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RESUMO

Palavras chaves: p-carbolinas, ftalimida, maleimida, succinimida, atividade antitumoral,

antitripanossoma e antileishmania.

Alcaldides p-carbolinicos podem ser obtidos tanto pela sintese ou pelo isolamento a
partir de produtos naturais e apresentam uma gama de propriedades farmacoldgicas,
dentre elas, atividade antimicrobiana, antitripanossoma, antileishmania, antiviral e
antitumoral. Estudos de relacédo estrutura-atividade tem demonstrado que diferentes
substituintes, principalmente nas posi¢des-1 e 3 do anel S-carbolinico, resultam em um
aumento da atividade destes derivados.

Devido a este potencial desses alcaldides, nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo trabalhos enfocando a sintese, avaliacdo da atividade farmacolégica e
estudos de relagdo estrutura-atividade de compostos B-carbolinicos 1,3-dissubstituidos. Em
continuidade aos nossos estudos e visando a obtencéo de compostos com maior atividade,
no presente trabalho realizamos a sintese e avaliagdo da atividade antitumoral,
antitripanossoma e antileishmania de uma série de derivados p-carbolinicos-1-
fenilssubsituidos contendo os grupos N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il), N-(2,5-dioxo-2,5-
diidropirrol-2-il) e N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-carboxamida na posigéo-3.

Compostos contendo as unidades ftalimida, maleimida e succinimida pertencem a
classe das imidas e podem ser isolados de produtos naturais ou serem obtidos
sinteticamente e apresentam diversas atividades farmacoldgicas, entre elas:
anticonvulsivante, analgésica, anti-inflamatéria, antifingica, antibacteriana, inseticida,
antiespasmadica.

Para a obteng&o dos derivados propostos utilizou-se como intermediarios- chave as
p-carbolinas-3-carboidrazidas 58(a-h), as quais foram obtidas a partir da reagdo de
esterificacdo do L-triptofano comercial 54, com acido sulfarico, em metanol, seguida da
reacdo de condensacdo de Pictet-Spengler, sob catalise acida, em diclorometano, do L-
triptofano esterificado 55 com aldeidos aromaticos contendo grupos retiradores ou
doadores de elétrons para fornecer os derivados tetraidro-B-carbolinicos 56(a-h). A
aromatizacao de 56(a-h) com o enxofre, em xileno, seguido do tratamento das S-carbolinas

57(a-h) com hidrazina hidratada, em etanol, forneceu 58(a-h).



A preparacgdo dos derivados B-carbolinicos contendo na posigdo-3 o grupo N-(1,3-
dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-carboxamida 59(a-h) foi realizada pela reacdo de adigéo
nucleofilica de 58(a-h) com anidrido ftalico, em xileno. Os derivados [-carbolinicos
contendo o grupo 3-N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-il)-carboxamida 60(a,b,d,e) foram
obtidos pela reagéo de adicdo nucleofilica de 58(a,b,d,e) com anidrido maleico, acetato de
sbdio, em acido acético. A obtengcédo dos compostos contendo a unidade 3-N-(2,5-dioxo-
pirrolidin-1-il)-carboxamida  61(a,b,d-g) foi possivel pela reacdo de 58(a,b,d-g) com
anidrido succinico, em tolueno, com a utilizacdo de acido p-toluenossulfénico como
catalisador.

A formacéo dos compostos sintetizados foi confirmada com base na analise dos
dados espectroscopicos de massas, IV, RMN *H e *C/DEPT e de técnicas bidimensionais
de RMN (COSY e HSQC).

Os compostos sintetizados foram submetidos a avaliagdo da atividade antitumoral
frente a cultura de células tumorais humanas de glioma (U251), mama (MCF-7), ovario
resistente (NCI/ADR-RES) (linhagem com fenoétipo de resisténcia a mdltiplas drogas), rim
(786-0), pulméo (NCI-H460), préstata (PC-3), ovario (OVCAR-03), colon (HT29), HaCaT
(queratindcito humano). Estes compostos+ também foram avaliados frente as formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi e promastigotas de Leishmania amazonensis. Os
resultados dos ensaios apontaram compostos com significativa atividade antitumoral,
antitripanossémica e antileishmania, principalmente, para derivados g-carbolinicos

contendo o grupo N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrolil)-carboxamida na posigéo-3.



ABSTRACT

Keywords: p-carbolines, phthalimide, maleimide, succinimide, antitumor activity,

antitrypanosomal and antileishmanial activities.

Synthetic and naturally occurring B-carboline alkaloids present a large spectrum of
pharmacological properties, including antimicrobial, antitrypanosomal, antileishmanial,
antiviral and antitumor activities. Structure-activity relationships studies have demonstrated
that presence of appropriated substituents, mainly at positions-1 and -3 of p-carboline
nucleus led to compounds with higher activity.

Due to potential of these alkaloids, our research group has been developing works
focusing on the synthesis, evaluation of pharmacological activity and structure-activity
relationship studies of 1,3-disubstituted- 3-carbolines.

In order to obtain compounds with higher activity, in the present work we carried out
the synthesis and antitumor, antitrypanosomal and antileishmanial activity evaluation of a
series of 1-substituted p[-carboline derivatives containing the N- (1,3-dioxo-1,3-
diidroisoindol-2-yl), N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-yl) and N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-yl)-
carboxamide groups at position-3. Compounds containing phthalimide, maleimide and
succinimide belong to the class of imides and can be isolated from natural products or be
obtained synthetically. These compounds present several pharmacological activities, such
as anticonvulsant, analgesic, anti-inflammatory, antifungal, antibacterial, insecticidal and
antispasmodic.

For preparation of the proposed derivatives, the B-carbolines-3-carboidrazidas 58(a-
h) were used as key intermediates. These intermediates were obtained from the
esterification of L-tryptophan 54 with methanol and sulfuric acid, followed by Pictet-Spengler
condensation of L-tryptophan methyl ester 55 with aromatic aldehydes containing electron-
withdrawing or donating groups to provide the 1,2,3,4-tetrahydro-B-carbolines 56(a-h). The
aromatization of 56(a-h) with sulfur, in xylene, followed by the treatment of S-carbolines
57(a-h) with hydrazine hydrate, in ethanol, provided 58(a-h).

The synthesis of B-carboline-3-N-(1,3-dioxo-1.3-diidroisoindol-2-yl)-carboxamides
59(a-h) was performed by the reaction of 58(a-h) with phthalic anhydride, in xylene. The -
carboline-3-N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-yl)-carboxamides 60(a,b,d,e) were obtained by

the reaction of 58(a,b,d,e,f,h) with maleic anhydride, sodium acetate, in acetic acid.



Compounds containing the N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-yl)-carboxamide 61(a,b,d-g) were
obtained by the reaction of 58(a,b, d-g) with succinic anhydride in toluene, with the use of
p-toluenesulphonic acid as catalyst.

The compounds synthesized were characterized by the analysis of their IR, *H NMR
and C/DEPT, including two-dimensional NMR techniques of COSY and HSQC,
spectroscopic data.

The synthesized compounds were evaluated for their antitumor activity against
human tumor cell lines of glioma (U251), breast cancer (MCF-7), ovary resistant (NCI-
ADR/RES), kidney (786-0), lung (NCI-H460), prostate (PC-3), ovary (OVCAR-03), colon
(HT29), HaCaT (human keratinocyte). These compounds were also evaluated against
epimastigote forms of Trypanosoma cruzi and promastigote forms of Leishmania
amazonensis. The bioassay results pointed compounds with significant antitumor,
antitrypanosomal and antileishmanial activities, mainly for those B-carboline derivatives

containing the group N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-yl)-carboxamide in position-3.
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1. INTRODUCAO

1.1. Atividade farmacoldgica de compostos B-carbolinicos

Alcaléides B-carbolinicos 1 podem ser obtidos tanto pela sintese ou pelo
isolamento a partir de produtos naturais. Primeiramente isolados de uma planta norte
africana, Peganum harmala da familia Zygophillaceae, a qual era tradicionalmente
usada como fitoterapico, estes alcaléides foram também encontrados em outros
produtos naturais, invertebrados marinhos, tecidos humanos e fluidos corporaist?.
Muitos dos trabalhos envolvendo esta classe situam-se na area de Quimica Medicinal,
tendo como enfoque principal a preparacao e a avaliacdo da atividade farmacolégica de

derivados p-carbolinicos.

O grande interesse pelo estudo desta classe de compostos deve-se a sua
importancia farmacoldgica. Dentre as propriedades farmacoldgicas apresentadas,
destacam-se suas acOes antibacteriana®, antiséptica®, intercaladores de DNA2°®,
antiviral®, além de atuarem como agentes antiprotozoarios’ e antitumorais®8-°.

Trabalhos recentes demonstraram que os compostos 2a e 2b apresentam uma
potente inibicdo das enzimas AchE (acetilcolinesterase) e BchE (butirilcolinesterase),
que estdo associadas a disfungdo neuroldgica causada pela doencga de Alzheimer?®.

Ma e colaboradores?! testaram a atividade citotdxica in vitro de B-carbolinas frente
células tumorais humanas. Os compostos 3a e 3b exibiram significante atividade
citotdxica frente as células de carcinoma renal e melanoma com valores de ICso iguais
al7e4,0puMe 8,2 uM e 10,4 uM, respectivamente, mostrando potente atividade em

relacdo ao controle, a cisplatina (ICso = 4,9 uM e 9,4 pM).
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Estudos realizados por Chen e colaboradores!? demonstraram que substituintes
nas posi¢des-1, -3 e -9 do nucleo B-carbolinico aumentam a atividade antitumoral.
Introduzindo os substituintes alquil ou benzil na posi¢do-9 foi observado um aumento
significativo na atividade antitumoral. Os compostos 4a e 4b foram os mais potentes
com ICsp menores que 10 pM contra as linhagens de células tumorais humanas

testadas.

Uma série de novos derivados pS-carbolinicos 1,3-dissubstituidos e 1,3,9-
trissubstituidos foram sintetizados e sua atividade citdxica in vitro foi investigada. Os
resultados mostraram que os derivados 1,3,9-trissubstituidos tiveram maior atividade
citotoxica in vitro que os correspondentes 1,3-dissubstituidos. O composto 5 foi 0 mais
ativo da série com ICso = 4 uM frente & linhagem de células tumorais de carcinoma
gastrico®. Os resultados deste estudo sugerem que a citotoxicidade dos derivados B-
carbolinicos aumenta com a introducéo de substituintes apropriados nas posi¢des-1 e -
9 do esqueleto S-carbolinico.

Algumas g-carbolinas com diferentes substituintes foram sintetizadas por Cao e
colaboradores!* e avaliadas quanto as suas atividades citotoxicas in vitro. Os compostos
6a, 6b e 6¢, tendo o benzil como substituinte nas posigdes-2 e -9 foram os mais potentes
com valores de ICsop menores que 50 uM frente as células tumorais humanas testadas
(pulmao, figado, gastrico, cervical e colon). Nestes estudos foi demonstrado ainda que

a introdugdo de substituintes apropriados nas posi¢cdes-2 e -9 aumenta a atividade



antitumoral e que a natureza do substituinte nas posicdes-1 e -3 contribui
significativamente para diminuir a toxicidade das p-carbolinas.

