_‘/A(' UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
?

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“SINTESE, ATIVIDADE ANTITUMORAL E
ANTIMICROBIANA DE NOVOS DERIVADOS 3-[2-TIOXO-3-
(ALQUILAMINOMETIL)-1,3,4-OXADIAZOL-5-IL] -3
CARBOLINICOS-1-FENILSSUBSTITUIDOS”

Dissertacdao apresentada por
Franciele Cristina Savariz ao
Programa de Pés-Graduagdo em
Quimica do Departamento de Quimica
do Centro de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual de Maringa
como parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de Mestre em
Quimica.

MARINGA, FEVEREIR0/2009 I



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

' - .
A A( CENTRO DE CIENCIAS EXATAS

—'\ DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

SINTESE, ATIVIDADE ANTITUMORAL E ANTIMICROBIANA
DE NOVOS DERIVADOS 3-[2-TIOXO-3-
(ALQUILAMINOMETIL)-1,3,4-OXADIAZOL-5-IL]-
SCARBOLINICOS-1-FENILSSUBSTITUIDOS

Mestranda: FRANCIELE CRISTINA SAVARIZ

Orientadora: Profa. Dra. Maria Helena Sarragiotto

MARINGA, FEVEREIRO DE 2009



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacdo (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringé — PR., Brasil)

S265s

Savariz, Franciele Cristina
Sintese, atividade antitumoral e antimicrobiana de
novos derivados 3-[2-tioxo-3-(alquilaminometil)-1,3,4-
oxadiazol-5-il]-pg-carbolinicos-1-fenilssubstituidos /
Franciele Cristina Savariz. -- Maringa : [s-n.], 2009.
146 f. : il. (algumas color.), figs., tabs.

Orientadora : Profa. Dra. Maria Helena Sarragiotto.
Dissertacédo (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringa, Programa de Pés-Graduagcdo em Quimica, 2009.

1. p-carbolinas. 2. Bases de Mannich. 3. Atividade
antitumoral. 4. Atividade antimicrobiana. 5.
Anticancer. 6. Antitumor. 7. Cancer. 8. Sintese
organica. 9. Alcaldides. 10. Indol. 1. Sarragiotto,
Maria Helena, orient. 11. Universidade Estadual de
Maringa. Programa de Pés-Graduacdo em Quimica. I11.
Titulo.

CDD 21.ed. 547




X ,(. Universidade Estadual de Maringa
A Centro de Ciéncias Exatas

AN Departamento de Quimica
Programa de Pds-Graduacdo em Quimica

Este €& o exemplar definitivo da Dissertagcdo apresentada por
Franciele Cristina Savariz, perante a Comissao Julgadora do Programa de

Poés-Graduacao em Quimica em 11 de fevereiro de 2009.

COMISSAO JULGADORA:

Profa. Dra. Maria Helena Sarragiotto
Presidente - UEM/DQI

Profa. Dra. Regina Aparecida Correia Gongalves
Membro - UEM/DFF

Prof. Dr. Mauricio Ferreira da Rosa
Membro - UNIOESTE



Dedico este trabalho ao meu noivo Eduardo,
meu pai ltacir,

minha mae Elmi,

minha irma Eliane

e irmao Wellington,

pelo amor, paciéncia, compreensao, incentivo,

por acreditarem em mim e esperar...



AGRADECIMENTOS

A Deus por renovar em mim a forga do Espirito Santo todos os dias.

A prof. Dra. Maria Helena Sarragiotto, pela orientacdo, paciéncia e amizade.

Ao CNPQ pela bolsa de estudo.

Ao Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa, pela
disponibilidade de concretizagao deste trabalho.

Ao meu noivo Eduardo pelo amor, paciéncia...tudo.

A meu pai ltacir, minha mae Elmi, que me ensinaram a capacidade de voar e
sempre acreditaram em mim com amor incondicional.

A meu irmao Wellington e minha irma Eliane me incentivando a continuar.

A minha linda afiliada Sthefanny, flash da verdadeira pureza da alegria.

A Regina e Altair, as nonas, por terem sido tdo gentis e torcido tanto por mim.
As minhas amigas de Toledo Adriana, Sandra e Luci e de Maringa Silvia, Zibia
e Elisangela, pela forga em todos os momentos desta obra.

A Anelise, Liliam, Leticia, Maria Augusta, Manuela, Pollyanna, Rosemery,
Valéria, George, Marcos e Professor Willian pelo aprendizado e amizade
destes dois anos de convivéncia no laboratério 31.

A Ivania, grande companheira, pela ajuda e realizacéo dos espectros de RMN.
A Ana e ao Edson pelos espectros de IV e de massa. Ao Moacir pela
colaboracéo.

A todos que perto e a distancia rezaram e esperam por mim.



SUMARIO

SUMARIO

RESUMO . ...t e e e ettt et e e e e e et e e eeeeaeest e e e e e e e e e e e e eeenennn s
N S I N
INDICE DE FIGURAS. ...ttt ittt ettt s s s s ese s e e st essee st esenenenensnnes
INDICE DE TABELAS. ...ttt ettt ee et esese e e e ee s e
INDICES DE QUADROS E ESQUEMAS.......oueiieeeeeeee et
INDICE DE GRAFICOS. ..ottt e e enenes
INDICE DOS ANEXOS.......oooveuieeeeeeee et eeeeeete et e et eestee s st sesaaeeneaesaensaaeseaananenennanns
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS. ..ot
TABELA DOS DERIVADOS SINTETIZADOS E NUMERAGCAO. .......ccocoeoiieeeeeeeeeeeeanns
[N 210516 107.Y @ ISR
P2 @ ] = TN 1 I Y 2 TS
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA........ooeeieeee oottt ettt nsaen s
3.1 POTENCIAL BIOLOGICO DE OXADIAZOIS E DE BASES DE MANNICH..................
4. RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS
L0 111/ =@ 1S 10 T
4.1. PREPARAC}AO E CARACTERIZAC}AO DOS DERIVADOS 3-[2"-TIOXO-3"-
(ALQUIL-AMINOMETIL)-1",3” 4" -OXADIAZOL-5"-IL]-#CARBOLINICOS-1-
FENILSSUBSTITUIDOS (24 - 29 @-C)...veveeeeveeeeeeeeeeeeeee e nen e enene e
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — ENSAIOS BIOLOGICOS........coooeeeeriririricicicines
4.2.1 Avaliagcdo da atividade antitumoral dos derivados 3-[2"-tiox0-3"-
(alguilaminometil)-1",3” 4" -oxadiazol-5" -il]-g-carbolinicos- 1-fenilssubstitui-
(o Lo 2 - o) TR RS
4.2.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana............cccccoeoeeiiiiiiecccciieeeeeeeee
4.2.3 ESTUAO 1N SIHICO..uiiiiieie e
5. PARTE EXPERIMENTAL . ccee ettt ettt e e e et s e e e et e e e e e e e e e e eeann s
5.1. INSTRUMENTAGAO ..ottt e et n e
5.2. MATERIAIS E METODOS. ..ottt oot
5.3. PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DOS COMPOSTOS.......cccoeieeeeeeeeeeeenens
5.3.1 Sintese do Triptofano metil éster (19).......ccccvriiiiiiiie e
5.3.2 Sintese das 3-carbometéxi-tetraidro-B-carbolinas-
1-fenilssubstituidas (20 @-C).......uurririiiiiiiieiiie e

5.3.3 Sintese das 3-carbometoéxi-Bcarbolinas-1-fenilssubstituidas

VIl

VI

Xl
XV

N N o -

10
38

38
46
48
53
53
53
54
54

55



SUMARIO

5.34 Sintese das Bcarbolinas-1-fenilssubstituidas-3-carboidrazil

2272 o RS 56

5.3.5 Sintese das 3-(2"-tioxo-1",3",4"-oxadiazol-5"-il)-fcarbolinicos-
1-fenilSSUDSHItUTTOS (23 @-C).eoveeeeeeeeeeeee ettt eaeeas 57

5.3.6 Sintese das 3-[2"-tiox0-3"-(alquil-aminometil)-1",3",4"-oxadiazolil]-
p-carbolinas-1-fenilssubstituidas (24-29 @-C)...cooeevveevieieeeiiicieie e 58
5.4.PROCEDIMENTO GERAL PARA OS ENSAIOS BIOLOGICOS..........cccoveeveennn. 60
5.4.1 Atividade anticAncer d0S COMPOSIOS.......uviriiiiiiiiiiiiieeieeee e 60
5.4.1.a Linhagens de células utilizadas...........ccccoooimmiiiiiiii e 60

5.4.1.b Procedimento dos ensaios para a determinagdo da atividade

antiCANCEr dOS COMPOSTIOS. ... .ciiii it e e e et e e e e e e e aeaaaaaeeeeaeean 60
5.4.1.c Andlise dos resultados..........ccuuvieiiiiiiiiiiie 62

5.4.2 Teste de susceptibilidade antimicrobiana...........cccooceeeiiiiiiiiie e, 62

5.4.2.a Teste de susceptibilidade antibacteriana.................cccccvviiiieeen.n. 62

5.4.2.b Teste de susceptibilidade antifingica...............ceeeeeereriviieeeeennns 63

B. CONCLUSODES ...ttt 65

7.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooiiiiietiieiete ettt 66



RESUMO

RESUMO

Sintese, atividade antitumoral e antimicrobiana de novos derivados
3-[2-tiox0-3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il] -#carbolinicos-

1-fenilssubstituidos.

Palavras chaves: p-carbolinas, Bases de Mannich, atividade antitumoral e

antimicrobiana.

Alcaldides f-carbolinicos apresentam um amplo espectro de
propriedades biolégicas e farmacologicas, dentre elas, atividade
antimicrobiana, antiviral e antitumoral. Diversas pesquisas tém sido
desenvolvidas para a obtencdo de derivados f-carbolinicos com diferentes
substituintes, principalmente nas posi¢cdes-1 e 3 do anel f-carbolinico, visando
um estudo de relagao estrutura/atividade.

Estudos anteriormente realizados por nosso grupo de pesquisa com esta
classe de compostos mostraram que S-carbolinas contendo a unidade 2-tioxo-
1,3,4-oxadiazol na posigcdo-3 e o grupo fenilssubstituido na posi¢cao-1
apresentaram potente atividade antitumoral e antimicrobiana. Com base em
dados da literatura que descrevem o incremento da atividade farmacologica de
bases de Mannich derivadas de oxadiazdis, e visando a estudos de relacao
estrutura-atividade, propusemos a sintese e avaliacdo da atividade de bases de
Mannich derivadas das tio-oxadiazolil-#-carbolinas anteriormente estudadas.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo a sintese e avaliagéo da
atividade  antitumoral e  antimicrobiana de novas  f-carbolinas
1-fenilssubsituidas com a unidade 2-tioxo-3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-
5-il na posi¢ao-3 da f-carbolina.

Os compostos 3-carbometodxi-fp-carbolinicos (21 a-c), intermediarios

chaves da rota sintética, foram preparados pela reagdo de condensagao do
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éster metilico do L-triptofano com os aldeidos aromaticos benzaldeido,
m-nitrobenzaldeido e p-dimetilaminobenzaldeido, via reacéo de Pictet-Spengler
catalisada por acido, seguida pela oxidagao com enxofre, em xileno. A reacao
de substituicdo nucleofilica dos intermediarios 21 a-c com hidrazina hidratada
forneceu os derivados p-carbolina-3-carboidrazidas (22 a-c).

A reacdo de adigao nucleofilica de (22 a-c) com dissulfeto de carbono
forneceu os compostos 3-(27-tioxo-17,3",4"-oxadiazolil-5"-il)- f~carbolinicos-1-
fenilssubstituidos (23 a-c). Os derivados 23 a-c, foram entdo submetidos a
reacdo de condensacao de Mannich com as aminas primarias isopropilamina,
butilamina, cicloexilamina, benzilamina e as aminas secundarias pirrolidina e
morfolina, em presencga de formaldeido, para a obtengao das respectivas bases
de Mannich, os derivados inéditos 3-[2"-tioxo-3"-(alquilaminometil)-1”,3",4”"-
oxadiazol-5"-il]-p-carbolinicos (24 - 29 a-c).

As estruturas dos compostos sintetizados foram confirmadas com base
na analise dos dados espectroscopicos de IV, EM, RMN 'H e "*C/DEPT e de
técnicas bidimensionais de RMN (COSY e HMQC).

Os compostos 23 a-c e 24 - 29 (a-c) foram submetidos a avaliagao da
atividade antitumoral frente a culturas de células tumorais de melanoma
(UACC-62), mama (MCF7), ovario resistente (NCI/ADR), rim (786-0), pulm&o
(NCI-460), préstata (PCO-3), ovario (OVCAR) e célon (HT29). Estes compostos
também foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana frente as bactérias
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Sthaphylococus
aureus e aos fungos Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida

albicans.

Os compostos sintetizados foram submetidos a um estudo tedrico (in
silico) através da “regra dos cinco de Lipinski”’, a qual fornece parametros
relacionados a biodisponibilidade oral e a topologia das novas moléculas. A
avaliagao in silico incluiu a determinacao das propriedades farmacocinéticas de
absorgao, distribuicdo, metabolismo, excregao e toxicidade (ADMET), obtendo-
se o potencial do composto como farmaco “Drugscore”, o qual € utilizado para

julgar o potencial dos novos derivados obtidos como futuros farmacos.
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ABSTRACT

Synthesis, antitumoral and antimicrobial activity of novel 1-substituted-
phenyl-3-[2-thioxo0-3-(alkylaminomethyl)-1,3,4-oxadiazol-5-yl]-fg-carboline

derivatives

Keywords: p-carboline, Mannich bases, antitumoral and antimicrobial activity.

The f-carbolines alkaloids are a class of synthetic and naturally occurring
compounds that possess a large spectrum of important pharmacological
properties such as, antimicrobial, antitumoral and antiviral. Studies on a variety
of synthetic B-carboline derivatives have demonstrated the influence of the
substituents in positions-1 and -3 of the p-carboline skeleton on activity.

The potentialities of p-carboline alkaloids as antitumoral agents and the
importance of the search for new anticancer drugs have lead us to study this
class of compounds. Our previous work on the synthesis and activity evaluation
of 1-substituted-phenyl f-carbolines bearing the 2-thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl
nucleus showed the potential of these compounds as anticancer and
antimicrobial agents. Furthermore, several Mannich bases derivate from 1,3,4-
oxadiazole were reported to possess antitumoral activities.

Taking in account our previous results and the activity reported for
Mannich bases of 1,3,4-oxadiazole, in the present investigation we have
designed and synthesized a number of new g-carboline derivatives bearing a 2-
thioxo-3-alkylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl at C-3 of the f-carboline
nucleus.

In the synthetic route for the preparation of pcarboline-3-
carbohydrazides (22 a-c) the intermediates methyl p-carboline-3-carboxylates
(21 a-c) were prepared through a Pictet-Spengler condensation of L-tryptophan
methyl ester with appropriate aromatic aldehydes in acid media, and

subsequent oxidation with sulfur, in xylene. The reaction of 21 a-c with
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hydrazine hydrate in ethanol furnished the 1-(substituted-phenyl)-#carboline-3-
carbohydrazides (22 a-c). For preparation of 3-(2-thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl) £
carbolines (23 a-c), the key intermediates 22 a-c were subjected to reaction
with carbon disulfide in presence of KOH and ethanol, under reflux. The novel
1-substituted-phenyl-3-[2-thioxo-3-(alkylaminomethyl)-1,3,4-oxadiazol-5-yl]- /-
carboline derivatives (24-29 a-c) (Mannich bases) were obtained from the
reaction of 23 a-c with appropriated amines and formaldehyde.

The structures of the synthesized compounds were confirmed on the
basis of their spectral data (IR, MS, "H and "*C NMR, COSY and HMQC).

The compounds 23 a-c and 24-29 (a-c) were assayed for their
antitumoral activity against the human cancer cell lines UACC-62 (melanoma),
MCF7 (mamma), NCI/ADR (resistant mamma), 786-0 (kidney), NCI-460 (lung),
PCO-3 (prostate), OVCAR (ovary) and HT29 (colon). Also, the antimicrobial
activity of the synthesized compounds against the bactéria Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Sthaphylococus aureus and the
fungi Candida parapsilosis, Candida tropicalis and Candida albicans were

evaluted.

A computational study for prediction of ADMET properties of the novel
synthesized p-carbolines derivatives was performed by determination of
lipophilicity, topological polar surface area (TPSA), absorption (% ABS) and

simple molecular descriptors, using Lipinski’s rule.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

Alcaldides tetraidro-B-carbolinicos e B-carbolinicos naturais e sintéticos
tém sido alvo de varios estudos quimicos e biolégicos. O interesse bioldgico
por esta classe de compostos deve-se a ocorréncia destes, sob condi¢cdes
fisiologicas, em tecidos e fluidos bioldgicos'™. Tetraidro-B-carbolinas (1 a-c),
por exemplo, foram encontradas no cérebro, plaquetas e em outros tecidos de

mamiferos®.

(la) R'=H R’=H R°=H
(1b) R'=H R*=H R°=0OH
(1c) R'=H R*=H R®=OCH,

Esta classe de compostos apresenta uma gama de propriedades
farmacoldgicas, tais como anticonvulsivante®®, antimicrobiana’, antiviral®,

10-12

antitrombatica®, antitripanossémica’®'? e antileishmania’'°. Deve-se salientar

também a importancia de compostos [-carbolinicos como agentes
antitumorais'®?'.

Os compostos p-carbolinicos contendo um sistema policiclico planar
como harmina (2), harmano (3) e norharmano (4), apresentaram alta
citotoxicidade frente varias linhagens de células tumorais humanas. Estudos
mecanisticos indicaram que as f-carbolinas podem intercalar entre a hélice do
DNA e inibir a topoisomerase | e Il causando danos ao DNA. Os estudos
mostraram uma correlagao direta entre a habilidade de intercalacdo ao DNA e

a citotoxicidade'®.

N
HscO/QQ QQN QQN
N N N
[ CHj | CHs |
H H H

) (3) 4)



INTRODUCAO

A classe das manzaminas, isoladas de varios géneros marinhos como
Haliclona, Pellina e Xestospongia®’, constituem uma classe de compostos -
carbolinicos com significante atividade anticancer. A manzamina A (5)
apresentou pronunciada atividade frente a linhagem de célula tumorais de

leucemia e pulmao com valores de ICso de 0,07 e 0,25uM, respectivamente’?.

Uma série de derivados f-carbolinicos com diferentes substituintes na
posicdo-3, tais como grupos carbometoxi (6), aminoacidos (7a-b) e
carboxamida (8a-c), foram sintetizados e avaliados frente a diferentes
linhagens de células tumorais. Os derivados (7a) e (7b), com lisina e arginina
conjugadas, apresentaram potente atividade frente ao carcinoma cervical com

valores de ICso de 4 e 1uM, respectivamente'® 2% 24,

(6) R=OCHj

(7a) R= H)W NFe
(7b) R= H)j\/\/\NH/K NH

NH; Arginina
(8a) R=NH,;NH,
(8b) R=NH2(CH2)2NH2

(8¢) R= NH,CH,CH,NH =
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Uma série de derivados fS-carbolinicos com diferentes substituintes na
posicao-1, como ésteres, aldeidos e alcoois, foram sintetizados e sua atividade
citotoxica foi avaliada. Dentre esses os compostos (9a) e (9b) contendo o
grupo aldeido na posigao-1 e diferentes substituintes na posigdo-9, foram
fortemente ativos frente a célula tumoral de leucemia com ICsy de 0,36 e

1,7uM, respectivamente?.

