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Resumo

O cobre, o ferro e o célcio sdo elementos essenciais em diversos processos e
funcdes fisioldgicas, dos quais sdo exemplo o metabolismo energético, crescimento
celular e defesa do organismo, entre outras. Quando a homeostase destes fica
comprometida, ocorre uma acumulagio de metais no nosso organismo que podem atingir
niveis toxicos, isto porque levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

através de reacOes de Fenton e, consequentemente, originam stress oxidativo.

O stress oxidativo, por sua vez, é responsavel por fenémenos de disfuncéo celular,
apoptose e/ou necrose devido a danos provocados ao nivel do ADN, membranas
plasmaéticas e enzimas. Estudos recentes afirmam que o stress oxidativo constitui uma
base etiologica de doencas do foro neurologico como é o caso da doenca de Alzheimer e
de Parkinson, isto porque o stress oxidativo ao nivel dos neurdnios leva a sua

degeneracéo.

Dipirrometanos e bis(indolil)metanos portadores das funcionalidades hidroxi-
imino e hidrazono no carbono metilénico, demonstraram possuir propriedades anti-
inflamatorias, antiproliferativa e anticancerigenas. No entanto, ndo existiam referéncias
na literatura, a estudos relativos a investigacdo ou avaliacdo da atividade quelante e
antioxidante, quer de di(pirrolil)metanos, de bis(indolil)metanos ou de pirroles portadores

de grupos funcionais hidroxi-imino ou hidrazono.

Neste contexto, este estudo foi conduzido nesse sentido revelando que dos
compostos que preparamos, dois deles, NA8 e NA9 demonstraram ser possuidores de

atividade antioxidante consideravel.

Relativamente a atividade quelante, os compostos NA7, NA8 e NA9 necessitardo
de trabalho de optimizacdo/modelacdo para que eventualmente possam exibir atividade
quelante mais relevante para o Cu®* e Ca?*. Infelizmente para o Fe?*, ndo obtivemos

nenhum composto com atividade significativa.

Palavras-chave: stress oxidativo; atividade quelante; atividade antioxidante;
di(pirrolil)metanos; di(indolil)metanos; pirroles.




Abstract

Copper, iron and calcium are essential elements in several physiological
processes and functions, such as energy metabolism, cell growth and body defense,
among others. When their homeostasis is compromised, there is an accumulation of
metals in our body that can reach toxic levels. One of the toxicity mechanisms involves
the formation of reactive oxygen species (ROS) through Fenton's reactions which,

consequently, generates oxidative stress.

On the other hand, oxidative stress is responsible for cell dysfunction, apoptosis
and / or necrosis due to damages caused on DNA, cell membranes and enzymes. Recent
studies claim that oxidative stress is one of the etiological causes of neurological ailments

such as Alzheimer's and Parkinson's disease, since it leads to neurodegeneration.

Dipyrromethanes and bis (indolyl) methanes bearing hydroxyimino and
hydrazono functionalities on methylene carbon have been shown to possess anti-
inflammatory, antiproliferative and anticancer properties. However, there were no
references in the literature to studies concerning the investigation or evaluation of
chelating and antioxidant activity, either di(pyrrolyl)methane, bis(indolyl)methane or

pyrrole compounds carrying an hydroxyimino or hydrazono moiety.

In this sense, the preparation and evaluation of the title compounds lead us to the
conclusion that among of the synthesised compounds, two of them, NA8 and NA9

possessed considerable antioxidant activity.

Regarding chelating activity, compounds NA7, NA8 and NA9 will need structural
optimization/modulation work, in order to eventually achieve relevant chelating activity
for Cu?* and Ca?*. Unfortunately for Fe?*, none of the synthetized compounds presented

significant activity.

Keywords: oxidative stress; chelating activity; antioxidant activity; di(pyrrolyl)

methanes; bis(indolyl)methanes; pyrroles.
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1. Introducao

Os metais possuem um papel de elevada importancia enquanto componentes
estruturais e funcionais dos organismos vivos.*? No entanto, a contaminacio de aguas e
solos com metais pesados tem aumentado nas Ultimas décadas devido a queima de
combustiveis fosseis, desadequada eliminacdo de residuos, sobre-utilizacdo de

fertilizantes e pesticidas, entre outros. 45

Define-se como metais pesados 0s elementos inorganicos que possuem uma
densidade superior a 5g/cm®.®) O cobre (Cu) e o ferro (Fe) sdo exemplos de metais
pesados que constituem micronutrientes essenciais para 0 organismo humano, sendo
cofatores estruturais e catalisadores de varias enzimas envolvidas em processos
bioldgicos, tais como o metabolismo energético, crescimento celular, sintese molecular e

defesa do organismo.37:89.10.1)

Embora o ferro e o cobre sejam vitais para a vida humana, podem tornar-se toxicos
quando se verifica uma acumulagcdo dos mesmos no nosso organismo, isto é, quando a
homeostase fica comprometida. A homeostase de metais pesados no nosso organismo €
cuidadosamente regulada através de um sistema de transporte por proteinas que se
encarrega da absorcéo, distribuicdo, armazenamento e excrecdo de ides metalicos.® No
entanto, quando essa regulacdo fica comprometida, estes compostos podem ser
acumulados acima do nivel limite tornando-se toxicos dado que, induzem a formacéo de
espécies reativas de azoto e oxigénio (RNS, ROS), por intermédio de reacdes de Fenton,
espécies estas que sdo responsaveis pelo desenvolvimento de stress oxidativo.®3" Em
altima instdncia, o stress oxidativo pode provocar disfungdo celular, apoptose e/ou

necrose uma vez que, a acumulacdo de radicais livres pode provocar danos ao nivel do




ADN, membranas celulares, atividade enzimaética, etc., afetando particularmente o
sistema respiratorio, nervoso, reprodutivo e o trato digestivo.®1213141% Em suma, tem-se
vindo a descobrir que a rutura da homeostase do ferro e do cobre e, consequentemente, o
stress oxidativo que é gerado, desempenha um papel fulcral na etiologia de desordens
neuroldgicas como é o caso das doencas de Alzheimer e de Parkinson, bem como de outro
tipo de doengas como o cancro, doengas do foro cardiovascular, diabetes, inflamagéo

cronica, entre outras.®”)

Em particular, a homeostase do ferro € um processo complexo no qual 65% do
ferro se encontra ligado a hemoglobina, 25% ligado a proteinas de armazenamento, entre
elas a ferritina e 10% faz parte da constituicdo da mioglobina, citocromos e outras
enzimas. Os mecanismos de homeostase previnem que haja uma elevada taxa de absor¢édo
a nivel intestinal e regulam a taxa de ferro que é libertado no processo de reciclagem do
mesmo. O ferro que ndo € utilizado pelas proteinas a nivel celular ¢ acumulado na
ferritina, no entanto, a capacidade que esta possui de se ligar aos ides de ferro é limitada.
A sobrecarga de ferro ¢ uma condi¢do comum de pacientes que sofrem de hemocromatose
que origina danos generalizados a nivel sistémico. Esta condicdo faz com que a
concentracdo de ferro aumente permitindo que participe em reacOes organicas e
inorganicas com radicais livres de oxigénio, tais como estimular a peroxidacéao de lipidos
de membrana e catalisar a formacéo de radicais hidroxilo (*OH) que, posteriormente, irdo

provocar danos a nivel tecidular.®

Por sua vez, o cobre é o metal de transicdo mais abundante no corpo humano. A
dose diaria recomendada para o consumo de cobre, num adulto, varia entre 1,5 e 3,9 mg
com uma absorc¢do no ambito dos 12% a 60%, dependendo da ingestdo, dieta e de fatores
genéticos. Em condi¢bes normais, esta absorcdo ocorre primariamente no intestino
delgado e no estébmago. Assim que atravessa 0 limen intestinal, é transportado para o
figado de modo a ser distribuido para os tecidos através da circulacao periférica ou, entdo,
ser excretado através da bilis. Cerca de 10 a 15% do cobre excretado na bilis é
reabsorvido, sendo que o excesso € excretado através das fezes, urina, saliva e até pela

respiracdo, embora em menor quantidade.”)

