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Sintese e avaliacdo das atividades antiproliferativa e antimicrobiana de
derivados 1-fenilssubstituido B-carbolinicos contendo as unidades 1,3,4-

oxadiazol-2-ona e 1,3-oxazol-5-ona na posigéo-3.

Palavras chaves: f-carbolinas, 1,3,4-oxadiazol-2-ona, bases de Mannich, 1,3-oxazol-

5-ona, atividade antitumoral e antimicrobiana, estudo in silico

Diversas pesquisas tém sido desenvolvidas para a obteng&o de derivados f-
carbolinicos com diferentes substituintes, principalmente nas posicdes-1 e -3 do anel
p-carbolinico, visando compostos com atividades biolégicas, dentre elas, as
atividades antitumoral e antimicrobiana. Estudos anteriormente realizados por nosso
grupo de pesquisa com esta classe de compostos mostraram que S-carbolinas com
grupos fenilssubstituidos na posicao-1, e diferentes heterociclos na posi¢éo-3,
apresentaram potentes atividades antiprotozoéaria, antiviral, antitumoral e
antimicrobiana.

Compostos contendo as unidades 1,3,4-oxadiazol-2-ona e 1,3-oxazol-5-ona
sdo muito reportados na literatura por possuirem diversas atividades farmacoldgicas
importantes. A potencialidade destes nucleos associada as do nucleo p-carbolinico,
motivou o desenvolvimento do presente trabalho na busca por compostos com
atividades antitumoral e antimicrobiana.

No primeiro capitulo deste trabalho descrevemos a sintese e as atividades
antitumoral e antimicrobiana dos compostos inéditos 1-fenilssubstuido 3-(2-oxo-
1,3,4-oxadiazol-5-il)-g-carbolinicos (87a-g) e das suas bases de Mannich, 1-
fenilssubstuido 3-[2-oxo-3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]-s-carbolinas (88-92
a-d). As f-carbolina-3-carboidrazidas (86a-g), intermediarios chaves da rota sintética
para a obtencdo dos derivados com a unidade 1,3,4-oxadiazol-2-ona foram
preparadas pela reacdo de condensacao do éster metilico do L-triptofano (83) com
aldeidos aromaticos, contendo grupos doadores e retiradores de elétrons, via reacao
de Pictet-Spengler catalisada por acido, seguida pela oxidacdo com enxofre das 3-
carbometoxi-1,2,3,4-tetraidro-fp-carbolinas  (84a-g) e posterior tratamento com

hidrazina hidratada. Para a preparagcdo dos derivados 1-fenilssubstituido 3-(2-oxo-
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1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolinicos (87a-g), as f-carbolina-3-carboidrazidas (86 a-Q)
foram submetidas a reacdo com carbonildiimidazol, em DMF, o que forneceu os
produtos com rendimentos de 20 - 80%. Os derivados 87a-d foram entdo
submetidos a reacdo de condensacdo com diferentes aminas, em presenca de
formaldeido, para a obtencdo das respectivas bases de Mannich, 3-[2-0x0-3-
(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- f-carbolinas (88 - 92 a-d) em rendimentos na
faixa de 20 - 70%.

O segundo capitulo deste trabalho refere-se a sintese e as atividades
antitumoral e antimicrobiana de novas f-carbolinas com a unidade 4-(substituido-
benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona na posicdo-3. Para a preparacao das 1,3-oxazolonas
desejadas, partiu-se das 3-carbometoxi-fg-carbolinas (85), cuja hidrélise com
hidroxido de soédio, em &gua/metanol, forneceu o0s compostos 3-carboxi-p-
carbolinicos (142). A partir da reacdo de 142 com éster etilico do cloridrato de
glicina, seguido de hidrélise do éster terminal e reacdo de sintese de Pléchl-
Erlenmeyer com diferentes aldeidos, em anidrido acético/acetato de sédio foram
obtidos os produtos 1-fenilssubstituido 3-[4-(substituido benzilideno)-5-oxo-1,3-
oxazol-2-il]-g-carbolinicos (146-149), com rendimentos entre 30 - 42%.

As estruturas de todos os compostos sintetizados foram confirmadas com
base na anélise dos dados de RMN *H e **C/DEPT, HSQC, IV e EI-MS.

Os compostos sintetizados foram submetidos a avaliacdo da atividade
antitumoral, frente a diversas linhagens de células tumorais humanas, e da atividade
antimicrobiana frente a diferentes culturas de bactérias e fungos.

Dentre os compostos avaliados quanto a atividade antitumoral, a 1-(p-
dimetilaminofenil)-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolina (87b), 1-fenil-3-[3-
(morfolilmetil)-2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolina (92b) e a 1-(p-metoxifenil)-3-(4-
benzilideno-5-oxo-1,3-oxazol-2-il)-B-carbolina (149) apresentaram valores de Glsg
menores que 10 pM, sendo promissores candidato a continuacdo dos estudos in
vivo. Os compostos avaliados quanto a atividade antimicrobiana n&o foram ativos
para 0os microrganismos testados, apresentando valores de Glso>100 pg/mL.

Com a finalidade de pré-selecionar candidatos a testes in vivo, realizou-se o
estudo in silico dos parametros de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excregéo
(ADME) dos novos compostos sintetizados investigando os parametros de Lipinski,

area da superficie polar (TPSA) e a porcentagem de absor¢éo (% ABS).
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Synthesis, antiproliferative and antimicrobial activities evaluation of of 1-
substitutedphenyl B-carboline derivatives containing 1,3,4-oxadiazol-2-one and

1,3-oxazol-5-one units in position-3.

Keywords: g-carbolines, 1,3,4-oxadiazol-2-one, Mannich bases, 1,3-oxazol-5-one,

antimicrobial and antitumor activities, in silico study

Several research has been developed on the synthesis of f-carboline
derivatives with different substituents, mainly at positions-1 and -3 of the S- carboline
ring, aiming the preparation of compounds with biological activities, among them,
antitumor and antimicrobial activities. Studies previously carried out by our research
group showed that f-carbolines with substituted phenyl groups at position-1, and
different heterocyclic at position-3, presented potent antiprotozoal, antiviral, antitumor
and antimicrobial activities.