(9a) R°= CHj
(9b) R%= CH,CgHs

Devido a estes e outros relatos sobre o potencial de alcaldides f-
carbolinicos no desenvolvimento de agentes antitumorais, assim como
parasiticidas, antivirais e antimicrobianos nos levaram ao estudo desta classe
de compostos. Dentro deste contexto, nosso grupo de pesquisa vem, desde o
ano de 2003, desenvolvendo trabalhos de sintese, avaliacdo da atividade
farmacoldgica e estudos de relagao estrutura-atividade de compostos tetraidro-
[B-carbolinicos e Scarbolinicos?®®. Os estudos relativos & atividade bioldgica
estdo sendo realizados em colaboragdo com pesquisadores do Departamento
de Analises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa e do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da
Universidade Estadual de Campinas.

Nos trabalhos desenvolvidos?® %’

, realizou-se a sintese e a avaliagao da
atividade bioldgica in vitro de algumas séries de compostos contendo diferentes
substituintes nas posi¢cdes-1 e -3 do nucleo pcarbolinico, uma vez que,
segundo a literatura, a presenga de determinados substituintes nas posi¢oes
-1, -2, -3 e/ou -9 do referido nucleo pode dar origem a derivados mais ativos e

com menor toxicidade®.
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As estruturas basicas das séries de compostos sintetizadas estao
mostradas no Quadro 1. Dentre os trabalhos realizados podemos citar a
sintese e a avaliacdo da atividade antitripanossdmica e antileishmania de uma
série de alcaldides tetraidro-f~carbolinicos contendo diferentes substituintes
aromaticos na posicédo-1 e o grupo carbometodxi (1) e N-alquilcarboxamida (l1)

26.28.29  Compostos £

na posi¢cao-3, com significantes resultados de atividade
carbolinicos contendo os grupos carbometéxi (Il), carboidrazida (1V), 1,3,4-
oxadiazolil (V)*"*° e 1,2,4-triazolil (V)* na posicdo-3 foram sintetizados e
varios dos derivados obtidos apresentaram atividade anticancer frente a
diversas linhagens de células tumorais humanas, em alguns casos com valores
de ICs inferiores a 1,00 uM?" *°. Alguns dos derivados contendo a unidade 3-
(1,3,4-oxadiazolil) (V) apresentaram também atividade antibacteriana e

antifingica®’.

R= H; m-NOy; p-N(CHjz),; m-OCHjs, p-OH; p-OH; p-NO; e 0-Cl

Quadro 1: Estruturas basicas dos compostos tetraidro-#carbolinicos e Bcarbolinicos

1,3-dissubstituidos sintetizados e avaliados biologicamente em estudos anteriores.
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Em funcdo da gama de propriedades dos alcaldides tetraidro-f-
carbolinicos e f~carbolinicos e devido aos promissores resultados obtidos por
nosso grupo, pretende-se com este trabalho, dar continuidade aos estudos
envolvendo a sintese e a relagdo estrutura-atividade de compostos f
carbolinicos 1,3-dissubstituidos.

Tendo em vista o potencial biolégico observado para a série de f
carbolinas contendo a unidade 2-tioxo-1,3,4-oxadiazol na posigao-3 (V),
optamos pela continuidade do estudo destes derivados, propondo a introdugcao
de substituintes no anel heterociclico 2-tioxo-1,3,4-oxadiazol.

Trabalhos da literatura relatam que a introdugdo de grupos
alquilaminometil no atomo de nitrogénio de sistemas heterociclicos, ou seja, a
formacao de bases de Mannich resulta em aumento da atividade biologica em
relagdo a dos respectivos heterociclicos de partida®'. Diferentes atividades

bioldgicas tais como, antibacteriana®**3* antifungica®**

|38

, antimalarica®®,
analgésica® e antitumoral®® séo descritas para bases de Mannich.

Assim, propusemos neste trabalho a sintese de derivados com a
unidade 2-tioxo-3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il na posi¢cdo-3 da [
carbolina (VII), que correspondem as bases de Mannich de V, esperando o
aumento do potencial antitumoral e antimicrobiano destes novos derivados em
comparagao Com Seus precursores. o

N/_N:R
AINZ_S

Para predizer se os compostos sintetizados neste trabalho possuem
potencial como farmaco, os mesmos foram submetidos a um estudo tedrico (in
silico) através da “regra do cinco de Lipinski”, a qual fornece parémetros

relacionados a biodisponibilidade oral e topologia das novas moléculas>*°.
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Os calculos foram realizados utilizando o programa computacional
Molinspiration online property calculation toolkit e o programa Osiris***>.

A avaliacdo in silico incluiu a determinacdo das propriedades
farmacocinéticas de absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade
(ADMET)*, obtendo-se o potencial do composto como farmaco “Drugscore”, o
qual é utilizado para julgar o potencial desses novos derivados como futuros

farmacos™®.
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2. OBJETIVOS

Devido as atividades biologicas descrita na literatura para os derivados
f~carbolinicos e considerando a necessidade de sintetizar novos farmacos
antitumorais e antimicrobianos, o presente trabalho foi conduzido com os
objetivos de:

v' Preparar e caracterizar uma série de derivados
3-[2”-tioxo-3"-(alquilaminometil)-1”,3",4”-oxadiazol-5"-il]- f-carbolinicos-1-

fenilssubstituidos;

Aminas 18 e 22

CH,0 37%

v' Realizar ensaios biolégicos para avaliar a atividade anticancer,
antibacteriana e antifungica dos compostos sintetizados;

v' Realizar estudos de ADMET in silico dos compostos sintetizados.

v' Realizar estudos de relagdo estrutura/atividade dos compostos p-

carbolinicos sintetizados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3. 1 POTENCIAL BIOLOGICO DE OXADIAZOIS E DE BASES DE MANNICH.

Nos ultimos anos os nucleos oxadiazol tem sido alvo de muitos estudos
quimicos e biologicos, destacando-se com diversas atividades biologicas, tais
como antiinflamatoria*®, anti-hipertensiva*” antibacteriana®?,
antimicrobiana®#84%-

Compostos contendo o nucleo 1,3,4-oxadiazol apresentam elevado
potencial como agentes anticancer, estimulantes do sistema nervoso central
(SNC) e antibacteriano®®> com destaque para varios compostos tio-
oxadiazolinicos com atividade antiviral®® e antitumoral®’.

A potencialidade destes compostos como agentes antitumorais e
antibacterianos foi também constatada em trabalhos anteriormente realizados
por nosso grupo de pesquisa. Da série das f-carbolinas 2-tioxo-1,3,4-
oxadiazolil sintetizadas por nosso grupo27 os derivados contendo os grupos p-
hidréxifenil (10) e m-nitrofenil (11) na posigdo-1 foram ativos e altamente
seletivos frente a célula de ovario resistente (ACI/ADR) com concentragéo
inibitéria de 50% das células tumorais (ICso) de 0,45 uM e 0,37 uM,

respectivamente?’.

Em relagado a atividade antimicrobiana, o composto 12 contendo o grupo
fenil na posicéo-1 foi fortemente ativo perante a bactéria Bacillus subitilis, ativo
frente a bactéria Staphylococcus aureus e muito ativo frente ao fungo Candida
albicans com valor de concentragdo minima inibitéria (CMI) de 7,8, 62,5 e 15,6
ug/mL, respectivamente. O derivado 13 contendo o grupo p-dimetilaminofenil

8
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na posicao-1 mostrou-se ativo frente as bactérias B. subitilis e S. aureus com
valores de CMI de 31,2 pg/mL?".

Estudos de relagdo estrutura-atividade descritos na literatura
demonstraram que analogos N-aminometil-oxadiazolinicos, obtidos pela reag&o
de Mannich entre oxadiaz6is e uma amina, sdo mais eficazes e menos tdxicos
do que os seus precursores”".

Nos ultimos anos a reagao de Mannich ganhou destaque na quimica
medicinal por ser uma reagdo de amino-metilagdo de substratos organicos,
para a formagéo de ligagao carbono-nitrogénio52 de grande importancia para a
sintese e modificagdo de compostos biologicamente ativos®".

Uma gama de atividades € descrita para bases de Mannich dentre elas

3233 antifungica®**®,  antitubercular®™®*,  anti-inflamatéria®®,

antibacteriana
antimalarica®, vasorelaxante®®, analgésica®” e antitumoral contra células de
leucemia®?. Bases de Mannich s&do também usadas na indUstria de polimeros
como tintas e agentes tensoativos®’.

13" sintetizaram uma série de bases de Mannich derivadas

Aboraia e co
de tio-oxadiazois com diferentes aminas, dentre estes derivados o composto

14, demonstrou excelente atividade frente as células tumorais de Prodstata
(PC-3) e frente a leucemia (CCRF-CEM).

(14)
OH 9

N/N>4S
0
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Uma série de bases de Mannich de oxadiazois (15) e tio-oxadiazois (16)
utilizando diversas aminas secundarias foi sintetizada por Mamolo e col.*? e

avaliada contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv com MIC inferior a40

ug/mL.

(15) 3-metilpiperidina

l\@\(
N o) S
Sglaee
N—N
R

N/
NN | o) 9] R= —N
D :(
N—N
R

(16)

Isoquinoline

Ali e Shaharyar® também sintetizaram uma série de bases de Mannich
de oxadiazodis avaliando a atividade antimicobacteriana contra M. tuberculosis

Hs;Rv e INH M. tuberculosis resistente, destacando-se o composto 17 com

CMI = 0.1uM e 1.10uM, respectivamente.

NN 7
R'=B-C1oH,0CH, R*=Furfuril R1/40 )Qs

10
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO
DOS COMPOSTOS.

4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 3-[2"-TIOXO-
3”-(ALQUILAMINOMETIL)-1",3" ,4” -OXADIAZOLIL]-#CARBOLINICOS-1-
FENILSSUBSTITUIDOS (24 - 29 a-c).

Como citado anteriormente, as atividades observadas em nossos
estudos para fcarbolinas contendo a unidade 2-tioxo-1,3,4-oxadiazol na
posicdo-3 e as relatadas na literatura para bases de Mannich derivadas de
oxadiazobis, nos levaram a propor a sintese de uma série de derivados
3-[2”-tioxo-3”-(alquilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]- f-carbolinicos-1-fenil-
substituidos esperando o aumento do potencial antitumoral e antimicrobiano
destes novos derivados em comparagao aos de seus precursores.

Para continuidade do estudo, escolhemos trés precursores 3-tio-
oxadiazolinicos com diferentes substituintes na posigédo-1, sendo estes o grupo
fenil, o m-nitrofenil e o p-N,N-dimetilaminofenil. Esta escolha foi realizada com
o intuito de verificar a influéncia de substituintes com grupo captor e doador de
elétrons, em comparagdo a um grupo fenil ndo-substituido. Além disto, os
compostos contendo estes tipos de substituintes demonstraram bons
resultados de atividade antitumoral e antimicrobiana nos trabalhos anteriores
do grupo de pesquisa.

A partir da condensacao destes precursores com seis diferentes aminas

e formaldeido foram preparadas as bases de Mannich (24 - 29 a-c).

11
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A rota geral para a sintese dos derivados 3-[2"-tioxo-3"-
(alquilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5-il]- #-carbolinicos-1-fenilssubstituidos

(24 - 29 a-c) esta ilustrada no Esquema 1.

COOH COOCH; . ,COOCH;
| CH;OH Aldeidos
_—> —
N NHZ HZSO4Conc. NHZ TFA, CH,Cl, N NH
N Refluxo 48h H T amb. 48h H !
Rl
L'TR'PTOF’?E;’ COMERCIAL L-TRIPTOFANO METIL ESTER TETRAIDRO-B-CARBOLINA
19
(19 (20 a-c)
) COOCHg3; 3 _ CONHNH,
1) Sg, Xileno 1) NHaNHy.H,0, Etanol A
Refluxo 48h Refluxo 72h | |
S —
2) Banho de gelo 3h 2) Banho de gelo 3h | =
H R
3-CARBOMETOXI--CARBOLINA 3-CARBOIDRAZIL-B-CARBOLINA
(21 a-c) (22 a-c)

-
N—N~" “R?

N——NH " | )
" 2"
1) CS,, KOH, Etanol O/g O/gs
Refluxo 48h S AMINA 1% 22
—eUx0 200, Lty
2) HCI 2M CH20 37%
I T.60°C 24h
H R1
3-[2"-TIOXO-3"-(ALQUILAMINOMETIL)-
3-(2"-TIOXO-1", 3", 4"~ OXADIAZOL-5"- IL)-3-CARBOLINA 17, 3", 4"-OXADIAZOLIL-5"-IL]-B-CARBOLINA
(23 a-c) (24-29 a-c)

NO, o
. 3
Rl= (a)41© R1:(b)41© Ry (c)_<l >_|\/
cHs
) RZ:—NH4< (25) Ry NH N (26) Rz=—NH@ (27) Ry NH : 28R, NQ @) RN 0

Esquema 1: Rota geral para a sintese dos compostos B-carbolinicos-1-fenilsubstituidos

contendo o grupo 2-tioxo-3-(alquilaminometil)- 1,3, 4-oxadiazol-5-il na posi¢ao-3 (24 - 29 a-c).

No desenvolvimento da rota sintética, o L-triptofano comercial (18),
utilizado como substrato, foi esterificado com metanol, na presenca de H,SO,
concentrado®, obtendo-se o L-triptofano metil éster (19).

%961 catalisada por acido,

A reacao de condensacgao de Pictet-Spengler
do L-triptofano metil éster (19) com trés diferentes aldeidos: benzaldeido (a), 3-

nitro benzaldeido (b), 4-dimetilamino benzaldeido (c), forneceu as
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

3-carbometoxi-1,2,3,4-tetraidro-p-carbolinas-1-fenilssubstituidas (20 a-c). Os
compostos foram obtidos como misturas de diasterecisdmeros que nao foram
separados.

O mecanismo da reacdo de condensaco de Pictet-Spengler®®®! ¢ muito
discutido pela literatura. Nos artigos mais recentes o mecanismo € proposto por
dois caminhos distintos. Segundo Kusurkar®® o mecanismo envolve um
intermediario do tipo espiroindolenina como apresentado no caminho A
(Esquema 2). Maresh®', utilizando calculos computacionais demonstrou que a
ciclizagao ocorre preferencialmente por ataque direto do C-9a do indol ao
carbono iminico (caminho B). Ambos os caminhos propde a formacéo de um

ion iminio como intermediario.

COOCH; COOCH;3
@j/\r Etapa 1 @j/\(
i NHz H - 5 . :N—H
N SC:O H N

|
H H H—Cll—R

/
R
Carbinolamina :QH

H+
D Etapa 2
COOCHj3 H,0.
s COOCH;
NH A |
(N HNE
ﬁ/Qa R Etapa 3 ﬂ 9%a \(l)_H
| AN R

H iminio
Intermediério B
spiroindolenina /
Etapa 3
® COOCH; .
] N 2 _NH Etapa 4
H H
R

1,2,3,4 -Tetraidro-B-carbolina

Esquema 2: Proposta mecanistica para sintese das tetraidro-B-carbolinas via reacao de

Pictet-Spengler.

A caracterizacao de todos os produtos obtidos foi realizada com base na
analise de seus dados espectroscépicos de IV, EM, RMN 'H e RMN "°C (uni e

bidimensionais).
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

A obtengdo dos compostos 20 a-c foi confirmada pelos dados
espectroscopicos de RMN "H e RMN "C/DEPT pela presenca de um simpleto
em oy 3,72 com integragao para trés hidrogénios atribuidos a metoxila do éster,
com sinal do carbono oximetilico em &c 52,2 e carbono caracteristico de
carbonila de éster em 6¢c 173,4 confirmando a esterificagcdo. A unidade
tetraidro-#-carbolinica foi evidenciada pela presenga dos sinais em oy 5,69 (s,
H-1)/8¢ 59,6 (C-1), 64 4,09 (dd, 1H, J 12,4; 4,8 Hz, H-3)/ ¢ 60,4 (C-3) e em &4
3,17 (dd, J 12,6; 6,8 Hz, H-4B)/ 6c 24,4 (C-4) e em &y 3,52 (dd, J 14,8; 6,8 Hz,
H-4a)/ 6c 24,4 (C-4).

Os demais sinais de hidrogénios na regiao de 6,64-8,23 ppm e de
carbonos em 108,0-135,1 ppm (CH) e 128,3-160,0 ppm (Cy) foram atribuidos
aos carbonos aromaticos do anel A da unidade principal e do substituinte R".

Estes compostos ja foram sintetizados e caracterizados por nosso grupo
de pesquisa, os dados de RMN "H e RMN "*C/DEPT foram comparados com
os publicados anteriormente por Dusman?® e estdo de acordo.

A reagao de aromatizacao das tetraidro-f-carbolinas 20 a-c resultou nos
compostos 3-carbometdxi- Fcarbolinicos (21 a-c)®* %, Neste trabalho, o enxofre
foi utilizado para a reagdo de oxidagcdo da unidade tetraidro-p-carbolina a -
carbolina e 0 mecanismo esta apresentado no Esquema 3.

O enxofre existe de diversas formas moleculares incluindo a estrutura
alotropica ciclica de 8 membros de enxofre (Sg), que é utilizado como agente
de desidrogenagdo. O enxofre tem configuragdo eletrénica [Ar] 3s23p* e sua
capacidade de desidrogenagdo € uma consequéncia da tendéncia para
completar a configuragao do gas inerte, adquirindo 2 elétrons com formagao do
acido sulfidrico, H,S, que possui odor forte e € toxico.

O mecanismo de desidrogenacdo com enxofre ndo estd bem
estabelecido, mas evidéncias indicam que o mecanismo é radicalar envolvendo

a abstracdo de atomos de hidrogénio de posicdes alilicas ou benzilicas®?.
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Esquema 3: Proposta mecanistica de reagao de oxidagao das tetraidro-f-carbolinas utilizando enxofre.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os produtos obtidos foram caracterizados com base na analise de seus dados
espectroscopicos de IV, EM, RMN "H e RMN "*C (uni e bidimensionais). Devido
a similaridade dos espectros, dentro da série, discutiremos os dados
espectroscopicos apenas para um dos compostos desta série.

Com a analise do espectro no IV do derivado 21a (Figura 1a) verificou-
se que os derivados desta série apresentam as bandas em: 3317 cm™ (N-H
indol), 1723 cm™ (C=0) do éster, 1499, 1459, 1438, 1387 cm™ (C=C),
1351 cm™ (C-O-C éster), 1253 cm™ (C=C-N) e 740 cm™ (N-H indol).

B0
j40 N - by |

30

| 4000 ] - 3000 2000 1000

Figura 1a: Espectro no IV (filme/KBr) do composto 21a.

Além do espectro no IV, as evidéncias espectrais para a formagao da
unidade pcarbolina nos derivados 21 a-c, baseiam-se nos dados
espectroscopicos de RMN 'H, devido & auséncia dos sinais dos hidrogénios
metilicos H-1, H-3 e H-4 na regiao de &4 3,0 - 6,0 e aparecimento de um
simpleto em &y 8,89, correspondente ao hidrogénio metinico H-4.

Os dados espectroscopicos de RMN '*C/DEPT confirmaram a
aromatizagao do anel C, pela presenga dos sinais em d¢ 114,2 (CH), 140,7 (Co)
e 143,4 (Cy) correspondentes aos carbonos C-4, C-3 e C-1, respectivamente,
de acordo com os dados de RMN H' e C™*/DEPT publicados anteriormente por
Formagi027, sendo assim apenas os dados para o derivado 3-carbometdxi-1-

fenil-p-carbolina (21a) estdo ilustrados nas Figuras 1b e 1c (Anexo 1).
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=.18 1wz T
5.5 18,22

Figura 1b: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, CDCl5/CD3;0D) do composto 21a.

L JA

a0 20 ppm

180 160 140 120 100 &0 60 a0 20 ppm

Figura 1c: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, CDCl5/CD;0D) do composto 21a.