SituacBes em que é reportado um excesso de cobre no organismo sdo mais comuns
do que por deficiéncia deste metal, possivelmente devido ao elevado aporte de ides de

cobre inorganico presentes em suplementos minerais e vitaminicos, bem como, no




consumo de agua canalizada. O nosso corpo apenas metaboliza o cobre organico que esta
presente na alimentacdo acoplado as proteinas, enquanto que o cobre inorganico, ndo é
metabolizado, promovendo stress oxidativo excessivo quase de imediato. Nos sistemas
bioldgicos, os ides de cobre surgem sobretudo no estado reduzido (Cu™) ou oxidado
(Cu?").@" A reducéo do cobre, de Cu?* a Cu*, faz com que este seja capaz de decompor
0 peroxido de hidrogénio (H20.), originando radicais hidroxilo extremamente reativos.
Deste modo, o cobre pode induzir stress oxidativo através de dois mecanismos distintos:
pode formar diretamente espécies reativas de oxigénio (ROS) através de reacdes de
Fenton, ou entdo, reduzir significativamente os niveis de glutationa, um cofator de
enzimas antioxidantes, que consequentemente aumentara os niveis de cobre

significativamente (Figura 1.1).()

I Stress Oxidativo I | Inflamacao I I

Doencas Crdnicas
I |

Reacdo redox: Cu?*+ O,"— Cu*+ O,

Reagdo de Fenton: Cu* + H,0; — Cu?*+ OH'+ OH

Figura 1.1 Consequéncias da formacdo de ROS por intermédio da participacdo de cobre na
reacdo de Fenton.

A glutationa tem um papel fundamental neste mecanismo uma vez que afeta a
resposta oxidativa, na medida em que, atua como quelante do cobre, mantendo-o
capturado para que nao dé origem a reacGes redox, além de que atua como substrato de
varias enzimas responsaveis pela eliminacdo dos ROS, quando formados. Deste modo, a

diminuicdo dos niveis de glutationa promove o aumento do stress oxidativo.”

No caso do calcio, enquanto catido divalente Ca?*, pode ligar-se a varias
proteinas, recetores e canais ionicos, podendo ser considerado um mensageiro intracelular
omnipresente atuando como regulador em mdaltiplas fungdes fisiologicas.®® A
homeostase do célcio a nivel celular desempenha um papel essencial na regulacdo de

varias facetas da fisiologia neuronal das quais se destaca o crescimento e diferenciagéo,




a aprendizagem e a memoria, entre outras.®’!®

Existe um vasto conjunto de evidéncias documentadas que refere haver também
uma conexao entre a rotura da homeostase do calcio e o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como € o caso das doencas de Alzheimer81) e de Parkinson.®® Este
envolvimento do célcio na patogénese da doenca de Alzheimer terd sido inicialmente
proposto pelo Dr. Khachaturian em meados dos anos 80 (16172021) ¢ desde entdo, esta
teoria tem vindo a ser amplamente estudada de modo a ser clarificada, no entanto, apesar
dos progressos feitos, alguns aspetos continuam por definir,(16:17:18.22.23.24.25.26) A teoria em
si envolve varios compartimentos sub-celulares e proteinas, em particular, dois organelos
que desempenham um papel importante enquanto tamp®es de célcio, nomeadamente, 0
reticulo endoplasmatico (ER) e a mitocondria, bem como, as bombas de transporte Ca?*
ATPase e Na*/K* ATPase, que constituem os principais sistemas de efluxo de Ca?*
através da membrana plasmatica.(%"1®) Portanto, esta regulacio do Ca?* dentro das
células ¢ um processo metabolicamente dispendioso, isto porque, requer a acao de
bombas dependentes de ATP que, consequentemente, resulta num aumento da atividade
mitocondrial e concomitantemente, num aumento da producdo de ROS.1°2"® Deste
modo, a perturbacdo de um equilibrio tdo delicado como este, pode ter consequéncias
deletérias para as células e, em particular para 0s neuronios, levar a necrose e/ou apoptose,

e subsequentemente, a um acidente vascular cerebral e neurodegeneracio. (16:17:18)

A homeostase do Ca?* é também importante ao nivel do tecido dsseo, podendo
despoletar patologias como a osteoporose, caso essa homeostase fique comprometida.’®
Isto porque, estudos referem que o stress oxidativo ao nivel dos osteoblastos, células
responsaveis pela formacdo de tecido 6sseo, modifica as suas funcdes fisiologicas,
inibindo a sua diferenciacdo e, consequentemente, inibindo a formacdo 6ssea. Por outro
lado, estudos também referem que o stress oxidativo aumenta a diferenciacdo dos
osteoclastos, células responsaveis pela reabsor¢do da matriz 6ssea, ou seja, pela sua
destruicdo.®’ 274.27¢) Na osteoporose, a perda de massa Ossea resulta desta mesma
conjugacio, do aumento da reabsorcio ¢ssea e diminuicio da formagcéo 6ssea.?7¢ 27 279)
Portanto, a terapéutica nestes casos de osteoporose tanto podera passar pela terapia
quelante de Ca?*, como prevencédo do stress oxidativo, quer pela utilizacio de agentes

antioxidantes de modo a neutralizar os ROS formados.

Por ltimo, o stress oxidativo e 0 comprometimento da homeostase do Ca?* podem




ainda estar relacionados com a aterosclerose. Isto porque, uma das caracteristicas da placa
de aterosclerose passa pela deposicdo de minerais de célcio que parece resultar da
diferenciacdo dos osteoblastos vasculares, resultando em células vasculares
calcificadas®’?""2™) Qutra patologia na qual se poderia utilizar a terapia quelante de

célcio.

Por sua vez, a producdo intracelular de ROS esta intimamente relacionada com
respostas inflamatdrias. A inflamacdo é uma reagdo do sistema imunitario a danos e/ou
infecbes nos tecidos sendo fundamental para a hemdstase dos tecidos. Durante a
inflamac&o, as células do sistema imunitario contribuem tambem para o stress oxidativo
ao produzirem espécies de azoto reativo, como é o caso do perdxido de nitrito (ONOO").
Quanto mais tempo persistir essa inflamagdo, maiores s@o os riscos de desenvolver uma
inflamagdo cronica que promovera danos nos tecidos, estando intimamente relacionado
com o desenvolvimento de doencgas cronicas e neurodegenerativas. Isto porque alguns
estudos indicam, que em termos patologicos, a combinacdo de uma resposta aumentada
ao stress oxidativo, um estado inflamatdrio persistente e a presenca de cobre em excesso,
estdo intimamente relacionados com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas,

bem como com o desenvolvimento e resisténcia tumoral.(”

Tendo em linha de conta as consideracGes acima retratadas, surge entdo o
desenvolvimento de terapia utilizando agentes quelantes. A terapia por quelacao tem sido
explorada para a aplicacdo em casos de intoxicacdo aguda e cronica, que pode ser

provocada por varios metais, sendo atualmente a terapéutica de eleigio.®

A quelacdo consiste num processo no qual os i6es/moléculas de um ligando se
ligam aos atomos/ibes centrais de um dado metal formando uma estrutura ciclica ou em
anel. Deste modo, o ligando consiste num ido/molécula que possui dois ou mais atomos
capazes de doar um par de eletrbes para formar uma ligacdo covalente com o ido/atomo
metalico. Consoante a natureza desta ligacdo, os ligandos podem ser classificados como
unidentados, bidentados ou polidentados, com base no nimero de atomos doadores de
eletrbes que estabelecem a ligacdo metal-ligando (Figura 1.2). Podem ainda ser

considerados ligandos ambidentados se for possivel estabelecer ligacdo através de dois




atomos diferentes, embora nunca ambos em simultaneo.®

Ligando

o)
- ‘—Q/ Monodentado

l_.;\
/\\ Ligando
M \{l/l Bidentado

o

/( ;—)g b FQI\.’ Ligando
'\E.‘t/'“\'{/ Polidentado

Figura 1.2 Formagdo dos complexos metélicos utilizando ligandos mono, bi e polidentados.