A partir destes exemplos conclui-se que a atividade antitumoral e a toxicidade de
compostos f-carbolinicos depende da introducdo de substituintes apropriados nas

posi¢cdes-1, -2, -3 e -9.
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Rivas e colaboradores®® avaliaram a atividade tripanocida frente as formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi para derivados do harmano (7) e 1,2,3,4-tetraidro-
B-carbolina (8). Os resultados obtidos em 1987, por Cavin e colaboradores'® sugerem
que a insaturacdo do anel piridinico e a substituicdo no C-7 aumentam a atividade
tripanocida. Os estudos de Rivas e colaboradores®® confirmam esta sugestdo, e
defendem que isso estaria associado com a planaridade da molécula, com seu
comportamento redox ou com sua distribuicdo de densidade eletrbnica. A presenca de
um grupo metil no C-1 aumenta a atividade, possivelmente pelo incremento da
lipofilicidade total da molécula ou por uma interacé@o especifica com um sitio hidrofébico
no alvo macromolecular. A substituicdo no C-7 com um grupo metdxi também leva ao
aumento da atividade, mas se o substituinte nesta posi¢cdo for um grupo hidréxi, a
atividade tende a diminuir. Isso pode ser explicado pela presenca de um centro
hidrofébico perto do local onde B-carbolinas exercem sua agéo, no qual um grupo metoxi

se encaixaria melhor que um grupo hidréxi ou por diminui¢c&o da lipofilicidade.

p—

N/
N
H

N NH

Rl

Iz

7



Dodd e colaboradores?!’ reportaram que as tiosemicarbazonas da B-carbolina-3-
carboxaldeido (9a) e do 3-acetil-B-carbolina (9b) sdo altamente toxicas para as formas

promastigotas de Leishmania donovani.
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Os isémeros 10a e 10b foram testados frente o parasita Leishmania donovani, e
o resultado observado por Jaisankar e colaboradores®® foi que o isdmero 10a mostrou-
se ativo in vivo e in vitro frente o parasita, enquanto o seu isdmero 10b n&o apresentou
atividade.

Os alcaldides isolados de Zanthoxylum chiloperone, cantin-6-ona (11a) e 5-
metoxi-cantin-6-ona (11b) foram testados frente Leishmania amazonensis. Os
compostos testados ndo apresentaram uma significante atividade leishmanicida, mas a
administragédo intralesional de 11a mostrou um interessante efeito leishmanicida, e baixa
toxicidade®®.

Uma série de derivados de tetraidro-f-carbolinas foi sintetizada e testada frente
a L. donovani. Os compostos 12a, 12b e 12c apresentaram 78,0%, 78,6% e 68%, de

inibicdo in vivo frente L. donovani, respectivamente?°.
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Uma série de 2-(pirimidin-2-il)-1-fenil-2,3,4,9-tetraidro-1H-B-carbolinas (13)%* e
de indolilglioxilamida p-carbolinas (14)?* foram sintetizados e avaliados em formas
amastigotas de L. donovani. Os compostos 13 e 14 foram os mais ativos das respectivas
séries, com ICsp de 1,93 pg/mL e 5,17 uM, sendo ambos varias vezes mais ativos que
os padrdes estibogluconato de sodio (ICso = 53,62 pg/mL) e pentamidina (ICso = 20,43
HUM).

Gellis e colaboradores?® sintetizaram uma série de tetraidro-B-carbolinas com o
intuito de encontrar um agente efetivo e menos téxico para o tratamento da
leishmaniose. O composto 15 exibiu uma significativa atividade leishmanicida frente a L.
donovani com ICsp igual 6,10 uM, e baixa toxicidade, quando comparado a droga de
referéncia pentamidina (ICso = 6,30 M), que € muito ativa e toxica.

Varios trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, enfocando a sintese,
avaliacdo da atividade farmacoldgica e estudos de relagdo estrutura-atividade de
compostos S-carbolinicos, demonstraram a influéncia de substituintes nas posicdes-1 e
-3 do nucleo p-carbolinico sobre a atividade?*252,

Tonin e colaboradores? realizaram a sintese e a avaliacdo das atividades anti-
tripanossoma frente a Trypanosoma cruzi e anti-leishmania frente a Leishmania
amazonensis, de derivados B-carbolinicos-1-fenilssubstituidos contendo na posicéo-3 o
nucleo N-alquilcarboxamida. Entre todos os compostos sintetizados, os derivados 16a e

16b apresentaram potente atividade contra ambos os parasitas.

16a: R = 4-OCHj3
16b: R =2-Cl




Outra série de compostos p-carbolinicos contendo o grupo 3-(2-tioxo-1,3,4-
oxadiazolil) foi sintetizada e a atividade antimicrobiana foi avaliada. O derivado 17 foi o
mais ativo entre todos os compostos testados demonstrando uma potente atividade
contra Candida albicans?.

Barbosa e colaboradores?® sintetizaram e avaliaram a atividade antitumoral dos
compostos contendo o grupo benzilidenocarboidrazida na posigéo-3 da B-carbolina. O
composto 18 mostrou potente atividade antitumoral com valores de concentragéo
inibitéria de 50% do crescimento das células tumorais (ICso) igual a 0,04 uM, frente a

linhagem de célula tumoral de rim.
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1.2. Atividade farmacoldgica de imidas

As imidas também podem ser encontradas em plantas, como por exemplo, a
filantimida 19, proveniente da planta Phyllanthus sellowianus ou serem obtidas
sinteticamente?’. Estes compostos podem ser divididos em subclasses, tais como:
ftalimidas, maleimidas, succinimidas e seus derivados. As pesquisas relacionadas a esta
classe de compostos comegaram muito cedo, mas, em 1970, Hargreaves e
colaboradores?® publicaram um artigo de reviséo tendo como foco os aspectos quimicos

e as atividades biologicas das mesmas.
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A talidomida 20 é um grande exemplo desta classe de substancias e foi
inicialmente utilizada para combater nduseas das gestantes, causando um efeito
colateral grave, a teratogenicidade. Este grande fatalidade ocorreu pela administragéo
do farmaco na sua forma racémica, onde o uso do enantidmero de configuracdo absoluta
(S) causava este efeito, enquanto que o outro enantibmero (R), ndo apresentava esta
acdo teratogénica. Mas, foi comprovado que ambos 0s enantidmeros possuem esta
propriedade teratogénica, por ocorrer a epimerizacéo in vivo do centro quiral?®°,

Mesmo apresentando esse efeito colateral (teratogenicidade), existe grande
probabilidade de ser utilizada no tratamento de outras patologias, inclusive o cancer®!
O composto 20, também apresenta acdo anti-inflamatéria, antiproliferativa e
antiangiogénica®

Os derivados da talidomida 20, as ftalimidas, tém uma gama de propriedades
farmacoldgicas, entre elas: anticonvulsivante3334, analgésica® e anti-inflamatéria®*. A
atuacgdo potencial das ftalimidas no sistema nervoso central (SNC) é relevante. Alguns
compostos foram testados, como o composto 21, comprovando a atua¢cdo no SNC, com

atividades anticonvulsivantes similares a fenitoina 223,
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Nikalje e colaboradores® sintetizaram uma série de derivados contendo o grupo
ftalimida e testaram a atividade anticonvulsivante e a neurotoxicidade. O composto 23
apresentou baixa neurotoxicidade e demonstrou uma promissora atividade comparada
ao medicamento clinicamente eficaz.

Jé as meleimidas raramente sdo encontradas na natureza. O composto 2-etil-3-
metil-maleimido-N-B-D-glucopiranosideo 24, isolado das folhas de Garcinia
mangostana, € um dos poucos exemplos de maleimidas naturais®. Estes derivados
podem ser obtidos sinteticamente e, posteriormente, a avaliagdo frente a diversas

atividades farmacologicas pode ser realizada.



Hargreaves e colaboradores? testaram algumas atividades farmacoldgicas de
maleimidas, entre elas, antifingica, antibacteriana e inseticida. Por exemplo, a
substancia N-(2-dietilaminoetil)difenilmaleimida 25 e seus derivados mostraram-se bons

anestésicos locais e apresentaram baixa toxicidade.
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Bansode e colaboradores®” realizaram a sintese e avaliaram a atividade
antimicrobiana dos compostos 26a, 26b e 26c, que mostraram boa inibigcdo bacteriana
com concentragdo de 10 mg/mL contra Escherichia coli e 26a e 26¢ foram ativos com
15 mg/mL contra Bacillus subtilis.

A outra subclasse das imidas séo as succinimidas. Estes compostos podem ser
usados para auxiliar no crescimento de plantas durante o estagio inicial de crescimento.
Como exemplo, tem- se a 2,4-diclorofenilsuccinimida 27 que estimula o crescimento de
mudas de trigo e rabanete?®.

As succinimidas apresentam atividade antimicrobiana, antiespasmodica e
analgésica?! e anticonvulsivante. Kaminski e colaboradores® sintetizaram uma série de
compostos e avaliaram sua atividade anticonvulsivante e notaram que as moléculas que
continham atomos eletronegativos, no caso o cloro, nas posicdes-2 e -4 eram as mais
ativas, por exemplo, as substancias 28a e 28b.

Os derivados 29a, 29b e 29c, sintetizados por Bansode e colaboradores®’ foram
avaliados quanto & atividade antimicrobiana. Os compostos 29a e 29b foram ativos na
concentracdo 10 mg/mL contra Escherichia coli e, também, 29a e 29c demonstraram

atividade na concentragdo 15 mg/mL frente a espécie Bacillus subtilis.
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1.3. Métodos utilizados na sintese de B-carbolinas e tetraidro-B-carbolinas

1.3.1. Condensacéo de Pictet-Spengler

O método mais utilizado para a sintese de compostos S-carbolinicos € a reacéo
de Pictet-Spengler, a qual envolve a condensacao do triptofano metil éster 30 ou da
triptamina 31 com aldeidos, originando tetraidro-B-carbolinas do tipo 33 ou 34,

respectivamente (Esquema 1).

Experimentalmente, a condensagdo ocorre de duas maneiras distintas: em
benzeno ou tolueno sob refluxo ou conduzida a 0°C em CH,Cl; e &cido trifluoroacético®.

No caso do emprego do triptofano metil éster 30, é obtida uma mistura de

diastereoisbmeros de 33, via a formacdo de uma imina 32 como intermediario da

reacao*.
R! R! R2 R!
NH, N;\H NH
2
N\ _R°CHO AN . N\
2
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30 R!=CO,CHj 32 33 R! = CO,CHj
31 R'=H 34R'=H

Esquema 1. Rota sintética para obtencao de tetraidro-B-carbolinas via condensacéo de Pictet-

Spengler.

Jackson e colaboradores* realizaram estudos mecanisticos para a reacdo de
Pictet-Spengler entre derivados da triptamina 31 e compostos carbonilicos 33 e
mostraram que a natureza eletrofilica da dupla ligacéo da imina 32 é a guia da forga de
ciclizagdo. Por exemplo, o intermediario iminico, tendo como substituinte R o grupo
carbometoxi, € mais eletrofilico que a imina formada a partir da triptamina.

Srinivasan e Ganesan*? demonstraram que a ciclizacio de Pictet-Spengler para
tetraidro-B-carbolinas pode ser catalisada por uma variedade de acidos de Lewis,

obtendo-se bons rendimentos tanto para aldeidos arométicos com substituintes



doadores como captores de elétrons. Observaram ainda que a reacgdo de ciclizagéo
ocorre mais rapidamente sob irradiagdo de micro-ondas.

Siwicka e colaboradores”® reportaram que os aminoéacidos L-alanina, L-valina, L-
fenilalanina e L-prolina podem ser usados na reacao de condensacgao de Pictet-Spengler
para a sintese diastereosseletiva de derivados tetraidro-f-carbolinicos sob condi¢des
brandas.