Compounds containing the 1,3,4-oxadiazol-2-one and 1,3-oxazol-5-one units
are reported in literature for possessing diverse important pharmacologic activities.
The potentiality of these nuclei, associated to that presented for the B-carbolines,
motivated us to the development of the present work, expecting to obtain new
antitumor and antimicrobial agents.

In the first part of this work we describe the synthesis, antitumor and
antimicrobial activities of the new compounds 1-substitutedphenyl 3-(2-oxo-1,3,4-
oxadiazol-5-yl)-g-carbolines (87a-g) and of its bases of Mannich, 1-substituted phenyl
3-[2-0x0-3-(alkylaminomethyl)-1,3,4-oxadiazol-5-yl]-5- carbolines (88-92 ad). The f-
carboline-3-carbohydrazides (86a-g), intermediate for the synthetic route for the
preparation of the desired derivatives were prepared by the Pictet-Spengler
condensation, under acid catalyses, of L-tryptophan methyl ester (83) with aromatic
aldehydes containing electron donating and withdrawing groups, followed of
oxidation with sulphur of 3-carbomethoxy-tetrahydro-g- carbolines (84a-g), and
further treatment with hydrazine hydrate. For the preparation of the derivatives 1-
substitutedphenyl 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl)- 5-carbolines (87a-g) the S-carboline-

3-carbohydrazides (86a-g) were submitted to the reaction with 1,1'-
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carbonyldiimidazole, in DMF, afforded the products in 20 - 80% yield. The
derivatives 87a-d were then submitted to the condensation with different amines, in
presence of formaldehyde, to give the respective Mannich bases, 3-[2-0x0-3-
(alkyllaminomethyl)-1,3,4-oxadiazol-5-yl]-s-carbolines (88 - 92 a-d) in 20 to 70%
yield.

The second part of this work involved the synthesis, antitumor and
antimicrobial activities of the new p-carbolines with the 4-(substituted-benzylidene)-
1,3-oxazol-5-one unit in the position-3. For the preparation of desired 1,3-
oxazolones, the 3-carbomethoxy-g- carbolines (85) was used as starting material,
which was subjected to hydrolysis with sodium hydroxyde, in water/methanol, to
afford the 3-carboxy-p-carbolines (142). From the reaction of 142 with glycine
hydrochloride ethyl ester, followed for hydrolysis of the terminal ester, and Plochl-
Erlenmeyer reaction with different aldehydes, in anhydride acetic/sodium acetate, led
to the 1-substituted phenyl-3-(substituted benzylidene)-5-oxo-1,3-0xazol]-f-
carbolines (146-149), with 30 - 42% vyield.

All novel compounds were characterized by their data HR-ESIMS, IR, *H and
13C NMR and HSQC.

The synthesized compounds were evaluated against a panel of human tumor
cell lines, and towards different microorganisms, including bacteria and fungi.

Among the evaluated compounds, the derivatives 1-(p-dimethylaminophenyl)-
3-(2-ox0-1,3,4-oxadiazol-5-yl)- 5-carboline (87b), 1-phenyl-3-[3-(morpholylmethyl)-2-
o0xo0-1,3,4-oxadiazol-5-il)- g-carboline (92b) and 1-(p-methoxyphenyl)-3-(4-
benzylidene-5-oxo0-1,3-0xazol-2-yl)-s-carboline (149) showed Glsp values less than
10 uM, being potential candidate for in vivo studies. The antimicrobial assay results
showed that all synthesized compounds were inactive, presenting Glsp > 100 pM.

In order to select candidates for in vivo assays, an in silico study of the ADME
(absorption, distribution, metabolism and excretion) properties of the novel
synthesized p-carboline derivatives was carried out by investigating their Lipinski's
parameters, topological polar surface area (TPSA) and percentage of absorption (%
ABS).
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INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO GERAL

O termo cancer é utilizado para representar um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células, estas dividindo-
se rapidamente invadem tecidos e 6rgdos, determinando a formacédo de tumores
malignos.™? Dentre os farmacos anticancer utilizados na atualidade, destacam-se a
vincristina (Oncovin®), utilizada no tratamento de leucemia, o paclitaxel (Taxol®),
utilizado no tratamento de cancer de mama e ovario e bevacizumab (Avastin®),
usado frente aos tumores de pulméo.

Apesar dos farmacos ja existentes, varios tumores solidos ainda nao dispbéem
de tratamento adequado. O carcinoma de pulmdo, que se encontra entre 0s mais
frequentes em todo o mundo, apresenta respostas modestas a todos os
quimioterapicos disponiveis.>** Segundo levantamento do Instituto Nacional de
Cancer "José Alencar Gomes da Silva" (INCA), no Brasil, as estimativas para o
biénio 2012/2013, apontam para a ocorréncia de 518.510 novos casos de cancer,
com destaque para os canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulméo, colon,
reto, estbmago, mama, colo do Gtero e glandula tireoide.*

Diante desse cenario, € evidente a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas de novos agentes antitumorais e antimicrobianos, de facil absorcdo e com
efeitos colaterais reduzidos.

Os relatos sobre o potencial de alcaloides com o0s nucleos tetraidro-
B-carbolinico () e B-carbolinico (1), naturais e sintéticos, no desenvolvimento de

910 antimicrobianos!®*?

13-23

agentes parasiticidas,”® antivirais, e, principalmente, o

potencial destes como agentes anticancer nos levaram ao estudo desta classe

de compostos.

5 4 5 4
2
7 NH 7 N
No N'g
8 H 1 8 H 1
Tetraidro —f— carbolina () B — carbolina ( 1)

Estudos da literatura sobre a relagdo estrutura-atividade, baseados na
introducdo de diferentes substituintes nas posi¢ées -1, -2, -3 e/ou -9 do nucleo p-
carbolinico, demonstraram a influéncia destes grupos na sintese de derivados mais

17,22

ativos e com menor toxicidade. Dentro deste enfoque e, visando o

1
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desenvolvimento de novos agentes antitumorais e antimicrobianos, nosso grupo de
pesquisa vem desenvolvendo estudos de sintese e avaliacdo de atividades
bioldgicas de séries de compostos contendo diferentes substituintes nas posicées-1
e -3 dos nucleos tetraidro-g-carbolinico e -carbolinico.?**® Os resultados destes
estudos apontaram que a introducéo de substituintes apropriados nas posicdes-1 e -
3 do esqueleto p-carbolinico, aumentam as atividades antitumoral e
antimicrobiana,?® sendo que a presenca de heterociclos na posicdo-3, tais como os
grupos 1,3,4-oxadiazol-2-tiona,® 1,3,4-tiadiazol*® e 1,2,4-triazol-5-tiona influenciaram
significativamente a atividade dos novos derivados sintetizados, levando a
compostos com potente atividade antitumoral.