A preparagao das f-carbolina-3-carboidrazidas (22 a-c), envolveu uma
reacao de substituicdo nucleofilica dos derivados 3-carbometdxi-S-carbolinicos
1-fenilssubstituidos (21 a-c), com hidrazina hidratada, em etanol, sob refluxo
por 72 horas®. Devido & similaridade dos espectros, dentro da série e porque
foram sintetizados anteriormente?’, discutiremos os dados espectroscopicos
apenas para um dos compostos desta série.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os espectros na regiao do infravermelho dos compostos 22 a-c
apresentaram bandas de absor¢do de C=0 de amida em 1600 cm™, 3423 cm™
(NH,), 3324 cm™ (N-H indol), 3253 ¢cm™ (N-H amida), 1614 cm™ (C=N), 1521
(C-N amida), 1494, 1462, 1448 (C=C), 1247 (C=C-N), 730 cm™ (N-H indol),
como ilustrado na Figura 2a para o composto 1-fenil-p-carbolina-3-

carboidrazida (22a).

o ——————— i — :
| |
| ~nf |

o \ |
| /__/"_'/ \.-Il ‘
| Uik

80+ e H 1
%- i ,F_./“/ i | '.||': | ’ '1|
| | 'I:\I | I:_ . |I 4 ."'-";. |
| \ | '.ll | AL N
' R il S

60 \ i ool aF |

\ (I m [ [
- \ / it F
\/ !_1!l|: | ' Hl'i II ‘

40 il | '
| o |
? | i |

20-1 ‘
| |

4000 3000 2000 N 1000 .

Figura 2a: Espectro no IV (filme/KBr) do composto 22a.

Os dados de RMN '"H e RMN "*C/DEPT do composto (22a) estdo na
Tabela 1 e Figuras 2b e 2c (Anexo 2). A auséncia dos sinais referentes a
metoxila do éster na regido de oy 4,00 (s, 3H)/6¢c 53,2 (OCH3) e a presenga do
sinal na regido de 6c 164,0, referente a carbonila da amida confirmam a
substituicdo da metoxila. A presenga do simpleto largo em &y 4,70 foi atribuido

ao NH livre do grupo carboidrazida.
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|
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Figura 2b: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 22a.

180 160 140 120 100 80 60 40 20  ppm

Figura 2c: Espectro de RMN "“C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-d¢/CDCl;) do composto 22a.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

A preparagdo dos derivados 3-(2"-tioxo-1",3",4”-oxadiazolil-5"-il)- -
carbolinicos-1-fenilssubstituidos (23 a-c), envolveu a reacdo de adigcao
nucleofilica das carboidrazidas 22 a-c com o dissulfeto de carbono em
presenca de hidroxido de potassio, sob refluxo por 48 horas, e posterior
acidificagdo com uma solucao diluida de acido cloridrico para assim ocorrer a
ciclizagdo com a formagao do anel tio-oxadiazolinico®* 2.

A proposta mecanistica para a obtencdo da unidade 2-tioxo-1,3,4-

oxadiazolil-5-il esta apresentada no Esquema 4.

L Tautomerismo

Esquema 4: Mecanismo proposto para a formagdo dos compostos

3-(2”-tioxo-1",3",4"-oxadiazol-5"-il)- #-carbolinicos-1-fenilssubstituidos (23 a-c).

A obtencao e caracterizagcado dos derivados 23 a-c, foi confirmada com
base na anadlise de seus dados espectroscopicos de IV, RMN 'H e RMN *C
que se encontram nos Anexos 3-5. Devido a similaridade dos espectros dentro
da série discutiremos os dados espectroscopicos apenas para um dos

compostos desta série.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os espectros no IV destes derivados apresentaram bandas de
estiramento de ligagdo C=S na regido de 1368 e 1237 cm™ e para o
estiramento C-O-C do anel oxadiazolil em 1163 cm™, além das bandas em
3056 cm™ (N-H indol), 1623 cm™ (C=N) e 1556, 1495, 1439 cm™ (C=C), 1163

cm” do (C-O-C) e 740 cm™ (indol) como ilustrado na Figura 3a (Anexo 3).

100 — — e — — -

40

20+

4000 3000 2000 k 1000

Figura 3a: Espectro no IV (filme/KBr) do composto 23a.

O espectro de RMN H' e ®C de 3-[2"-tioxo-17, 3", 4”-oxadiazol-5"-il]-1-
fenil-f~carbolina (23a) apresentou além dos sinais referentes a unidade S
carbolinica, a presenga dos sinais na regidao de ¢ 177,0 e 161,0, referentes
aos carbonos C-2” e C-5”, que evidenciam a formagao do anel heterociclico
como ilustrado nas Figuras 3b e 3c e na Tabela 1. Os dados espectroscopicos
obtidos para estes derivados estdo de acordo com os dados publicados

anteriormente por Formagio®.
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Figura 3b: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-d;s) do composto 23a.
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Figura 3c: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-d,) do composto 23a.
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RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Tabela 1: Dados de RMN "H e "°C (300,0/75,0 MHz, DMSO-d;) para 22a e 23a.

22a 23a

CH 8u (multiplicidade, J = Hz): 8¢ CH 8u (multiplicidade, J = Hz): 8¢
1 (Co) - 141,4 1(Co) - 142,8
3 (Co) - 137,4 3 (Co) - 137,2
4 (CH) 8,80 (s) 113,0 | 4 (CH) 8,87 (s) 114,0
4a (Co) - 129,6 4a (Cyp) - 129,0
4b (Co) - 121,1 | 4b (Cy) - 120,9
5 (CH) 8,20 (d, 7,5) 121,2| 5(CH) 8,47 (d, 7,5) 122,3
6 (CH) | 7,33(ddd, 7,5;7,5;1,5) | 120,0 | 6 (CH) 7,34 (t, 7,5) 120,5
7 (CH) 7,51-7,65 (m) 128,6 | 7 (CH) 7,56-7,71 (m) 129,5
8 (CH) 7,69 (dd, 7,5;2,7) 112,5| 8(CH) 7,56-7,71(m) 112,8
a (Co) - 1410 | 8a(Co) - 141,6

9 (NH) 11,86 (s) - 9 (NH) 11,99 (s) -
9a (Co) - 134,5| 9a (Co) - 134,0
1’ (Co) - 130,9 1’ (Co) - 130,9
2'/6' (CH) 8,10 (dd, 7,0; 1,5) 128,4 | 2/6’ (2CH) 8,04 (d, 7,5) 128,6
3'/5' (CH) 7,51-7,65 (m) 128,5 | 3'/5' (2CH) 7,56-7,71 (m) 128,9
4’ (Co) 7,51-7,65 (m) 1282 | 4 (Co) 7,56-7,71 (m) 129,3
co - 164,5 | 2" (Co) - 177,6
NH 9,73 (s) - 5” (Co) - 161,2

NH, 4,63 (s) - 3" (NH) 15,00 (s/) -

Na sequUéncia, os derivados 3-(2"-tioxo-1”,3",4"-oxadiazol-5-il)-3
carbolinicos (23 a-c) foram submetidos a reacdo de condensacédo de Mannich
com as aminas primarias isopropilamina, butilamina, cicloexilamina,
benzilamina e as aminas secundarias pirrolidina e morfolina (Figura 4) em
presenca de formaldeido 37%>? usando etanol como solvente, obtendo-se as
respectivas bases de Mannich, os derivados inéditos 3-[2"-tioxo-3"-

(alquilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il]- f-carbolinicos (24 - 29 a-c).

HoN /\
H2N4< N >N H2N—<:> \_@ HN N 5

Isopropilamina Butilamina Ciclohexilamina Benzilamina Pirrolidina Morfolina

(24 a-c) (25 a-c) (26 a-c) (27 a-c) (28 a-c) (29 a-c)

Figura 4: Aminas utilizadas para a sintese dos compostos (24 - 29 a-c).
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A reagao de Mannich trata-se de uma reagao multicomponente (RMCs),
envolvendo a condensagao entre trés componentes: um substrato que possua
um hidrogénio ativo, formaldeido e uma amina primaria ou secundaria®.

O mecanismo da reacdo de Mannich envolve a formacao inicial de um
sal imina (ion iminio), resultante da condensacgao da amina com o formaldeido.

Normalmente a reacdo ocorre sob catalise acida, o que favorece
também a desidratacdo do produto de adi¢cdo, gerando o ion iminio. O ion
iminio € apenas um intermediario da reagdao, mas & bastante estavel, e os
correspondentes iodetos sdo encontrados comercialmente como sal de
Eschenmoser®. O sal de imina atua como eletréfilo e adiciona-se ao substrato
formando o produto da reagdo, uma amina denominada geralmente como base
de Mannich.

A proposta mecanistica para a obtencdo dos derivados 3-(2”-tioxo-3”-
(alquilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il)- f-carbolinicos-1-fenilssubstituidos
(24-29 a-c) esta apresentada no Esquema 5. Neste caso nao foi utilizado acido
como catalisador das reagdes, pois a unidade 3-(2-tioxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)
possui um préton acido que participa da reacdo de formacao do sal imina
sendo capturado pelo nucleofilo intermediario (1) do sal imina. Em seguida o sal
imina (B) é atacado pelo substrato (C), neste caso, um derivado 3-(2-tioxo-
1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolina desprotonado, ocorrendo a condensagao e a

formacao das respectivas bases de Mannich (D)** %,
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Ataque a carbonila (Amins 1900 2%) H H—S o
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Esquema 5: Mecanismo proposto para obtengdo dos compostos 24 - 29 a-c.

A confirmagdo da obtencdo das bases de Mannich (24 - 29 a-c) foi
realizada através da analise dos dados de IV, EM, RMN '"H e RMN "*C/DEPT,
em conjunto com dados de "H-'H-COSY e HMQC.

Os espectros de RMN '*C destes compostos apresentaram sinais
referentes aos carbonos C-2” e C-5" do anel tio-oxadiazolil, em torno de &¢
177,0 e 161,0, respectivamente. Além disso, a introducdo do grupo metilénico
foi confirmada pelo simpleto no espectro de RMN 'H entre 5,00-6,00 ppm e
pelo sinal deste carbono metilénico no espectro de RMN "*C/DEPT/HMQC na
regiao de 70,0 ppm.

Devido a similaridade dos compostos dentro das séries discutir-se-a um
derivado de cada série evidenciando a introdu¢do do grupo alquilaminometil
correspondente.

O derivado 3-[2”-tioxo-3”-(isopropilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il]-1-

fenil-Zcarbolina (24a) apresentou bandas no infravermelho em 3040 cm
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(N-H indol); 1614 cm™ (C=N); 1390 e 1239 cm™ (C=S), 2971 cm™ (C-H
isopropil), 1565, 1487, 1464 cm™” (C=C)e 732 cm’” (N-H indol) (Figura 5a).

80

60

40

20+

4000 3000 2000 1000

Figura 5a: Espectro no IV (filme/KBr) do composto 24a.

Nestes derivados, a presenga do grupo N-isopropil foi evidenciada pelos
sinais no espectro de RMN "H na regido de 4,60 ppm (hepteto, 1H, J 6,9 Hz) e
em oy 1,22 (d, 6H, J 6,9 Hz) referentes aos H-8" dos H-9”, respectivamente,
além do simpleto em 11,43 ppm referente ao NH livre.

No espectro de RMN '3C foram observados os sinais em 46,2 ppm do C-
8" e 18,9 ppm das duas metilas (C-9”) do grupo isopropil, como ilustrados nas
Figuras 5b e 5¢ (Anexos 6-8).
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Figura 5b: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-d;s) do composto 24a.
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Figura 5c: Espectro de RMN ">C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 24a.
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A formagao do composto 24a foi confirmada pelo pico do ion molecular
(M™) em m/z 415 (FM Ca3H21Ns0S) no espectro de massas de baixa resolugéo,
conforme Figura 5d. Na analise do espectro de massas observa-se também a
presenca do pico em m/z 243 (pico base, Fragmento 1 - F;) resultante da perda
do grupo isopropilaminometil-tio-oxadiazolil. O pico em m/z 344 corresponde ao
fragmento resultante da clivagem da ligagéo entre o C-6” e o N-3” com saida de

uma molécula neutra, conforme mecanismo propostos nas Figuras 5e e 5f.
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Figura 5d: Espectro de massa de baixa resolugédo de 24a.

Figura 5e: Fragmentagao no espectro de massa do derivado 24a.
Pico Base.
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Figura 5f: Fragmentac&o no espectro de massa do derivado 24a.

O derivado 3-[2”-tioxo-3”-(butilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il]-1-fenil-
S-carbolina (25a) apresentou bandas no infravermelho na regido de 3057 cm”
(N-H indol); 1618 cm™ (C=N); 1394 e 1238 cm™ (C=S); 2968, 2920, 2852 cm™
(C-H butil); 1566, 1492, 1456 cm™ (C=C) e 732 cm™ (N-H indol), como ilustrado
na Figura 6a.
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Figura 6a: Espectro no IV (flme/KBr) do composto 25a.
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A presencga do grupo N-butil nos derivados (25a-c) foi confirmada devido
aos sinais no espectro de RMN "H (Figura 6b) na regigo de 84 3,58 (¢, 2H, J
7,0 Hz, H-8”), &4 1,56 (Quint, 2H, J 7,0 Hz, H-9”), 6u 1,31 (Sext., 2H, J 7,0 Hz,
H-10"), 640,90 (t, 3H, J 7,2 Hz, H-11”) e do NH em 11,44 (s/) e na regido de 5¢
43,9 (C-8"), 6¢c 28,4 (C-9”), &¢c 19,4 (C-10”) e 6¢c 13,6 (C-117) no espectro de
RMN "3C, Figura 6¢ (Anexos 9-11).
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Figura 6b: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 25a.
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Figura 6¢: Espectro de RMN '°C (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 25a.
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O espectro de massa de baixa resolugao de 25a apresentou pico do ion

molecular (M™) em m/z 429 (FM Cy4H23N508), conforme Figura 6d. O pico

base esta em m/z 243 (F;) e o fragmento do butilaminometil em m/z 84.
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Figura 6d: Espectro de massa de baixa resolucdo de 25a.

O derivado 3-[2"-tioxo-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il]-1-

fenil-f-carbolina (26a) apresentou bandas no infravermelho na regido de 3042
" (N-H indol); 1613 cm™ (C=N); 1372 e 1237 cm™ (C=S); 2930 e 2852 cm""
(C-H ciclohexil); 1564, 1484, 1453 cm™ (C=C) e 730 cm™ (N-H indol), como

ilustrado na Figura 7a.
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Figura 7a: Espectro no |V (filme/KBr) do composto 26a.
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A confirmagao da obtengao do derivado 26a foi apoiada na analise dos
dados de RMN 'H e RMN "C/DEPT, verificando-se a introdugéo do grupo N-
ciclohexil pelos sinais no espectro de RMN 'H na regido de &y 4,21 (¢, 1H, J
11,7 Hz) referente ao H-8" e oy 1,05-1,84 (m, 6H) referentes aos H-9” a H-13" e
em 11,40 (s/) atribuido ao NH livre, Figura 7b.

No espectro de RMN ™C a introdugdo da ciclohexilamina esta
evidenciada pelos carbonos na regido de 6¢ 53,7 (C-87), ¢ 29,1 (C-9”/C13"), ¢
25,0 (C-107/C12") e 8¢ 25,0 (C-11"), Figura 7c (Anexos 12-14).
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Figura 7b: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 26a.
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Figura 7c: Espectro de RMN "°C (75,0 MHz, DMSO-dg) do composto 26a. 32
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O espectro de massa de baixa resolugcao de 26a (Figura 7d) apresentou
0 pico do ion molecular (M™) em m/z 455 (FM CysH25N50S). O fragmento com
m/z 243 (F1), correspondente ao pico base, o fragmento m/z 344 (F,), além da

presencga do fragmento ciclohexilaminometil-tio-oxadiazolil em m/z 312.

1004 243.06
90 Fy
80
70
g
g 607
o -
c -
3 |
< 50
s
= -
3 40
24 _
155,04
301
] 101.98 E
] 27105 300.06 2
204
q 83.06 344.01
o 12089 14403 18300 21605 M T
] ‘ ‘ ‘ ‘ 189.03
] 163.02 ‘ H 312.07 369.13
ij‘“uh‘mu‘\hm\‘\h‘\m\\h“‘\u\\‘\k b Ll o umm\\h Al \‘\ ““““ ... \H\ \‘h‘ T — ] 42314 45512 .
R R R Rl R L R L L ] L L Lt AL A LRy L) LA L) Ry LSy A L) L) LAY LA L) LA LA Rk RAA) A R I A s e
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

miz
Figura 7d: Espectro de massa de baixa resolucéo de

O derivado 3-[2"-tioxo-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il]-1-

fenil-p-carbolina (27a) apresentou bandas no infravermelho na regido de 3062

cm™ (N-H indol); 1618 cm™ (C=N); 1396 e 1237 cm™ (C=S); 2915 cm™ (CH,);

1565, 1493, 1454 cm™ (C=C) e 734 cm™ (N-H indol) como ilustrado na Figura

8a.
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Figura 8a: Espectro no |V (filme/KBr) do composto 27a.



RESULTADOS E DISCUSSAO - PREPARACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

A presenca do grupo benzil no composto 27a foi confirmada pelo
espectro de RMN 'H pelo sinal na regiso de &4 4,85 (s, 2H), correspondente ao
H-8”, do multipleto em 6y 7,31-7,38 (m, 3H) referente aos H-10",12” e 14” e do
sinal em 7,42 (d, 2H, J 3,6 Hz), atribuido aos H-11"/H-13” (Figura 8b).

No espectro de RMN '*C, os sinais do grupo benzil aparecem em §¢
47,7 (C-8”), 135,4 (C-9”), 128,2 (C-10"/C-14"), 128,8 (C-11"/C-13") e &¢c 127,0
(C-12”"), como ilustrado na Figura 8c. (Anexos 15-17).

B - SR S L T i J T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
3_211— ) 4.‘?5 - 9]]. 3146 o !.-EI
1.87 §.00 25.91 8.89

Figura 8b: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 27a.
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A obtencdo de 27a foi confirmada no espectro de massas de baixa
resolugéo, pelo pico do ion molecular (M™) m/z 463 (FM C27H21Ns0S). O pico

base em m/z 91 correspondente ao ion tropilio, conforme Figura 8d.
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Figura 8d: Espectro de massa de baixa resolugdo de 27a.

O espectro no IV do derivado 3-[2"-tioxo-3"-(pirrolidilmetil)-17,3",4"-
oxadiazol-5"-il]-1-fenil- f~carbolinico (28a) apresentou as bandas em 3280 (N-H
indol); 1622 cm™ (C=N); 1374 e 1243 cm™ (C=S); 2965, 2948, 2877 cm™ (C-H
pirrolidil); 1567, 1496, 1478, 1445, 1415 cm™ (C=C) e 741 cm™ (N-H indol),

conforme Figura 9a.
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Figura 9a: Espectro no IV (filme/KBr) do composto 28a.
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A introdugdo do grupo pirrolidilaminometil em 28a foi confirmada pelos
sinais em &y 2,89 (s/, 2H, H-8" e H-11"), em &4 1,71 (sl, 2H, H-9” e H-10") e em
5,20 ppm (s/) correspondente aos hidrogénios metilénicos H-6", no espectro de
RMN "H (Figuras 9b). No espectro de RMN "*C, foram observados sinais de
carbonos metilénicos em 49,5 e 23,6 ppm referentes aos carbonos C-8”/C-11"
e C-9”/C-10", respectivamente, além do sinal em 66,1 ppm, atribuido ao C-6"
(Figura 9c) (Anexos 18-20).
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Figura 9b: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 28a.
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Figura 9c: Espectro de RMN "*C (75,0 MHz, DMSO-d;) do composto 28a.
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O espectro no IV do derivado 3-[2"-tioxo-3"-(morfolilmetil)-17,3”,4”-
oxadiazol-5-il]-1-fenil- f-carbolinico (29a) apresentou bandas em 3207 cm™ (N-
H indol); 1622 cm™ (C=N); 1359 e 1248 cm™ (C=S); 1561, 1496, 1455 cm"
(C=C); 2964, 2840 cm™ (C-H morfolil); 1165 cm™ (C-0-C, morfolil) e 742 cm"
(N-H indol), Figura 10a.
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Figura 10a.: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 29a.