A reacdo de Pictet-Spengler j& foi também empregada na sintese em fase sélida
de compostos tetraidro-B-carbolinicos. Fantauzzi e Yager* sintetizaram diversas
tetraidro-B-carbolinas-3-carboxamidas 38 e 2,3-bis-lactamas utilizando a resina de
Merrifield. Como mostrado no Esquema 2, primeiramente fez-se a acilagdo da resina
com L-BOC-triptofano, seguida pela desprotecéo e ciclizacdo de Pictet-Spengler com
uma variedade de aldeidos. A clivagem da resina com aminas primarias forneceu as

amidas na posi¢ao-3.
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Esquema 2. Rota sintética proposta por Fantauzzi e Yager.

1.3.2. Reagdo de Mannich viniloga

A reacdo de Mannich viniloga tem sido usada na sintese estereosseletiva de
varios alcaldides contendo o nucleo tetraidro-B-carbolinico-1-substituido e consiste na
formacao de um ion iminio (a partir do triptofano), seguido da adigdo de um silil enol éter
insaturado ao C-1(Esquema 3).

A formacéo do ion iminio 40 ocorre em apenas uma etapa de reagdo, e segundo

a metodologia de Previero e colaboradores® a reago se da inicialmente pelo tratamento
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do D-triptofano 39 com anidrido acético em acido férmico, seguido pela adicdo de uma
solugéo de &cido férmico com 10% de HCI (v/v) e aquecimento e separa¢éo do produto
na forma de sal.

A vantagem de se formar o ion iminio na sintese de alcalbides tetraidro-B-
carbolinicos € a alta diastereosseletividade da etapa de adi¢cdo do substituinte ao C-1,
onde apenas o diastereoisémero trans é obtido. Martin e colaboradores?® utilizaram esta
estratégia sintética para a sintese enantiosseletiva do alcaléide (+)-geissoschizina 41,
na qual o ataque do vinil cetenoacetal ao C-1 se dé pela face oposta ao grupo acido

carboxilico do C-3 (Esquema 3).

COOH COOH COOH
NH °
2 1) HCO,H, Ac,0 ONHC' CH,CN N NH
N\ 2) HCO,H, HCl, A\ >
aguecimento
N N N
H H OTBS H \ CO,Me
39 40 N 41
—
X ome

Esquema 3. Rota sintética proposta por Martin e colaboradores.

1.3.3. Condensacéao de Bischler-Napieralski

A condensacédo de Bischler-Napieralski também é outro método utilizado para a
sintese de alcaldides B-carbolinicos. Quirante e colaboradores®’ utilizaram esta
metodologia para formar a tetraidro-p-carbolina 43, fazendo o tratamento da lactama 42
com POCIz, seguido por redugdo com NaBH4, conforme ilustrado no Esquema 4. O uso
de radiagcdo de microondas para catalisar este tipo de reacdo tem sido reportado*® para

a sintese de alcal6ides B-carbolinicos diméricos.
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Esquema 4. Rota sintética proposta por Bonjoch e colaboradores via condensacéo de Bischler-

Napieralski.

1.3.4. Eletrociclizac&o de intermediarios do tipo azatrieno

Recentemente algumas rotas tém usado a reacdo de eletrociclizacédo de
intermediarios do tipo azatrieno 47 para a sintese de alcaléides B-carbolinicos*
(Esquema 5). Esta metodologia envolve inicialmente a funcionalizacdo do indol na
posicao-3, o qual é convertido no 3-vinil indol 45, via reacdo de Wittig, utilizando-se
(Ph)sPCHGal/t-BuOK/THF. A subsequente funcionalizagdo da posigcéo-2 foi realizada a
acetilacao pelo tratamento de 45 com LDA/THF e N,N-dimetilacetamida fornecendo 46;
este por sua vez foi tratado com NH.OH.HCI/AcONa e refluxado com o-diclorobenzeno

para fornecer a B-carbolina 48.

CHO =
N\ (Ph)sPCHsl, t-BUOK, AN
A
N THF N

R2

LDA, THF
N,N-dimetilacetamida
\ \
44 R 45 R!
_ R R2
c— = -
3 NOH N
\ R NH,0OH.HCI, AcONa \ o-diclorobenzeng \ /
refluxo 3
N o) N R® N\ R
\ \Rl R?
L R 46 47 | 48

Esquema 5. Rota sintética proposta por Kusurkar e colaboradores.
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1.3.5. Indolizagéo de Fischer

Segundo Suzuki e colaboradores®, a indolizagéo de Fischer é um método mais
eficiente para a obtencdo das B-carbolinas 4-substituidas, comparado aos de Pictet-
Spengler e Bischler-Napieralski. Um exemplo do emprego desta metodologia esta
mostrado no Esquema 6 e utiliza a condensacgao da fenilhidrazina 49 com a dicetona
50, resultando em 51, que existe, também, na sua correspondente forma tautomeérica
5la.

A reacdo de 51 com excesso de trifluoreto de boro eterato (BF3.OEt2), em 1,1,2,2-
tetracloroetano, fornece o intermediério 52, via indolizagdo de Fischer modificada. O
composto 52 foi tratado com dimetoxipropano e excesso BFs.OEt;, em 1,1,2,2-
tetracloroetano, resultando diretamente na 4-metoxi-B-carbolina (53), com remogéao

inesperada do grupo N-tosil.

o (0] (0]
. AcONa
AcOH, t. amb. |
— N—Ts = N—Ts
N:l(\%ll-iz o N-Ts NN N—N
49 50 51 H 51a

O, MeQ,
NE S BF; OEt, - N
BF5; OEt, \ (MeO)szez \ /
—_— —_—
(CHCl,),, 120 °C (CHCL,),, 120 °C
N N
H 52 H 53

Esquema 6. Rota sintética proposta por Suzuki e colaboradores.
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2. OBJETIVOS

e Preparar e caracterizar uma série de derivados B-carbolinicos contendo os grupos
N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-carboxamida, N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-il)-
carboxamida e N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-carboxamida na posigéo-3;

e Realizar ensaios bioldgicos para avaliar a atividade antitumoral, antileishmania e

antitripanossémica dos compostos sintetizados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Preparacéo e caracterizacdo dos derivados B-carbolinicos

A rota sintética inicialmente proposta para a preparacdo dos derivados (-
carbolinicos contendo os grupos N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-carboxamida 59(a-
h), N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-1-il)-carboxamida 60(a,b,d,e,f,h) e N-(2,5-dioxo-
pirrolidin-1-il)-carboxamida 61(a,b,d-g) na posi¢do-3 estd mostrada no Esquema 7
abaixo.

Para a sintese dos derivados S-carbolinicos, preparou-se o L-triptofano metil éster
55, a partir da reacéo de esterificacdo do L-triptofano comercial 54 em metanol e 4cido
sulfdrico. Na segunda etapa da reagéo, o L-triptofano metil éster 55 foi condensado com
aldeidos arométicos contendo grupos doadores ou retiradores de elétrons, via reacao
de Pictet-Spengler®>3, na presenca de &cido trifluoracético, em diclorometano, para
obtencdo dos derivados tetraidro-B-carbolinicos 56(a-h) como uma mistura de

diasteroisdmeros (cis; 1S, 3S) e (trans; 1R, 3S).
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Esquema 7. Rota geral para a sintese dos compostos -carbolinicos-1-fenilsubstituidos contendo
0s grupos 3-ftalimida-carboxamida 59(a-h), 3-maleimida-carboxamida 60(a,b,d,e) e 3-

succinimida-carboxamida 61(a,b,d-g).
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O mecanismo da reagdo de condensacdo de Pictet-Spengler®>2 estd bem
descrito na literatura. Nas publicagbes mais recentes, 0 mecanismo € proposto por dois
caminhos distintos. Segundo Kusurkar®? este envolve um intermediario do tipo
spiroindolenina como apresentado no caminho A (Esquema 8). Maresh®, utilizando
calculos computacionais demonstrou que a ciclizacdo ocorre preferencialmente por
ataque direto do C-9a do indol ao carbono iminico (caminho B). Ambos os caminhos

prop8e a formag&o de um ion iminio como intermediario.

COOCH; COOCH,

NH, NH
\ \_4>':° BL:E”» \ H—C:—R
R OH
N N

H
Carbinolamina

H;CO0C

4
9a
Y,
H
Intermediario

spiroindolenina

COOCH,

Iz

1,2,3,4-tetraidro-B-carbolina
Esquema 8. Mecanismo proposto para sintese das tetraidro-B-carbolinas via reacéo de Pictet-

Spengler.

Em seguida, para a aromatizagéo das tetraidro-fS-carbolinas 56(a-h) foi utilizado como
agente oxidante o enxofre, em xileno, resultando nas S-carbolinas 57(a-h).

A formacdo do nucleo B-carbolinico nos compostos 57(a-h) foi confirmada,
principalmente, pelo simpleto na regido de 6+ 8,89, correspondente ao hidrogénio
metinico H-4, no espectro de RMN 'H. Os dados espectroscépicos de RMN *C/DEPT
confirmaram a aromatizagdo do anel, pela presenca dos sinais na regido de oc 114,2

(CH), 140,7 (Co) e 143,4 (Co), correspondentes aos carbonos C-4, C-3 e C-1,
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respectivamente. Estes dados foram comparados e estdo de acordo com os publicados
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa™.

A preparacéo das S-carbolinas-3-carboidrazidas 58(a-h) foi realizada por meio de
uma reacdo de adigdo-eliminacdo a carbonila dos derivados 1-fenilssubstituidos-3-
carbometoxi-S-carbolinicos 57(a-h) com hidrazina hidratada, em etanol, sob refluxo por
72 horas. A introdugdo do grupo carboidrazida foi evidenciada, no espectro de RMN *H
pelo simpleto largo na regido de 61 4,70 que foi atribuido ao NH: livre do grupo
carboidrazida e pela auséncia do sinal na regido de 64 4,00 referente & metoxila do
éster®,

A sintese dos derivados B-carbolinicos contendo o grupo 1,3-dioxo-1,3-
diidroisoindolil 59(a-h) foi baseada na metodologia utilizada por Roston®® (Esquema 9).
Desta forma, a reagéo de adi¢cdo nucleofilica das carboidrazidas 58(a-h) com anidrido
ftalico, em xileno, seguida de ciclizag&o intramolecular levou a obtencdo dos derivados
B-carbolinicos 59(a-h).

A proposta do mecanismo para a preparacao de 59(a-h) esta apresentada abaixo

no Esquema 9. o

\
N

Esquema 9. Mecanismo proposto para a formacdo dos compostos contendo o grupo 1,3-
dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il 59(a-h).



A caracterizagdo dos compostos sintetizados foi confirmada com base na anélise
de seus dados espectroscopicos de IV, RMN *H e RMN 3C/DEPT e HSQC.

Os espectros no IV dos derivados 59(a-h) apresentam bandas de absorgéo na
faixa de 1670-1706 e 1735-1745 cm, referentes aos estiramentos da carbonila da
amida e imida, respectivamente. Nos espectros de RMN *H foi observada a auséncia do
sinal em 61 4,70 referente ao NH, da carboidrazida e a presenga do multipleto em dn
7,75-8,07 atribuidos aos hidrogénios aromaticos do nucleo 1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-
2-il. Ja nos espectros de RMN 2C, os sinais adicionais na regido de dc 129,4-129,5 e
123,8-123-9; 135,3-135,5 foram atribuidos aos carbonos C-2a"/C-6a” e C-3"/C-6"; C-
4”|C-5", respectivamente, confirmando a introdu¢do do grupo 1,3-dioxo-1,3-
diidroisoindol-2-il. Do mesmo modo, a presenc¢a dos sinais em dc 165,3-165,5 (C=0
imida) confirmaram a formag¢ao dos compostos desejados. Os espectros encontram-se
nos Anexos 1-8.