Embora o conceito de quelacdo se baseie simplesmente em quimica de
coordenacao, o desenvolvimento de um quelante ideal, bem como de uma terapia quelante
que remova completamente e de forma especifica metais que sejam tdxicos de um local
particular do organismo, requer uma abordagem diferenciada no sentido do design do
medicamento. Atomos de enxofre (S), azoto (N) e de oxigénio (O) funcionam como
ligandos quando pertencem a grupos quimicos como -SH, -S-S, -NH2, =NH, -OH, -
OPO3H ou >C=0. Muitos doadores atuam como ligandos bidentados que formam as tais
estruturas em anel sendo que, quando esta estrutura em anel é formada por cinco
membros, confere particular estabilidade ao complexo formado. Estes sdo geralmente
formados pela estrutura YCCY, isto €, Y-CH2-CH-Y, Y-CO-CH>-Y, entre outras, em
que Y pode ser OR, NRz, O, S, NR, etc.™ A deferoxamina (DFO) e a penicilamina s&o
exemplos de agentes quelantes com as caracteristicas mencionadas (Figura 1.3) que séo
atualmente utilizados em termos terapéuticos. A DFO consiste num ligando hexadentado
que forma complexos com iBes de ferro, sendo estes excretados por via renal, enquanto

gue a penicilamina atua como quelante de cobre.




Figura 1.3 Estrutura quimica da deferoxamina (DFO) 1. e da penicilamina 2.

Neste sentido, fomos sintetizar alguns compostos, partindo de hidrazonas e
oximas precursoras de nitroso- e azo-alcenos que, in situ, foram intercetados por
moléculas de pirrole e indole, originando heterociclos ricos em eletrdes. Estes, sdo entio
compostos cuja estrutura é constituida por anéis aromaticos, atomos de azoto, oxigénio e
enxofre que, além da estrutura em anel, lhes confere elevada densidade eletronica,
caracteristicas estas identificadas anteriormente como adjuvantes da acéo quelante. Deste
modo, havera a possibilidades de constituirem eles mesmos bons ligandos, uma vez que,
estruturalmente poderdo ter afinidade com determinados ides e, sobretudo, capacidade de
quelacéo, tendo em conta que a sua estrutura, a presenca de heterodtomos e densidade

eletronica lhes permitira estabelecer ligacdes covalentes com iGes metalicos.

Em termos gerais, um agente quelante ideal tem que possuir maior afinidade para
0 metal toxico do que para metais relevantes para o organismo, ter a capacidade de
competir com ligandos endogenos (p.e, a glutationa), capacidade de atravessar
membranas celulares de modo a remover o metal toxico do meio intracelular, a mesma
distribuicdo que o metal em consideracdo, elevada solubilidade em meio aquoso, baixa
toxicidade, bem como, capacidade de formar complexos que ndo sejam toxicos para o

organismo e, por fim, que promova uma rapida eliminagio do metal toxico.®%

No entanto, apesar de serem conhecidas as propriedades ideias que devem estar
presentes num agente quelante ideal, a previsibilidade da resposta a terapéutica é limitada.
Isto porque, um agente quelante que seja qualificado como sendo um quelante ideal in
vitro pode ndo o demonstrar ser in vivo, tanto por razdes de toxicidade, quer por se
encontrarem presentes substancias enddgenas que podem atuar como quelantes naturais

desses iGes metalicos e, portanto, competir com o agente quelante em estudo. Como é o




caso da glutationa que é um quelante endégeno do cobre.®) A prépria estabilidade dos
complexos formados pode variar consoante as propriedades, ndo s6 do agente quelante,

como do metal. (%)

Além destas consideracBes, o pH é também um fator relevante uma vez que
influencia a formacdo e estabilidade do complexo, sendo que a grande maioria dos
agentes quelantes sdo instaveis a pH baixo. No entanto, a pH alto os metais tém tendéncia
a formar hidroxidos insoluveis, tornando-se menos acessiveis para os agentes quelantes.
Este fator tem de ser tido em conta sobretudo quando se trata de patologias que originam
estados de acidose ou alcalose. Em suma, a carga ionica do agente quelante determina a
sua absorcao, distribuicdo e capacidade de alcancar o ido metélico ao qual se pretende
ligar, sendo também a carga ionica do complexo formado que define 0 modo como este

sera eliminado do local onde se formou, bem como, a sua excrecio do organismo.®

Os objetivos principais deste trabalno foram a sintese de pirroles,
di(pirrolil)metanos e di(indolil)metanos através de reacdes de hetero e bis-hetero Diels
Alder bem como a avaliagdo da respetiva atividade quelante para o Ca®*, Cu?* e Fe?",

dada a sua importancia como metais redox e, ainda, a respetiva atividade antioxidante.




2. Materiais e Métodos

Todos os reagentes utilizados nos ensaios realizados eram de grau analitico. O
hidroxitolueno butilado (BHT), o &cido 2,2-diazino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS), violeta de pirocatecol (PV), e a 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). O acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) foi adquirido a Fluka (Steinheim, Alemanha). Da Merck (Darmstadt, Alemanha)
obtivemos a ferrozina e sulfato de cobre pentahidratado CuSO4-5H,0. O metanol foi
adquirido a Fischer Scientific (Loughborough, UK). Os restantes reagentes e solventes
foram comprados através da VWR International (Leuven, Bélgica).

Os reagentes base de partida foram adquiridos a fornecedores comerciais Aldrich,
Fluka ou Acros e 0s solventes a empresa Laborspirit e utilizados sem qualquer purificacao
adicional.

Para o controle das reacfes por cromatografia em camada fina (TLC) foram
utilizadas placas de aluminio revestidas com gel de silica 60 com 0,20 mm de espessura
e indicador de fluorescéncia UVass (Macherey-Nagel). A revelacdo das placas foi
efetuada por exposicéo a radiacdo U.V. de 254 nm ou exposicao a uma atmosfera de iodo.

Na purificacdo dos compostos por cromatografia de flash seca (Dry-Flash)
utilizou-se silica-gel de tipo G contendo 13% de Sulfato de Calcio (60760 Aldrich) como
fase estaciondria e o0 eluente variando de acordo com a descri¢do experimental.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizados nos
servigos da Unidade de RMN da Universidade de Coimbra em espectrémetros Bruker
Avance operando a 400 MHz para espectros protonicos *H e 100 MHz para espectros de
carbono BC. Os desvios quimicos (em ppm) indicados para cada composto s&o

relativamente ao padréo tetrametilsilano (TMS), a multiplicidade de sinal s (singuleto), sl




(singuleto-alargado), d (dupleto), dd (duplo-dupleto), ddd (duplo-duplo-dupleto), t
(tripleto), g(quarteto) e m (multipleto) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

Os espectros de Infra-Vermelho foram registados num espectrofotometro Bruker
FT-IR Tensor 27 utilizando discos de KBr e as bandas mais intensas sdo expressas em
cm™.

Os pontos de fusdo foram obtidos num aparelho EZ-Melt automated e ndo estdo
corrigidos.

O solvente NADES constituido por Cloreto de colina e Glicerol (2/1) foi

sintetizado no grupo laboratorial de acordo com procedimentos da literatura.