A introducdo do grupo morfolilaminometil*®

confirmada pelo sinais em 6y 2,85 (t, 4H, J 1,8 Hz, H-8”" e H-12"), &4 3,60 (t, 4H,
J 1,8 Hz, H-9” e H-11”) e em 5,08 ppm (s, H-6") no espectro de RMN 'H
(Figura 10b), e pelos sinais dos carbonos metilénicos em 50,1 (C-8"/C-12"),
66,4 ppm (C-9”/C-11") e 70,0 ppm (C-6") no espectro de RMN 3C (Figura 10c)
(Anexos 21-23).
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Figura 10b: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-d;) do composto 29a.
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Figura 10c: Espectro de RMN °C (75,5MHz, DMSO-ds) do composto 29a.

O espectro de massas de baixa resolugdo de 29a (Figura 10d)

apresentou pico do ion molecular (M™) em m/z 443 (FM Ca24H21N502S). A

fragmentacao do ion molecular entre os C-3” e C-5” resultou no fragmento com

m/z 243 (F4) correspondente ao pico base. O fragmento correspondente ao

grupo
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Figura 10d: Espectro de massa de baixa resolugdo de 29a. 38
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO — ENSAIOS BIOLOGICOS

4.2.1 Avaliagdo da atividade antitumoral dos derivados 3-[2"-tiox0-3"-
(alquilaminometil)-1",3" ,4” -oxadiazol-5" -il]-p-carbolinicos 1-fenilssubstituidos
(24 - 29 a-c).

A avaliagdo da atividade antitumoral dos derivados 3-[2"-tioxo-(3”-
alquilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il]- #-carbolinicos (24 - 29 a-c) e dos seus
precursores (23 a-c), 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.

Os compostos foram avaliados em culturas de células tumorais humanas
de melanoma (UACC-62), mama (MCF-7), ovario resistente (NCI/ADR), rim
(786-0), pulmao (NCI-460), préstata (PCO-3), ovario (OVCAR) e colo (HT-29).
Os ensaios foram realizados pelo método colorimétrico com sulforrodamina B®
e a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo, segundo metodologia
descrita por Monks e col®.

Os valores de ICsy, que se refere a concentracdo da substancia que
causa 50% de inibicdo do crescimento celular tumoral, IC400 (concentracédo da
substancia para inibigao total do crescimento das células tumorais - atividade
citostatica) e LCsp referente a concentragdo da substéncia que mata 50% das
células tumorais (atividade citotoxica) foram calculados a partir da curva de
concentragao versus porcentagem de crescimento e com esses valores obteve-
se os valores da média dos pontos do grafico (Mean-Graph MidPoint Values)
(MG-MID uM) utilizados para avaliar a atividade de cada composto frente a
todas as células tumorais testadas®’.

Os valores de ICsp MG-MID séo calculados a partir da seguinte equagao:

> logICq,

=Xlo
3 g

células tumorais

10" = IC,,MG — MID 39
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Com esta mesma equacao sao calculados os valores de IC190 MG-MID e
de LCso MG-MID.

Doxorrubicina

100+
75

o
Cs0 —> 5 IC5, MG-MID
E 4
S 254
IC100 atividad 8 1
atividade
citostatica > 3 0 |C100 MG-MID
c ]
LC ) 259 . uacce
- ol —e—MCF7
510 3tlyldade > g 50 NGIADR
citotoxica 1 —v—7860
g ) LCsy MG-MID
o

—<4—PCO3
75 OVCARO03
—e—HT29
—x— K562

-100

10° 10° 10" 10° 10' 10°
0 0,025 025 25 25

Concentragéo (ug/mL)

Na Tabela 2 encontram-se os dados de ICso € na Tabela 3 estdo os
valores de ICqp9 € LCsp dos compostos 3-(2”-tioxo-17,3",4"-oxadiazol-5"-il)-p-
carbolinicos 1-fenilssubstituidos (23 a-c) e das respectivas bases de Mannich
(24-29 a-c). Nestas tabelas estdo os valores de MG-MID (uM) calculados para
cada parametro ICsp, IC19p € LCs9. Compostos com valor de 1Csp > 100 uM
foram considerados n&o ativos e compostos com valores de ICsp < 1,0 uM,
considerados fortemente ativos.

Analisando os valores de MG-MID dos derivados 23 a-c observa-se que
o composto 23c, contendo o grupo 4-dimetilaminofenil, grupo doador de
densidade eletrbnica, na posi¢cdo-1 da unidade p-carbolinica, € o mais ativo
com ICso MG-MID de 20,83 uM.

A comparacéao dos valores de IC5o MG-MID (Tabela 2) mostra que, com
excecao dos compostos 25b, 26¢c, 29c, as demais bases de Mannich foram
mais ativas que seus precursores frente as células testadas.

Pela analise dos valores de ICsq (Tabela 2), verifica-se que a introducéo
do grupo pirrolidiimetil em 28 a-c resultou no aumento da atividade frente a
todas as células testadas em relagdo aos seus precursores, exceto para os
derivados 28c frente a células de rim (786-0) e 28b frente a células de prostata
(PCO-3) (Gréfico 1).
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Comparacdo entre os valores de ICso dos derivados da série da 3-[2"-tioxo-3"-(pirrolidilmetil)-
1",3" 4"-oxadiazol-5"-il]-B-carbolinas (28 a-c) com seus precursores (23 a-c).

80 I — o 23a
75 O 28a
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60 m28b
gg m23c
2 45 m 28c
% 40
Q35
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resistante
Linhagens de células tumorais testadas.

Grafico 1: Comparagdo entre os valores de ICs (uM) dos derivados 3-[2"-tioxo-3"-
(pirrolidillmetil)- 17,3”,4”-oxadiazol-5"il]-f-carbolinicos 28 a-c com os seus precursores 23 a-C.

Os resultados dos ensaios mostraram que dentre todos os compostos, o
composto 27c com o substituinte 4-dimetilaminofenil na posicédo-1 da f
carbolina e o grupo 3-benzilaminometil, foi o mais seletivo dentre todos,
inibindo o crescimento da cultura de células renal (786-0) com valores de ICsg
de 0,38 uM, atividade citostatica (IC19) de 19,62 uM e citotdéxica (LCso) >100
uM e I1Cs590 MG-MID de 4,57uM (Grafico 2).
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Gréfico 2: Resultado do teste antitumural do composto 27c.

O derivado 24c é o mais ativo de todos os novos derivados sintetizados
com valores de IC5p MG-MID (4,37 uM) e I1Cyp0 MG-MID (63,25 uM). Este
derivado apresentou alta concentracao inibitéria frente as células tumorais de
melanoma (UACC-62) e pulmao (NCI-460) com valores de ICso de 0,88 uM e
ICs0 1,01 uM, respectivamente (Grafico 3).
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Gréfico 3: Resultado do teste antitumural do composto 24c.
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Atividade significativa foi observada também para o derivado 24a, com
valor de IC5p MG-MID de 5,89 e forte atividade frente as células tumorais de
mama (MCF7) com valor de ICsy de 0,86 uM (Gréfico 4).
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Grafico 4: Resultado do teste antitumural do composto 24a.

Assim observou-se que os derivados com o grupo fenil e 4-
dimetilaminofenil na posicdo-1 da unidade f-carbolinica apresentaram os
melhores valores de 1Csg MG-MID.

Nos ultimos anos a incidéncia de carcinomas tem aumentado em niveis
alarmantes em todo o mundo. Um numero crescente de pacientes sdo imuno-
comprometidos devido a quimioterapia, transplantes de 6rgaos e a infecgdes.
Esse problema exige a descoberta de novos compostos eficazes contra o
cancer e que atenue os efeitos colaterais e ndo afete as células normais.

Assim realizaram-se a avaliagao da citotoxicidade frente células normais
dos derivados 24-28 a-c. Estes foram avaliados frente as células normais de
pulméo (V79) e de rim (MDCK), conforme Tabela 4. Nos Gréfico 5, 6, 7 estao
ilustrados os resultados das atividades dos derivados 27c, 24a e 24c frente as
células normais.

Observa-se que a Doxorrubicina, droga padrédo nestes testes e a
atualmente mais utilizada no tratamento de cancer, apresentou um ICs de 0,04

uM frente as células tumorais de pulmao (NCI-460) e para atingir o ICsq frente
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as células normais de pulmao (V79) utilizou-se uma dose 2 vezes maior de
Doxorrubicina.

Destacam-se os derivados 27c e 24c, para os quais foi necessaria uma
dose 10 vezes maior para atingir a concentragado que causa 50% de inibicdo do
crescimento das células normais de pulméao (V79), ou seja, estes dois novos
derivados s&o0 menos toxicos para as células normais de pulmdo do que o
padrao.

A Doxorrubicina apresentou valor de ICso de 0,21 uM frente as células
tumorais de rim (786-0) e valor de IC5sy de 0,47 uM frente as células normais de
rim (MDCK), enquanto o derivado 27c apresentou ICsy de 0,38 uM frente as
células tumorais de rim (786-0), ou seja, ligeiramente maior do que o valor do
padrdo, entretanto para que este derivado atinja o ICsy frente as células
normais de rim (MDCK) é necessaria uma dose 10 vezes maior.

Devido a estes dados, juntamente com os dados do estudo in silico, os

derivados 24c e 27c sao fortes candidatos aos estudos in vivo.
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Grafico 5: Resultado do teste de toxicidade frente as células nomais de pulmao(V79) e de rim
(MDKYV) do composto 27c.
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Grafico 6 e 7: Resultado do teste de toxicidade frente as células nomais de pulméo(V79) e de
rim (MDKV) dos compostos 24a e 24c.

45



RESULTADOS E DISCUSSAO — ENSAIOS BIOLOGICOS

Tabela 2: Avaliagdo da atividade antitumoral dos compostos 3-(2"-tioxo-1”,3",4"-oxadiazol-5"-il)-#-carbolinicos-1-benzossubstituidos (23 a-c) e dos derivados

3-[2"-tioxo-3"-(alquilaminometil)- 17,3”,4"-oxadiazol-5"-il]- f-carbolinicos (24-29 a-c). Valores de ICsg e IC50 MG-MID em pM.

Células Melanoma Mama Ovario resistente Rim Pulmao Proéstata Ovario Colo ICs50 MG-MID
(UACC-62) (MCF7) (NCI/ADR) (786-0) (NCI-460) (PCO-3) (OVCAR) (HT29) pM
Compostos
Padrdo (Doxorrubicina) 0,43 0,01 0,13 0,21 0,04 0,46 0,34 0,46 0,14
23a >100 25,54 17.60 27,95 20,60 25,54 31,77 25,54 2925
23b 24,10 27,93 74,99 32,38 73,41 12,20 22,31 27,93 31,26
23c 23,82 18,84 32.11 14,72 19,09 14,72 14,72 40,46 20.83
24a 6,00 0,86 5.90 4,66 5,72 6,12 6,21 43,85 5,89
24b 7,08 4,56 9,27 49,90 4,26 53,54 6,25 >100 14,79
2dc 0,88 5,88 2.78 9,82 1,01 13,31 3,42 22,06 4,37
254 5,29 7,29 30,16 6,51 2,74 26,66 5,99 49,80 10,72
25p >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 100,00
25¢ 10,34 42,04 16,32 5,03 3,99 35,24 39,05 >100 19,50
26a 8,89 40,79 13,49 28,57 7,02 38,99 11,21 >100 21,38
26b 7,58 14,33 3,74 49,81 4,33 20,31 12,28 >100 14,79
26c 8,74 >100 513 52,44 15,19 58,48 18,66 >100 28,18
27a >100 16,87 3,72 1,31 4,63 47,68 6,39 54,29 12,59
27b 11,30 16,64 5.34 7,13 5,25 14,17 5,55 68,52 10,96
27¢ 2,98 10,23 2,55 0,38 1,28 14,96 5,91 56,34 457
28a 7,61 22,81 6,83 9,45 7,58 22,64 6,97 21,53 1148
28b 6,97 11,23 6,65 15,98 17,98 14,25 6,51 24,15 1175
8¢ 6,63 16,08 7.05 21,81 11,04 11,00 5,96 14,13 10.72
29a 6,77 39,43 7,59 11,42 36,77 8,10 7,38 17,61 13,18
29b 6,81 11,49 7.96 51,73 40,43 6,33 10,38 38,91 15,49
20c 24,19 56,35 20,16 67,63 38,55 16,58 47,33 49,28 36,31
MG-MID= Mean-graph midpoint values.
ICso MG-MID= (ZloglCso)/8=médialoglCso depois 10A™eal0gIC50 46
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Tabela 3: Avaliacdo da atividade antitumoral dos compostos 3-(2"-tioxo-17,3",4”-oxadiazol-5"-il)-f~carbolinicos-1-fenilssubstituidos (23 a-c) e dos derivados
3-[2”-tiox0-3”-(alquilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il]- f~carbolinicos (24-29 a-c). Valores de ICyy € LCs (entre parénteses) e IC1oo MG-MID e do LCso MG-MID em pM.

Células Melanoma Mama Ovario resistente Rim Pulmao Préstata Ovario Colo 1C100 MG-MID
(UACC-62) (MCF7) (NCI/ADR) (786-0) (NCI-460) (PCO-3) (OVCAR) (HT29) (LCso MG-MID)
Compostos uM
Padréo (Doxorrubicina) 0,44 (0,99) 0,09 (2,78) 6,14 (68,44) 10,00 (>100) 1,25 (>100) 4,59 (82,12) 2,61 (>100) 10,58 (>100) 2,09 33,37
23a >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
23b >100 >100 >100 >100 >100 35,77 (>100) >100 >100 87,1 >100
23c >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
24a 15,63 (56,88) 16,01 (74,61) 20,10 (63,05) 3,96 (20,62) 17,63 (61,95) 30,91 (>100) 14,64 (52,41) 81,39 (>100) 18,36 60,49
24b >100 98,35 (>100) >100 >100 88,90 (>100) >100 67,50 (>100) >100 93,62 >100
24c 6,81 (>100) >100 39,16 (>100) >100 >100 >100 95,97 (>100) >100 63,25 >100
25a 15,12 (58,99) >100 >100 43,71 (>100) >100 >100 25,59 (>100) >100 60,05 93,62
25b >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
25¢ 57,49 (>100) >100 >100 21,55 (>100) >100 >100 >100 >100 77,03 >100
26a 32,14 (52,07) >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 86,77 92,17
26b 65,59 (48,62) >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 94,86 92,17
26¢ 35,12 (>100) >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 87,74 >100
27a 91,16 (>100) 66,96 (>100) 37,97 (>100) 12,94 (52,62) 39,85 (>100) 72,49 (>100) 34,54 (>100) >100 48,36 92,29
27b 53,52 (>100) 68,48 (>100) 52,52 (>100) 21,66 (41,14) >100 56,83 (>100) 22,25 (>100) >100 51,91 89,49
27c 58,52 (>100) >100 94,87 (>100) 19,62 (>100) >100 (>100) 58,91 (>100) >100 70,94 >100
28a 34,17 (>100) >100 51,40 (>100) >100 >100 72,79 (>100) 27,24 (57,73) 75,33 (>100) 63,44 93,36
28b 21,31 (47,18) >100 46,48 (>100) >100 >100 >100 21,53 (49,91) 91,41 (>100) 61,13 83,18
28c 25,34 (52,70) >100 91,37 (>100) 77,82 (>100) 71,19 (>100) 60,35 (>100) 24,81 (>100) 65,45 (>100) 57,86 93,33
29a 26,24 (53,19) >100 >100 37,81 (>100) >100 63,76 (>100) 28,81 (56,37) 71,36 (>100) 58,11 86,02
29b >100 >100 >100 >100 46,84 (>100) 30,11 (>100) 44,97 (69,85) 57,36 (>100) 66,09 95,61
29c >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
MG-MID= Mean-graph midpoint values. 47

IC100 MG-MID= (ZloglC100)/8=médialoglC1op depois 10AmealogC100
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Tabela 4: Dados para os derivados 24 - 28 a-c frente as células normais de Pulméo (V79) e de Rim (MDCK).

Células Pulméo Rim
(V79) (MDCK) . . , células
Compostos Células Células Células
P ICso IC100 LCso ICs0 [C100 LCso tumorais normal | tumorais norli’rr:al
(Doxorrubicina) Células pulmao pulmao rim (MDCK)
Padrao 008 | 1,50 16,25 047 | 240 | 21,95 (NCI-460) v79) | (786-0)
>100 | >100 >100 | >100
24a 15,74 e Wi 5,03 Compostos Cag Cag Ceo Cso
24b 13,92 12,25 | 90,57 | >100 —
>100 >100 >100 Doxorrubicina
24¢ 9,95 2,03 | >100 (Padrao) 0,04 2x | 0,08 0,21 2x 0,47
25a 314 | 7100 | >100 328 | >100 | 190 24a 5,72 3 | 1574
25b 3332 | 100 | >100 | 450 | >700 | >100 24b 4,26 3 | 13,92
25¢ 2626 | 100 | 2100 | 4503 | 7100 | 100 24¢ 1,01 10x | 9,95
26a 1155 | 100 | >100 541 | >100 | >100 25¢ 3,99 6X | 26,26 5,03 3x 15,03
26b 977 | 100 | >100 444 | >100 | >100 26a 7,02 2X | 1155
o6e 6036 | 2100 | >100 | g4, | >100 [ >100 560 733 X577
27a 492 | 7354 | 7190 | 334 | 367 | 7100 26¢ 15,19 6X | 89,36
27b 1514 | sszs | 190 367 | 8s7s | 100 27a 1,31 3x 3,34
7e 1204 | 100 | >100 285 | 2100 | >100 27b 525 3X | 15714
28a 1602 | 100 | 100 1 5075 | gq34 | 190 27c 1,28 oX | 12,24 038 | 3x 3,85
28b 1398 | 5187 | 190 | 4733 | 7312 | >100 28a 7,58 2X | 16,02 9,45 2x 20,72
28¢ 1540 | 6783 | 719° | 2080 | 9562 | 100
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4.2.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos derivados sintetizados foi
realizada no Departamento de Analises Clinicas da UEM sob responsabilidade
do professor Dr. Benedito P. Dias Filho.

Os ensaios foram realizados aplicando-se o teste de susceptibilidade
pelo método de microdiluicdo para a determinacdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) da amostra e dos antibidticos de referéncia usando meio
Mueller-Hinton, segundo normas descritas pelo NCCLS®®.

A CMI (concentragdo minima inibitéria/concentragcao bacteriostatica ou
concentragdo fungiostatica) € a menor concentracdo de uma substéncia em
ug/mL que inibe o crescimento do microorganismo.

A concentragdo minima tanto fungicida (CMF) ou bactericida (CMB) é a
menor concentragdo da substancia que mata 99,9% do fungo ou bactéria teste.
A CMF ou CMB ¢é determinada pela subcultura do pogo (well) “sem
crescimento” do teste de determinacdo do CMI em placa de Petri contendo o
meio Agar Sabourand, para o teste fungicida, e Mueller-Hinton, para o
bactericida.

Os compostos  3-(2"-tioxo-17,3",4"-oxadiazol-57-il)- f-carbolinicos-1-
fenilssubstituidos (23 a-c) e os derivados 3-[2"-tioxo-3"-(alquilaminometil)-
17,3”,4”-oxadiazol-57-il]- f-carbolinicos (24-29 a-c) foram testados frente as
bactérias Bacillus subtilis ATCC-6623, Escherichia coli ATCC-25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Sthaphylococus aureus ATCC-25923
e aos fungos Candida parapsilosis ATCC-22019, Candida tropicalis ATCC-
28707 e Candida albicans ATCC-10231.