Para a preparacgédo dos derivados B-carbolinicos contendo o grupo 2,5-dioxo-2,5-
diidropirrolil 60(a,b,d,e) foi realizada pela reacdo de adicdo nucleofilica das
carboidrazidas 58(a,b,d,e) com anidrido maleico, empregando-se meio basico (acetato
de s6dio), em acido acético, sob refluxo, conforme metodologia descrita por Roston®®.

A andlise dos dados de RMN dos produtos formados, pelo emprego da
metodologia descrita, mostrou a formacdo de produtos distintos, dependendo do
substituinte na posi¢ao-1 do nacleo B-carbolinico. Os produtos contendo os substituintes
fenil, 2-clorofenil e 4-fliorfenil apresentaram, no espectro de RMN *H, a presenca de um
simpleto em torno de 6n 7,23-7,27 para os hidrogénios H-3" e H-4”. No espectro de RMN
13C foi observada a presenca do sinal em 8¢ 133,8 para os carbonos C-3” e C-4" e em
dc 164,1 e 168,2, relativos as carbonilas da amida e imida, nesta ordem. (Anexos 9-14)

Empregando-se as mesmas condi¢des, nos casos dos produtos com o0s
substituintes 4-metéxifenil e 3-metdxi-4-hidroxifenil, na posi¢édo-1, o espectro de RMN
'H, mostrou a presenca de dois dupletos (J=12,3 Hz) na regi&o de 54 6,39-6,42 e 6,45
atribuidos aos correspondentes hidrogénios H-3” e H-4". No espectro de RMN 3C, foi
observada a presenga dos sinais dos carbonos C-3”(5c 126,8), C-4" (133,4), da
carbonila da amida (6c 166,8), além dos sinais em 6c 162,5 e 163,0. (Anexos 9-15)

Assim, para elucidar as discrepancias observadas, a reagéo das carboidrazidas
com os grupos 1-fenil 62a e 2-clorofenil 62d com anidrido maleico foram desenvolvidas

a temperatura ambiente, ao invés de refluxo. A reacdo foi acompanhada por CCDA,
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observando-se a formagédo de um produto mais polar que o material de partida, a
carboidrazida, com o consumo total da mesma. Os produtos obtidos apresentaram
dados de RMN 'H e RMN *3C similares aos dos produtos com substituintes doadores de
elétrons no C-1 (4-metdxifenil e 3-metdxi-4-hidroxifenil), o que nos levou a propor que
se tratavam dos intermediarios nado-ciclizados (62a: R! = fenil; 62d: R! = 2-clorofenil)

(Esquema 10).

0]
OH
o} o  HN
NHNH, NH O
N anidrido maleico, N

\ Y AcONa, HAc, t. amb. \ /

N N R

H R? H

58(a;d) 62(a;d)

Esquema 10. Rota para sintese dos compostos 62(a,d)

Isto foi confirmado pelo aquecimento (refluxo) de 62a e 62d, em &cido acético e
acetato de sddio, observando-se em CCDA a formacéo de outro produto, menos polar.
Pela andlise do espectro de RMN H observou-se a auséncia dos dupletos em &4 6,36 -
6,47 e 6,42-6,47 (dupleto, 1H, H=12,3 Hz) e a presenc¢a de um simpleto na regiao de on
7,22-7,27. Entéo, conclui-se que o composto que apresentava o simpleto na regido de
dn 7,22-7,27 era o produto e que 62(a,d) era um intermediario reacional.

Para a obtencédo dos compostos 61(a,b,d-g) testou-se inicialmente a metodologia
de Brosse e colaboradores®’ que utiliza a hidrazina ou carbazato e anidrido ftalico, em
tolueno, com a remogéo da agua formada por um sistema Dean-Stark.

As carboidrazidas 58(a,b,d-g) foram submetidas & rea¢cao com anidrido succinico,
em tolueno, conforme a metodologia descrita. No entanto, nas condi¢bes empregadas
observou-se somente a formagdo do intermedidrio n&o-ciclizado polar, como o
observado anteriormente para as reagdes com anidrido maleico.

A obtencdo dos compostos desejados 61(a,b,d-g) somente foi possivel com a
adicdo do &cido p-toluenossulfénico (catalitico) a reacdo das carboidrazidas 58(a,b,d-g)
com anidrido succinico, ocorrendo assim, a ciclizacao, que foi confirmada pelos dados

espectroscopicos de RMN *H e ¥C/DEPT e HSQC. O mecanismo da reacg&o € similar
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ao da formagéo dos compostos 59(a-h), sendo o que o acido p-toluenossulfénico atua
como catalisador e que o uso do Dean-Stark auxilia na remocao de agua, para que a
ciclizagéo ocorra.

A obtencdo dos compostos foi confirmada pela analise dos espectros no IV dos
derivados 61(a,b,d-g), onde se observou bandas de absor¢éo na regido 1623-1699 cm*
e 1730-1784 cm?, referentes ao estiramento das carbonilas da amida e imida,
respectivamente. No espectro de RMN H foi observado a presenca de um simpleto
largo na faixa de o+ 2,84-2,89 referente aos hidrogénios H-3” e H-4” e a auséncia do
sinal em 6n 4,70 referente ao NH2 presente em seus precursores 58(a,b,d-g). No
espectro de RMN 3C, observou-se os sinais em 8¢ 26,3 atribuidos aos C-3” e C-4”,

além dos sinais em d¢ 174,3-174,4 referentes as carbonilas da imida. (Anexos 15-20)

3.2. Avaliagao das Atividades Farmacologicas

3.2.1. Avaliagao da Atividade Antitumoral

A avaliag&o da atividade antitumoral dos derivados S-carbolinicos contendo os
grupos N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-carboxamida 59(a-h), N-(2,5-dioxo-2,5-
diidropirrol-1-il)-carboxamida 60(a,d,e) e N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-carboxamida
61(a,b,d-g) na posicdo-3, foi realizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) na Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) sob responsabilidade dos professores Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e Dra.
Mary Ann Foglio. As linhagens de células utilizadas na avaliagé@o da atividade anticancer
foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da América
(EUA). Todos os procedimentos foram realizados segundo metodologia descrita por
Monks e col®®. As culturas de células tumorais humanas utilizadas foram: glioma (U251),
mama (MCF-7), ovario resistente (NCI-ADR/RES) (linhagem com fenétipo de resisténcia
a mdltiplas drogas), rim (786-0), pulm&o (NCI-H460), prostata (PC-3), ovario (OVCAR-
03), cblon (HT29), HaCat (queratinécito humano) sendo que todos os tipos de culturas
sdo aderidas. Compostos com valores de ICso iguais ou superiores a 100 pM foram
considerados inativos.

Na Tabela 1 encontram-se os dados de ICso dos derivados N-(1,3-dioxo-1,3-

diidroisoindol-2-il)-1-(fenilssubstituidos)-9H-B-carbolina-3-carboxamidas 59(a-h).
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Dentro desta série de derivados 59(a-h), o composto 59c¢, contendo o grupo 4-
hidroxifenil na posicao-1, foi ativo para as células de mama, prostata e ovario com ICsp
menor que 10 pM (Gréafico 1), ndo apresentando citotoxicidade para a célula normal

HaCaT, comparando com o valor referente de ICso igual a 52,17 uM.
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Grafico 1. Gréfico da concentracdo versus crescimento celular para o composto 59c.

Os compostos 59b e 59f, apresentaram seletividade para as células de préstata
e ovario com ICsg igual a 14,97 e 5,99 uM, respectivamente, sem apresentar toxicidade
para a célula normal HaCaT.

O composto 59h, contendo o grupo 3-metdxi-4-hidroxi na posi¢édo-1, apresentou
um ICso de 6,13 para a célula de ovério resistente, com moderada citotoxicidade para a
célula normal HaCaT (ICso = 48,68).

Os demais compostos desta série, 59a e 59d, ndo foram ativos, exibindo valores

de ICso maiores que 51,55 uM.
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Tabela 1. Avaliacdo da atividade antitumoral dos compostos [B-carbolinicos-1-fenilssubstituidos contendo as unidades ftalimida 59(a-h),

maleimida 60(a,d,e) e succinimida-3-carboxamida 61(a,b,d-g). Valores de ICso PM.

Glioma Mama Reos\i/;rcle?ne Rim Pulmé&o Prostata Ovario Colon ng[ﬁ:}'ggg'to
(U251)  (MCF7) (786-0)  (NCI-H460)  (PC-3) (OVCAR-3)  (HT29)

(NCI/ADR-REYS) (HaCaT)
Doxorrubicina 0,05 0,04 0,006 0,15 0,04 0,25 0,05 0,41 0,04
59a >100 >100 >100 >100 >100 72,15 56,46 >100 >100
59b >100 >100 >100 >100 >100 14,97 51,69 >100 >100
59c 55,78 8,76 54,93 54,68 22,54 3,46 9,71 46,39 52,17
59d >100 61,04 >100 57,09 51,55 91,29 >100 59,29 >100
59%e >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
59f >100 >100 >100 >100 >100 >100 5,99 >100 >100
599 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
59h 37,56 18,28 6,13 55,47 18,11 45,77 >100 35,26 48,68
60a 8,32 7,74 0,94 9,36 10,52 6,80 0,75 6,72 7,74
60d 7,25 6,41 2,93 7,71 6,65 6,10 0,45 5,93 6,84
60e 56,44 11,75 6,50 7,45 16,65 6,30 6,40 7,85 8,60
6la 82,31 73,38 38,39 >100 79,66 76,38 36,16 >100 >100
61b >100 >100 73,23 >100 >100 >100 >100 >100 >100
61d >100 65,84 5,40 >100 >100 >100 16,55 >100 64,50
6le >100 85,12 11,14 >100 85,99 >100 66,17 >100 >100
61f >100 >100 >100 >100 >100 >100 69,84 >100 >100
61g >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100,00 >100 >100
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Para série das N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-il)-1-(fenilssubstituidos)-9H-f-
carbolina-3-carboxamidas 60(a,d,e), os compostos 60a e 60d apresentaram significante
atividade frente todas as células tumorais humanas testadas com ICso na faixa de 0,45-
10,52 pM, mostrando que a substituicdo do grupo ftalimida pela maleimida resultou em
aumento da atividade.

O composto 60a foi ativo para as células tumorais humanas de ovéario e ovério
resistente, apresentando os respectivos valores de ICsq iguais a 0,75 e 0,94 uM (Grafico

2), sem demonstrar citotoxicidade para a célula normal (HaCaT).
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Grafico 2. Gréfico da concentracdo versus crescimento celular para o composto 60a.

O composto 60d também foi ativo com valores de ICso iguais a 0,45 e 2,93 uM
frente as linhagens de células tumorais humanas de ovario e ovario resistente,
respectivamente, sendo, quinze vezes mais toxico para a primeira linhagem mencionada
do que para a linhagem de célula normal (HaCaT).

J& o composto 60e foi ativo para todas as linhagens de células testadas com ICso
entre 6,40 e 56,44 puM, mas apresentou citotoxicidade para as células normais HaCaT
com ICsp igual a 8,60 pM.

Analisando os resultados para a série dos compostos N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-
carboxamidas (61a,b,d-g), observou-se que o composto 6la apresentou moderada
atividade frente a todas linhagens de células tumorais humanas testadas, com ICso ha

faixa de 36,16-82,31 uM, com excecao das células de rim e co6lon.
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O composto 61d, demonstrou significante atividade com ICso iguais a 5,40 e 16,55
UM frente as linhagens de células tumorais de ovario resistente e ovario, nesta
respectiva ordem, ndo apresentando toxicidade para a célula normal HaCaT (ICs0=64,50
pM). O composto 6le exibiu atividade frente a célula tumoral humana de ovario
resistente (ICs0=11,14 pM), sendo no minimo nove vezes mais toxico para esta linhagem
do que para a célula normal HaCaT.