2.1.1 Sintese das oximas e hidrazonas precursoras de nitroso-
e azoalcenos

2.1.1.1 — Bromopiruvato de etilo oxima

O

Br/\ﬂ/ﬂ\o/“\

HO’N

A uma solucéo de bromopiruvato de etilo 1,4 mL (1,0 mmol) em CH2Cl2/H,0 35
mL (20:10) adicionaram-se 0,69 g (1,0 mmol) ( g de cloreto de hidroxilamina e a mistura
foi agitada durante 16 h a temperatura ambiente. A mistura foi particionada em 40 mL da
mistura CH2Cl2/H20 (20 mL). A fase organica recolhida e lavada com 20 mL de H20. A
fase organica foi recolhida e seca com sulfato de sédio anidro. Evaporacdo a secura
deixou um residuo oleoso que rapidamente solidificou originado 1,30 g (63%) de um 6leo
translucido que rapidamente solidificou num sélido branco p.f = 75-77 °C 1it®976-79; IV
v 3420, 1710, 1540, 1024 cmt; H (400 MHz, cloroférmio-d) § = 1.37 (3 H, t), 4.27

(2H,s),4.37 (2H, g) e 9.62 (1 H, sI).
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2.1.1.2 — 1,1-Dicloroacetona oxima

Cl

N~OH
Cl =

NA 6

A uma solucéo de 1,1-dicloroacetona 0,73 mL (8 mmol), em etanol (30 ml), foi
adicionado hidrocloreto de hidroxilamina 1,66 g (24 mmol). A mistura foi deixada em
agitacdo durante 48 horas a temperatura ambiente. Evaporou-se o solvente, adicionou-se
agua (30 mL) e extraiu-se o produto com acetato de etilo (2 x 20 mL). Secou-se a fase
organica com Na;SOs e evaporou-se 0 solvente. A oxima foi obtida como um dleo que
cristaliza no frio. Obtiveram-se cristais incolores 0,64 g (56%). p.f. = 37-39 °C lit ¢ (38-
40); IV Vo= 3445, 1715, 1399, 740 cm-1, *H (400 MHz, cloroférmio-d) & = 2,12 (3H,

s), 6,25 (s, 1H, s), 8,28 (1H, sl); 3C (101 MHz, cloroférmio-d) § = 8,6; 70,6; 155,7.

2.1.1.3 -1,1-Dicloroacetona tert-butoxicarbonil hidrazona

Cl

N~N /COZCMe3
Cl ~ H

Num baldo de fundo redondo de 100 mL foram introduzidos 30 mL de éter etilico
e 10 mL de éter petroleo. A esta mistura foi adicionada 1,1-dicloroacetona (0,7 mL, 7,2
mmol) e carbazato de t-butilo (1,1 g, 8,25 mmol). A mistura de reacdo foi deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 16 h. O sélido branco entretanto formado foi
filtrado sob vacuo e lavado com 15 mL éter etilico/éter petréleo (3:1). Depois de seco
obtiveram-se 1,18 g (68%) da hidrazona. p.f. (dec): 128-131 lit®? 130,1-132,3; IV v

3193, 2982, 1710, 1140 cm™*; *H (400 MHz cloroférmio-d) § = 1,48 (9H, s), 2,10 (3H, s),
6,38 (1H, s), 7,59 (1H, s); 1*C (100 MHz, cloroférmio-d) & = 16,2; 28,3; 66,4; 79,4; 143,1
e 154,2.

11



2.1.1.4 — 1,1-Dicloroacetona p-toluenosulfonil hidrazona

X
Cl Cl

A 15 mL de &cido propionico adicionaram-se 1,12 g (6 mmol) de p-
toluenosulfonil hidrazina e de seguida adicionaram-se 0,55 mL (6 mmol) de 1,1-
dicloroacetona e a mistura reacional foi deixada sob agitacdo durante 6 h a temperatura
ambiente. Foram entdo adicionados 15 mL de éter de petréleo e a mistura deixada no
frigorifico durante 16 h. O precipitado branco foi filtrado e lavado 3x com 10 ml de éter

de petréleo frio. ApOs secagem dos cristais obtiveram-se 1,08 g (72%) da hidrazona
analiticamente pura, p.f. (dec.) = 135-137,5 °C lit®? 137-138 °C; IV v 3210,1615¢

1345 cm™, *H (400 MHz cloroférmio-d) & = 1,76 (3H, s), 2,26 (3H, s), 6,67 (1H, s), 6,72
(1H, s), 7,28 (2H, m), 7,82 (2H, m); °C & (101 MHz, cloroférmio-d) 15,2; 23,1; 68,2;
125,4; 128,1; 130,0; 141,3 e 143,6.

2.1.2 Sintese dos adutos e bis-heterociclos

2.1.2.1- 2-Hidroxiimino-3-(pirrol-2-il)propionato de etilo

OH NA 4

A uma mistura de 0,358 g (1,17 mmol) da oxima do bromopiruvato de etilo,
sintetizada anteriormente e 1,0 mL (15,4 mmol) de pirrole em 35 mL de 1,150 g (8,3

mmol) de K>COs. A mistura foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente durante 16
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h. Entdo os solidos foram filtrados sob vacuo através de um funil de placa porosa
contendo uma pequena camada de celite como coadjuvante de filtracdo. O solvente foi
removido do filtrado e o residuo sujeito a cromatografia de flash seca usando como
eluente uma mistura de DCM/acetato de etilo (5/1), tendo-se obtido 0,121g (64%) de um
s6lido amarelado. p.f. = 114,5-117 °C 1it®® 118-120 °C; IV v__ : 3340, 1715, 1546, 1010;

'H (400 MHz, cloroférmio-d) & = 1,30 (3 H, t), 3,91 (2 H, s), 4,28 (2 H,q), 6,01-6,12 (2
H, m), 6,63 (1 H, m), 8,61 (1 H, sl), 10,32 (1 H, sl). 1*C § (100 MHz, cloroférmio-d) 15,1;
27,6; 62,3; 108,2; 108,9; 112,4; 132,3; 150,8; 165,1.

2.1.2.2- 5-(1’-t-Butoxicarbonil-hidrazonoetil)dipirrometano

NA 5

Inicialmente juntou-se 1,383 g (10 mmol) de K>.COsz a 12 ml de agua destilada.
Em seguida, adicionou-se 1,40 mL (20 mmol) de pirrole e, por fim 0,241 g (1 mmol) de
dicloroacetona t-butoxi-carbonil-hidrazona, deixando a reagir sob agitacdo. Ap6s 5h de
reacdo, adicionou-se 20 ml de DCM ao produto da reacdo, de modo a separarmos a fase
organica da fase inorganica, sendo a fase organica recolhida e repetiu-se este processo
novamente. Em seguida, fomos analisar o produto obtido até entdo por cromatografia,
utilizando placa de TLC. Posteriormente, utilizou-se sulfato de sddio anidra para remover
eventuais residuos de agua destilada. Apos secagem, filtrou-se esse mesmo sélido e, em
seguida, colocou-se o filtrado num baléo de fundo redondo para evaporar o solvente. No
dia seguinte, procurou-se precipitar recorrendo-se entdo ao hexano que permitiu entdo a
precipitacdo desejada. O precipitado foi filtrado e sujeito a cromatografia de flash usando
como eluente: acetato de etilo/hexano (2:3). Obteve-se um solido branco 0, 249 g (75%),
p.f. = 1it.®¥137-138 °C , IV v =3330, 2968, 1715, 1369, 1240, 1160 cm?, tH (400

MHz, cloroférmio-d ) 6 = 1,55 (9H, s), 1,82 (3H, s), 5,15 (1H, s), 6,10 (2H, sl), 6,14 (sl,
2H), 6.68 (sl, 2H), 7.50 (sl, 1H), 8.76 (sl, 2H); *C (100 MHz, cloroférmio-d ): & = 13,7;
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28.5; 46,3; 81,4, 106.7; 108,5; 117,8; 129,3; 152,7 € 156,2.