Da série dos compostos 23 a-c, o derivado 23a contendo o grupo fenil
na posicao-1 foi ativo perante as bactérias B. subitilis com valor de CMI/CMB:
7,8/125 pg/mL e S. aureus com valor de CMI/CMB: 62,5/>1000 e frente ao
fungo C. albicans (CMI/CMF: 15,6/62,5 ug/mL).
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O derivado 23b contendo o grupo m-nitrofenil na posigdo-1 mostrou-se
ativo frente as bactérias S. aureus e B. subitilis com valores e CMI/CMB de
125/>1000 e 125/250 ug/mL, respectivamente.

O derivado 23c contendo o grupo p-dimetilaminofenil na posicéao-1
mostrou-se ativo frente as bactérias S. aureus com valor de CMI/CMB:
31,2/>1000 pg/mL e B. subitilis com valor de CMI/CMB: 31,2/250 pg/mL.

Os compostos 24-29 a-c foram inativos frente a todas as bactérias e
fungos testados com CMI > 1000 ug/mL o que demonstra que a introdugao de
um grupo alquilaminometil em 23a-c resultou na perda da atividade

antimicrobiana.
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4.2.3 Estudo in silico.

Na busca de novos medicamentos, a previsdo dos processos
farmacocinéticos de novas substancias nos estagios iniciais da pesquisa é de
extrema importancia. A otimizagao das propriedades de Absorg¢ao, Distribuicéo,
Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade (ADMET) através de modificacdes
moleculares de compostos promissores, € essencial na selegcao dos candidatos
com maiores probabilidades de ndo serem abandonados, mais adiante, na fase
clinica. O fracasso na fase clinica representa grandes perdas de tempo e
dinheiro®.

Uma substancia precisa, para produzir seu efeito esperado, estar
presente em concentracdes apropriadas no local de atuacido especifico. Além
da quantidade ministrada, as concentra¢des obtidas dependem da extensao da
velocidade de absorgao, distribuigao, ligagées e/ou localizacdo nos tecidos,
biotransformacédo e eliminagcdo desta subsancia, estas por sua vez, estao
diretamente correlacionada com a passagem da substancia por membranas
celulares’.

Resumidamente as propriedades de ADME dissem respeito a:

Absorcao: é a passagem do farmaco do local em que foi administrado
para a circulacado sistémica. Constitui-se do transporte da substancia através
das membranas bioldgicas.

Distribuicdo: é a passagem de um farmaco da corrente sanguinea para
os tecidos. A distribuicao é afetada por fatores fisioldgicos e pelas propriedades
fisico-quimicas da substancia.

Metabolismo: é a transformacdo do farmaco em outra(s) substancia(s),
por meio de alteracdes quimicas. A biotransformacgao ocorre principalmente no
figado, nos rins, nos pulmdes e no tubo gastrintestinal.

Excrecao: as substancias sdo eliminadas do organismo tanto na forma
inalterada como sob a forma de metabdlitos. A eliminagao ocorre por diferentes
vias e varia conforme as caracteristicas fisico-quimicas da substancia a ser
excretada’®.
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Dose Absorgao

Biodisponibilidade

o
Eliminacéo Metabolismo Metabolismo
Fecal

Esquema 6: Representacao da biodisponibilidade oral em humanos.

Estudos in silico dos parametros de ADME e de toxicidade sao
realizados em etapas preliminares do processo de desenvolvimento de
farmacos, com o intuito de economizar tempo e direcionar o estudo dos novos
compostos.

Assim, para verificar se os derivados sintetizados tem potencial como
candidatos a futuros farmacos estes foram submetidos a avaliagao in silico

utiizando os programas disponiveis no www.molinspiration.com/cqi.

bin/properties*' e www.organic.chemistry.org/orog/peo**.

Um estudo tedérico de todos os compostos 3-[2"-tioxo-3-
(alquilaminometil)-17,3",4”-oxadiazolil-5"-il]- f-carbolinicos-1-fenilssubstituidos
(24-29 a-c) e dos seus precursores 3-(27-tioxo-1",3",4"-oxadiazolil-5-il)-/-
carbolinicos-1-fenilssubstituidos (23 a-c), foi realizado determinando as regras

° 41 & a area topolégica da superficie polar (TPSA)*.

de Lipinski®

A ‘“regra do cinco de Lipinski” estabelece que para um composto
administrado por via oral ter uma boa absor¢ao ou permeabilidade, o mesmo
devera satisfazer os seguintes critérios**:

a) Numero de grupos doadores de ligagdo hidrogénio, tais como n-
OHNH, (nDLH) < 5;

b) Numero de grupos aceptores de ligagao hidrogénio, tais como n-ON,

(NALH) < 10;
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¢) Massa molecular (MM) < 500;

d) Coeficiente de particdo octanol/agua (milogP) < 5.

Moléculas com mais de uma violagado das regras podem ter problemas
com a biodisponibilidade.

Os valores obtidos, através de calculos tedricos, para os parametros de
Lipinski para os novos derivados 24-29 a-c e para seus precursores 23 a-C
estdo mostrados na Tabela 5. Todos os derivados apresentam numero de
grupos doadores de ligacdo hidrogénio igual a 1 ou 2 e numero de grupos
aceptores de ligagao hidrogénio de 6 a 10, dentro dos padrdes estabelecidos.

As massas moleculares apresentaram-se entre 415,52< MM >498,65
g/mol, com excegao para trés compostos 26b, 27b e 27c que possuem massa
molecular ligeiramente maior que 500,00 g/mol.

Os compostos contendo os grupos isopropilaminometil, pirrolidilmetil e
morfolilmetil ligados ao anel tio-oxadiazolinico apresentaram lipofilicidade
menor do que 5,0, com valores entre 3,69 a 4,41, enquanto que os derivados
com o0s grupos butilaminometil, benzilaminometil e cicloexilaminometil
apresentaram valores maiores do que 5,0, violando uma das regras de
Lipinski®®.

A area de superficie polar (PSA) é um fator que pode ser considerado na
analise da permeabilidade celular. Valores inferiores a 140 A2 indicam uma
boa permeabilidade do farmaco na membrana plasmatica celular®®. Assim a
porcentagem de absorgéo foi estimada usando a equacéo: % ABS = 109 —
0.345 x TPSA, de acordo com Zhao et al”’. De acordo com o critério
estabelecido acima, os compostos 24-29 a-c apresentaram valores de
porcentagem de absorgao entre 68,31-87,30%, indicando que os mesmos tem
boa permeabilidade. O composto 29b demonstrou o mais alto valor de TPSA
(117,94 A?) e o menor valor de absorgdo (68,31%), sugerindo que sua
biodisponibilidade oral e de absor¢ao deve ser baixa.

Apenas os compostos 26b e 27c apresentaram 2 violagdes das regra de
Lipinski, devido ao miLogP maior que 5 e massa molecular maior que 500,00
g/mol. A maioria dos compostos sintetizados n&o apresentou nenhuma violagéo

das regras de Lipinski.
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O LogS determina a solubilidade do composto em agua. A solubilidade
do composto afeta significativamente a sua absorcdo e distribuicao.
Normalmente uma baixa solubilidade leva a uma ma absorcdo. O valor de
LogS é um valor estimado da solubilidade do composto medida em mol.L™". A
maioria dos medicamentos comerciais possuem LogS maior do que 4%, Os
compostos avaliados 24-29 a-c apresentaram LogS de -5,54 a -7,44 moI.L'1, o)
que nao é o ideal.

Para determinar a pontuagdo global como farmaco (drugscore) os
compostos foram analisados pelo uso do programa Osiris (disponivel em

http.//www.organic-chemistry.org)**. Os valores positivos de “drugscore” entre

0,1 e 1,0 mol.L™ indicam que a molécula contém predominantemente grupos
farmacoféricos, que sao frequentemente presentes em medicamentos
comerciais. O valor de “drugscore” combina registros de “druglikeness”, cLogP,
LogS, peso molecular e riscos de toxicidade em um unico valor pratico que
pode ser utilizado para predizer o potencial global dos compostos como
candidatos a novos farmacos®.

Os valores de “druglikeness” e de “drugscore” para os novos derivados e
seus precursores estdo no Grafico 8. Os valores de “drugscore” variaram de
0,053 a 0,29 sendo baixos e os valores de “druglikeness” de 3,68 a -4,00
mol.L™", o ideal para “druglikeness” é que os valores sejam positivos ente 0 a 4,
um valor positivo indica que o composto contém predominantemente
fragmentos que estdo freqlientemente presentes em medicamentos
comerciais**. Todos os derivados com os grupos fenil e 4-dimetilaminofenil na
posicdo-1 da pcarbolina apresentaram valores positivos tanto de
“druglikeness” como de “drugscore”, indicando uma tendéncia como bons
farmacos, com destaque para os derivados 24a e 28a, com 0s maiores valores

de “druglikeness” sendo 3,34 e 3,68 mol.L™, respectivamente.
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Grafico 8: Valores de “Druglikeness” e “Drugscore” dos derivados 3-[2"-tioxo-3"-(alquilaminometil)-
17,3”,4”-oxadiazol-5"-il]- f-carbolinicos (24-29 a-c) e dos seus precursores 23 a-C.
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Tabela 5: Valores tedricos da regra do “cinco de Lipinski” calculados para os compostos

(23 a-c) e (24-29 a-c).

Regra do 5 de Lipinski®
Compostos | % ABS TPSA’ - ~ Log S°
(A2) nALH nDLH milogP | MM n violagdes
aceptores | doadores
232 84,68 | 70,51 5 2 3,80 | 344,40 0 -6,03
23b 68,87 |116,33 8 2 3,74 | 389,40 0 -6,49
23¢ 83,56 | 73,74 6 2 3,90 | 387,47 0 -6,06
” 84,27 | 71,68 6 2 4,31 | 415,52 0 -6,51
- 68,46 | 117,50 9 2 4,27 | 460,52 0 -6,97
pic 83,15 | 74,91 7 2 4,42 | 458,59 0 -6,55
- 84,27 |71,676 6 2 508 | 429,55 1 -6,67
- 68,46 | 117,5 9 2 504 | 474,55 1 713
’se 83,15 |74,914 7 2 518 | 472,62 1 6,71
26a 84,27 | 71,68 6 2 555 | 455,59 1 7,41
- 68,46 | 117,50 9 2 550 | 500,58 2 -6,38
26c 83,15 | 74,91 7 2 565 | 498,66 1 7,44
- 84,27 | 71,68 6 2 504 | 463,57 1 7,16
- 68,46 | 117,50 9 2 500 | 508,56 1 -6,38
e 83,15 | 74,91 7 2 514 | 506,64 2 7,19
- 87,3 | 62,89 6 1 4,29 | 427,53 0 -6,16
- 71,49 | 108,71 9 1 4,25 | 472,53 0 -6,62
. 86,19 | 66,13 7 1 4,39 | 470,60 0 -6,19
ron 84,12 | 72,12 7 1 3,73 | 443,53 0 -5,54
rot 68,31 (117,95 10 1 3,69 | 488,53 0 -6,00
roc 83,00 | 75,36 8 1 3,83 | 486,60 0 -5,57

@ www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
www.organic_chemistry.org/prog/peo

%ABS =109 - 0.345 x TPSA
nDLH (numero de grupos doadores de ligagao hidrogénio) < 5.
nALH (namero de grupos aceptores de ligagao hidrogénio) < 10.
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5. PARTE EXPERIMENTAL.

5.1. INSTRUMENTACAO

Os espectros de RMN 'H e *C foram obtidos em espectrdometro 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 CD3;0D,
mistura de CDCI3/CD3;OD e DMSO. A interpretacdo dos dados foi realizada
com ajuda da técnica de DEPT, em CH3/CH = sinal positivo (+), CH, = sinal
negativo (-), Cp (ndo ligado a hidrogénio) = sinal de intensidade zero e técnicas
bidimensionais de COSY e HMQC.

Os espectros de absor¢cdo na regiao do IV foram registrados em um
espectrofotometro BOMEN, modelo MB-séries, em pastilha de KBr, na regido
de 400 a 4000cm™. Utilizou-se absorcdo em 1601 cm™ de um fime de

poliestireno como referéncia.
5.2. MATERIAIS E METODOS

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram
realizadas em laminas de vidro, utilizando-se silica gel 60 (0,063 — 0,200mm)
da Merck. As eluicbes foram feitas em solventes organicos puros ou
combinados. As revelagdes das placas foram obtidas por irradiacdo com
lampada ultravioleta em 254/366nm, iodo ressublimado e reagente de
Dragendorft.

Na sintese dos compostos foram utilizados os seguintes reagentes: L-
triptofano (Synth, 98,5%; Vetec, 98,5%); benzaldeido (Acros Organic, 99%), p-
anisaldeido (Aldrich, 98%); p-hidroxibenzaldeido (Acros Organic, 99%); vanilina
(Acros Organic, 99%); p-dimetilaminobenzaldeido (Merck, 98,5%); m-
nitrobenzaldeido (Acros organic, 99%); p-nitrobenzaldeido (Acros Organic,
99%), o-clorobenzaldeido (Acros Organic, 99%), enxofre (Vetec, 95%),
isopropilamina (Acros Organics, 99%), n-butilamina (Acros Organics, 99,8%),
cicloexilamina (Aldrich, 99%), benzilamina (Aldrich, 99%), pirrolidina (Aldrich,
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99%), morfolina (Aldrich, 99%), hidrazina hidratada 51% (Aldrich), dissulfeto de
carbono (Aldrich, 99,9%), formaldeido (Merck, 37%), carbonato de sdédio
(Synth, 99,5%), hidroxido de sodio (Synth), Hidroxido de pétassio (Synth) e
sulfato de sodio anidro (Vetec).

Os solventes utilizados nas reagbes foram acetato de etila (Nuclear,
99,5%; Dinémica, 99,0%), hexano (Nuclear, 97%), metanol (Dinamica, 99,5%;
Nuclear, 99,8%), cloroférmio (Dindmica, 99,8%; Nuclear, 99,8%), diclorometano
(Quimex, 99,5%), DMF (Analyticals, 99,8%), THF (Vetec, 99,5%), xileno
(Nuclear), éter de petréleo (Nuclear, 60%), acetona (Nuclear, 99,5%), etanol
(Synth, 95,0%).

Os acidos empregados foram: &acido trifluoroacetico (Vetec, 99,5%),
acido sulfurico (Synth, 95-98%; Nuclear, 98%) e acido cloridrico (Nuclear, 36,5-
40%).

5.3 PROCEDIMENTO PARA A SINTESE DOS COMPOSTOS.

5.3.1 Sintese do triptofano metil éster (19).

COOCH;,
Formula Molecular C12H14N>O5
| | NH, Massa Molecular 218,25 g/mol
I}I Rendimento 95%
H

Em um balédo equipado com um agitador magnético e um condensador,
foram adicionados 14,68 mmol de L-triptofano comercial, 30 mL de metanol e
gotas de acido sulfurico concentrado até total solubilizacido do L-triptofano. A
mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo por 48h. A mistura
reacional foi neutralizada com uma solugdo de carbonato de sddio a 10% e
posteriormente extraido com acetato de etila (3x 30mL). A fase organica foi
seca com sulfato de sdédio anidro e, apos filtragem do secante, o solvente foi
removido em evaporador rotatorio. O produto foi obtido puro com um
rendimento de 95%.
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5.3.2 Sintese das 3-carbometoxi-tetraidro-g-carbolinas-1-fenilssubstituidas (20 a-

C).
A > b 1a~_3 4COOCH;
CTI
g 8 '}I 9a f
H Rl

Em um baldo equipado com um agitador magnético foram adicionados
4,60 mmol de L-triptofano metil éster (19), solubilizado em 10 mL de CH,Cl, e
6,90 mmol de aldeido (1,5 equivalentes) e 10,08 mmol de acido trifluoroacético.
Foram utilizados trés diferentes aldeidos, como mostrado na Tabela 6.

A mistura reacional foi mantida sob agitagdo por 48h. Apos esse periodo
adicionou-se 30 mL de agua destilada e neutralizou-se com uma solugéo
aquosa de NayCO; 5%, extraindo-se posteriormente com diclorometano
(1 x 30mL) e com acetato de etila (2 x 30 mL). O solvente foi removido em
evaporador rotativo. O produto foi recristalizado em metanol. Os produtos
foram obtidos como mistura de produtos cis e frans com rendimentos na faixa
de 80% (Tabela 6).

Tabela 6: Caracteristicas e rendimentos dos derivados 20 a-c.

Reagente (Aldeido) Produto Formula Massa Molecular Rendimento (%)
Molecular (g/mol)
benzaldeido 20a C19H18N205 306,36 80
3-nitrobenzaldeido 20b C19H17N304 351,36 85
4-dimetilaminobenzaldeido 20c Co1H23N30, 349,43 83

5.3.3 Sintese das 3-carbometoxi-g-carbolinas-1-fenilssubstituidas (21 a-c).
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Em um baldo equipado com um agitador magnético e um condensador,
foram adicionados 3,26 mmol dos derivados (20 a-c) dissolvido em 25 mL de
xileno e 9,78 mmol de enxofre em po (3,0 equivalentes). A solugao foi mantida
sob refluxo e agitagdo por 48 horas e posteriormente por 3 horas a 0°C sob
agitacdo, para a precipitacdo. O precipitado formado foi filtrado em funil de
Blchner e lavado com éter de petréleo. Os rendimentos obtidos constam na
Tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas e rendimentos dos derivados 21 a-c.

R’ Produto Formula Massa Molecular Rendimento (%)
Molecular (g/mol)
fenil 21a C19H14N20, 302,33 81
3-nitrofenil 21b C1gH13N30, 347,33 70
4-dimetilaminofenil 21c C21H19N30O» 345,40 90

5.3.4 Sintese das f-carbolinas-1-fenilssubstituidas-3-carboidrazil (22 a-c).

Em um baldo equipado com um agitador magnético e um condensador,
foram adicionados 3,31 mmol dos derivados (21 a-c) (Tabela 8) em 50 mL de
etanol e adicionou-se 52,96 mmol de hidrazina hidratada 51%. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo por 72 horas e posteriormente, por
2 horas a 0°C sob agitagdo. O precipitado formado foi filtrado em funil de

Buchner e lavado com etanol.
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Tabela 8: Caracteristicas e rendimentos dos derivados 22 a-c.

R’ Produto Formula Massa Molecular Rendimento (%)
Molecular (g/mol)
fenil 22a C1gH14N4O 302,33 77
3-nitrofenil 22b C1gH13N503 347,33 72
4-dimetilaminofenil 22¢c CooH19NsO 345,40 a0

535 Sintese das 3-(2"-tioxo-1",3",4” -oxadiazol-5" -il)-f-carbolinicos-1-

fenilssubstituidos (23a-c).

Em um baldo equipado com um agitador magnético a temperatura de
0°C foram adicionados 3,31 mmol dos derivados pcarbolinicos-1-
benzossubstituido-3-carboidrazil (22 a-c) em 20 mL de etanol e adicionou-se
16,56 mmol de dissulfeto de carbono (CS,) (5 equivalentes) e 3,31 mmol de
hidréxido de potassio triturado. A mistura reacional foi mantida a 0 °C sob
agitacao por 1h e posteriormente a reagao foi refluxada sob agitagao por 48 h.
O solvente foi evaporado e o residuo obtido foi dissolvido em agua e a solugao
acidificada com HCI 2 mol.L™', mantendo-se a 0°C por 2h. O precipitado obtido
foi filtrado em funil de Buchner, lavado com agua e recristalizado com metanol.

Os rendimentos obtidos constam na Tabela 9.