Os demais derivados 61b, 61f e 61g ndo foram ativos, apresentando ICso com

valores maiores que 100 pM.

3.2.2. Avaliagao da atividade anti-tripanossoma e antileishmania

A avaliagdo das atividades anti-tripanossoma frente as formas epimastigotas de
T. cruzi e antileishmania frente as formas promastigotas de L. amazonensis foi realizada
no Departamento de Andlises Clinicas da Universidade Estadual de Maringad sob
responsabilidade dos Professores Doutores Celso Vataru Nakamura e Tania Ueda
Nakamura. Para cada composto testado foram obtidos os valores de ICso, em pM, que
corresponde a concentragdo do composto que inibe 50% do crescimento do parasita,
sendo considerados inativos os compostos com ICso superiores a 100 pM.

Até o momento foram testadas as atividades tripanocida e leishmanicida dos
derivados N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-carboxamida 59(a-h), N-(2,5-dioxo-2,5-
diidropirrol-1-il)-carboxamida 60(a,d,e) e N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-carboxamida
61(a,b,d-g). Os resultados de ICso (em uM) estéo apresentados na Tabela 2.

Comparando-se os resultados para a série das N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-
il)-1-(fenilssubstituidos)-9H-B-carbolina-3-carboxamidas 59(a-h), observou-se que todos
0os compostos desta série foram inativos frente ao parasita Trypanosoma cruzi com
valores de ICsp maiores que 100 uM. Para as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, o composto 59h apresentou moderada atividade anti-leishmanicida com
ICsoigual a 39,74 pM.

Na série das N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-2-il)-1-(fenilssubstituidos)-9H-f-
carbolina-3-carboxamidas 60(a,d,e), os compostos 60a e 60f foram ativos frente ao
parasita T. cruzi com ICso menores que 21,00 uM. Estes compostos também foram
ativos frente a L. amazonensis, com valores de ICso de 4,45, 19,23 e 5,50 uM, para os

compostos 60a, 60d e 60e, respectivamente.
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A andlise dos resultados para a série das N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-

carboxamidas (61a,b,d-g) mostrou que esses compostos foram inativos para as formas

epimastigotas de T. cruzi com ICso maiores que 100,00 yM. O composto 61f foi 0 mais

ativo da série frente a forma promastigotas de L. amazonensis com ICsg igual a 14,10

MM.

Tabela 2. Valores de ICso (uM) frente a T. cruzi e L. amazonensis para 0s compostos f3-

carbolinicos-1-fenilssubstituidos contendo as unidades ftalimida 59(a-h), maleimida

60(a,d,e) e succinimida-3-carboxamida 61(a,b,d-g).

Composto I%?:?ljl;ﬂl) L. alrggozgml\gsis
59a >100,00 64,80+ 2,8
59b >100,00 >100,00
59c >100,00 68,06 + 6,4
59d nt 78,74 £ 8,0
59%e >100,00 57,76 £ 4,2
59f nt nt
599 >100,00 >100,00
59h >100,00 39,74+£0,0
60a 17,32 £2,2 4,45+0,1
60d 51,82 +1,6 19,23+1,4
60e 20,69+ 3,4 550+0,3
6la >100,00 59,88 £ 5,6
61b >100,00 49,98+ 2,1
61d >100,00 62,19+£5,6
6le >100,00 55,95+ 2,1
61f >100,00 14,10+ 10,6
619 >100,00 >100,00

nt = nao testado
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentagao

Os espectros de RMN *H e *3C foram obtidos em espectrometro VARIAN modelo
Mercury PlusBB, operando a 300,0 MHz para 'H e 75,0 MHz para *C tendo como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos foram obtidos
em ppm e os solventes utilizados foram CD30D, mistura de CDCIs/CD3OD e DMSO. A
interpretacao dos dados foi realizada com ajuda da técnica de DEPT, em CH3/CH = sinal
positivo (+), CH2 = sinal negativo (-), Co (ndo ligado a hidrogénio) = sinal de intensidade
zero e técnicas bidimensionais de COSY e HSQC.

Os espectros de absor¢cdo na regido do IV foram registrados em um
espectrofotdmetro BOMEN, modelo MB-séries, em pastilha de KBr, na regido de 400 a
4000 cm®, Utilizou-se absorcdo em 1601 cm™ de um filme de poliestireno como

referéncia.

4.2. Materiais e métodos

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas em
placas de vidro, utilizando-se silica gel 60 (GF 254) da Merck. As eluigbes foram feitas
em solventes organicos puros ou combinados. As revelagdes das placas foram obtidas
por irradiagdo com lampada ultravioleta em 254/366nm, iodo ressublimado e reagente

de Dragendorf.
4.3. Sintese dos compostos

4.3.1. Sintese do L-triptofano metil éster 55.

A uma solucéo de L-triptofano comercial (14,68 mmol) em metanol (40 mL) foram
adicionadas gotas de &cido sulfurico concentrado até a solubiliza¢do do L-triptofano. A
mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagéo por 48h, seguida por neutralizagéo
com uma solugéo de carbonato de sodio a 10% e extragdo com acetato de etila (3 x 30

mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro e, apos filtragem do secante,
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0 solvente foi removido em evaporador rotativo. O produto foi obtido puro com um

rendimento de 95%.

43.2. Sintese das 1-fenilssubstituidas-3-carbometoxi-tetraidro-g-

carbolinas 56(a-h).

A uma soluc&o de L-triptofano metil éster (4,60 mmol), em diclorometano (10 mL),
foi adicionado diversos aldeidos aromaticos (6,90 mmol; 1,5 equivalentes) e &cido
trifluoroacético (10,08 mmol; 2,2 equivalentes). A mistura reacional foi mantida sob
agitacao por 48h, seguida pela adicdo de agua destilada (30 mL) e neutralizacdo com
uma solugdo aquosa de Na:COs 10%. Posteriormente, realizou-se a extragdo com
diclorometano (1 x 30mL) e com acetato de etila (2 x 30 mL). O solvente foi removido
em evaporador rotativo. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e, apos
filtragem do secante, o solvente foi removido em evaporador rotativo. O produto foi
recristalizado em metanol e obtido como mistura de produtos cis e trans com

rendimentos na faixa de 80%.

4.3.3. Sintese das 1-fenilssubstituidas-3-carbometéxi-g-carbolinas 57(a-h).

Em um bal@o equipado com um agitador magnético e um condensador, foram
adicionados 3,26 mmol dos derivados 56(a-h) dissolvido em 25 mL de xileno e 9,78
mmol de enxofre em po (3,0 equivalentes). A solucao foi mantida sob refluxo e agitagéo
por 48 horas e posteriormente por 2 horas a 0 "C sob agitacdo, para a precipitagdo. O
precipitado formado foi filtrado em funil de Biichner e lavado com éter de petrdleo. Os

rendimentos obtidos estéo entre 70-90%.
4.3.4. Sintese das 1-fenilssubstituidas-3-carboidrazil-g-carbolinas 58(a-h).
A uma solugdo dos derivados 57(a-h) (3,31 mmol), em etanol (50 mL),
adiciounou-se hidrazina hidratada 51% (52,96 mmol, 16,0 equivalentes). A mistura

reacional foi mantida sob refluxo e agitagcdo por 72 horas e posteriormente, por 2 horas

a 0 °C sob agitacdo. O precipitado formado foi filtrado em funil de Buichner e lavado com

27



etanol, para fornecer os derivados B-carbolinios 58(a-h) com rendimentos na faixa de

70-90%.

4.3.5. Sintese dos derivados N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-

(fenilssubstituidos)-9H-g-carbolina-3-carboxamidas 59(a-h).

Uma mistura dos derivados 58(a-h) (2,00 mmol) e anidrido ftalico (3,00 mmol) em
xileno (20 mL) foi mantida em refluxo por 24h, sob agitagdo. Em seguida, foi resfriada e
o0 sdlido obtido foi filtrado e lavado com etanol gelado para fornecer os derivados -

carbolinicos 59(a-h) com rendimentos na faixa de 80-90%.

Tabela 2. Pontos de fuséo (°C) dos compostos 59(a-h).

Composto Ponto de fuséo °C

59a 262,4-265,3
59b >280,0
59c >280,0
59d 194,9-196,3
5% >280,0
59f >280,0
599 297,6-299,8
59h 210,8-212,4

4.3.6. Sintese dos derivados N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-1-il)-1-

(fenilssubstituidos)-9H-g-carbolina-3-carboxamidas 60(a,b,d,e).

Uma mistura de 58(a,b,d,e) (2,00 mmol), anidrido maleico (2,00 mmol) e acetato
de sdédio anidro (2,5 mmol), em &cido acético (20 mL) foi mantida sob refluxo por 24h.
Apos resfriamento, adicionou-se dgua gelada e o precipitado obtido foi filtrado e lavado
com agua gelada e seco para fornecer as 2,5-dioxo-2,5-diidro-pirrol-1-il-B-carbolinas

60(a,b,d,e) com rendimentos 50-80%.
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Tabela 3. Pontos de fuséo (°C) para os compostos 60(a,b,d,e).

Composto Ponto de fuséo °C

60a 187,5-189,2
60b 236,2-238.,4
60d 181,8-183,4
60e 182,5-184.,4
4.3.7. Sintese dos derivados

N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-

(fenilssubstituidos)-9H-p-carbolina-3-carboxamidas 61(a,b,d-g).

Uma mistura de 58(a,b,d-g) (2,00 mmol), anidrido succinico (2,00 mmol) e acido

p-toluenosulfénico (cat.), em tolueno, foi mantida sob refluxo por 48h, sendo que a agua

formada durante o processo reacional foi removida com o auxilio de um Dean-Stark.

Apos resfriamento da mistura reacional, ocorreu formagédo de um precipitado que foi

filtrado e lavado com solucéo basica de carbonato de sédio a 15%, seguida pela lavagem

com &gua para fornecer as 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il-B-carbolinas 61(a,b,d-g) com

rendimentos em torno de 30-75%.

Tabela 4. Pontos de fuséo (°C) dos compostos 61(a,b,d-g).

Composto Ponto de fusdo °C

6la
61b
61d
6le
61f
61g

185,3-186,9
241,9-243,4
209,2-210,2
281,3-283,6
199,6-199,5
211,6-213,5

4.3.8. Procedimento dos ensaios para a determinacdo da atividade

antitumoral dos compostos.

As células sdo mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementando com 5%

de soro fetal bovino
RPMI/SFB/pen:strep).

inativo

(SFB) e

penicilina:

estreptomicina

(meio
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Foram plaqueados 100 pL das células tumorais, nas suas respectivas densidades
de inoculagdo, nos compartimento das placas de 96 compartimentos. Estas placas
foram incubadas por 24 horas, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 e 100% de umidade.
Para cada linhagem foi utilizado um nimero estipulado de placas, além da placa To

(placa controle), dependendo da quantidade de células obtidas na contagem.

4.3.9. Diluicdo das amostras.

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de
0,1g/ml resultando em solucdes estoques. Estas solu¢des foram diluidas 40 vezes em
RPMI/SFB/pen:strep. Foram adicionadas 100 pL da solugdo dos compostos nos
compartimento das placas de 96 compartimentos, exceto na To, nas doses de 0,25; 2,5;
25; 250 pg/ml. Neste mesmo momento foi realizada a fixagéo da placa To, determinando-
se assim a quantidade de células presentes no momento em que 0s compostos foram
colocados. As demais placas foram incubadas por 48 horas. Apos este periodo, foram

realizadas as leituras pelo ensaio do SRB.