2.1.2.3 - 5-(1’-Hidroxi-iminoetil)dipirrometano

_OH
N|O|

N
N
H

7" "NH
— NA 7

A mistura de 12 mL de agua destilada, 2 mL de CHCl,, adicionou-se
sucessivamente 2,5 mL de pirrole, 2,809 g de K>COs e, por fim, 0,287 g da 1,1-
dicloroacetona oxima, ficando a reagir por 24h. Fomos depois separar a fase organica da
fase inorganica utilizando 20 ml de DCM, repetindo este processo novamente, para
isolarmos bem a fase organica. A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e
filtrou-se o solido de seguida. Realizou-se uma cromatografia em TLC (apenas com DCM
e com 3:2 DCM/acetato de etilo) antes de colocar a evaporar e, ap0s 0 processo de
evaporacdo do solvente, procurou-se precipitar o produto recorrendo ao hexano. Dado
que se obteve uma espécie de liquido viscoso, fez-se uma mistura de DCM e acetato de
etilo, de modo a recolher o produto contido nas paredes do baldo de fundo redondo. Em
seguida realizou-se novamente uma cromatografia em TLC com 3:2 de DCM/acetato de
etilo. Decidiu-se, entdo, isolar o produto pretendido através de uma coluna de silica,
utilizando 3:2 de DCM/acetato de etilo até a quarta extracdo, depois utilizou-se apenas
acetato de etilo até a sétima e ultima extracdo. Ao realizar-se novamente uma
cromatografia em TLC com os produtos dessas extracfes, concluimos que o produto
pretendido se encontrava nos tubos 2 e 3 (segunda e terceira extracdo) entdo juntamos o
conteudo de ambos e colocou-se a evaporar. Obteve-se um sélido esbranquicado 0,184 g
(74%), p.f. = 138,5-140, 1it®>) 142-144 °C, IV v =3330, 1407, 1220, 1095, 948 cm?,

IH (400 MHz, CDCls/DMSO-d®): 5 = 1,84 (9H, ), 5,03 (1H, s), 5,95 (2H, sl), 6,04 (2H,
sl), 6,67 (2H, sl), 9,39 (2H, s), 10,06 (1H, s), 13C (100 MHz, CDCls/DMSO-d®): § = 13,1;
45,2: 106,8; 108,1; 117,4; 129,8; 156,8.
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2.1.2.4- 1-(1-(tert-Butoxicarbonilhydrazono)ethil)bis(1H-indol-3-
il)metano

NHCOQCMe:g
N

Qs T

N N

H H NA 8

1,1-Dicloroacetona tert-butoxicarbonil hidrazona 0,391g (1,6 mmol) e indole
0,766 g (6,5 mmol) foram adicionados a uma suspensao de 1,15 g (8,3 mmol) de K>CO3
em 6 mL de solvente eutéctico profundo natural (NADES) formado por cloreto de colina
e glicerol (2:1) e 2 mL H20. A mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 1 h e
entdo diluida com 20 mL de H20. O precipitado formado foi lavado com agua e
cristalizado com éter petroleo. Obtiveram-se 0,341 g (53%) de um solido branco. p.f. >
190 dec., lit®*%) > 180 °C dec.; IV A 3251, 2979, 1721, 1699, 1524, 1474, 1369,

1330, 1284, 1245, 1158 cm1; *H NMR (400 MHz, CDCls) § = 1.52 (s, 9H), 1.85 (s, 3H),
3.72 (s, 6H), 5.66 (5, 1H), 6.87 (sl, 2H), 7.05 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.19-7.29 (m, 4H), 7.42
(sl, 1H), 7.59 (d, J = 8.0 Hz, 2H) ppm; 13C NMR (100 MHz, CDCI3) d = 13.4, 28.4, 32.8,
43.6,80.8,109.1, 114.1, 118.9, 120.3, 121.6, 127.5, 127.7, 137.2, 152.8, 153.7

2.1.2.5 - 1-(1-(p-Toluenesulfonilhidrazono)etil)bis(1H-indol-3-
il)metano

N N
H H NA 9

1,1-Dicloroacetona p-toluenosulfonil hidrazona 0,30 g (1 mmol) e indole 0,479

15



(4 mmol) foram adicionados a uma suspensédo de 1,38 g (10 mmol) de KoCOszem 6 mL
de solvente eutéctico profundo natural (NADES) formado por cloreto de colina e glicerol
(2:1) e 2 mL H20. A mistura foi agitada & temperatura ambiente durante 1 h e entéo
diluida com 20 mL de H2O. O precipitado formado foi lavado com agua e cristalizado
com éter petréleo. Obtiveram-se 0,30 g (66%) de um sélido levemente alaranjado. p.f. =
158-160 °C, 1it.34%)159.2-162.3°C: IV vmax = 3408, 3221, 1458, 1336, 1165, 1092, 742,
677, 669 cm™; 'H NMR (400 MHz, DMSO-d%) & = 1,68 (s, 3H), 2,48 (s, 3H), 5,31 (s,
1H), 6,80 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 7,02 (m, 2H), 7,15 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 7,19 (d, J = 8.0 Hz,
2H), 7,38 (d, J = 4.0 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.88 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 9.99 (sl,
1H), 10.91 (sl, 2H); 3C NMR (100 MHz, DMSO-d®) & = 14,5; 21,1; 43,0; 111,3; 113,2;
118,3; 118,8; 120,9; 123,4; 126,6; 127,6; 129,3; 136,2; 136,3; 142,9; 159,3.

2.3.1 Atividade quelante para o Calcio

A atividade quelante dos compostos para com o Ca?* ¢ determinada pela alteracéo
de cor provocada pela formacdo do complexo Ca?*/o-cresolftaleina complexona. A
atividade quelante foi medida em placas de 96 pogos. Para tal, usaram-se 50 UL de solucéo
de ligando a 1mM, aos quais foram adicionados 30 pL de solucdo padrdo de Ca (CaSOs
140 mM em agua Milli-Q), 20 pL de solucéo indicadora de o-cresolftaleina complexona
(0,5 mM) e 75 pL de solugdo tampdo NHs/NHs (150 mM, pH 10). Finalmente,
preencheu-se o volume até 300 uL com agua Milli-Q. O controlo positivo continha 50
puL de EGTA (1 mM) em substituicdo da amostra. A absorvancia foi lida de imediato, a

575 nm, num leitor de placas (Synergy4, BioTek®).

2.3.2 Atividade quelante para o Ferro

A atividade quelante para com o Fe?* é determinada pela alteracdo de cor
provocada pela formacdo do complexo Fe?*/ferrozina. Neste método, utilizou-se 200 pL
de agua destilada, seguidos de 30 pL da solucdo de ligando a 1 mM, 30 pL da solucédo de

FeCl2 (0,8 mM), também em placas de 96 pogos. O controlo negativo, em substitui¢do da
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amostra, continha igual volume de &gua destilada. Para o controlo da cor utilizou-se 30
uL da solugdo de ligando a ImM e 242,4 uL de agua destilada. Por Gltimo, o controlo
positivo foi preenchido apenas por EDTA (3,4 mM). No fim, a placa foi incubada durante
30 minutos e, apds o tempo de incubacdo, adicionou-se 12,5 uL de ferrozina (40 mM).
Em seguida, incubou-se a placa por mais 10 minutos e leu-se as absorvéncias a 562 nm,

num leitor de placas (Synergy4, BioTek®).

2.3.3 Atividade quelante para o Cobre

Por tltimo, no método de determinacéo da atividade quelante do Cu?*, a atividade
quelante dos compostos é determinada pela alteracéo de cor provocada pela formagdo do
complexo Cu?*/pirocatecol violeta (PV). Para tal, utilizou-se 200 pL da solu¢do tamp&o
(acetato de sddio, a pH 6), seguido de 30 pL da solugdo de ligando a 1mM, 100 uL de
CuSOs4 (0,3 mM) e 6 uL de PV (4 mM). O controlo negativo, em substituicdo da amostra,
continha igual volume de solugéo tampdo. No controlo da cor utilizou-se 30 puL da solugao
de ligando a 1mM e 306 uL da solugao tampdo. O controlo positivo continha 30 pL de
EDTA (3,4 mM) em vez de amostra. A absorvancia foi lida de imediato, a 632 nm, num

leitor de placas (Synergy4, BioTek®).