24, 25

Além dos heterociclos ja estudados por nosso grupo, outros nucleos tais

34-36

como 1,3,4-oxadiazol-2-ona e 1,3-oxazol-5-ona3"®

possuem atividades
farmacolégicas importantes, podendo ser incorporados como substituintes na
posicdo-3 do esqueleto S-carbolinico, o que resultaria em uma gama de novos
derivados p-carbolinicos e na possibilidade de estudar os efeitos de diferentes
heterociclos sobre a atividade.

A potencialidade destes ndcleos associada as do nucleo g-carbolinico, bem
como, o interesse de nosso grupo na obtencdo de compostos com maior atividade,
levou ao desenvolvimento do presente trabalho, no qual realizou-se a sintese e
avaliacdo das atividades antitumoral e antimicrobiana de 1-fenilssubstituido-3-(2-
ox0-1,3,4-oxadiazol-5-il)-g-carbolinas e de suas bases de Mannich (Capitulo I) e de
1-fenilssubstituido-3-[4-(substituido-benzilideno)-5-oxo-1,3-oxazol-2-il]- f-carbolinas
(Capitulo II).

Além disso, para predizer o potencial de novos compostos como farmacos, é
importante um estudo tedrico (in silico) sobre os parametros relacionados a
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME) das novas moléculas antes
de ensaios in vivo.**** Desta forma, neste trabalho procurou-se avaliar in silico os
parametros de ADME dos novos compostos sintetizados, com o objetivo de pré-

selecionar possiveis candidatos a estudos in vivo.
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2 OBJETIVOS

Devido as atividades biolégicas descritas na literatura para os derivados f-
carbolinicos e considerando a necessidade de desenvolver novos farmacos
antitumorais e antimicrobianos, o trabalho teve como objetivos:

v'Preparar e caracterizar uma série de derivados 1-fenilssubstituido-3-(2-oxo-
1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolinicos (Figura 1A);

v'Preparar e caracterizar uma série de derivados 1-fenilssubstituido-3-[2-0x0-3-
(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- g-carbolinicos (Figura 1B);

v'Preparar e caracterizar uma série de derivados 1-fenilssubstituido-3-[4-
(substituido-benzilideno)-5-oxo-1,3-oxazol-2-il]- g-carbolinicos (Figura 1C);
v'Realizar ensaios biolégicos para avaliar as atividades anticancer,

antibacteriana e antifingica dos novos compostos;

v'Realizar estudos de absorcédo e distribuicdo in silico de todos os novos

compostos;

v'Realizar estudos de relagcédo estrutura/atividade dos compostos S-carbolinicos
sintetizados.
Figura 1 - Estrutura dos compostos p-carbolinicos 1-fenilssubstituido propostos, contendo as

unidades: A) 1,3,4-oxadiazol-2-ona; B) 3-alquilaminometil-1,3,4-oxadiazol-2-ona e C) 4-(substituido-

benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona, na posi¢éo-3.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisédo bibliografica a seguir sdo abordados: a) alguns aspectos gerais
sobre compostos S-carbolinicos; b) os principais estudos descritos sobre a sintese e
atividade antitumoral e antimicrobiana de compostos f-carbolinicos, sendo estas as
atividades avaliadas para os compostos sintetizados neste trabalho; c) as pesquisas
anteriores de nosso grupo relacionadas aos objetivos do presente trabalho e uma

breve descricdo sobre parametros in silico utilizados na busca de novos farmacos.
3.1 COMPOSTOS B-CARBOLINICOS: ASPECTOS GERAIS

O isolamento e a sintese de compostos tetraidro-g-carbolinicos e pf-
carbolinico vem sendo alvo de estudos por pesquisadores do mundo todo, devido ao

vasto espectro de fung¢des bioquimicas e farmacolégicas demonstrado para essa

classe de alcaloides.!”#>4®

Os primeiros alcaloides conhecidos desta classe foram nor-harmana (1) e

harmalina (2), isolados da planta Peganum harmala (Zygophillaceae, Syrian Rue)

utilizada na medicina popular do norte da Africa como abortiva.?*74748

\
N
. /N \O N =
N H
1 2

Esta classe de compostos apresenta uma gama de atividades farmacoldgicas,

tais como alucinégena, hipnética, sedativa, anti-inflamatéria,*® 11.12

50, 51

antimicrobiana,

antiviral,®*° antifilarial,’ antitrombética,’ antitripanossémica, antileishmania® ® e

no tratamento de Alzheimer.>>>*

Outros estudos apontam atuacdo também sobre sistemas enzimaticos:
topoisomerase | e 11,°> °® além da acdo inibidora sobre IKK,*” CDKs,***° MK-2,%°
PLK1,%* Eg5° e mono-oxigenases® e interacdo com receptores benzodiazepinicos
e 5-hidréxi-serotoninicos.*"

Além das atividades citadas acima, trabalhos recentes apontam os alcaloides

B-carbolinicos como uma nova classe de potenciais agentes antitumorais.'3 7 20- 657
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3.2 COMPOSTOS p-CARBOLINICOS COMO AGENTES ANTITUMORAIS

Dos varios trabalhos sobre a atividade antitumoral de g-carbolinas, destacam-

se aqueles descritos por Cao e colaboradores™?%

0s quais relatam a sintese de
compostos com diferentes substituintes nas posicdes-1, -2, -3, -7 e -9 da unidade (-
carbolinica e a avaliacdo da atividade antitumoral frente diversas linhagens de
células tumorais humanas.