Tabela 9: Caracteristicas e rendimentos dos derivados 23 a-c.

R’ Produto |  FomUa eesa | Rendimento(%) | PF (°C)
(g/mol)
fenil 23a | CioH1oN,08 344,46 72 230,0 - 232,0
3-nitrofenil 23b | CyoH11N5O5S 389,38 70 226,0 - 228,0
4-dimetilaminofenil 23¢c CpH17NsOS 387,46 70 186,0 - 188,0
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5.3.6 Sintese das 3-[2"-tiox0-3"-(alquil-aminometil)-1",3",4” -oxadiazolil]-#

carbolinas-1-fenilssubstituidas (24 - 29 a-c).

(24-27 a-c) (28-29 a-c)

Em um baldo equipado com um agitador magnético e um condensador,
foram adicionados 0,5 mmol dos derivados (23 a-c) em 10 mL de etanol,
0,5 mmol das aminas primarias (isopropilamina, butilamina, cicloexilamina,
benzilamina) (24-27 a-c) e 0,5 mmol das aminas secundarias (pirrolidina e
morfolina) (28-29 a-c) e lentamente adicionou-se 6 eq. (3,0 mmol) de
formaldeido 37%. A mistura reacional foi mantida a 70°C com agitagéo por 24
horas e posteriormente, deixada em agitagdo por 1 hora a 0 °C. O precipitado
formado foi filtrado em funil de Buchner lavando com etanol. Os rendimentos

obtidos constam na Tabela 10.
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| —

Tabela 10: Caracteristicas e rendimentos dos derivados 24 - 29 a-c.

R’ R? (Amina) Produto Formula Molecular | Massa Molecular (g/mol) | Rendimento (%) PF (°C)
fenil Isopropilamina 4a Cy3H,1N50S 415,51 62 234,0 - 237,0
3-nitrofenil Isopropilamina 2ab Co3HooNgO3S 460,51 89 236,0 - 237,0
4-dimetilaminofenil Isopropilamina ac CosHo6NgOS 458,58 90 160,0 - 161,0
fenil Butilamina 54 Co4H23N50S 429,54 83 212,0 - 215,0
3-nitrofenil Butilamina 25 Co4H2oNgO3S 474,54 65 230,0 - 235,0
4-dimetilaminofenil Butilamina o5 CosH2sNgOS 472,61 92 214,0 - 216,0
fenil Cicloexilamina 6a CosH25N50S 455,57 74 222,0-224,0
3-nitrofenil Cicloexilamina 26b CosH24NgO3S 500,57 83 222,0-223,0
4-dimetilaminofenil Cicloexilamina 260 CogH3oNgOS 498,65 70 173,0-175,0
fenil Benzilamina 273 Cy7H21N5OS 463,55 79 225,0-228,0
3-nitrofenil Benzilamina 27h Co7H20NgO3S 508,55 77 216,0 - 220,0
4-dimetilaminofenil Benzilamina 276 CogHo6NeOS 506,62 86 200,0 - 205,0
fenil Pirrolidina 28 C,4H21NsOS 427,52 55 207,0 - 209,0
3-nitrofenil Pirrolidina o8h C24H20N6O3S 472,52 52 112,0- 14,0
4-dimetilaminofenil Pirrolidina 28c CosHosNsOS 470,59 92 156,0 - 160,0
fenil Morfolina 20a Co4H21N505S 443,52 82 208,0 - 210,0
3-nitrofenil Morfolina 20b Co4H2oNgO4S 488,52 85 163,0 - 167,0
4-dimetilaminofenil Morfolina 20c CosH2sNgO2S 486,59 83 215,0-217,0
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5.4. PROCEDIMENTO GERAL PARA OS ENSAIOS BIOLOGICOS
5.4.1. Atividade anticancer dos compostos

A avaliagao da atividade anticancer dos derivados 24-29 a-c e 23 a-c, foi
realizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e
Agricolas (CPQBA) da UNICAMP sob responsabilidade dos professores Dr.

Joédo Ernesto de Carvalho e Dra. Mary Ann Foglio.

5.4.1.aLinhagens de células utilizadas

As linhagens de células utilizadas na avaliagdo da atividade anticancer
foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da
América (EUA).

As culturas de células tumorais humanas utilizadas foram:

Tabela 11: Linhagens de célulares utilizadas nos ensaios antiproliferativo.

Tipo celular Cédigo Tipo de cultura
Melanoma UACC-62 Aderida
Mama MCF-7 Aderida
Rim 786-0 Aderida
Pulmao NCI-460 Aderida
Prostata PCO-3 Aderida
Ovario OVCAR Aderida
Colo HT-29 Aderida

Todos os procedimentos foram realizados segundo metodologia descrita

por Monks e col.%.

5.4.1.b Procedimento dos ensaios para a determinacdo da atividade
anticancer dos compostos

Foram plaqueados 100uL de células, em meio de cultura denominada
RPMI-1640 suplementando com 5% de soro fetal bovino inativo (SFB) e
gentamicina (meio RPMI/SFB/gentamicina), nas suas respectivas densidades
de inoculagao em placas de 96 compartimentos. Estas foram incubadas por 24

horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e 100% de umidade. Para cada
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linhagem foram utilizadas um numero estipulado de placas, além da placa Ty
(placa controle), dependendo da quantidade de células obtidas na contagem.
Diluicdo das amostras

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) na
concentragédo de 1g/ml resultando em solugdes estoques. Estas solugdes foram
diluidas 40 vezes em RPMI/SFB/gentamicina. Foram adicionadas 100uL do
composto a ser testado nas placas de 96 compartimentos, exceto na Ty, nas
doses de 0,25; 2,5; 25; 250 mg/ml, sendo realizada no mesmo momento, a
fixagdo e posterior leitura da placa Ty, determinando assim a quantidade de
células presentes no momento em que os compostos foram colocados. As
demais placas foram incubadas por 48 horas. Apds este periodo, foram
realizadas as leituras pelo ensaio do SRB.
Ensaio da Sulforodamina B (SRB):

As placas de 96 compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a
2000 rpm, e foram fixadas com 50 pL de acido tricloroacético a 50% (TCA) para
as células aderidas. Para completar a fixacdo celular, as placas foram
incubadas por 1 hora a 4°C. Apds esse tempo, foram submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua destilada para a remogéo dos residuos de
TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Estas placas foram mantidas a
temperatura ambiente até a secagem completa.

Em seguida, as placas foram coroadas pela adicdo de 50uL de SRB a
0,4% (peso/volume) dissolvido em acido acético a 1%. Estas foram incubadas
a 4°C, durante 30 minutos. Apos esse periodo, as placas foram lavadas por 4
vezes consecutivas com uma solugao de acido 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 solugao
de Trizma Base na concentracdo de 10uL e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-
som. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560nm em

um leitor de microplacas.
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5.4.1.c Analise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus
respectivos brancos e através da féormula abaixo, foi determinada a inibicao de
crescimeto (IC) de cada amostra testada®'.

Se T>C a substancia estimulou o crescimento, n&o apresenta IC.

Se T =2 Top mas < C, a substancia foi citostatica e a formula utilizada é
100*[(T-To)/(C-To)].

Se T<T, a substéncia foi citocida, a formula utilizada é 100*[(T-To)/(C-
To)l;
Sendo que T é a média da absorbancia da célula tratada; C é o controle de
célula; To € o controle das células no dia da adicdo das substancias. O
resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se entdo a porcentagem de
inibicdo de crescimento. As amostras foram consideradas ativas quando
apresentaram inibicdo de crescimento maior que 50% e ainda de forma dose

dependente®’.

5.4.2 Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O ensaio de avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizado no
Departamento de Analises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa, sob
coordenacgao do professor Dr. Benedito Dias Prado Filho, aplicando-se o teste
de susceptibilidade para a determinagcdo da concentracdo minima inibitoria
(CMI).

A CMI é definida como a maior diluicao onde houve inibicado do
crescimento, ou seja, auséncia de turvagao quando comparado com o controle

bacteriano ou de leveduras.

5.4.2.a Teste de susceptibilidade antibacteriana

Os ensaios para avaliacdo da atividade antibacteriana foram realizados,
aplicando-se o teste de susceptibilidade pelo método de microdiluicdo para a
determinagcdo da concentragdo minima inbitoria (CMI) da amostra e dos

antibioticos de referéncia usando caldo Mueller-Hinton em placas de
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microtitulagdo de 96 pogos, segundo normas descritas pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)®.

A solucédo estoque das amostras dos derivados (10mg) dissolvida em
DMSO (1mL), foi diluida repedidamente em meio Mueller-Hinton, obtendo uma
série de concentragbes na ordem de 1mg para 10 ng/mL.

Aliquotas de 100 uL do meio bacteriano foram adicionados em cada
poco. Foi realizada a partir do primeiro poco, uma diluicdo seriada,
homogeneizando e transferindo 100 uL do primeiro pogo para o segundo, do
segundo para o terceiro e assim sucessivamente até o décimo primeiro pogo.
Aliquotas de 5 uL da suspensdo de bactérias contendo 1,0 x 10® UFC/mL,
foram adicionadas a cada poco da placa de microdiluigao.

Foram utilizados também como controle meio n&o inoculado (controle
negativo) e meio sem a substancia (controle positivo). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas.

As Dbactérias utilizadas e seus antibidticos de referéncia foram
Staphylococcus aureus ATCC-25923 (gram +) (penicilina), Bacillus subtilis
ATCC-6623 (gram +) (vancomicina) e Escherichia coli ATCC-25922 (gram -)

(tetraciclina) e Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 (gram -) (tetraciclina).

5.4.2.b Teste de susceptibilidade antifungica

Os ensaios para avaliagcdo da atividade antifungica foram realizados,
aplicando-se o teste de susceptibilidade pelo método de microdiluicdo para a
determinagcdo da concentragcdo minima inbitéria (CMI) da amostra e dos
antibiéticos de referéncia usando caldo Sabouraud dextrose, em placas de
microtitulagdo de 96 pogos, segundo normas descritas pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)®.

Para a padronizagao do in6culo do fungo leveduriforme, foi adicionado
volume suficiente da suspensédo de levedura, em 5 mL de solugao salina estéril,
até a obtencdo de uma turvagao padronizada de acordo com o tubo 0,5 da
escala MacFarland (1,0 x 108 UFC/mL). A suspensao do fungo foi diluida 1:100

em agua destilada (4,95 mL de agua destilada + 50 puL da suspensdo). Em
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seguida 2 mL dessa suspensao foram adicionados em 38 mL de meio RPMI-
1640 (diluigao 1:20).

Aliquotas de 100 uL da suspensao fungica foram adicionados em cada
poco. Foi realizada a partir do primeiro poco, uma diluicdo seriada,
homogeneizando e transferindo 100 uL do primeiro pogo para o segundo, do
segundo para o terceiro e assim sucessivamente até o décimo primeiro pogo.
Aliquotas de 5 uL da suspens3o fungica contendo 1,0 x 108 UFC/mL, foram
adicionadas a cada poc¢o da placa de microdiluigcéo.

Os tubos foram incubados a temperatura de 37 °C por 24 horas.

Os fungos utilizados foram: Candida albicans ATCC-10231, Candida
parapsilosis ATCC-22019 e Candida tropicalis ATCC-28707 e a micostatina foi

utilizada como antifungico de referéncia.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram sintetizados os derivados f~carbolinicos-1-
fenilssubstituidos (23 a-h) contendo o grupo 2”-tioxo-1”,3",4”-oxadiazolil ligado
ao C-3 e suas respectivas bases de Mannich , derivadas das reacdes com
diferentes aminas:

v’ 3-[2"-tioxo-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-2"-il]- f-carbolinicos

(24 a-c);
v’ 3-[2"-tioxo-3"-(butilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-2-il]- /~carbolinicos (25 a-c);
v’ 3-[2"-tioxo-3"-(cicloexilaminometil)-17,3”,4”-oxadiazol-2"-il]- #-carbolinicos

(26 a-c);
v’ 3-[2"-tioxo-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-2"-il]- f-carbolinicos

(27 a-c);
v’ 3-[2"-tioxo-3"-(pirrolidilmetil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-2-il]- f~carbolinicos (28 a-c);
v’ 3-[2"-tioxo-3"-(morfolilmetil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-2"-il]- f-carbolinicos (29 a-c).

Os resultados dos ensaios de atividade antitumoral mostraram que:

- 0s compostos 24-29 a-c foram ativos frente a maioria das células
testadas.

- com excegado dos compostos 25b, 26¢, 29c, as demais bases de
Mannich foram mais ativas que seus precursores frente as células testadas.

- a introducéo do grupo pirrolidilmetil resultou no aumento da atividade
frente a todas as células testadas, exceto para o derivado 28c frente as células
de rim (786-0), em relagdo aos seus precursores.

- 0 composto 27c¢ com o substituinte 4-dimetilaminofenil na posi¢ao-1 da
- carbolina e o grupo 3-benzilaminometil, foi 0 mais ativo dentre todos, inibindo
o crescimento da cultura de células renal (786-0) com valores de ICs5p 0,38 uM.

A avaliagao in silico mostrou que todos os derivados com os grupos fenil
e 4-dimetilaminofenil na posi¢do-1 da p-carbolina apresentaram valores
positivos tanto de “druglikeness” como de “drugscore”, indicando uma
tendéncia como bons candidatos a farmacos, com destaque para os derivados
24a e 28a.
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-Os derivados 24c e 27c sao menos toxico que o padrao comercial,
Doxorrubicina, frente as ceélulas normais de pulméo (V79) e de rim (MDCK),

assim sao fortes candidatos aos estudos in vivo.
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Anexo 1: 3-carbometoxi-1-fenil-B-carbolina (21a)

CH Sn (multiplicidade, J = Hz) dc
1(Co) - 143,8
2 (N)
3(Co) 136,8
4 (CH) 8,89 (s) 117,8
4a (Co) - 130,3
4b (Co) - 122,2
5 (CH) 8,28 (d, 8,1) 1217
6 (CH) 7,35 (td, 2,1; 8,0) 122,4
7 (CH) 7,50-7,70 (m) 130,1
8 (CH) 7,50-7,70 (m) 13,4 " ,
8a (Co) - 141,1 |I
9 (NH) - - |
9a (Co) - 136,1 |
1 (Co) - 131,0 '
2’ (CH) 7,99 (dd,1,5; 8,0) 129,6 / .
3’ (CH) 7,50-7,70 (m) 129,7 !
4 (CH) 7,50-7,70 (m) 130,1 [ ||
5 (CH) 7,50-7,70 (m) 129,7 . _ _
& (CH) 7,99 (dd.1.5; 8.0) 1296 |'I | r ;
c=0 - 166,8 I 8 N | I |
OCHs; 4,03 (s) 53,2 =

ER 'H-1: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, CDCl,/CD;0D) do composto 21a.
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ER **C-1: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, CDCI,/CD3;0D) do composto 21a.

IV (v, cm™; KBr): 3317 cm™ (N-H indol), 1723 cm™ (C=0) do éster, 1499, 1459, 1438,
1387 cm™ (C=C), 1351 cm™ (C-O-C éster), 1253 cm™ (C=C-N) e 740 cm™ (N-H indol).
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EIV-1: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 21a.

84



CH 8 (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1(Co) - 141,4

2 (N) - -
3 (Co) 137,4
4 (CH) 8,80 (sl) 113,0
a (Co) - 129,6
4b (Co) - 121,1
5 (CH) 8,20 (d, 7,8) 121,2
6 (CH) | 7,33(ddd,7,5;7,5;1,5,) | 120,0
7 (CH) 7,51-7,65 (m) 128,6
8 (CH) 7,69 (dd, 6,0; 2,7) 112,5
8a (Co) - 141,0

9 (NH) 11,86 (s) -
9a (Co) - 134,5

1" (Co) - *
2'/6" (CH) 8,10 (dd, 7,0; 1,5) 128,4
3'/5' (CH) 7,51-7,65 (m) 128,5
4’ (CH) 7,51-7,65 (m) 128,2
Cc=0 - 164,5

CONH 9,73 (s) -

NH, 4,62 (s) -
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Anexo 2: 1-fenil-B-carbolina-3-carboidrazida (22a)

NHNH,

FM: C18H14ON4

-
's s
y y
|

— | I ~— T 1 T T L . . L T T T LI | T |
1z 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
et L gl
5.97 6.90 14.82 ]

7.03 48 .23 14.54

ER 'H-2: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 22a.
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ER *C-2: Espectro de RMN *C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds/CDCl;) do composto 22a.

IV (v, cm™; KBr): 1600 cm” (C=0O amida), 3423 cm™ (NH,), 3324 cm™ (N-H indol),

3253 cm™ (N-H amida), 1614 cm™ (C=N), 1521 cm™ (C-N amida), 1494, 1462, 1448 cm”
(C=C), 1247 cm™ (C=C-N) e 730 cm™ (N-H indol).
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EIV-2: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 22a.
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CH Su (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1(Co) - 142,8
2 (N) - -
3(Co) - 1372
4(CH) 8,83 (s) 114,0
4a(Co) - 129,0
4b(Co) - 120,9
5(CH) 8,47 (d, 7,8) 1223
6(CH) 7,34 (1, 7,5) 120,5
7(CH) 7,56-7,71 (m) 129,5
8(CH) 7,56-7,71 (m) 112,8
8a(Co) R 1416
9 (NH) 11,99 -
9a(Co) - 134,0
1'(Co) - 130,9

2'/6'(CH) 8,04 (d, 7,5) 128,6
3'/5'(CH) 7,56-7,71 (m) 128,9

4'(Cy) 7,56-7,71 (m) 129,3
2" (Co) R 1776
5" (Co) - 161,2

Anexo 3: 3-[2"-tioxo-(1", 3", 4”)-oxadiazol-5"-il]-1-fenil-B-carbolina (23a)

FM: C19H120N4S

p»
_
i
A
SICHP,SS —— |
12 11 10
7.38

48.02
16,68 9.70
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ER 'H-3: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 23a.

ppm



l
s A A WS A A AN B N A AW gAY

NN b T R *}W A YA AR O At A b

e e I I ™7 T T T T T
180 160 140 120 io00 80 B0 40 20 ppm

i o
o . |\
iz2o0 100 L] 60 40 20

e T e e R e a1 T
180 160 140 ppm

ER C-3: Espectro de RMN "C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-d;) do composto 23a.

IV (v, cm™; KBr): 3056 cm™ (N-H indol); 1623 cm™ (C=N); 1368 e 1237 cm™ (C=S);
1163 cm™ (C-0-C), 1556, 1495, 1439 cm™ (C=C) e 740 (indol).
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EIV-3: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 23a.