A atividade quelante (%) foi calculada utilizando a equacéo:

100

o absorvancia da amostra corrigida
Atividade quelante (%) = (1 — — - )
absorvancia do controlo negativo

Em que a absorvancia da amostra corrigida era a absorvancia do ensaio com o

ligando a qual foi subtraida a absorvancia do controlo da cor.

A fim de se determinar a atividade antioxidante dos compostos sintetizados
realizaram-se ensaios de neutralizacdo dos radicais livres ABTS"s e DPPHe. Tal como

anteriormente, os ligandos foram testados a 1mM.

O radical ABTS"s é um radical pouco estavel pelo que a sua solucéo tem de ser

preparada imediatamente antes do momento da anélise. Para tal, preparou-se a solucao de
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ABTS (7,4 mM) em solucdo de persulfato de potéssio (2,6 mM), deixando a incubar 12
a 16h no frigorifico, num local protegido da luz. Apos incubagio, a 5 puL da solugdo de
ABTS"« adiciona-se etanol até que a absorvancia a 734 nm ronde os 0,7. O ensaio de
atividade foi também realizado em placas de 96 pocos, aos quais foram adicionados, por
esta ordem, 10 pL de solucdo de ligando (1ImM) e 190 pL de solucdo de ABTS'e
anteriormente preparada. O controlo positivo foi composto por 10 uL de BHT (4,5 mM)
em vez de ligando, e o controlo negativo continha 10 pL de DMSO (o solvente usado na

preparacao das solugdes de ligandos) e 190 pL da solugdo de ABTS"e.

Relativamente ao ensaio de DPPH, o primeiro passo também consistiu na
preparacdo da solugdo de DPPHe+ a 0,12 mM. O ensaio de atividade foi também realizado
em placas de 96 pocos, aos quais foram adicionados 22 uL da solugéo de ligando a 1mM
e 200 uL. de DPPH. Nos ensaios da cor foram utilizados 22 pL da solugdo de ligando a
1mM e 200 pulL de metanol. Por sua vez, o controlo positivo consiste em 22 pL de solugdo
de BHT (4,5 mM) e 200 pL da solugdo de DPPH enquanto que, o controlo negativo é
constituido por 22 uL sdo de solvente, DMSO, e e 200 pL da solugdo de DPPH.

A atividade antioxidante (%) foi calculada utilizando a equacéo:

absorvancia do C~ — absorvancia da amostra

Ativ. Antiox (%) = ( ) x 100

absorvancia do C~

C - Controlo negativo

18



3. Resultados e discussao

3.1.1 Preambulo

Durante as Gltimas décadas, as reacdes de hetero Diels-Alder entre nitrosoalcenos
(1) e azoalcenos (2) conjugados, e diendfilos ou heterodiendfilos, ricos em eletrdes,
possibilitaram a sintese de uma enorme variedade de novos compostos heterociclicos de
elevada importancia, devido ndo so as propriedades no que diz respeito a atividade
bioldgica,®® mas também devido & sua utilidade como intermediarios na sintese de outros

compostos com interesse farmacol6gico®”*® (Esquema 3.1).

% X Y. X o YH X
N% r Y \, (rearomatizag&o) | | \
+ | ! —_ | Il ---------- = - !
R1J\ ) R R
R2 R? R?
1Y=0 3 4 5
2 Y= NR3 X=O,N,CH2

Esquema 3.1 ReacGes de hetero Diels-Alder de nitroso- e azo-alcenos.

As reacOes de hetero Diels-Alder sdo uma espécie de ciclo-adi¢cbes com procura
eletronica inversa, isto é, nestes casos o0s (hetero)dienos sdo deficientes em eletrfes e 0s
(hetero)dienofilos, por sua vez, serdo possuidores de grande densidade eletrénica. Assim
as orbitais moleculares envolvidas serdo a LUMO do dieno e a HOMO do diendfilo e
consequentemente quanto maior for o poder retirador dos substituintes R* e R? (e R® no
caso dos azoalcenos) mais baixa em energia sera a respetiva orbital LUMO do dieno. Por
outro lado, quanto maior for a capacidade doadora do atomo X do dienofilo mais elevada
em termos energéticos sera a orbital HOMO e assim menor a diferenca energética (AE)
entre as orbitais, logo maior sera a sobreposicao das mesmas e, consequentemente, mais

répida, eficiente e regioseletiva sera a reacdo. O régio-isdmero que se obtém maioritéria
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ou exclusivamente resulta da sobreposicdo das orbitais moleculares HOMOiensfilo-
LUMOneterodieno de modo, ou de tal forma que o atomo terminal do heterodieno ou
heterociclo rico em eletrdes portador do maior coeficiente da 6rbita HOMO (em mddulo)
— ou maior densidade eletrénica — se liga ao &tomo terminal do nitroso- ou azoalceno
portador do maior coeficiente da orbital LUMO (em mddulo) — ou maior deficiéncia

eletronica#”) (Esquema 3.2).

RZ
® (%
N//Y N//Y\\\ r)(\‘ (ﬁ \\,
- /: < . ~
z)u\ @z)\@/@ R4
R2 °t R2 | /\:
ou > R1 -
o) ® (\.. R2
Y Y-l X (ﬁx
N N r ; '
- | L - ... /
R, R g0
R? R2
Y =0; NR

X = grupo doador de eletrdes

Esquema 3.2 Regioseletividade nas reacdes de hetero Diels-Alder.

O método mais usual e de longe o mais simples de preparacdo de nitroso- e
azoalcenos ¢é a desidro-halogenacdo de oximas e hidrazonas a-halogenadas,
respetivamente (Esquema 3.3). Normalmente, devido a sua elevada reatividade e
instabilidade, os nitroso- e azo-alcenos sdo gerados in situ no meio reacional e
imediatamente intercetados pelo dienofilo presente a0 mesmo tempo no baldo de reacéo.
A utilizacdo de uma base inorganica favorece a lenta geragcdo do heterodieno — e, por

consequéncia, uma baixa concentragcdo — promovendo assim a interce¢do pelo dienofilo
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e a obtencdo de melhores rendimentos.

YH N f * %
N~ CO42 L ]
e e | RO R
R1 ) - a R2 R2
R
Hal = CI, Br 1:2 4

Esquema 3.3 Geracao e interce¢do in situ de nitroso- e azo-alcenos.

3.1.2 Preparacao das oximas e hidrazonas

Tendo em vista alguma variedade e a eventual possibilidade de um estudo
comparativo, bem como, tendo em linha de conta os constrangimentos de reagentes
disponiveis, comecamos por tentar sintetizar as oximas 7?9 e 8G9 e as hidrazonas 8®Y e

102 (Tabela 3.1), precursoras dos nitroso- e azo-alcenos.

Tabela 3.1 Oximas e hidrazonas o.- € a,a.’-halogenadas

O  OH OH NHCO,CMe;
Br clI” >l cI” cl SO,
NH

7 8 9 j/[N

cI” ~cl

10

Estas foram preparadas de acordo com procedimentos descritos na literatura e
seguindo o esquema geral em que o composto com grupo carbonilo a-halogenado ou a,
a’-dihalogenado 5a-c € sujeito a agdo da hidroxilamina 6a originando as oximas ou entéo
reagindo com derivados de hidrazina 6b-c, conduzindo as respetivas hidrazonas

(Esquema 3.4).
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o NH,-YH N
4 -
R J\(R 6a-c R1J\/R
) solvente R?
R

7 Y=0; R'=CO,Et; R?=Br; R*=H

8 Y=0; R'=Me; R?=R*=Cl|

9 Y=N-CO,-Bu; R'=Me; R?>=R*=C]|
10 Y=N-Ts; R'=Me; R?=R*=ClI

Esquema 3.4 Procedimento geral para a sintese das oximas e hidrazonas.

3.1.3 Reacgdes de hetero Diels-Alder e preparagao dos ligandos

As oximas e hidrazonas preparadas anteriormente foram entdo utilizadas para a
sintese dos heterodienos que foram intercetados por pirrole 11 e indole 21 — heterociclos

ricos em eletrdes - que funcionaram como dienofilos.