Dentre os trabalhos de sintese de compostos B-carbolinicos, encontra-se a
descricéo da sintese da nor-harmana (1),** composto sem substituintes no nacleo -
carbolinico, o qual apresentou atividade citotoxica significativa frente as células
tumorais de pulmdo (PLA-801) com valor de concentragdo inibitéria de 50% do
crescimento das células tumorais, isto &, ICsode 17 pM.*

Dentro da seérie dos compostos p-carbolinicos 3a-h, com diferentes
substituintes na posicdo-3 do esqueleto B-carbolinico, 0 composto 3f foi 0 mais ativo
com ICsq de 80 uM, 84 uM e 86 uM frente as células tumorais de figado (HepG2),

gastricas (BGC-823) e cervical (Hela), respectivamente.*

3
S R
7 = N
Ne T

H
3a) R®=COOCH,CHjs 3e) R®>=NHCOOCH,CHs
3b) R®3=CONHNH, 3f) R3=CONHCH,CH,NH,
3c) R3®=NH, 3g) R3=CH,OH
3d) R®%=NHCOOCH;, 3h) R3=CH,OOCCH,
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Cao e col. (2005) ** também sintetizaram compostos com uma metila na
posicdo-1 e diferentes grupos na posi¢cao-3. O composto mais ativo foi o contendo o
grupo 3-carboetdxi (4) com ICgy de 83 pM frente células célon (LOVO) e 86 uM
frente células de figado (HepG2).

N~ COOCH,CH;

CHj

A presenca de diferentes grupos alilsubstituidos na posi¢cdo-1 da unidade -
carbolinica, resultou em compostos com elevada atividade antitumoral, tais como 5a
e 5¢, que apresentaram valores de ICsy de 7,8 uM e 5,7 UM, respectivamente, frente

as células de carcinoma renal (769-P). '

@
N
9N 1
H
CH=CH-R!

5a) R'=CgHs 5¢c) R'=CgH,(3,4,5-trimet6xi)
5b) R'=CgHy(p-OCH;)  5d) CgHy(p-NO,)

Por outro lado a adicdo de substituintes na posicao-9 dos derivados 5b e 5d
resultou nos compostos 6 - 7 (a-b) enquanto a formagdo do sal na posigcédo-2
forneceu os compostos 8a-c e 9a.

Apés avaliacdo in vitro observou-se que os derivados 8a e 9a foram ativos
com valores de ICso de 4,9 uM frente carcinoma renal (769-P) e 5,2 uM frente ao
carcinoma géstrico (BGC-823), respectivamente.®

O composto 8c foi 0 mais ativo com ICsy de 0,46 - 4,6 UM frente a todas as
linhagens de células testadas, com destaque frente as células de carcinoma gastrico
(BGC-823), melanoma maligno (A375) e carcinoma epidermdide oral (KB)

apresentando valores de ICs inferiores a 1 uM para essas linhagens.®
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\ \ \ _
‘ ‘ *Br
N2 N o~AN
Ng 1 'Tlg 1 2
RY CH=CH-R?! R®  CH=CH-R!
6a) R'=CgH,(p-OCHj3) R%=n-C,Hq 8a) R1=C4H,(p-OCH3) R%=H
6b) R1'=CgH,(p-OCH3) R°=(CH,)3CeHs 8b) R1=CgH4(p-OCHs) R®=n-C,Hq
7a) R'=CgH,(p-NO,) R®=COCH; 8c) R1=CgH,(p-OCH3) R®=(CH,)3CgHs
7b) R'=CgH(p-NO,) R%=(CH,)3CqHs 9a) R'=CgH,(p-NO,) R%=COCH;

Cao e col. (2010)'° com o auxilio de estudos 3D-QSAR selecionaram os
compostos 10 - 11 (a-b) como promissores agentes anticancer.

Ao sintetizar os compostos 10a e 10b e avalia-l6s frente diferentes células
tumorais, estes apresentaram valores de ICso de 7,5 uM e 4,7 uM, respectivamente,
frente as células tumorais de mama (MCF-7).

Por outro lado, os compostos 11a e 11b, sem substituinte na posi¢do-9 e com
o grupo fenilpropil na posicdo-2, apresentaram ICso de 3,5 uM e 7,1 uM para células
tumorais gastricas (BGC-823).%°

R3
AN R® X
‘ * Br
N N
N = H \RZ
R|9 Rl Rl

10a) R'’=CH; R%mn-C4Hg RP=CONH(CH,),NH,  1la) R!’=CH; R?=(CH,);C¢Hs R3*=H

10b) R'=CH,; R9%=CH,CgHg R3=CONH(CH,),NH, 11b)R'=H R?=(CH,);C¢Hs R®*=H

A sintese e estudos de relacdo estrutura-atividade de compostos f-
carbolinicos com os grupos carboxamida e amina na posi¢do-1, sugeriram que 0
grupo amina (12a-f) € o grupo bioisostero apropriado e que a introducdo de um
grupo alquilaril na posicdo-9 potencializa o efeito citotoxico destes derivados,
destacando-se o potencial antiproliferativo do composto 12e, o qual apresentou ICsg

de 2,2 uM, 2,9 uM e de 4,0 uM, frente as ceélulas tumorais renais (769-P), de
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prostata (22Rv-1) e hepaticas (HepG2), respectivamente, valores estes melhores do

que os da cisplatina (farmaco de referéncia).?®

8
N
N =
F|29 R!
12a) R'=NH(CH,),NH, R%=n-C,H, 12d) R*=NH(CH),NH, R%=(CH,)3CeHs

12b) R'=NH(CH,),NH, R9=CH,CeHy(p-F)  12€) R'=NH(CH,);NH, R%=(CH,)3CgHs

12c) R*=NH(CH,),NH, R®=CH,C4Fs 12f) R™=NH(CH,)sNH, R%=(CH,)3C¢Hs

Compostos B-carbolinicos sollveis em agua, tendo na posicdo-3 cadeias
longas contendo grupo amino, na posicdo-1 o grupo fenil(3,4,5-trimetoxi) e na
posicdo-9 o grupo propilfenil (13a-d), apresentaram ICsp < 10 pM frente a dez
linhagens de células tumorais humanas: epidermdide da nasofaringe (KB), gastrica
(BGC-823), renais (769-P, 786-0 e OS-RC-2), hepatico (HepG2), melanoma (A375),
célon (HT-29), préstata (22RV1) e mama (MCF-7).%°

O estudo de mecanismo de acdo por espectroscopia de ultravioleta-visivel e
de fluorescéncia das B-carbolinas 13a-d indicou interacao significativa com a dupla
hélice do CT-DNA, evidenciado pelo efeito batocrémico, isto é, o deslocamento das
bandas de absorcdo para comprimento de onda maior, e pelo nitido hipocromismo
(diminuicdo da absortividade molar conforme o aumento da concentracdo de CT-
DNA)_GQ, 70

13a) 0 1

13b) 1 0

13c) 1 1

13d) 2 1
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Atualmente, o uso de Docking Molecular possibilita uma pré-selecdo de
compostos com provavel atividade antitumoral, direcionando a sintese. Dentro deste
enfoque, Wu e colaboradores (2010)"* sintetizaram e avaliaram a atividade de
dezoito compostos 1,3,9-substituidos (14a-r).