C/H 8 (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1(Co) 141,7
2 (N) -
3(Co) 138,5
4(CH) 8,92 (s) 14,7
4a(Cy) 130,1
4b(Co) 120,7
5(CH) 8,50 (d, 8,1) 122,4
6(CH) 7,40 (t, 6,7) 120,8
7(CH) 7,63-7,72 (m) 129,3
8(CH) 7,63-7,72 (m) 12,7
8a(Cy) 1401
9 (NH) 12,18 (s)
9a(Cy) 1341
1'(Co) 131,1
2'(CH) 8,80 (1, 1,8) 1233
3'(Co) 148,2
4'(CH) 8,45 (d, 1,8) 123,8
5'(CH) 7,95 (t, 7,9) 130,6
6’(CH) 8,42 (d, 1,8) 135,0
2" (Co) 177,6
5" (Co) 160,9

37 (NH) 15,0 -

|
-y A AU J \LJ i
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Anexo 4: 3-[2"-tioxo-(1", 3", 4”)-oxadiazol-5"-il]-1-(3'-nitrofenil)-B-carbolina (23b)

FM: C19H11O3N58

NO,

T | T T ™ ["I""l_"l_"l_l"'f_'l"'r T '| rrrg | rry |'| T T 'T"I“'l’"“l T T T i L § T ™7T T ™ T 7T [ T T 1 T T T T T T |"" T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

| S—— | (S [T | g
5.20 9.7428.49 19.64
9.86 B.55 8.96 9.55

ER 'H-4: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 23b.
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ER **C-4: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-dg) do composto 23b.
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EIV-4: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 23b.
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CH 8y (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1(Co) - 141,5
2(N) - -
3(Co) - 133,4
4(CH) 8,75 (s) 113,0
4a(Cy) - 129,1
4b(Co) - 120,9
5(CH) 8,43 (d, 8,1) 122,1
6(CH) 7,31 (t, 7.,5) 120,4
7(CH) 7,58 (ddd, 7,8; 7,8; 2,0) 128,7
8(CH) 7,70 (d, 8,4) 112,0
8a(Co) B 1415
9 (NH) 11,01 -
9a(Co) - 134,3
1'(Co) - 130,7
2'/6'(CH) 7,97 (d, 8,7) 129,5
3'/5(CH) 7,08 (d, 8,7) 112,8
4'(Co) - 143,2
2" (Co) - 177,5
5" (Co) - 161,3
(CHa)2 3,05 (s) *
37 (NH) 15,0 B

*Em baixo do solvente
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Anexo 5: 3-[2"-tioxo-(1", 3", 4”)-oxadiazol-5"-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina (23c)

NH
N >2:s
\e' g

FM: C21H17ON5S
7 | |
5 ,T\
[ )
r T ! r |
| - JI [l
JII/ | | I | i
5
L
— — 4 _-Il‘- i ""-a_l\_-'l'-u_v..-\_,-'l_-.—.m A ——
T T LI T T 7 1 T T T T T T T ™7 I 1 LI T Trrrrqp 1 T T T T T T I T T 1 'I_I_'_ITI_
15 14 13 iz 11 110 a 8 F) 1 5 4 3 2 | ppm
PRT) T 12T0B. 4L 10,68 2
1 5,0 Ha.u ERERDD 46,55

ER 'H-5: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 23c.
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ER C-5: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-dg) do composto 23c.

IV (v, cm™; KBr): ): 3061 cm™ (N-H); 1609 cm™ (C=N); 1368 e 1237 cm™ (C=S); 1169 cm™ (C-0-C);
1557, 1495, 1453 cm™ (C=C) e 745 (indol)

4000 SDbD 2000 1 UIUU

EIV-5: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 23c.
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Anexo 6: 3-[2"-tioxo-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazolil-5"-il]-1-fenil-B-carbolina (24a)

C/H &y (multiplicidade, J = Hz) Sc
1(Co) 141,06
2(N) -
3 (Co) 138,9
4 (CH) 8,94 (s) 115,9
4a (Cy) 128,8
4b (Co) 121,1
5 (CH) 8,47 (d, 7,8) 122,2
6 (CH) 7,35 (t, 7,3) 120,5
7 (CH) 7,57-7,73 (m) 129,2
8 (CH) 7,57-7,73 (m) 112,8
8a (Co) 140,4
9 (NH) 12,00 (s) -
9a (Co) 133,9
1" (Co) 129,9
2'/6" (CH) 8,09 (d, 6,9) 128,5
3'/5' (CH) 7,57-7,73 (m) 129,0
4’ (CH) 7,57-7,73 (m) 128,9
2" (Co) 174,3
5 (Co) 159,7
6" (CHy) 5,99 (sl) 64,6
7" (NH) 11,43 (sl) -
8" (CH) 4,60 (Quint., 6,9) 46,2
9” (CHa), 1,22 (d, 6,9) 18,9

o
PN
N .
/Ty
—3S

FM: C23H21 N5OS

4.627
8

4,558

|
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ER 'H-6: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 24a.
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ER *°C-6: Espectro de RMN "C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 24a.

IV (v, cm™; KBr): 3040 cm” (N-H indol); 1614 cm™ (C=N); 1390 e 1239 cm™ (C=S),

2971 cm™ (C-H isopropil), 1565, 1487, 1464 cm™ (C=C) e 732 cm™ (N-H indol).
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EIV-6: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 24a.
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Relative Abundance
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EM-6: Espectro de massa de baixa resolugao de 24a.
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CH &y (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1 (Co) - 141,7
2 (N) - -
3(Co) - 137,9
4 (CH) 9,01 (s) 116,7
4a (Co) - 130,5
4b (Co) - 121,0
5 (CH) 8,55 (d, 7,8) 1224
6 (CH) 7,37 (1, 7.3) 120,7
7 (CH) 7,63-7,73 (m) 129,2
8 (CH) 7,63-7,73 (m) 12,7
8a (Co) B 139,09
9 (NH) 12,17 (s) -
9a (Co) - 139,0
1" (Co) - 134,1
2’ (CH) 8,83 (s) 123,3
3 (Co) B 1483
4’ (CH) 8,51 (d, 7,8) 1236
5 (CH) 7,97 (t, 7,9) 130,5
& (CH) 8,44 (dd, 8,1; 1,8) 134,9
2" (Co) - 1743
5" (Co) - 159,9
6" (CHy) 6,00 (sl) 64,4
7 (NH) 11,46 (sl) -
8" (CH) 4,63 (Quint.,6,9) 46,2
9" (CHa). 1,23 (d, 6,9) 18,8
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Anexo 7: 3-[2"-tioxo-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazolil-5"-il]-1-(3’-nitrofenil)-B-carbolina (24b)

9"
6" N)B\ | |
/_ 9" i .’l'r

N | (
N __g | I
5
0]

5

FM: C23H20N603S
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A 1 o J | 4 I
I ] 1 | ‘
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__)[] A _ F A . ' ) g f N -.-.—..—/!._
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12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
g 3 Lol e Al B _— - pe 2]
= : ; 8.94 31.99
Se1® 3.95 e Y 5.07

ER 'H-7: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 24b.
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ER °C-7: Espectro de RMN ™°C (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 24b.

IV (v, cm™; KBr): 3054 cm” (N-H indol); 1611 cm™ (C=N); 1350 e 1239 cm™ (C=S);
2973 cm™ (C-H isopropil), 1566, 1485, 1465 cm™ (C=C) e 728 cm™ (N-H indol).
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EIV-7: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 24b
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Relative Abundance
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EHMQC-7: Espectro HMQC do composto 24b.
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C/H & (multiplicidade, J = Hz) Sc
1(Co) 141,5
2(N)
3 (Co) 138,7
4 (CH) 8,82 (s) 114,7
4a (Cy) 124,9
4b (Co) 121,2
5 (CH) 8,42 (d, 7,5) 122,0
6 (CH) 7,32(t, 7,3) 120,3
7 (CH) 7,60 (t, 7,3) 128,6
8 (CH) 7,72 (d, 8,4) 112,8
8a (Co) 141,3
9 (NH) 11,87 (s)
9a (Co) 133,5
1" (Co) 129,4
2’ (CH) 7,95 (d, 8,7) 129,3
3’ (CH) 6,96 (d, 8,7) 112,2
4’ (Co) 150,8
5 (CH) 6,96 (d, 8,7) 112,2
6’ (CH) 7,95(d, 8,7) 129,3
N(CHa), 3,05 (s) 40,0
2" (Cy) 174,3
5” (Co) 166,7
6” (CH) 5,98 (sl) 64,6
7" (NH) 11,40 (sl)
8” (CH) 4,61 (Quint.,6,9) 46,2
9” (CHz). 1,24 (d, 6,9) 19,0
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Anexo 8: 3-[2"-tioxo-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina (24c)

FM: C25H26N608

—
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3. '1‘3  R— [ L e e e e lir: > = [—" fizcacl] Lo
' 3.73 8.11 4.16 4.70 25,26 .
2.13 2.73 8.71 8,26 3.77 o

ER 'H-8: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 24c.
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ER "°C-8: Espectro de RMN "C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-dg) do composto 24c.

IV (v, cm™; KBr): 3085 cm™ (N-H indol); 1609 cm” (C=N); 1365 e 1240 cm™ (C=S);
2973 cm™ (C-H isopropil), 1557, 1488, 1466 cm™ (C=C) e 740 cm™ (N-H indol).

100

60 —
| i

N = . .

{ -\ 7 | f |V | L

40

20_. !I

104 , B . R
4000 3000 2000 1000

EIV-8: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 24c.
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EM-8: Espectro de massa de baixa resolugao de 24c.
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CIH | 8y (multiplicidade, J = Hz) | 8¢ Anexo 9: 3-[2"-tioxo-3"-(butilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5-il]-1-fenil-B-carbolina (25a)
1(Co) - 1416
2 (N) - - ) /g-\/lill..
3 (Co) - 138,9 o
4 (CH) 8,93 (s) 115.,9
4a (Co) ; 129,9
b (Co) - 1211 g
5 (CH) 8,46 (d, 8,1) 122,2 : 74
6 (CH) 7,35 (t, 7,5) 120,4 FM: CpuHysNsOS
7 (CH) 7,57-7,73 (m) 1292 <
8 (CH) 7,57-7,73 (m) 12,8 i )
8a (Co) 5 1405 :
9 (NH) 11,99 (s) 5 \ 2 - 7 1
9a (Co) - 1375 ' r s |3 |
7 (Co) 5 133,9 Ii ° 1]
276’ (CH) 8,08 (d, 6,9) 128,5 f
375 (CH) 757-7.73 (m) 129.0 ﬁl | l |
4 (CH) 7,57-7,73 (m) 128,9 l | 1
2°(Co) - 1755 I | ' J
5" (Co) - 160,5 p l.*” ‘ | [
6" (CHy) 5,92 (sl) 68,0 J J: L
77 (NH) 11,44 (s)) - Fop ; ” _, If ;
8 (CHa) 3,58 (t, 7.0) 439 I 4 r. | J s A
9" (CHy) 1,56 (Quint., 7,0) 284 | ‘ I '“l l\ [U
10" (CH,) 1,31 (Sext,, 7,2) 19,4 ‘, \ I i o
117 (CHs) 0,90 (t, 7,2) 136 | ), I\ . U \&__MJ ____J J Hw L \
12 11 10 7 6 5 4 3 2 1 ppm
! eyt L b T o Leg e
$eHe  goan e i T 7.91 B 8.85 12,42
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ER ®C-9: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-dg) do composto 25a.

IV (v, cm™; KBr): 3057 cm™ (N-H indol); 1618 cm™ (C=N); 1394 e 1238 cm™ (C=S); 2968, 2920,
2852 cm™ (C-H butil); 1566, 1492, 1456 cm™ (C=C) e 732 cm™" (N-H indol).
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EIV-9: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 25a.
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EHMQC-9: Espectro HMQC do composto 25a.



C/H &y (multiplicidade, J = Hz) Sc

1(Co) 1417
2(N)

3 (Co) 138,9
4 (CH) 9,00 (s) 116,7
a (Co) *

4b (Co) 121,0
5 (CH) 8,55 (d, 7,8) 123,6
6 (CH) 7,37 (1, 7,2) 120,7
7 (CH) 7,63-7,73 (m) 129,2
8 (CH) 7,63-7,73 (m) 112,7
8a (Co) 139,1

9 (NH) 12,17 (s)
9a (Co) 137,8
1’ (Co) 134,1
2’ (CH) 8,83 (s) 123,4
3" (Co) 148,3
4’ (CH) 8,50 (d, 8,1) 122,4
5 (CH) 7,96 (t, 7,9) 130,5
6’ (CH) 8,43 (dd, 8,1; 2,1) 134,8
2" (Cy) 175,4
5" (Co) 158,5
6” (CHy) 5,98 (sl) 68,5

7" (NH) 11,47 (sl)
8" (CHy) 3,59 (t, 7,3) 441
9" (CHy) 1,59 (Quint., 7,2) 28,3
10" (CH,) 1,31 (Sext., 7,5) 19,5
11”7 (CHs) 0,90 (t, 7,2) 13,6

*nao observados
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Anexo 10: 3-[2"-tioxo-3"-(butilaminometil)-17,3",4”-oxadiazolil-5"-il]-1-(3’-nitrofenil)-B-carbolina (25b).
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ER 'H-10: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 25b.



ER C-10: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 25b.

IV (v, cm™; KBr): 3053 cm™ (N-H indol); 1612 cm™ (C=N); 1345 e 1238 cm™ (C=S); 2961,
2928, 2866 cm™' (C-H butil); 1565, 1454 cm™ (C=C) e 731 cm™ (N-H indol).

40+

|
R ]
\ i |
N e | i)
| N / | [
TRy I o
. A fil |
0 it f I
i \ | | |
| [} L& [ .
‘ I i i
| A i |
i [l 1 i |
| | 411 |
! ' 1l U '
i I | |JI Il
. - Y
| | | it
20| (1
| I 4
i1 |
I | Ul il
1y
ol
[
| !
10+ |
3000 2000 1000

EIV-10: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 25b.

106



Relative Abundance

56.96

100

90

80

40

30

20

10

£

50

_ J_u“\_)__.___u_sh__,m_ﬂb]\___,wh_m-\_.l._k_

84.

68.97

156.99
00 101.93
124.00
127.94
317.03
242.01 259.01
228.98 299.03 M +
M L AR U e
HHH MH MH HMHHHH H\\\‘HHH‘ H\MHMM\HMm‘HHHmthHn‘\m\h\mm\\hm‘ ‘\\“ LI H‘M\\Hm‘Mm.\‘m\“ m!\\\ “\u ‘ m" -~ “; 4‘03-‘22‘ ‘44‘11? . ‘47‘4-92 -
100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

EM-10: Espectro de massa de baixa resolugao de 25b.
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EHMQC-10: Espectro HMQC do composto 25b.
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CH 8y (multiplicidade, J = Hz): 8¢
1(Co) - 141,4
2 (N) - -
3 (Co) - 138,7
4 (CH) 8,80 (s) 114,7
4a (Co) - 1249
b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,42 (d, 7,8) 122,0
6 (CH) 732 (@ 7,5) 120,3
7 (CH) 7,60 (t, 7,6) 1286
8 (CH) 7,71(d, 8,1) 12,8
8a (Co) - 141,3
9 (NH) 11,86 (3) -
9a (Co) - 129,3
7 (Co) - 1335
2’ (CH) 7,95 (d, 8,7) 129,3
3’ (CH) 6,96 (d, 9,0) 12,2
4 (Co) - 150,8
5 (CH) 6,96 (d, 9,0) 12,2
6 (CH) 7,95 (d, 8,7) 129,3
2" (Co) - 1755
5" (Co) - 164,6
N(CH) 3,05 (s) 40,0
6" (CH,) 5,92 (sl) 68,2
7’ (NH) 11,41 (s) -
8" (CHy) 3,59 (1, 7,2) 440
9" (CHy) 1,57 (Quint., 7,3) 28,5
10" (CHy) 1,32 (Sext., 7,3) 19,5
11" (CHs) 0,92 (t, 7,3) 13,7
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Anexo 11: 3-[2"-tioxo-3"-(butilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina 25c.
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ER **C-11: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-d;s) do composto 25c.

IV (v, cm™; KBr): 3262 cm™ (N-H); 1608 cm™ (C=N); 1348 e 1229 cm™ (C=S); 2952, 2926,
2865 cm™ (C-H butil); 1558, 1493, 1452 cm™ (C=C) e 734 cm™ (N-H indol).
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EIV-11: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 25c.
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EHMQC-11: Espectro HMQC do composto 25c.



C/H &u (multiplicidade, J = dc
Hz)
1(Co) - 141,6
2(N) - -
3 (Co) - 138,9
4 (CH) 8,94 (s) 115,8
4a (Co) - 128,7
4b (Co) - 121,1
5 (CH) 8,45 (d, 7,8) 122,2
6 (CH) 7,35 (t, 7,3) 120,4
7 (CH) 7,58-7,73 (m) 129,2
8 (CH) 7,58-7,73 (m) 112,8
8a (Co) - 140,3
9 (NH) 12,00 (s) -
9a (Co) - 133,8
1" (Co) - 130,0
2'/6’ (CH) 8,10 (d, 6,9) 128,5
3'/5" (CH) 7,58-7,73 (m) 128,9
4’ (CH) 7,58-7,73 (m) 128,8
2" (Co) - 177,6
5" (Cy) - 166,8
6” (CH,) 6,00 (sl) 65,3
7" (NH) 11,40 (s) -
8” (CH) 4,21 (t,11,7) 53,7
9"/13” (CH>) 1,03-1,84 (m) 29,1
10"/12” (CHy) 1,03-1,84 (m) 25,0
117 (CH,) 1,03-1,84 (m) 25,0
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Anexo 12: 3-[2"-tioxo-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]-1-fenil-B-carbolina (26a)
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ER 'H-12: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-d;) do composto 26a.
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ER C-12: Espectro de RMN ">C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 26a.

IV (v, cm™; KBr): 3042 cm™ (N-H indol); 1613 cm™ (C=N); 1372 e 1237 cm™ (C=S); 2930 e 2852 cm”
(C-H ciclohexil); 1564, 1484, 1453 cm™ (C=C) e 730 cm™ (N-H indol).
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EIV-12: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 26a.
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EHMQC-12: Espectro HMQC do composto 26a.



CH dn (multiplicidade, J = Hz) dc
1(Co) - 141,7
2(N) - -

3 (Co) - 139,1
4 (CH) 9,00 () 116,7
4a (Cy) - *
4b (Co) - 121,0
5 (CH) 8,55 (d, 7,8) 122,4
6 (CH) 737 7,2) 120,6
7 (CH) 7,63-7,73 (m) 129,2
8 (CH) 7,63-7,73 (m) 12,7
8a (Co) - 139,7
9 (NH) 12,17 (s) -
9a (Co) - 137,9
1" (Co) - 134,1
2’ (CH) 8,82 (sl) 1234
3 (Co) - 148 .4
4 (CH) 8,50 (d, 8,1) 123,6
5 (CH) 7,97 (t, 7,9) 130,5
6 (CH) 8,44 (d, 8,1) 134,9
2" (Co) - 174,2
5" (Co) - 164,9
6" (CH,) 6,02 (sl) 65,4
7’ (NH) 11,46 () -
8" (CH) 422 (1, 11,7) 53,8
9’/13"(CH,) 1,03-1,85 (m) 28,96
10" (CHy) 1,03-1,85 (m) 24.9
12" (CH,) 1,03-1,85 (m) 24,6
11" (CHy) 1,03-1,85 (m) 25,1
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Anexo 13: 3-[2"-tioxo-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazolil-5-il]-1-(3’-nitrofenil)-B-carbolina 26b
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ER 'H-13: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 26b.
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ER *C-13: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 26b.

IV (v, cm™; KBr): 3064 cm™ (N-H); 1613 cm™ (C=N); 1346 e 1239 cm™ (C=S); 2930 e 28542 cm™" (C-H
ciclohexil); 1559, 1485, 1459 cm™ (C=C) e 730 cm™ (N-H indol).
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EIV-13: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 26b.
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EHMQC-13: Espectro HMQC do composto 26b.