4.3.10. Ensaio da Sulforrodamina B (SRB).

As placas de 96 compartimentos foram fixadas com 50 pL de &cido tricloroacético
a 50% (TCA) em cada compartimento. Para completar a fixagao celular, as placas foram
incubadas por 1 hora a 4 °C. Apo6s esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens
consecutivas com agua destilada para a remocé&o dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabdlitos secundérios. Estas placas foram mantidas a temperatura ambiente até a
secagem completa. Em seguida, as placas foram coradas pela adicdo de 50
pL/compartimento de SRB a 0,4% (peso/volume), dissolvido em &cido acético a 1%.
Estas foram incubadas a 40C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas foram
lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solugéo de 4cido acético 1%. O residuo da
solucdo de lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura
ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solucédo de
Trizma Base, na concentragao de 10 pL e pH 10,5, por 5 minutos em ultra-som. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um leitor de

microplacas.
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4.3.11. Anédlise dos resultados.

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus respectivos

brancos e através das seguintes formulas, foi determinado o crescimento celular.

Se T > C a substancia estimulou o crescimento.
Se C > T 2 Ty, a substancia foi citostatica, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(C-To)].
Se T < To a substancia foi citocida, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(To)];

Onde: T é a média da absorbancia da célula tratada;
C é o controle de célula;

To € o controle das células no dia da adicao das substancias.

4.3.12. Procedimento dos ensaios para a determinacao atividade frente ao

Trypanosoma cruzi e a Leshmania amazonenzis.

Os ensaios bioldgicos para avaliagdo da atividade frente a Trypanosoma cruzi e
Leishmania amazonenzis foram realizados no Departamento de Andlises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringa, sob a responsabilidade dos Professores Doutores
Celso Vataru Nakamura e Tania Ueda Nakamura. Cepas Y de formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi foram cultivadas em meio LIT®® suplementado com 10% de soro
bovino fetal (Gibco Invitrogen Corporation, New York, USA) a 37 °C e 5% de CO: e,
ensaiadas com 0s compostos sintetizados dissolvidos em DMSO, em diferentes
concentragdes (5, 10, 50, e 100 mg/ml). A padroniza¢ao do in6culo em 1x106 células/mL
foi feita através da contagem em camara hematocitométrica de Neubauer (Improved
Double Neubauer). Os protozoarios (1x10° protozoario/mL) foram introduzidos em uma
placa de 24 pogos, contendo 1 mL dos compostos diluidos em cada pogo.

Para avaliacdo da atividade frente a Leishmania amazonenzis, foram utilizadas
cepas de formas promastigotas (WHOM/BR/75/JOSEFA strain) mantidas em meio
Warren, em pH=7.0, suplementado com 10% de soro bovino fetal e 5 ml de gentamicina
a 28 °C. Para os experimentos, cepas de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis foram incubadas em meio Warren suplementado com 10% de soro bovino

fetal na presenca de diferentes concentragdes dos compostos testados (5, 10, 50, e 100
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mg/ml) ou no meio sem a presenca dos compostos. O crescimento das células foi feito
em uma placa de 24 pogos com cada pogo contendo 1 mL do meio.

A padronizacéo dos indculos em 1x10° células/mL foi feita através da contagem
em camara hematocitométrica de Neubauer (Improved Double Neubauer). A
sobrevivéncia dos parasitas foi estimada contando-se as formas vidveis em uma camara
hematocitométrica de Neubauer. Em todos os testes, os compostos foram dissolvidos
em DMSO, de forma que a concentragéo final de DMSO néo excedeu a 1%. Todos 0s
experimentos foram realizados em duplicata e os resultados expressos em porcentagem

de inibicdo do crescimento.

5. CONCLUSOES

Os derivados B-carbolinicos contendo os grupos ftalimida-carboxamida e
maleimida-carboxamida na posigéo-3 foram obtidos com rendimentos na faixa de 80-
90%, 50-80%, respectivamente, utilizando a metodologia de Roston

A metodologia de Brosse e colaboradores ndo foi eficiente para a sintese dos
compostos B-carbolinicos contendo a unidade 3-succinimida-carboxamida. A obtencao
dos compostos, com rendimento na faixa de 30-75%, so foi possivel com a adi¢do de
acido p-toluenossulfénico como catalisador.

Os resultados dos ensaios de atividade antitumoral mostraram que:

Compostos contendo a unidade 3-ftalimida-carboxamida 59(a-h) foram os mais
ativos, destacando-se o composto 59c¢ que foi ativo para as células de mama, prostata
e ovario com ICsp menor que 10 pM.

Para série das 3-maleimida-carboxamidas 60(a,d,e), os compostos 60a e 60d
apresentaram potente atividade para as células tumorais humanas de ovario e ovario
resistente, apresentando os valores de ICsp na faixa de 0,45-2,93 pM.

Compostos da série das 3-succinimidas-carboxamidas 61(a,b,d-g), foram
inativos ou apresentaram moderada atividade frente as linhagens de células tumorais
humanas testadas.

Comparando-se os resultados para a série 3-ftalimida-carboxamidas 59(a-h),
observou-se que todos os compostos desta série foram inativos frente ao parasita
Trypanosoma cruzi e para 0 parasita Leishmania amazonensis, o composto 59h

apresentou moderada atividade anti-leishmanicida com ICso igual a 39,74 pM.
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-Na série das 3-maleimida-carboxamida 60(a,d,e), os compostos 60a e 60e foram
ativos frente ao parasita T. cruzi com ICso menores que 21,00 yM. Estes compostos
também foram ativos frente a L. amazonensis, com valores de ICso de 4,45, 19,23 e 5,50
MM para os compostos 60a, 60d, 60e, respectivamente.

Analisando os resultados para a série 3-succinimidas-carboxamidas 61(a,b,d-g),
notou-se que esses compostos foram inativos para as formas epimastigotas de T. cruzi
e que o composto 61f foi o mais ativo da série frente a forma promastigotas de L.

amazonensis com ICsg igual a 14,10 pM.
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ANEXOS



C/H

&u (multipl.; J = Hz) S¢c

1 (Co) - 141,5
3 (Co) - 134,7 ANEXO 1: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(fenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (59a)
4 (CH) 8,91 (s) 114,4
4a (Co) - 129,7
4b (Co) - 121,3
5 (CH) 8,46 (d; 7,2) 122,1
6 (CH) 7,33 (1, 7,2) 120,4
7 (CH) 7,57-7,75 (m) 128,7
8 (CH) 7,57-7,75 (m) 112,8
8a (Co) - 141,2
9 (NH) 12,00 (s) -
9a (Co) - 137,3
C=0Oamida = 164,1
NH 11,10 (s) -
1" (Co) - 129,1
2'/6' (CH) 8,25 (d; 7,2) 128,7
3'/5' (CH) 7,57-7,75 (m) 128,5
4’ (CH) 7,57-7,75 (m) 128,5
C=Oinida - 165,3
2a"/6a” (Co) - 129,5
3"/6” (CH) 8,02-8,06 (m) 123,8
4”/5” (CH) 7,97-8,01 (m) 135,3
e [ T A
k J ) Jo e ,
7.15 7.82 8.20 17.31 43.65
| — =] | - —  —
T g g g g g g T T e g

Chemical Shift (ppm)
ER H-1: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 59a.
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ER 3C-1: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 48a.
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EIV-1: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 48a.
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ANEXO 2: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(4-met6xifenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida

CH Su (multipl.; J=Hz)  &c
1 (Co) - 1415 (59b)
3 (Co) - 134,5
4 (CH) 8,85 (s) 113,9
4a (Co) - 129,5
4b (Co) - 121,3
5 (CH) 8,45 (d; 7,8) 122,2
6 (CH) 7,31-7,36 (m) 120,5
7 (CH) 7,60-7,65 (m) 128,7
8 (CH) 7,74 (d; 7,8) 112,8
8a (Co) - 141,2
9 (NH) 12,96(s) -
9a (Co) - 137,2
C=0amida - 164,2
NH 11,08 (s) -
1’ (Co) - 129,5
2'/6’ (CH) 8,25 (d; 7,8) 130,4
3'/5' (CH) 7,22 (d; 7,8) 114,2
4" (Co) - 160,1
OCHs3 3,90 (s) 55,4
C=0Oimida - 165,5 (
2a"/6a” (Co) - 129,5
3"/6" (CH) 8,02-8,06 (m) 123,9
4”/5” (CH) 7,97-8,01 (m) 135,5
[ [ L
AL L J A JL Ju \ ™ JL
4.82 5.04 575 5.97 2254 11.80 16.92
] (M| ] I I )y o (W]
U L DL L L DL L L L BN RL LR LN R LN L LA L LA BNL LR L AL R BLANL L LN L B L LB NLANL L L B L L AL L IR L LR L L |
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)
ER H-2: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 59b.
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ER 3C-2: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-des) do composto 59b.
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EIV-2: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 59b.

44




T
o

o
N
o

|

o
(o))
o

I
=
o
o

[
o'
o
F1 Chemical Shift (nnm)

]

I
=
N
o

ey =

- 140

Wl “1 ‘qu LI

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
F2 Chemical Shift (ppm)

ER 3C-2: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59b.
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C/H &u (multipl.; J = Hz) (e

1(Co) = 141,4
3 (Co) . 1343~ ANEXO 3: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(4-hidréxifenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (59¢)
4 (CH) 8,84 (s) 113,6
4a (Co) - 129,4
4b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,43 (d; 7,8) 122,0
6 (CH) 7,33 (t;7,8) 120,3
7 (CH) 7,61 (t;7,8) 128,7
8 (CH) 7,73 (d; 7,8) 112,8
8a (Co) - 141,6
9 (NH) 12,91(s) 2
9a (Co) - 137,1
C=0amida - 164,2
NH 11,05 (s) -
1’ (Co) = 128,0
2'/6' (CH) 8,13 (d; 7,8) 130,3
3'/5' (CH) 7,05 (d; 7,8) 1155
4’ (Co) - 158,5
OH 9,88 (s) -
Czoimida - 165,4
2a"/6a” (Co) - 129,5
3"/6” (CH) 8,02-8,06 (M) 123,8
4”/5" (CH) 7,97-8,01 (m) 135,4
J [T

6.51 5.97 6. 6.89 4491  7.66 15.00
— - S R [y S Ty ey

11 10 9 8 7 5 4 3 2 1 0

[
iA A S | N J

6
Chemical Shift (ppm)

ER H-3: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-de) do composto 59c.

46



160 152 144 136 128 120 112 104 96 83 80 72 64 56 48 4 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

160 152 144 136 128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

ER 3C-3: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-de) do composto 59c.
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EIV-3: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 59c.
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C/H Sy (multipl.; J=Hz) 8¢

1 (Co) - 141,4 ANEXO 4: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(2-clorofenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida
3 (Co) - 136,2 (59d)
4 (CH) 8,98 (s) 115,2
4a (Co) - 129,5
4b (Co) - 121,0
5 (CH) 8,48 (d; 7,8) 122,4
6 (CH) 7,31-7,37 (m) 120,4
7 (CH) 7,58-7,67 (m) 127,5
8 (CH) 7,58-7,67 (m) 112,5
8a (Co) - 140,5
9 (NH) 11,85 (s) -
9a (Co) - 136,9
C=0amida = 164,0
NH 10,95 (s) -
1’ (Co) = 132,6
2’ (Co) - 129,5
3 (CH) 7,72-7,78 (m) 129,6
4’ (CH) 7,72-7,78 (m) 132,2
5' (CH) 7.58-7,67 (m) 1289 (
6’ (CH) 7,58-7,67 (m) 130,8
C=Oinmida - 165,3
2a"/6a” (Co) - 129,5
3"/6” (CH) 7,95-8,04 (m) 123,8
4”/5” (CH) 7,95-8,04 (m) 135,3
,l L LA A\ J .