A avaliacdo da atividade antitumoral in vitro, frente a cinco linhagens de
células tumorais, e testes in vivo (inducdo de tumor solido com células S180 em
ratos) indicou que o composto 140 apresentou ICso de 11,1 uM frente as células
tumorais humanas de melanoma (B16) e, no teste in vivo, este foi mais eficiente que
o padréo citarabina.”

Os dados obtidos dos espectros de UV (Figura 2), a partir dos ensaios com
CT-DNA, sugeriram que 0 mecanismo de acdo desses compostos é em parte por
intercalacdo no DNA. A analise por estudos de 3D-QSAR demonstrou que a
atividade in vivo tem significativa dependéncia eletrostatica e estérica do grupo
aminoacido terminal.”*

14a)R=H 14j) R = CH,OH
14b) R = CH4 14k) R = CH(OH)CHj3
. _copl 14c) R = CH(CHy), 141) R = CH,CONH,
‘ h 14d) R = CH,CH(CHy), 14m) R = CH,CH,CONH,
H 1/ N R 14e) R = CH(CH3)CH,CH;  14n) R = CH;CgH,(p-OH)
H—LH 14f) R =CH,CH,SCHj; 140) R = CH,CO,BzI
///COZBZ' 14g) R = NH=NCH,CH,CH, 14P) R = CH3(CH2),NH;

14h) R = CH,CgHs 149) R = imidazol-3-ilmetileno

14i) R = indol-3-ilmetileno ~ 141) R = CH,CH,CO,BzI

Figura 2 - Espectro de Absor¢cédo do composto 14d em diferentes molaridades de CT-DNA.

.

J
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Esses estudos sobre mecanismo de acao indicaram que as p-carbolinas
podem intercalar entre a hélice do DNA causando danos ao DNA, ou seja, atuam
como intercaladores do DNA. Os estudos mostraram uma correlagao direta entre a

habilidade de intercalacdo ao DNA e a citotoxicidade.®® "

3.3 COMPOSTOS p-CARBOLINICOS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

Ha& centenas de antibidticos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias, sem ter efeitos toxicos para o
homem ou animal. Apesar disto, muitas bactérias se tornaram resistente aos
medicamentos ja existentes sendo necessario novos medicamentos antimicrobianos
eficientes.’® "3

Dentre as varias classes de agentes com propriedades antimicrobianas
encontram-se os alcaloides S-carbolinicos.”

A substéancia 1-metil-1,2,3,4-tetraidro-f-carbolina (15) isolada por extracéo
acido-base dos galhos de Calycorectes psidiiflorus por Domingues e col. (2010),

apresentou-se “moderadamente ativa” frente ao fungo Candida tropicalis.”

Ir=

15

10



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Além disso, as eudistominas X e W foram isoladas de Eudistoma sp.e
avaliadas quanto a atividade antimicrobiana. A eudistomina X (16) apresentou
propriedade antibacteriana frente as bactérias Bacillus subtilis, Staphyllococcus
aureus e Escherichia coli e atividade fungicida frente a Candida albicans, enquanto a
eudistomina W (17) foi seletiva, possuindo atividade frente ao fungo C. albicans mas

ndo apresentou atividade antibacteriana.”®

HO \ HO
w ®
H
16 \T

Alcaloides p-carbolinicos isolados de Peganum harmala L. foram avaliados

frente as bactérias B. subtilis, S. aureus, E. coli e Proteus vulgaris e frente aos
fungos Aspergillus niger e Candida albicans. A harmina (18) foi o composto mais
ativo frente a P. vulgaris, B. subtilis e C. albicans com zona de inibicdo entre 21,2

mm e 24,7 mm.*?

18

11
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Em 2010, Shin e colaboradores’’ isolaram o composto 1-acetil-S-carbolina
(19) de um fungo actinomiceto marinho. Este composto exibiu concentracdo minima
inibitéria (CMI) de 64 pg/mL frente as bactérias patogénicas gram-positivas
Staphylococcus aureus resistente a Meticilina, Enterococcus faecalis, B. subtilis e
valor de CMI = 128 pg/mL frente as bactérias gram-negativas E.coli e Klebsiella

pneumonia, Legionella birminghamensis e Pseudomonas aeruginosa.”’

\
/N
N
H

19
o)

Wu e col. (2010)" sintetizaram p-carbolinas conjugadas com neaminas e a
atividade antibacteriana foi avaliada frente a P. aeruginosa, sendo que 0S compostos

20a, 20d e 21d foram os mais ativos.

HO NH,
HO
0
H,N
H,N
o)
NH,
OH 20a) R=H, n=2
Q NH 20b) R=H, n=4
/y) 20c) R=H, n=6
X NV /n 20d) R=H, n=8
H 21a) R=CHj, n=2
\ =N 21b) R=CHa, n=4
N 21¢) R=CHg, n=6
R 21d) R=CHj, n=8

12
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A atividade antimicrobiana in vitro de uma série de manzaminas modificadas
na posicao-6 e 8, pela introducdo de grupos amidas, foi investigada frente C.
albicans, E. coli, P. aeruginosa, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium
intracellulare e Aspergillus fumigatus.” Dentre os compostos com substituintes na
posicdo-6, os derivados cicloexamidamanzamina 6-A (22a) e pivalamidamanzamina
6-A (22b) demonstraram as melhores atividades frente a M. intracellulare, com
valores de ICsp de 1,26 uM e 1,54 uM, respectivamente.