CH &y (multiplicidade, J = Hz) &c
1(Co) - 141,4
2(N) - -
3 (Co) - 138,7
4 (CH) 8,81 (s) 1146
4a (Co) - 1249
4b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,42 (d, 7,8) 122,0
6 (CH) 732 (1, 7,8) 120,3
7 (CH) 7,60 (t, 7,8) 1285
8 (CH) 7,71 (d, 9,0) 12,7
8a (Co) - 141,2
9 (NH) 11,88 () -
9a (Co) - 1334
1" (Co) - 129,4
2’ (CH) 7,97 (d, 9,0) 129,3
3’ (CH) 6,96 (d, 9,0) 12,1
4’ (Co) - 150,8
5 (CH) 6,96 (d, 9,0) 112,1
6 (CH) 7,97 (d, 9,0) 129,3
2" (Co) - 1742
5" (Co) - *
N(CHjs). 3,05 (s) 39,9
6” (CH,) 5,99 (sl) 65,4
77 (NH) 11,41 (s) -
8" (CH) 4,21 (t,11,7) 53,7
9”/13"(CHy) 1,03-1,84 (m) 29,1
10"/12"(CH,) 1,03-1,84 (m) 25,0
11" (CHy) 1,03-1,84 (m) 25,0
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Anexo 14: 3-[2"-tioxo-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3",4”-oxadiazolil-5"-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina 26c¢.
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ER 'H-14: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 26¢.
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ER **C-14: Espectro de RMN *C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 26c.
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IV (v, cm™; KBr): 3083 cm™ (N-H); 1609 cm™ (C=N); 1361 e 1240 cm™ (C=S); 2932 e 2851 cm™ (C-H

ciclohexil); 1555, 1489, 1450 cm™ (C=C) e 739 cm™ (N-H indol).
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EIV-14: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 26¢.
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EHMQC-14: Espectro HMQC do composto 26c.



C/H &y (multiplicidade, J = Hz) &c
1(Co) - 141,6
2(N) - -
3 (Co) - 138,6
4 (CH) 8,91 (s) 115,9
4a (Co) - 129,9
4b (Co) - 121,0
5 (CH) 8,45 (d, 7,8) 122,2
6 (CH) 7,31-7,38 (m) 120,4
7 (CH) 7,60-7,64 (m) 129,1
8 (CH) 7,70 (d, 8,4) 112,7
8a (Co) - 140,4
9 (NH) 11,96 (sl) -
9a (Co) - 137,4
1" (Co) - 133,9
2'/6’ (CH) 7,89 (d, 6,9) 128,4
3'/5' (CH) 7,60-7,64 (m) 129,0
4’ (CH) 7,60-7,64 (m) 128,9
2" (Co) - 175,1
5" (Co) - 160,1
6” (CHy) 5,78 (sl) 67,7
7"NH 11,74 (sl) -
8” (CHy) 4,85 (s) 47,7
9” (Co) - 1354
10"/14”(CH) 7,31-7,38 (m); 128,2
11°/13"CH) 7,42 (d, 3,6). 128,8
12°(CH) 7,31-7,38 (m); 128,0
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Anexo 15: 3-[2"-tioxo-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazolil-5”-il]-1-fenil-B-carbolina 27a.
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ER 'H-15: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 27a.
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ER ™®C-15: Espectro de RMN "C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 27a.

IV (v, cm™; KBr): 3062 cm™ (N-H indol); 1618 cm™ (C=N); 1396 e 1237 cm™ (C=S); 2915 cm™ (CH,);
1565, 1493, 1454 cm™ (C=C) e 734 cm™ (N-H indol).
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EIV-15: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 27a.
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EHMQC-15: Espectro HMQC do composto 27a.



CH dn (multiplicidade, J = dc
Hz):
1(Co) - 142,1
2 (N) - -
3 (Co) - 138,8
4 (CH) 8,98 (s) 116,7
4a (Co) - 127,8
4b (Co) - 121,0
5 (CH) 8,48 (d, 7,5) 1224
6 (CH) 7,30-7,40 (m) 120,7
7 (CH) 7,62-7,71 (m) 129,2
8 (CH) 7,62-7,71 (m) 112,6
8a (Co) - 1416
9 (NH) 12,14 (s) R
9a (Co) - 134,8
1" (Co) - 1341
2’ (CH) 8,71 (s)) 1232
3 (Co) - 148,2
4’ (CH) 8,43 (dd, 8,1; 1,8) 1236
5 (CH) 7.91(t, 7,2) 130,4
6 (CH) 8,32 (d, 7,2) 135,4
2" (Co) - 176,4
5" (Co) - 160,2
6" (CH») 5,79 (s)) 67,8
77 (NH) 11,78 (s) -
8" (CHy) 4,82 (s) 47,7
9" (Co) - 137,9
10’114 (CH) 7,29-7,40 (m) 128,0
11"[13" (CH) 7,29-7,40 (m) 128,6
12°(CH) 7,29-7,40 (m) 127.8
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Anexo 16: 3-[2"-tioxo-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazolil-57-il]-1-(3’-nitrofenil)-B-carbolina 27b
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ER 'H-16: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-d) do composto 27b.
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ER **C-16: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 27b.
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IV (v, cm™; KBr): 3063 cm™ (N-H indol); 1621 cm™ (C=N); 1348 e 1240 cm™ (C=S); 2899 cm™ (CH,);

1566, 1496, 1454 cm™ (C=C) e 730 cm™ (N-H indol).
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EIV-16: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 27b.
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EM-16: Espectro de massa de baixa resolugéo de 27b.
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EHMQC-16: Espectro HMQC do composto 27b.
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C/H 8, (multiplicidade, J = Hz) d¢c
1(Co) - 141,4
2(N) - -
3 (Co) - 135,4
4 (CH) 8,79 (s) 114,7
4a (Co) - 1248
4b (Co) - 121,2
5 (CH) 8,40 (d, 7,8) 122,0
6 (CH) 7,28-7,39 (m) 120,3
7 (CH) 7,59 (t, 7,8) 128,5
8 (CH) 7,68-7,76 (m) 112,8
8a (Co) - 1411
9 (NH) 11,84 (s) -
9a (Co) - 133,4
1" (Co) - 129,3
2'/6'(CH) 7,68-7,76 (m) 129,1
3'/5'(CH) 6,86 (d, 8,4) 1121
4" (Co) - 150,7
2" (Co) - 175,1
5" (Co) - 160,1
N(CHsa), 3,06 (s) 40,0
6" (CH,) 5,80 (s) 67,8
7" (NH) - -
8" (CHy) 4,86 (s) 47,8
9" (Co) - 138,4
10"/14"(CH) 7,43 (d; 4,5) 128,8
11"/13"(CH) 7,28-7,39 (m) 128,2
12" (CH) 7,28-7,39(m) 127,9
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Anexo 17: 3-[2"-tioxo-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazolil-57-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina 27c.

10" 11"
N 14" 13"
FM: C29H26NGOS
(,. o
| |
(
[ [l |
J | J 7/ J -
_JILx LJ 4\/ LJU#L _J)‘L Jk . S
e T A . S T I N
iz 11 10 9 8 7 6 g 4 3 2 1 ppm
I_‘_l Ll |.r.| L e e L] I_..I.A Ii' Lt et
§.33 d 0.78 4.43 8.0% 0.38 24,89
3.81 «.09 10.7124.25 5.68 6.51

ER 'H-17: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 27c.
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ER ™®C-17: Espectro de RMN C (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 27c.

IV (v, cm™; KBr): 3086 cm™ (N-H indol); 1607 cm™ (C=N); 1363 e 1241 cm™ (C=S); 2888 cm™ (CH,);
1558, 1495, 1443 cm™ (C=C) e 739 cm™ (N-H indol).
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EIV-17: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 27c.
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EM-17: Espectro de massa de baixa resolugao de 27c.
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EHMQC-17: Espectro HMQC do composto 27c.



CH 8y (multiplicidade, J = Hz): &c
1 (Co) - 142,8
2 (N) - -
3 (Co) - 137,2
4 (CH) 8,87 () 113,9
4a (Co) - *
4b (Co) N 120,9
5 (CH) 8,50 (d, 7,8) 122,4
6 (CH) 735 7,2) 120,5
7 (CH) 7,57-7,72 (m) 129,5
8 (CH) 7,57-7,72 (m) 12,8
8a (Co) N 141,6
9 (NH) 11,99 (sl) -
9a (Co) N 134,0
T (Co) N 131,1
2'/6' (CH) 8,05(d, 6,9) 128,6
375 (CH) 7,57-7,72 (m) 128,9
4’ (CH) 7,57-7,72 (m) 129,2
2" (Co) - 177,8
5" (Co) - 159,5
6" (CHa) 5,20 (s) 66,1
7’ (NH) - -
8/11°(CHy) 2,89 (s) 495
9 /10°CHy) 1,71 (s)) 23,6
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Anexo 18: 3-[2"-tioxo-3"-(pirrolidilmetil)-17,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]-1-fenil-B-carbolina 28a

8" 9"
-
/, —10"

/N 11

N
\

,./ | ," l:
! /1 | i
| i {1
ot ,‘Ib | / | I| e |
| | [
ol i
| 1 | i H
{ | AN |
I Y I N | |
i L Aldalh =8 T o S |
Fralp e I b= E L | oW T LI T T T T 1 T L | [ T L T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 4 1 ppm
5.86 T a7 267 o 1561
4.32 9.43 6.68 19.27

ER 'H-18: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 28a.
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ER C-18: Espectro de RMN "*C (75,0 MHz, DMSO-dg) do composto 28a.

IV (v, cm™; KBr): 3280 (N-H indol); 1622 cm™ (C=N); 1374 e 1243 cm™ (C=S); 2965, 2948,
2877 cm™ (C-H pirrolidil); 1567, 1496, 1445, 1415 cm™ (C=C) e 741 cm™ (N-H indol).
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EIV-18: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 28a.
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EHMQC-18: Espectro HMQC do composto 28a.
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Anexo 19: 3-[2"-tioxo-3"-(pirrolidilmetil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]-1-(3’-nitrofenil)-B-carbolina 28b

C/H 8y (multiplicidade, J = H) S¢c

1(Co) . 1417

2 (N) - - 8" o

3 (Co) - 138,6 . N::\

4 (CH) 8,95 (5) 1301 / o

4a (Cy) - * N/N 1

4b (Co) - 120,9 \

5 (CH) 8,54 (d, 7,8) 1225

6 (CH) 7,37 (t, 6,9) 120,7

7 (CH) 7,63-7,72 (m) 129,3 CosHaoNGO3S

8 (CH) 7,63-7,72 (m) 12,7

8a (Co) - 140,2

9 (NH) 12,17 (s)

9a (Co) - 1341

1 (Co) - 1314

2’ (CH) 8,80 (s) 1234

3" (Co) - 1482 [

4 (CH) 8,50 (d, 7,8) 1237 |

5 (CH) 7.96 (¢ 7.8) 130.6 : |/ | (

6 (CH) 8,44 (d, 8,1) 135,1 Jf 2 |' _f

2" (Co) - 177.9 ! i,i p - '

5 (Co) : 159.3 Ff F1 1 | - 4
6" (CHy) 5,20 (sl) 66,2 / / 1 / J fl J J, ;i- 'Ii \ /;.'

7" (NH) - - | 'i|% ‘ I | _! | || h |
8711" (CHy) 2,89 (sl) 495 1 f’ M !n.J A :; _[!; || ' ;'-;
910" (CHj) 1,71 (sl 23,6 s 0 L ) f Yool Mg b M L

A M e
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Bnzs, Tl ke whe

ER 'H-19: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 28b.
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ER **C-19: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 28b.

IV (v, cm™; KBr): 3285 (N-H indol); 1623 cm™ (C=N); 1347 e 1252 cm™ (C=S); 2970, 2874,
2854 cm™ (C-H pirrolidil); 1523, 1498, 1455 cm™ (C=C) e 753 cm™ (N-H indol).
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Relative Abundance
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EM-19: Espectro de massa de baixa resolucao de 28b.
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EHMQC-19: Espectro HMQC do composto 28b.



CH 8 (multiplicidade, J = Hz) dc
1(Co) 143,5
2(N)
3(Co) 133,5
4 (CH) 8,74 (s) 12,7
4a (Co) 1246
4b (Co) 121,0
5 (CH) 8,46 (d, 8,1) 122,1
6 (CH) 7,32 (1, 7,0) 120,3
7 (CH) 7,60 (1, 7,2) 128,6
8 (CH) 7,71 (d, 8,1) 112,8
8a (Co) 1414
9 (NH) 11,87 (s)
9a (Co) 130,8
1 (Co) 129,0
2’ (CH) 7,96 (d, 9,0) 129,4
3’ (CH) 6,97 (d, 9,0) 112,1
4 (Co) 150,9
5 (CH) 6,967 (d, 9,0) 12,1
6 (CH) 7,96 (d, 9,0) 129,4
2" (Co) 177,6
5" (Co) 163,7
N(CHa), 3,05 (s) 40,0
6" (CH) 5,20 (s]) 66,1
77 (NH)
811" (CHy) 2,89 (sl) 49,5
910" (CH,) 1,71 (sl) 236
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Anexo 20: 3-[2"-tioxo-3"-(pirrolidilmetil)-1”,3”,4”-oxadiazolil-5"-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina 28c

. o
N:\
10"
11"
—s
(.
FM: ngHzaNﬁOS
{
|
|
) |
[ r, |
( mis | |
/ J x! } J J J J J'IIJ'I
p'lk - _J|._Jn e ___Jldl

Mﬁ J ( ,»uiU,LII!L_J

/

I I
8 7 6 5 4 3
= e o - — o i
2.11 2.54 2.70 2,80 17.05
2.46 4.98 2.61 5.06 3.81 8.68

ER 'H-20: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 28c.
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ER C-20: Espectro de RMN ">C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 28c.

IV (v, cm™; KBr): 3080 (N-H indol); 1623 cm™ (C=N); 1369 e 1243 cm™ (C=S); 2963, 2949,
2870 cm™ (C-H pirrolidil); 1557, 1497, 1455 cm™ (C=C) e 750 cm™ (N-H indol).

0

S0+

404

304

20+

T T T
4000 3000 2000 1000

EIV-20: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 28c.
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Relative Abundance
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EM-20: Espectro de massa de baixa resolugao de 28c.
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Anexo 21: 3-[2"-tioxo-3”-(morfolilmetil)-17,3”,4”-oxadiazolil-5-il]-1-fenil-B-carbolina 29a

C/H 8 (multiplicidade, J = Hz) dc
1(Co) - 143,0
2(N) - - Y
3 (Co) - 137,2 ;_ N 0
4 (CH) 8,90 (s) 114,3 _N }2_1{
4a (Co) - 129,0 —3S
4b (Co) - 120,9 ’
5 (CH) 8,52 (d, 7,8) 122,4
6 (CH) 7,35(t,7,2) 120,5 FM: Cy4H51N50,S
7 (CH) 7,58-7,73 (m) 129,5
8 (CH) 7,58-7,73 (m) 112,8
8a (Co) - 141,6
9 (NH) 12,03 (s) r
9a (Co) - 1341 ' || '
1" (Co) - 130,6 ?[
2'/6" (CH) 8,05 (d, 6,9) 128,6 | /
3'/5' (CH) 7,58-7,73 (m) 128,9
4’ (CH) 7,58-7,73 (m) 129,3
2" (Co) - 177,6 v
5" (Co) - 161,2 I | 1
6" (CH,) 5,08 (s) 70,0 f i |
7 (NH) - ’ | §
8"/12" (CH,) 2,81 (t,4,3) 50,1 ] l ! ‘ i
97/11” (CH,) 3,61 (t, 4,3) 66,4 | ! ;'i f
N J WiULJgk A
————— T T T T[T S
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
5,90 4:? a7 9’:0 z?.';as:s 8.30 e 16050

ER 'H-21: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 29a.
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ER **C-21: Espectro de RMN *C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 29a.

IV (v, cm™; KBr): 3207 cm™ (N-H indol); 1622 cm™ (C=N); 1359 e 1248 cm™ (C=S); 1561, 1496,
1455 cm™ (C=C); 2964, 2840 cm™ (C-H morfolil); 1165 cm™ (C-0-C, morfolil) e 742 (N-H indol).

© -\\_ﬁ\ F.fJ “*.i"i H l:_ ;; }I ; |" |||‘ |
{ i:.h, a‘;ii"}\ﬂ H&i " |l
' i
- i |
T @il
| Hig
| l' [E] |‘| l _

3000 2000

EIV-21: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 29a.
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EHMQC-21: Espectro HMQC do composto 29a.



C/H 8 (multiplicidade, J = Hz) 8¢

1(Co) 141,7

2(N)

3(Co) 148,2
4 (CH) 8,98 (s) 115,0
4a (Co) *
4b (Co) *

5 (CH) 8,55 (d, 7,8) 122,6
6 (CH) 7,38 (1, 7.,2) 120,8
7 (CH) 7,64-7,73 (m) 1294
8 (CH) 7,64-7,73 (m) 12,7
8a (Co) 140,4
9 (NH) 12,21 (s)

9a (Co) 134,3
1" (Co) 130,1
2’ (CH) 8,80 (s) 1234
3 (Co) 148,2
4’ (CH) 8,50 (d, 7,8) 1238
5 (CH) 7,97 4, 7,9) 130,6
6 (CH) 8,45 (dd, 8,1; 1,8) 135,1
2" (Co) 177,7
5" (Co) 160,6
6" (CHy) 5,09(sl) 70,0
7 (NH)

87/12” (CH,) 2,81 (sl) 50,1
911" (CHy) 3,61 (sl) 66,0

*nao observados
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Anexo 22: 3-[2"-tioxo-3"-(morfolilmetil)-17,3",4”-oxadiazolil-5-il]-1-(3’-nitrofenil )-B-carbolina 29b

i
v L/

C?;": S2I.2" 11"

FM: Cz4H20NGO4S

T T
10

(R )

9

LA = Sy I SN N DA Bt Gl M O N M

8 7

e

4.44 475

3.58
3.83 14.147 9.53

6

L -
7.02 13.81

ER 'H-22: Espectro de RMN "H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 29b.



— T T

T ; : - r L I
180 160 140 120 100

T

&0

ppm

160 1a0 1z0 100 60

ER ™®C-22: Espectro de RMN "C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 29b.

IV (v, cm™; KBr): 3226 cm™ (N-H indol); 1626 cm™ (C=N); 1351 e 1249 cm™ (C=S); 1559, 1497,
1453 cm™ (C=C); 2967, 2859 cm™ (C-H morfolil); 1166 cm™ (C-0-C, morfolil) e 740 (N-H indol).
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EIV-22: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 29b.
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EM-22: Espectro de massa de baixa resolu¢ao de 29b.
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EHMQC-22: Espectro HMQC do composto 29b.



C/H Sn (multiplicidade, J = Hz) dc
1(Co) 143,6

2(N)

3 (Co) 133,6
4 (CH) 8,75 (s) 112,9
4a (Co) 1245
4b (Co) 121,0
5 (CH) 8,46 (d, 7,8) 1221
6 (CH) 7,33 (t, 7.5) 120,4
7 (CH) 7,60 (t) 128,6
8 (CH) 7,72 (d, 8,1) 112,8
8a (Co) 1414
9 (NH) 11,90 (s)

9a (Co) 130,7
1" (Co) 128,9
2" (CH) 7,96 (d, 8,7) 129,4
3" (CH) 6,97 (d, 8,7) 112,1
4" (Co) 150,9
5" (CH) 6,97 (d, 8,7) 112,1
6’ (CH) 7,96 (d, 8,7) 129,4
2" (Co) 177,6
5" (Co) 161,4
6" (CH,) 5,08 (sl) 69,9
N(CH), 3,05 (s) 39,9
7" (NH)

8"/12" (CH,) 2,81 (sl) 50,1
9’1" (CHy) 3,61 (sl) 66,0
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Anexo 23: 3-[2"-tioxo-3"-(morfolilmetil)-17,3",4”-oxadiazolil-5-il]-1-(4’-dimetilaminofenil)-B-carbolina 29¢
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ER 'H-23: Espectro de RMN 'H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 29c.
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ER C-23: Espectro de RMN ">C/DEPT (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 29c.

IV (v, cm™; KBr): 3261 cm™ (N-H indol); 1609 cm™ (C=N); 1364 e 1238 cm™ (C=S); 1556, 1495,
1438 cm™ (C=C); 2964, 2846 cm™ (C-H morfolil); 1165 cm™ (C-0-C, morfolil) e 751 (N-H indol).
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EIV-23: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 29¢
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Relative Abundance
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EM-23: Espectro de massa de baixa resolugao de 29c.