Inicialmente, utilizamos a oxima 7, derivada do bromopiruvato de etilo, que na
presenca de carbonato de potassio anidro origina o nitrosoalceno 1a que, reagindo com o
pirrole 11, produziu o ligando 13, apds rearomatizacdo do cicloaduto 12 inicialmente
formado (Esquema 3.5), dado que este evolui rapidamente para a oxima de cadeia aberta
devido ao ganho energético e consequente estabilidade acrescida, que a rearomatizagéo

do anel de pirrole induz na molécula.

I\
PH _OH
N N/’O N” 11 N,O N N | N\
P K2CO, L | — + eo M
CH,CI H
Br 2Cl o S 0o
7 L 1a i 12 ] 13 (NA4)

Esquema 3.5 Reacéo de hetero Diels-Alder para preparacdo do ligando 13.

A sintese dos outros compostos teve por base a utilizagdo de precursores ao,o’-di-
halogenados, nomeadamente a oxima 8 e as hidrazonas 9-10. A estratégia sintética geral
foi similar quer na obtencdo dos dipirrometanos 19 a,b®® quer dos di-indolilmetanos
28,29G43%) (Esquema 3.6 e Esquema 3.7).
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YH
_N  K,COj4

B =

cl cl CH,Cl,

8,9

17 a,b

O processo envolve duas reagdes de ciclo-adi¢do consecutivas, i.e., numa primeira
fase a eliminacdo de HCI origina o 4-cloro-heterodieno que é intercetado por uma
primeira molécula de pirrole ou indole, originando, ap0s rearomatizagdo a hidrazona ou
oxima o-halogenada-o’-substituida. Na presenca da base, um novo heterodieno-4-
substiuido por uma molécula de pirrole ou indole é gerado através de nova eliminacao de
HCI, e este reage com uma outra molécula de pirrole ou indole originando, novamente

apos abertura do anel de 6 membros, como consequéncia da rearomatizacao os bis-adutos

finais.

Y.

I=z

Z “NH

18 a,b

15a,b

_YH
N A\
|
N
H
Cl
16 a,b
a,b
_YH
'R
N
H
Z “NH
19a, Y=0

19 b, Y =NCO,"Bu

Esquema 3.6 Sintese dos dipirrometanos 19 a,b.

K,COs4

CH,Cl,
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YH
_N

Cl Cl

9,10

K,CO;4

—_—

CH,Cl,

25, 26

14 i > H
X N Y N
N Ho 21 N
)\ —_—
Cl o]
14b, 20 22,23 -

B —

ZT

~YH

Cl

24,25

28 Y =NCO,"Bu
29 Y = NTs

Esquema 3.7 Sintese dos di-indolilmetanos 28 e 29.

K,CO4

—_—

De registar a diferente regioselectividade encontrada nas reacfes com o pirrole e

com o indole. Enquanto no primeiro o maior coeficiente se encontra no atomo de carbono

na posicdo C2 do anel pirrélico, no caso do indole é o &tomo de carbono na posi¢édo C3

que efetivamente possui esse caracter.

Ap0s a sintese dos compostos, preparam-se soluc@es dos ligandos NAG (8), NA4.1
(13), NA7.1 (19a), NA5 (19b), NA8 (28) e NA9 (29), com uma concentracdo de 1mM

com o objetivo de se determinar as suas atividades quelantes relativamente ao Ca?*, Fe*

e Cu?*, por métodos espectrofotométricos adaptados a placas de 96 pogos.

3.2.1 Atividade quelante para o Célcio

Como é possivel verificar no Gréfico 3.1, a primeira vista, os ligandos ndo

obtiveram atividades muito distintas uns dos outros, no entanto, embora os valores se




encontrem todos abaixo de 50%, foi 0 ensaio de atividade quelante em que todos 0s

compostos analisados demonstraram capacidade quelante em simultaneo.

Os ligandos NA7 (19a) e NA9 (29) foram os que revelaram melhor atividade
quelante comparativamente com os restantes, sendo significativamente mais ativos que o
composto NA8 (29), embora ndo apresentem diferencas significativas dos restantes
compostos. A diferenca significativa entre as atividades do NA7 e NA9
comparativamente com o NA8 poderéo ter alguma justificagdo no facto de o NA8 ser
possuidor de um grupo tert-butoxicarbonilo, um grupo muito volumoso, que podera
conferir algum atravancamento estéreo a molécula, podendo impedir, de alguma forma,
que esta adquira uma estrutura tridimensional favoravel ao processo de quelagdo do Ca?*,
bem como, o facto de o NA8 eventualmente poder formar um anel de oito &tomos, muito
menos favoravel, quando comparado a possibilidade de formacdo de um anel de seis

atomos que podera ser formado pela molécula NA7.

Os ligandos NA4.1 (13), NA5 (19b) e NAG6 (8), sdo semelhantes entre si em
termos de atividade quelante para o Ca?* embora tenham uma diversidade estrutural muito
grande, tornando assim muito dificil o conjeturar de uma plausivel racionalizacdo e/ou
explicacdo. Estes trés ligandos mencionados apresentam também algumas semelhancas
de atividade com os ligandos NA7 (19a) e NA9 (29), no entanto, estes dois Gltimos
possuem caracteristicas que Ihes poderdo conferir uma ligeira vantagem, caracteristicas
estas que, no caso do NA7, serd a posicao relativa dos &tomos de azoto, com a formagéo
de um possivel anel de seis atomos, enquanto que no caso do NA9, podera ser a

configuracdo espacial geral da molécula mais planar deste ligando.
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Grafico 3.1 Atividade quelante (%) dos diferentes ligandos para 0 Ca** e respetiva analise
estatistica (ANOVA).

3.2.2 Atividade quelante para o Ferro

Como é possivel verificar no Grafico 3.2, os ligandos sintetizados apresentam uma
baixa capacidade para quelar o Fe2+, sendo que os valores se encontram
consideravelmente abaixo dos 50% de atividade quelante. Comparativamente ao que
vimos anteriormente com o Ca?*, os resultados da atividade quelante dos ligandos para o
Fe2* foram muito diferentes; o ligando NA8 (29) foi o que demonstrou melhor atividade
quelante para o Fe?*, semelhante a do ligando NA4.1 (13) e significativamente superior a

do NA7 (19a).

Posto isto, poderemos concluir que a capacidade quelante dos ligandos neste
ensaio ndo parece estar diretamente relacionada com a estrutura primaria do ligando,
como foi mencionado acima para o Ca?*, mas sim com uma eventual capacidade que o
metal, neste caso o Fe?*, podera possuir de induzir na disposicdo espacial ou

estereoquimica na molécula do ligando.
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Gréfico 3.2 Atividade quelante (%) dos diferentes ligandos para o Fe** e respetiva analise
estatistica (ANOVA). n.d.- ndo detetavel; n.a.- ndo analisado.

3.2.3 Atividade quelante para o Cobre

Como é possivel verificarmos pelo Gréfico 3.3, o ligando NA8 (28) foi o que
revelou melhor atividade quelante para o Cu?*, semelhante & capacidade quelante do
controlo positivo. Por sua vez, os ligandos NA4.1(13) e NA5 (19b), apresentaram valores
semelhantes entre si e significativamente mais baixos que o0 NA8 (28), embora o ligando
NA 4.1 (13) tenha apresentado atividade quelante significativamente superior a do

ligando NAG (8).