O derivado 8-n-octamidamanzamina A (23a) foi ligeiramente mais potente que
manzamina (ICso = 0,508 pM) e o composto 8-n-hexamidamanzamina A (23b) foi o

mais potente dentre todos com um ICso de 0,030 uM."®

Posicéo-6 | Posicéo-8

22a) R= @ 23a) R= ~ 7 TN

22b) R= —C(CHg); | 23b) R=—" ">

13
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As p-carbolinas (24a-c) da classe das eudistominas Y foram isoladas e
guimicamente convertidas aos derivados 25a-c A avaliagdo destes compostos frente
a diferentes microrganismos (S. aureus, B.subtilis, Micrococcus luteus, Salmonella
typhimurium, Proteus vulgaris, E. coli, A. fumigatus, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes e C. albicans) mostrou que os compostos 24a-c, com
um grupo carbonila em C-10, exibiram atividades antibacteriana superiores aos

compostos 25a-c, que contém um grupo hidroxi na mesma posic&o.”

24a) R'=Br, R?=H 25a) R1=Br, R?=H
24b) R=H , R2=Br 25b) R'=H , R?=Br
24c¢) R'=Br , R%=Br 25¢) R'=Br, R2=Br

3.4 TRABALHOS DE NOSSO GRUPO DE PESQUISA

Nosso grupo de pesquisa vem desde 2003, trabalhando com a sintese e
atividade biolégica de compostos f-carbolinicos contendo grupos fenilssubstituido na
posicdo-1 da unidade S-carbolinica e diferentes grupos na posi¢cao-3.

Formagio (2008)% e Tonin (2009)* sintetizaram derivados f-carbolinicos com
os grupos benzilidenocarboidrazida (26),%® alquilidenocarboidrazida (27),% e
alquilcarboxamida (28)* na posicdo-3, conforme ilustrado no Quadro 1.

Os compostos sintetizados apresentaram atividade antitumoral frente a
diversas linhagens de células tumorais humanas com valores de Glsg inferiores a 10
UM (Quadro 1).

14
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Quadro 1 - Exemplos de compostos f-carbolinicos 1,3-dissubstituidos sintetizados e avaliados

biologicamente por nosso grupo de pesquisa.

€ R®
N
e
H
Rl
R? Substituintes nas Células tumorais
posicdes RY/R? Valor de Glsg
R'= 3-nitrofenil Rim (786-0)
= 3_1_ G!50: 0,04 IJ.M
Q | R™=p-N(CHs) Ovario (OVCAR-03)
Glso= 0,19 uM
,?.L’)J\N/N\ \ \ L o . %0 u
H R3 R'= p-metoxifenil Pulmé&o (NCI-460)
H R3=0_CI G|50=1,43 HM
Benzilidenocarboidrazida (26) Colo (HT-29)
Glgo=1,26 PM
0 R'=p-hidroxifenil Melanoma (UACC-62)
)J\ ; Re=cicloexil Glso=7,86 UM
/N:R
Y N 1 :
H R*=o-clorofenil Mama (MCF-7)
Alquilidenocarboidrazida (27) R°=ciclopentil Glso=7,37 uM
R'=m-metoxi(p-hidroxi)fenil/ Pulmé&o (NCI-460)
o) . Gl50=0,04 uM
3— 50— VY,
)J\ ] R*=benzi Ovério res.(NClI-
R\.
- ADR/RES)
bz?. H G|50= 0,04 lJ.M
Alquilcarboxamida (28) R'= fenil/ Pulm&o (NCI-460)
3_ - .- G|50 0,10 HM
R*=pirrolidina Leucemia (K-562)
G|50=0,20 |JM

Compostos p-carbolinicos com anéis heterociclicos na posicéo-3, tais como
1,3,4-oxadiazol-2-tiona (29),** 1,3,4-oxadiazol-2-metiltio (30),%* 3-(alquilaminometil)-
1,3,4-oxadiazol-2-tiona (31),° 1,2,4-triazol-5-tiona (32),** 1,2,4-triazol-4-amino-5-
tiona (33)* e 1,2,4-triazol-4-amino-5-metiltio (34),>® mostrados no Quadro 2, foram

também sintetizados e avaliados frente a células tumorais humanas.

15
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Quadro 2 - Exemplos de compostos p-carbolinicos-1,3-dissubstituidos, contendo heterociclos na
posicdo-3, sintetizados e avaliados biologicamente em estudos anteriores por nosso grupo de
pesquisa.

N—NH /
N—NH /4 / /\H
/< /K ° 2 S ) \
O
SN s | N /
o 1,3,4 - oxadiazol - 2 - metiltio (30) 3 o xg

N
1,3,4 - oxadiazol - 2 - tiona (29) H
/ 3 - (alquilaminometil) -1,3,4 -
\ oxadiazol - 2 - tiona (31)
3 Heterociclos
‘ N R2= i) CH(CHa), i) CH,CsHs
= N
/ H 1
N—NH R —
/4 A ‘ ) V'
N5 s /4 )\ s
N—NH 3 5 7S

Zz2—2

H,

H
1,2,4 - triazol - 5 - tiona (32) /4 \/\
3N 5 s

NH,

4 - amino - 1,2,4 - triazol - 5 - metiltio (34)

4 - amino - 1,2,4 - triazol - 5 - tiona (33)

NO,
R @— ) (b)ON< (0’@ <d){> ©— )—on ®—_)—ocH,
Cl

Os compostos contendo o nicleo 1,3,4-oxadiazol-2-tiona (29)**°

na posicao-
3 da unidade p-carbolinica e diferentes grupos fenilssubstituidos na posicéo-1,
apresentaram potente atividade antitumoral. Dentre estes os derivados contendo 0s
grupos m-nitrofenil (29d) e p-hidroxifenil (29e), na posi¢do-1 da fS-carbolina, foram
ativos e altamente seletivos frente as células de ovario resistente (NCI-ADR/RES)
com Glsode 0,45 uM e 0,37 uM, respectivamente.

Os compostos contendo o nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-metiltio (30)%*33

e 0s
grupos fenil (30a) e o-clorofenil (30c) na posi¢ao-1, apresentam atividade antitumoral
frente as células de leucemia (K-562) com valores de Gl50=0,43 uM e Gls50=0,17 uM,
respectivamente, e com forte atividade para as células de ovario (OVCAR-03) com
Glso de 0,01 pM.

