de etilo (0,250 mL; 2,0 mmol) adicionou-se H,SO4 concentrado (1,5 mL) e
agitou-se a temperatura ambiente durante 2 h. A mistura reacional foi vertida sobre
gelo e o solido bege precipitado foi separado por filtragcdo, seco e identificado como

sendo o composto 186, obtido com 21 % de rendimento (0,055 g; 0,21 mmol).
p. f.: 204 — 207 °C.

84 (300 MHz, CDCl3): 8,21 (dd, J = 6,9 e 2,4 Hz, 1H, H-7); 8,05 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5);
7,95 (dd, J = 6,6 e 2,4 Hz, 1H, H-10); 7,68 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-6); 7,57 — 7,52 (m, 2H, H-8
e H-9); 6,37 (d ap, J = 1,2 Hz, 1H, H-3); 2,56 (d, J = 1,2 Hz, 3H, CH3) ppm.

d¢ (100,6 MHz, CDCls): 160,09 (C=0); 153,12 (C-4); 149,22 (C-6a); 140,91 (C-6b); 139,26
(C-11b); 134,83 (C-10a e C-11a); 127,91 (C-8); 127,01 (C-4a); 124,90 (C-9); 123,26 (C-
10); 122,32 (C-7); 120,81 (C-6); 117,22 (C-5); 114,41 (C-3); 19,19 (CHs) ppm.

HRMS (ESI-TOF) C16H100,S: Calc. 266,04015. Obt. 267,04757 (MH").

6.3 Preparacao de 3-cloro-4-metil-2H-benzo[4,5]tieno[3,2-h]cromen-2-ona (187)

Ll

S

I
o C

(6]

Arrefeceu-se, em banho de gelo uma solu¢do do composto 186 (0,200 g; 1,0 mmol) em

2-cloro-acetoacetato de etilo (0,280 mL; 2,0 mmol) e, a seguir, adicionou-se H,SO,4

Sintese e actividade antitumoral de compostos andlogos do psoraleno 128



Parte Experimental

concentrado (1,5 mL) e agitou-se a temperatura ambiente durante 8 h. Verteu-se a
mistura sobre gelo e houve precipitacdo de um sélido bege, separado por filtracao,
seco e identificado como sendo o composto 187, com 53 % de rendimento (0,16 g;

0,53 mmol).
p. f.: 239 — 245 °C.

Sy (300 MHz, CDCl3): 8,21 (dd, J = 6,6 e 2,4 Hz, 1H, H-7); 8,08 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-5);
7,96 (dd, J=6,6 e 1,8 Hz, 1H, H-10); 7,69 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-6); 7,60 — 7,51 (m, 2H, H-8
e H-9); 2,70 (s, 3H, CH3) ppm.

8¢ (400 MHz, DMSO-dg): 155,02 (C=0); 148,80 (C-4); 146,17 (C-10c); 139,35 (C-6a);
138,46 (C-4a); 134,12 (C-10c); 127,94 (C-8 ou C-9); 125,04 (C-8 ou C-9); 124,96 (C-10a);
123,04 (C-10); 122,63 (C-7); 122,08 (C-6); 118,85 (C-3); 117,91 (C-5); 116,70 (C-6b);
16,09 (CHs) ppm.

HRMS (ESI-TOF) C16H90,SCl: Calc. 300,00118. Obt. 301,00924 (MH").

6.4 Preparac¢ao de 2-bromodibenzo[b,d]tiofeno (188)
Br

L)

S

A uma solucdo de dibenzotiofeno (5,08 g; 27,5 mmol) em CHCl; (30 mL) adicionou-se
Br, (1,50 mL; 27,5 mmol), gota a gota, e aqueceu-se a refluxo durante 4 h. Apds este
periodo, lavou-se com 34gua (2 x 20 mL), a fase orgénica foi seca (MgSQy), filtrada e
evaporada a secura. Obteve-se um sélido que foi cristalizado de etanol/éter dietilico. O
solido branco precipitado foi separado por filtracao, seco e identificado como sendo o

composto 188, obtido com rendimento de 44 % (3,18 g; 12,1 mmol).

p. f.: 95— 96 °C.
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Oy (300 MHz, CDCls): 8,28 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H-1); 8,11 (m, 1H, H-9); 7,86 (m, 1H, H-6);
7,72 (d, J = 8,4 Hz, 1H, H-4); 7,56 (dd, J = 8,4 e 1,8 Hz, 1H, H-3); 7,50 — 7,47 (m, 2H, H-7
e H-8) ppm.

Sc (100,6 MHz, CDCls): 139,96 (C-9b); 138,04 (C-4a); 137,30 (C-9a); 134,39 (C-5a);
129,53 (C-3); 127,33 (C-7 ou C-8); 124,62 (C-7 ou C-8); 124,47 (C-1); 124,31 (C-4);
122,85 (C-6); 121,72 (C-9); 118,28 (C-2) ppm.
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