E de realcar que o valor de capacidade quelante do EDTA, usado neste ensaio
como controlo positivo, foi bastante baixo, contrariamente ao que se verifica nos restantes
ensaios. O controlo positivo, nestes ensaios, serve como termo de comparacdo tendo em
conta que é composto por um agente quelante de referéncia para o metal do respetivo
ensaio. O EDTA, embora tenha menor capacidade quelante para o Cu que para o Fe,
apresenta geralmente atividade a volta dos 80%. Neste ensaio, o controlo positivo
apresentou um valor de 34.83 + 1.87 % (Tabela 3, em Anexo) pelo que é provavel que

tenha ocorrido algum erro na execugdo do metodo e, consequentemente, convém usar
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alguma cautela quanto a tirar conclusdes definitivas no que diz respeito aos valores

referentes a cada ligando.
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Grafico 3.3 Atividade quelante (%) dos diferentes ligandos para 0 Cu®* e respetiva analise
estatistica (ANOVA). n.d.- ndo detetavel
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3.3 Atividade antioxidante

3.3.1 Atividade capturadora de radical ABTS

No que diz respeito ao ensaio de atividade antioxidante com o ABTS*e, cujos
resultados se encontram no Grafico 3.4, € possivel observar que os ligandos NA8 (28) e
NA9 (29) revelaram possuir uma percentagem de atividade significativamente mais alta
que os restantes, em especial, 0 NA9 com cerca de 82.15 + 3.08 % (Tabela 4, em Anexo).
Estes resultados poderdo ser racionalizados pelo facto destas duas moléculas possuirem
varias formas de ressonancia uma vez que, sdo compostas por anéis aromaticos, o que
Ihes conferirdo Gtimas propriedades para estabilizar radicais livres em situagdo de stress
oxidativo, bem como para se estabilizarem a elas proprias apos estabilizacdo desses

mesmos radicais.
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Em seguida, surgem os ligandos NA4.1 (13) e o NA7 (19a) com atividades
antioxidantes semelhantes entre si, e significativamente superiores as do NA5 (19b).

Por fim, era expectdvel que o NA6 (8) ndo revelasse tdo boas propriedades

antioxidantes quanto os restantes ligandos, dada a estrutura quimica da molécula que nao

Ihe conferird as vantagens referidas anteriormente (formas de ressonancia e estabilizacao
interna da molécula).
100
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Gréfico 3.4 Atividade antioxidante (%) dos diferentes ligandos para o ensaio com ABTS". e
respetiva analise estatistica (ANOVA).

3.3.2 Atividade capturadora de radical DPPH

Os resultados do ensaio de atividade antioxidante com o DPPHe encontram-se
discriminados no Gréfico 3.5, através do qual podemos ver que os ligandos NA8 (28) e
NA9 (29) revelaram também possuir uma percentagem de atividade acima da média
relativamente aos restantes ligandos, embora ndo tdo elevada quanto a verificada
anteriormente para o radical ABTS"e, como podemaos verificar pela diferenca de valores
comparativamente com o controlo positivo. Estes resultados poderdo ser explicados, mais
uma vez, pelo facto de as duas moléculas possuirem boas propriedades como doadoras
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de hidrogénios e para estabilizar radicais livres em situacao de stress oxidativo, bem como
possuirem varias formas de ressonancia possiveis, permitindo-lhes estabilizar a propria

molécula apds a perda de uma carga.

De acordo com o que foi possivel analisar anteriormente, seria de esperar que
moléculas possuidoras de mais atomos eletronegativos como é o caso do azoto (N) e
oxigenio (O), bem com de estruturas em anel e hetero-aromaticas, como é o caso do
NA4.1 (13), NA5 (19b) e NA7 (19a) pudessem revelar melhores resultados no que toca
a atividade antioxidante, no entanto ndo foram esses os resultados encontrados como

podemos observar através do Gréfico 3.5.
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Gréfico 3.5 Atividade antioxidante (%) dos diferentes ligandos para o ensaio com DPPH. e
respetiva analise estatistica (ANOVA).
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4.Conclusao e perspetivas futuras

Perante os resultados obtidos relativamente ao ensaio da atividade quelante para
o Ca?', seria interessante fazer algumas alteracdes de funcionalidades estruturais nos
ligandos que obtiveram melhor atividade quelante como por exemplo, tentar fazer uma
combinacdo dos ligandos NA7 e NAY, isto é, sintetizar o NA9 com a funcdo oxima e
testar a atividade quelante do ligando obtido. Perante o resultado dessa experiéncia,
definir-se-ia 0 passo seguinte.

No que diz respeito ao ensaio da atividade quelante para o Cu?', seria relevante
voltar a repetir 0 ensaio tendo em conta a inconformidade detetada através do controlo
positivo. Perante esse novo ensaio, se sempre se viesse a confirmar valores de atividade
quelante semelhantes entre o controlo positivo e 0 NAS8, seria interessante realizar
algumas alteracGes na molécula deste ligando como, por exemplo, substituir o grupo
metilo por um grupo arilo ou alcoxi-carbonilo, assim como, induzir variagdes ao nivel do
grupo do indole como, por exemplo, atraves da utilizacdo de indoles com substituintes
halogenados e/ou indoles N-alquilados ou N-acilados e comparar os resultados obtidos
entre si. A reducdo dos grupos hidroxi-imino e/ou hidrazono as respetivas aminas ou

N-aminas também poderia resultar em compostos com maior capacidade de coordenacéo.

Por sua vez, relativamente aos ensaios de atividade antioxidante quer com o
ABTS*e quer com o DPPHe, seria interessante explorar melhor os ligandos NA8 e NA9.
No que diz respeito ao NA8, substituir o grupo metilo por um grupo arilo ou outro grupo
heteroaromatico, de forma a potencialmente podermos ter mais formas de ressonancia e
assim de dispersar eletrdes (ou cargas), poderia ser uma boa aposta de modo a otimizar a
atividade antioxidante deste ligando. No caso do NA9, poderiamos também substituir o
grupo metilo por um grupo arilo, heteroaromatico, carbonilo ou carboxilo sendo que, a
optimizacdo deste ligando poderia eventualmente passar também por alquilar o N-1 do
indole e/ou substituir os hidrogénios do indole por dtomos eletronegativos como por

exemplo bromo (Br) ou cloro (CI).
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Anexos

Tabela 1. Atividade quelante (%) dos diferentes ligandos para o Ca**.

Composto Concentracio % Athldad2e+queIante
(Ca?)

NA 4.1 38.50  8.17
NAS 30.88  9.11

NAS LM 39.61 553

NA 7 45.86 * 6.01

M 32,02+ 2.42

NA9 42.60 * 3.30
Controlo Positivo 8404+ 112

Tabela 2. Atividade quelante (%) dos diferentes ligandos para o Fe?*.

Composto Concentracio % Atlvuzligsi )quelante
NA 4.1 13.18 £ 3.51
NA 5 -3.42 +2.09
NA 6 1mM -211+1.75
NA 7 5.51 +0.34
NA 8 19.47 £ 8.16
Controlo positivo 9460 +0.15

Tabela 3. Atividade quelante (%) dos diferentes ligandos para o Cu?".

Composto Concentracao v At|V|dad2e+queIante
(Cu™)
NA 4.1 11.73+2.16
NA 5 9.29 + 3.76
NA 6 412 +1.28
NA 7 1 mM 14.49 £ 1.82
NA 8 32.79 £5.02
NA 9 -18.98 + 5.38
Controlo positivo 34.83 +1.87
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Tabela 4. Atividade antioxidante (%) dos diferentes ligandos para o ensaio com ABTS.

% Atividade

Composto Concentracéao Antioxidante
(ABTS)
NA 4.1 37.28 £ 2.96
NA 5 28.78+ 2.38
NA 6 9.01 +2.48
NA 7 1mM 34.79 + 3.44
NA 8 62.91 £ 5.91
NA 9 82.15 + 2.55
Controlo positivo 93.63+0.23

Tabela 5. Atividade antioxidante (%) dos diferentes ligandos para o ensaio com DPPH.

N % Atividade Antioxidante
Composto Concentragao
(DPPH)
NA 4.1 9.49 £3.10
NA 5 11.95+ 1.05
NA 6 16.14 £ 0.81
1mM

NA 7 10.80 £ 0.87
NA 8 38.11£0.92
NA 9 46.27 £ 1.46
Controlo positivo 91.52+0.21
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