Os derivados 2-tioxo-3-(isopropilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-f-carbolinicos
(31bi) e 2-tioxo-3-(benzilaminometil)-1,3,4-oxadiazol p-carbolinicos (31bii), ambos
16
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com o grupo 4-N,N-dimetilaminofenil na posi¢cdo-1, apresentaram atividade frente as
células tumorais de pulméo (NCI-460) com Glso de 1,01 uM e 1,28 pM. O derivado
31bii apresentou alta seletividade, inibindo o crescimento da cultura de células renal
(786-0) com valores de Glsg de 0,38 pM.?

Entre os compostos com o nucleo 1,2 ,4-triazol-5-tiona (32),%* os derivados
com os grupos p-dimetilaminofenil (32b) e p-hidroxifenil (32e) foram ativos frente as
células tumorais de rim (786-0) com valores de Glsg de 0,04 uM e 0,17 uM,
respectivamente.

Entre os compostos com o nucleo 4-amino-1,2,4-triazol-5-tiona (33), 0s
derivados com os grupos p-dimetilaminofenil (33b) e p-hidroxifenil (33e) na posicao-
1, foram ativos frente as células tumorais de rim (786-0) e pulméo (NCI-H460) com
valores de ICsgp inferiores a 1,0 uM.

Os compostos com o nucleo 4-amino-1,2,4-triazol-5-metiltio (34) e os grupos
fenil (34a) e o-clorofenil (34c), apresentaram atividade frente as células tumorais de
leucemia (K-562), com valores de Glsp 2,04 uM e 1,92 uM, respectivamente.

Os compostos com o heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-tiona na posi¢cao-3, foram
avaliados quanto a atividade antimicrobiana e o composto 29a contendo 0 grupo
fenil na posicdo-1 foi ativo perante as bactérias Bacillus subitilis, S. aureus e ao
fungo Candida albicans com valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) de 7,8,
62,5 e 15,6 pg/mL, respectivamente. O derivado 29b contendo o grupo p-
dimetilaminofenil na posicdo-1 mostrou-se ativo frente as bactérias B. subitilis e S.

aureus com valores de CMI de 31,2 pg/mL.%°

N—NH N—
P [~
SO o
N /N N /N
H H
29a 29b
NN

Devido aos resultados destes estudos observa-se que a introducédo de
substituintes apropriados nas posicdes-1 e -3 do esqueleto f-carbolinico aumentam

a atividade antitumoral e antimicrobiana dos derivados f-carbolinicos.

17
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3.5 ANALISE IN SILICO DOS PARAMETROS DE ABSORCAO, DISTRIBUICAO,
METABOLISMO E EXCRECAO (ADME)

Nos estagios iniciais da pesquisa envolvendo a busca de novos farmacos, a
previsdo dos processos farmacocinéticos de novas substancias é de extrema
importancia. A otimizagéo das propriedades de Absorcéo, Distribuigdo, Metabolismo
e Excrecdo (ADME) atravées de modificacbes moleculares de compostos
promissores, é essencial na selecdo dos candidatos com maiores probabilidades de
ndo serem abandonados, mais adiante, na fase clinica, uma vez que o fracasso na
fase clinica representa grandes perdas de tempo e dinheiro.*

Uma substancia precisa, para produzir seu efeito esperado, estar presente em
concentracbes apropriadas no local de atuacdo especifico. Além da quantidade
ministrada, as concentragbes obtidas dependem da velocidade de absorcgéao,
distribuicdo, ligacdes e/ou localizagdo nos tecidos, biotransformacéao e eliminacéo
desta substancia. Estas concentracdes, por sua vez, estdo diretamente
correlacionada com a passagem da substancia por membranas celulares.*?

Resumidamente as propriedades de ADME dizem respeito a:

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

Distribuicdo: é a passagem de um farmaco da corrente sanguinea para 0s
tecidos. A distribuicdo é afetada por fatores fisiolégicos e pelas propriedades fisico-
quimicas da substancia.

Metabolismo: € a transformacéo do farmaco em outra(s) substancia(s), por
meio de alteracdes quimicas. A biotransformacdo ocorre principalmente no figado,
nos rins, nos pulmdes e no tubo gastrointestinal.

Excrecdo: as substancias sao eliminadas do organismo tanto na forma
inalterada como sob a forma de metabdlitos. A eliminacdo ocorre por diferentes vias
e varia conforme as caracteristicas fisico-quimicas da substancia a ser excretada.

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

Os estudos in silico mais simples envolvem a analise dos dados da “regra do

4344 9 célculo da area topoldgica da superficie polar (TPSA),* os
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dados de “druglikeness” e de “drugscore”. Para obter esses dados podem ser
utilizados programas gratuitos tais como Molinspiration*® e Osiris.*

A “regra do cinco de Lipinski” estabelece que para um composto administrado
por via oral ter uma boa absorcdo ou permeabilidade, 0 mesmo devera satisfazer os
seguintes critérios.*

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

b) NUumero de grupos aceptores de ligacado hidrogénio (ALH), tais como n-
ON, (ALH) < 10;

¢) Massa molecular (MM) < 500;

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

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

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.®® A porcentagem de
absorcdo pode ser estimada usando a equacéo: % ABS = 109 — 0.345 x TPSA, de
acordo com Zhao e col.*

O LogS determina a solubilidade do composto em agua. A solubilidade do
composto afeta significativamente a sua absor¢ao e distribuicdo. Normalmente uma
baixa solubilidade leva a uma méa absorcao. 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 mol.L™.*°

Para determinar a pontuacéo global como farmaco (drugscore)’ 0s compostos
sdo avaliados através do programa Osiris.** Os valores positivos de “drugscore”
entre 0,1 e 1,0 indicam que a molécula contém predominantemente grupos
farmacoforicos, 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.*
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4 EXPERIMENTAL GERAL
4.1 INSTRUMENTACAO

Os espectros de RMN 'H e **C foram obtidos em espectrometro VARIAN
modelo Mercury Plus (Palo Alto, Califérnia, USA), operando a 300,0 MHz para 'H e
75,5 MHz para *C tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos foram obtidos em ppm e o solvente utilizado foi DMSO-ds.
A interpretacdo dos dados foi realizada com ajuda da técnica de DEPT, em CH3/CH
= sinal positivo (+), CH, = sinal negativo (-), Co (ndo ligado a hidrogénio) = sinal de
intensidade zero e técnica bidimensional de HSQC.