5.00 5.35 5.79 6.27 30.01 7.17

— H [ [ e N

B o e e o e B B B e e o e O T o o o o e e e o e 5 L i e e B e e e B L B i e e e i e e o B
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

ER H-4: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 59d.
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ER 3C-4: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-des) do composto 59d.
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50



T
o‘

N
o

|
\

N
o

(o]
o

5
o
ppm

=
o
o

pbidhidus
=
N
o

=
N
o

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
ppm

ER 3C-4: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59d.
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C/H 6n (multipl.; J=Hz) 8¢ (Jc-r = H2)

;223 i 1;';2 ANEXO 5: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(4-flaorfenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida

4 (CH) 8,89 (s) 1145 (59€)

4a (Co) - 129,8

4b (Co) - 1211

5 (CH) 8,45 (d; 7,8) 122,2

6 (CH) 7,33 (t; 7,8) 120,5

7 (CH) 7,62 (t; 7,8) 128,9

8 (CH) 7,72 (d; 7,8) 112,7

8a (Co) - 140,2

9 (NH) 12,03(s) -

9a (Co) - -
C=0amida - 164,1

NH 11,13 (s) -

1’ (Co) - 133,6 (3,0
2'/6' (CH) 8,30 (dd; 9,0;8,7)  131,2 (8,8)
35 (CH) 7,49 (dd; 9,0;8,7)  115,6 (21,9)

4’ (Co) - 162,7 (249,1)

C=Oimida - 165,4
2a"/6a” (Co) - 129,5
3"/6” (CH) 8,01-8,05 (m) 123,8
4”/5” (CH) 7,96-8,00 (m) 135,4

3.36 3.79 421 457 16.36 9.17
L J (Sl [

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

ER H-5: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-de) do composto 59e.
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ER 3C-5: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 59e.
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EIV-5: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 59e.
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ER 3C-5: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59e.
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CH Sy (multipl.; J=Hz) &8¢

1 (Co) - 141,6
3 (Co) - 138,5 ANEXO 6: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(3-nitrofenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (59f)
4 (CH) 8,99 (s) 115,3
4a (Co) - 129,5
4b (Co) - 121,4
5 (CH) 8,50 (d; 7,8) 122,4
6 (CH) 7,38 (t; 7,8) 120,6
7 (CH) 7,69 (t; 7,8) 129,1
8 (CH) 7,73 (d; 7,8) 112,6
8a (Co) - 138,9
9 (NH) 12,19 (s) -
9a (Co) - 137,5
C=0Oamida - 163,9
NH 11,24 (s) -
1’ (Co) - 129,4
2" (Co) 8,96 (sl) 123,7
3 (CH) - 148,3
4 (CH) 8,43 (dd; 7,8; 1,8) 123,8
5 (CH) 7,96 (t; 7,8) 130,2
6 (CH) 8,67 (d; 7,8) 135,4
C=Oimida - 165,3
2a"/6a” (Co) - 129,4
3"/6” (CH) 7,97-8,07 (m)  123,8
4”/5” (CH) 7,97-8,07 (m) 135,3

o |

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

3.48 3.88 11.05 6.07 5.76 5.29 27.47 1156 5.88
— - ] [} 3] u [ -

ER 'H-6: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 59f.
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ER 3C-6: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59f.
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EIV-6: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 59f.
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ER 3C-6: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59f.
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CH Sn (multipl.; J=Hz)  &c

1(Co) - 141,5

3 (Co) - 137,3

4 (CH) 8,89 (s) 114,4

4a (Co) - 129,8

4b (Co) - 121,1

5 (CH) 8,31 (d; 8,1) 130,0

6 (CH) 7,34 (t; 8,1) 120,5

7 (CH) 8,31 (d; 8,1) 130,0

8 (CH) 7,72 (d; 8,1) 112,7

8a (Co) - 142,7

9 (NH) 12,05(s) -

9a (Co) - 134,7
C=0amida = 164,1

NH 11,12 (s) -

1’ (Co) - 133,3
2'/6’ (CH) 8,45 (d; 8,1) 122,2
3'/5 (CH) 7,63 (d; 8,1) 121,2

4’ (Co) - 162,0

N(CHzs)2 3,44 (s) 30,9
Czoimida - 165,3
2a"/6a” (Co) - 129,5
3"/6” (CH) 7,99-8,03 (m) 123,8
4”/5” (CH) 7,99-8,03 (m) 1354

4

|
I

6.03 7.23
[ 5

ANEXO 7: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(4-dimetilaminofenil)-9H-B-carbolina-3-

37.
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ER H-7: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 59g.
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ER 13C-7: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59g.
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EIV-7: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 59g.
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ER 3C-7: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59g.
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C/H Sy (multipl.; J=Hz) &8¢

1 (Co) - 141,4
3 (Co) - 134,5 ANEXO 8: N-(1,3-dioxo-1,3-diidroisoindol-2-il)-1-(3-metdxi-4-hidroxi-fenil)-9H-p-carbolina-3-
4 (CH) 8,82 (s) 113,7 carboxamida (59h)

4a (Co) - 129,3

4b (Co) - 121,3

5 (CH) 8,42 (d; 7,8) 122,0

6 (CH) 7,32 (t; 7,8) 120,3

7 (CH) 7,62 (t; 7,8) 128,7

8 (CH) 7,70-7,73 (m)  112,7

8a (Co) - 141,4
9 (NH) 11,90 (s) -

9a (Co) - 141,9

C=0Oanmida - 164,2
NH 11,08 (s) -

1' (Co) - 128,5

2’ (CH) 7,04 (d; 7,8) 115,5

3'(CH) - 147,9

4 (Co) - 147,8

5" (CH) 7,70-7,73 (m)  113,1

6" (CH) 7,63 (d; 7,8) 121,7

OCHs 3,85 (s) 55,8
OH 9,43 (s) -

C=0Oimida - 165,4

2a"/6a” (Co) - 129,5

37/6” (CH) 8,01-8,05(m) 1238

4"/5” (CH) 7,96-8,00 (m)  135,4

4.04 4.42 4.88 471 550 19.71 751 14.45

) [ [ = — o B I | =
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ER H-8: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 59h.
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ER '3C-8: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-des) do composto 59h.
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EIV-8: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 59h.

62




l

o

==
@ =
T T T T[T T[T T[T T T T T[T [T [T [T T[T [T T [T [T [T T[T [TTTTTTTT]T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

ER 3C-8: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 59h.
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C/H Su (multipl.; J=Hz)  &c
1(Co) - 141,6
3 (Co) - 134,7
4 (CH) 8,87 (s) 114,4
4a (Co) - 129,7
4b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,45 (d; 7,5) 122,2
6 (CH) 7,33 (t; 7,5) 120,5
7 (CH) 7,55-7,73(m) 1288
8 (CH) 7,55-7,73 (m) 1128
8a (Co) - 141,2
9 (NH) 12,00 (s) .
9a (Co) - 137,1

C=0anmida - 164,2

NH 10,90 (s) -

1’ (Co) - 129,1
26" (CH) 8,22 (d; 7,2) 128,9
3/5' (CH) 8,22 (d; 7,2) 129,2

4’ (CH) 7,55-7,73(m) 1288
C=Oimida - 168,3
3"/4" (CH) 7,23 (sl) 133,9

C

ANEXO 9: N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-1-il)-1-(fenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (60a)

/

- —

A

7.14 15.93 40.57

[ U [N}

9 8

Chemical Shift (ppm)

ER 'H-9: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-de) do composto 60a.
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ER 3C-9: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 60a.
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EIV-9: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 60a.
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ER 3C-9: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60a.

0

66

F1 Chemical Shift (ppm)



ANEXO 10: N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-1-il)-1-(4-metdxifenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (60b)

C/H S (multipl.; J=Hz)  &¢

1 (Co) - 141,5

3 (Co) - 134,4

4 (CH) 8,81(s) 113,9

4a (Co) - 129,6

4b (Co) = 121,1

5 (CH) 8,43 (d: 8,0) 122,1

6 (CH) 7,32 (t; 8,0) 120,4

7 (CH) 7,61 (t; 8,0) 128,7

8 (CH) 7,72 (d; 8,0) 112,8

8a (Co) - 141,2

9 (NH) 12,88 (s) -

9a (Co) - 137,2
C=Oanmida - 164,3

NH 10,60 (s) -

1’ (Co) = 129,5
2'/6' (CH) 8,20 (d; 8,0) 134,4
3'/5' (CH) 7,19 (d; 8,0) 114,5

4’ (Co) - 160,1

OCHg3 3,90 (s) 55,4
C=Oimida - 168,4

3"/4” (CH) 7,26 (sl) 113,9
d
4.43 1.64 4.0I8_I |_1|0‘1|9_|

1

M

11.76
[

9

ER 'H-10: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-des) do composto 60b.
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ER 13C-10: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60b.
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EIV-10: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 60b.
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ER '3C-10: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-de) do composto 60b.

F1 Chemical Shift (ppm)
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C/H

8n (multipl; J=Hz) &  ANEXO 11: N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-1-il)-1-(2.clorofenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (60d)

1 (Co) = 141,4
3 (Co) - 136,2

4 (CH) 8,95 (s) 115,1

4a (Co) - 135,7

4b (Co) = 121,0

5 (CH) 8,47 (d; 7,8) 122,0

6 (CH) 7,31-7,36 (M) 120,0

7 (CH) 7,61-7,65 (M) 127,5

8 (CH) 7,72-7,74 (m) 112,5

8a (Co) - 137,0

9 (NH) 11,90 (s) .

9a (Co) - 140,4
C=0Oanmida = 164,1

NH 11,08 (s) -

1’ (Co) = 132,6

2' (CH) - 129,6

3'(CH) 7,72-7,74 (m) 132,2

4’ (Co) 7,61-7,65 (M) 130,8

5’ (CH) 7,61-7,65 (m) 128,7

6’ (CH) 7,61-7,65 (M) 129,0
C=Oimida - 168,5

3”/4” (CH) 7,23 (sl) 133,8
5.66 5.07 6.33 6.88 27.37
bl L  — - Iy o

2 a0 TR R A L AV R A R A

Chemical Shift (ppm)

ER 'H-11: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 60d.
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ER *3C-11: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60d.
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EIV-11: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 60d.
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ER 3C-11: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-de) do composto 60d.
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C/H 81 (multipl.; J = Hz) 8¢ (Jc.r = Hz)

é 223 ) 1222 ANEXO 12: N-(2,5-dioxo-2,5-diidropirrol-1-il)-1-(4-flGorfenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida
4 (CH) 8,87 (s) 114,3 (60e)
4a (Co) - 129,8
4b (Co) - 121,1
5 (CH) 8,45 (d; 8,0) 122,1
6 (CH) 7,34 (t; 8,0) 120,5
7 (CH) 7,63 (t; 8,0) 128,8
8 (CH) 7,72 (d; 8,0) 112,7
8a (Co) - 140,1
9 (NH) 12,01 (s) =
9a (Co) - 137,2
C=0amida - 164,1
NH 10,91 (s) -
1’ (Co) - 133,5 (2,9)
2/6' (CH)  8,30(dd;8,7;84)  131,2(8,3)
3/5'(CH) 7,49 (dd; 9,0;8,7)  1155(21,9)
4’ (Co) - 162,7 (246,9)
C=Oinmida - 168,2
3"/4” (CH) 7,27 (sl) 133,8

f

Iy

L L

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

ER 'H-12: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-des) do composto 60e.
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ER 3C-12: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 60e.
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EIV-12: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 60e.
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ER 3C-12: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60e.
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C/H &n (multipl.; J = Hz) S¢c

1 (Co - 141,6 o
3 Eco; - 138,6 ANEXO 13: Acido (60f)
4 (CH) 8,95 (s) 114,6

4a (Co) - 129,0

4b (Co) - 121,1

5 (CH) 8,50 (d; 7,9) 122,3

6 (CH) 7,36 (t; 7,9) 120,5

7 (CH) 7,65 (t; 7,9) 130,3

8 (CH) 7,71 (d; 7,9) 112,6

8a (Co) - 138,7

9 (NH) 12,11 (s) .

9a (Co) - 138,5
C=0Oamida - 166,9

NH 10,72 (s) -

1’ (Co) - 130,3

2' (CH) 8,93 (sl) 123,6

3 (CH) - 148,3

4' (Co) 8,41 (dd; 7,9) 123,7

5' (CH) 7,90 (t; 7,9) 130,3

6' (CH) 8,64 (d; 7,9) 135,3
C=0Oimida - 162,8/163,0

3" (CH) 6,39 (d;12,3) 126,8

4" (CH) 6,45 (d;12,3) 133,4 ( (

J J Wil .
A ) e J“t N , J k JL I

4.70 4.89 11.47 6.1 12.15 11.18
[ =) - i —
T

LI I B B S B B B B B e e B e e e e
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Chemical Shift (ppm)
ER 'H-13: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 60f.
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ER '3C-13: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60f.
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EIV-13: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 60f.
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ER *3C-13: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60f.
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CH Su (multipl.; J = Hz) dc

1 (Co - 141,5 -
3 ECO; . 138.8 ANEXO 14: Acido (60h)
4 (CH) 8,80 (s) 115,5
4a (Co) - 129,0
4b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,42 (d; 7,9) 122,0
6 (CH) 7,31 (t; 7,9) 120,2
7 (CH) 7,60 (t; 7,9) 128,5
8 (CH) 7,69-7-72 (m) 112,8
8a (Co) - 141,4
9 (NH) 11,84 (s) -
9a (Co) - 134,1
C=0amida - 166,8
NH 10,63 (s) -
1' (Co) . 129,7
2’ (CH) 7,04 (d;7,9) 115,5
3'(CH) - 147,8
4’ (Co) - 147,8
5’ (CH) 7,69-7-72 (m) 115,5
6' (CH) 7,60 (d; 7,9) 121,2
OCH; 3,96 (s) 55,7 (_
OH 9,42 (s) -
C=0Oimida - 162,6/163,0
3" (CH) 6,39 (d:12,3) 126,8
4" (CH) 6,45 (d;12,3) 133,4 (
B
j j ) y J |
) J J‘ Jﬁ . i\ A. _— )
— " i
4.50 4.64 564 5.27 5.70 11.28 10.50 5.81 5.80 10.44 17.38
- L S oy I gy | L [|] Ny -  S—

Chemical Shift (ppm)

ER H-14: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-des) do composto 60h. 79
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ER *3C-14: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 60h.
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EIV-14: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 60h.
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ER '3C-14: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-de) do composto 60h.
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C/H &n (multipl.; J = Hz) S¢c

;223 . 1222 ANEXO 15: N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-(fenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (61a)

4 (CH) 8,86 (s) 114,2 3

4a (Co) - 129,7 o &
4b (Co) - 121,1 2

5 (CH) 8,45 (d; 7,3) 122,2 o N 5
6 (CH) 7,34 (t; 7,3) 120,5

7 (CH) 7,56-7,69 (m) 128,8

8 (CH) 7,72 (d; 7,3) 112,8

8a (Co) - 141,1 6

9 (NH) 11,98 (s) -

9a (Co) - 137,1 7 3
C=0Oamida - 163,2

NH 10,85 (s) - (

1’ (Co) - 134,6 5
2'/6' (CH) 8,22 (d; 7,2) 128,9
3'/5' (CH) 7,56-7,69 (m) 128,9/128,8

4’ (CH) 7,56-7,69 (m) 129,2

C=Oimida - 174,4
3"/4” (CH) 2,88 (sl) 26,3 [

j J J
A~ L I JUL L A A

5.74 6.60 6.54 14.84 19.03 28.35
— [ [ [ [ -

LI o L B B L B e e
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

R 'H-15: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 61a.
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ER '3C-15: Espectro de RMN 13C (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61a.
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EIV-15: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 61a.
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ER 3C-15: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 61a.
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C/H Su (multipl.; J=Hz)  &c
1(Co) - 141,5
3 (Co) - 134,8
4 (CH) 8,81 (s) 113,7
4a (Co) - 129,6
4b (Co) - 121,1
5 (CH) 8,43(d: 7,3) 122,1
6 (CH) 7,33 (t; 7,3) 120,2
7 (CH) 7,61 (7,3) 128,7
8 (CH) 772(d:7,3) 1128
8a (Co) - 141,1
9 (NH) 11,94 (s) -
9a (Co) - 137,4

C=0Oamida - 163,4

NH 10,83 (s) -

1’ (Co) - 129,5
2'/6' (CH) 8,20 (d: 7,3) 130,3
3/5' (CH) 7,20 (d; 7,3) 1141

4 (Co) - 160,1

OCHs 3,90 (s) 55,4
C=0Oimida - 174,4

3"/4" (CH) 2,88 (sl) 26,3
(
[

k

ANEXO 16: N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-(4-metoxifenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (61b)

3
4
O 2"
g
o N o
6
7
3
( OCHj

UL

A

4.10 4.64 4.86 10.13 5.19 10.50 16.40 21.52

(- — — M — —
LI LI I B B B B N N N B L B L N N O L N B N B L N O B I B N O I O O L O N L O L L O B B O I B I O B L L B B
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)
ER 'H-16: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-des) do composto 61b.
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ER *3C-16: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61b.
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EIV-16: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 61b.
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ER '3C-16: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-de) do composto 61b.
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C/H

&1 (multipl.; J = Hz) 8¢

;Eg"; : gé’g ANEXO 17: N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-(2-clorofenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (61d)
0 - )
4 (CH) 8,93 (s) 115,0 3"
4a (Co) - 135,6 0—d% 4
4b (Co) - 121,0 5"
5 (CH) 8,47 (d; 8,1) 122,4 o N o
6 (CH) 7,30-7,36 (M) 120,3
7 (CH) 7,56-7,66 (M) 127,4
8 (CH) 7,56-7,66 (M) 112,4
8a (Co) - 136,2
9 (NH) 12,11 (s) -
9a (Co) - 140,3
C=0amida - 163,2
NH 10,72 (s) -
1" (Co) - 136,6
2’ (CH) - 128,0
3 (CH) 7,71-7,74 (m) 132,2
4’ (Co) 7,71-7,74 (m) 129,6
5' (CH) 7,56-7,66 (M) 128,6
6’ (CH) 7,56-7,66 (M) 128,9
C=Oimida - 174,3 [_
3"/4” (CH) 2,84 (sl) 26,2

J
i L |

— —
9.00 16.10 4.2
[ [

Co

T LI N e e e
6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

~ 4

ER 'H-17: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-des) do composto 61d.
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ER 13C-17: Espectro de RMN 13C (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 61d.
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EIV-17: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 61d.
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ER 3C-17: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-de) do composto 61d.
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C/H

&1 (multipl.; J = Hz)

8c (J = Hz)

1 (Co)
3 (Co)
4 (CH)
4a (Co)
4b (Co)
5 (CH)
6 (CH)
7 (CH)
8 (CH)
8a (Co)
9 (NH)
9a (Co)
C=0Oanmida
NH
1’ (Co)
2'/6’ (CH)
3'/5 (CH)
4’ (Co)
C=Oinmida
3"/4” (CH)

8,7é (s)

8,46 (d; 8,0)
7,35 (t; 8,0)
7,63 (t; 8,0)
7,72 (d; 8,0)

12,0_1 (s)

10,88 (s)

8,29 (dd; 8,7; 8,7)
7,49 (dd; 8,7; 8,7)

2,89- (sl)

141,5
134,5 ANEXO 18: N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-(4-fluorfenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (61e)
114,2

129,8 3
121,1 O==%"
122,2 5
120,5 Q

128,8
112,7
140,1

137,4
163,3

133,5 (3,3) ,
131,1(8,8) F
115,5 (21,6) f
162,6 (246,6)
174,3
26,3

9 8 7 6 5 4 3 2 1
Chemical Shift (ppm)

ER H-18: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-de) do composto 61e.
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ER 2C-18: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61e.
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EIV-18: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 61e.
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ER '3C-18: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61e.
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C/H Sy (multipl.; J=Hz) 8¢

1 (Co) 141,6
3 (Co) - 1375 ANEXO 19: N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-(3-nitrofenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (61f)
4 (CH) 8,93 (s) 115,1
4a (Co) - 130,3
4b (Co) - 121,1
5 (CH) 846 (d;81)  122,4
6 (CH) 7,34 (t: 8,1) 120,6
7 (CH) 7,63 (t; 8,1) 129,1
8 (CH) 770 (d;8,1)) 1128
8a (Co) - 138,7
9 (NH) : -
9a (Co) - 138,6
C=0amida - 163,3
NH 11,00 (s) -
1' (Co) - 135,5
2' (CH) 8,94 (s) 123,7
3(CH) . 148,3
4'(Co)  840(dd;81;21) 1237
5' (CH) 7,92 (t; 81) 1303
6’ (CH) 8,64 (d; 8,1) 135,5
C=Oimida = 174,4
3"/4" (CH) 2,84 (s) 26,3

A UL |

——— —
1.43 4.353.393.493.483.52 7.06 3.54 11.38
— O O [y ey T (.

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

N
o

11.0 105 100 95 9.0 8.5 8.0

ER 'H-19: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-de) do composto 61f.
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ER '3C-19: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61f.
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EIV-19: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 61f.

95



BT UL

= 20
= 40
= 60

- 80

i
o
o
F1 Chemical Shift (ppm)

T
[EnY
N
o

9 8 7 6 5 4 3 2 1
F2 Chemical Shift (ppm)

ER *3C-19: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61f.
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C/H S (multipl.; J=Hz) &8¢
1 (Co) : 141,4
3 (Co) - 137,3 ANEXO 20: N-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-il)-1-(4-dimetilaminofenil)-9H-B-carbolina-3-carboxamida (619)
4 (CH) 8,74 (s) 112,9
4a (Co) - 129,2
4b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,41(d; 8,0) 122,0
6 (CH) 7,32 (t; 8,0) 120,2
7 (CH) 7,58 (t; 8,0) 128,4
8 (CH) 7,73 (d; 8,0) 112,8
8a (Co) - 141,8
9 (NH) 11,85 (s) -
9a (Co) - 134,1
C=Oanmida = 163,5
NH 10,81 (s) -
1" (Co) - 129,7
2'/6' (CH) 8,14 (d; 8,0) 129,7
3'/5' (CH) 6,97 (d; 8,0) 112,1
4’ (Co) - 150,7
N(CHs)2 3,05 (s) 40,0
C=Oimida - 174,4
3"/4” (CH) 2,88 (sl) 26,3
/ 1 Y
J " Ul L
5.56 5.83 6.64 13.47 7.43 13.47 42.25
= | oy Y il

Chemical Shift (ppm)

ER *H-20: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-de) do composto 61g.
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ER *3C-20: Espectro de RMN 13C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 61g.
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EIV-20: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 61g.
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ER '3C-20: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-de) do composto 61g.
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