Os espectros de absorcdo na regido do IV foram registrados em um
espectrofotometro BOMEN, modelo MB-100 (Quebec, Canadéa), em pastilha de KBr,
na regido de 400 a 4000cm™. Utilizou-se absorcdo em 1601 cm™ de um pastilha de
poliestireno como referéncia.

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho Micro-Quimica
modelo MQAPF-301.

Os espectros de massas de baixa resolucdo (EI-MS) foram obtidos em um
equipamento Focus-DSQ Il Thermoelectron Corporation (Austin, USA). Os espectros
de massas de alta resolucdo (HR-ESI) foram obtidos em um aparelho Q-Tof
Micromass (Manchester, UK), no Instituto de Quimica da UNICAMP.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Para a cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi utilizada silica
gel 60 (GF 254) (0,063 — 0,200mm) da Merck. As eluicbes foram feitas em solventes
organicos puros ou combinados. As revelacbes das placas foram obtidas por
irradiacdo com lampada ultravioleta em 254/366nm, iodo ressublimado e reagente
de Dragendorff.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em coluna de vidro,
utilizando-se silica gel 60 (0,063 — 0,200mm) da Merck. O di&dmetro interno e a altura
das colunas variaram de acordo com a quantidade de material a ser cromatografada.
As eluicbes foram feitas em solventes organicos puros ou combinados em ordem
crescente de polaridade e as fracBes coletadas foram evaporadas, a pressao

reduzida, em evaporador rotativo.
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4.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA OS ENSAIOS BIOLOGICOS
4.3.1 Atividade antitumoral dos compostos

A avaliagéo da atividade anticancer foi realizada no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP sob
responsabilidade dos professores Dr. Jodo Ernesto de Carvalho, Dra. Mary Ann

Foglio e Dra. Ana Lucia T. G. Ruiz.
4.3.1.1 Linhagens de células utilizadas

As linhagens de células utilizadas na avaliacdo da atividade anticancer foram
cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da América (EUA).
Todos os procedimentos foram realizados segundo metodologia descrita por Monks
e col.?! As culturas de células tumorais humanas utilizadas foram: Mama (MCF-7),
Glioma (U251), Ovério resistente (NCI-ADR/RES) (linhagem com fendtipo de
resisténcia a maltiplos farmacos), Pulmédo (NCI-H460), Ovéario (OVCAR-03), Cdlon
(HT-29), Prostata (PC-3) e Melanoma (UACC-62), sendo que todos os tipos de
culturas sao de linhagens aderidas.

A linhagem de células renais normais de macaco verde (VERO) foi obtida do
banco de células do Rio de Janeiro.

As células foram mantidas em 5 mL do meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO
BRL) suplementando com 5% de soro fetal bovino (SFB, GIBCO) a 37°C em
atmosfera de 5% de CO, e penicilina: estreptomicina (1000 pg/L:1000 U/L, 1 mL/L)

foram adicionados aos meios de cultura durante os experimentos.

4.3.1.1.1 Procedimento dos ensaios para a determinacdo da atividade anticancer

dos compostos

Foram plagqueados 100 pL/compartimento das células tumorais, nas suas
respectivas densidades de inoculacdo, nos compartimento das placas de 96
compartimentos, em meio de cultura RPMI-1640 suplementando com 5% de soro
fetal bovino (SFB) e penicilina: estreptomicina (meio RPMI/SFB/pen:strep). Estas

placas foram incubadas por 24 horas, a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e 100%
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de umidade. Para cada linhagem foi utilizado um namero estipulado de placas, além
da placa Ty (placa controle), dependendo da quantidade de células obtidas na

contagem.

4.3.1.1.2 Diluicdo das amostras

As amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracédo de
0,1g/mL resultando em solucdes estoques. Estas solucdes foram diluidas 40 vezes
em meio RPMI/SFB/pen:strep. Foram adicionadas 100 pL/compartimento da solucéo
dos compostos nos compartimento das placas de 96 compartimentos, exceto na Ty,
nas concentracbes de 0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL. Neste mesmo momento foi
realizada a fixacdo da placa T,, determinando-se assim a quantidade de células
presentes no momento em que os compostos foram colocados. As demais placas
foram incubadas por 48 horas, nas mesmas condi¢cdes jA descritas. ApOs este

periodo, foram realizadas as leituras pelo ensaio da Sulforrodamina B (SRB).

4.3.1.1.3 Ensaio da Sulforrodamina B

As células foram fixadas com 50 pL/compartimento de &cido tricloroacético a
50% (ATC) em cada compartimento. Para completar a fixacdo celular, as placas
foram incubadas por 1 hora a 4°C. Apés esse tempo, foram submetidas a quatro
lavagens consecutivas com agua destilada para a remocao dos residuos de ATC,
meio, SFB e metabdlitos secundarios. Estas placas foram mantidas a temperatura
ambiente até a secagem completa. Em seguida, as células foram coradas pela
adicdo de 50 pL/compartimento de SRB a 0,4% (peso/volume), dissolvido em &cido
acético a 1%. Apos 30 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lavadas por
4 vezes consecutivas com uma solucdo de acido acético 1%. O residuo da solucéo
de lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura
ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solugéo
de Trizma Base, na concentracédo de 10 uM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica

da absorbéancia foi realizada em 560 nm em um leitor de microplacas.
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4.3.1.2 Andlise dos resultados

Foram calculadas as médias das absorbéncias descontadas de seus
respectivos brancos e através das formulas seguintes, foi determinado o crescimento
celular.

Se T>C a substancia estimulou o crescimento.

Se C>T =Ty, a substancia foi citostatica:

Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(C-To)].

Se T<T, a substancia foi citocida, Cresc.(%) = 100*[(T-To)/(To)];

Onde: T é a média da absorbéancia da célula tratada;

C € o controle de célula;

To € o0 controle das células no dia da adi¢cdo das substancias.

Foram gerados graficos de crescimento (em porcentagem) em funcédo da
concentracdo da amostra testada, para cada uma das linhagens testadas. Uma
concentracdo efetiva denominada Glsy (do inglés growth inhibition, concentracéo
necessaria para que ocorra a inibicdo de 50% do crescimento celular) foi calculada
por regressdo nao linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software ORIGIN (OriginLab

Corporation), verséo 8.0.

4.3.2 Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O ensaio de avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizado no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA) na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob responsabilidade da
professora Dra. Marta C. T. Duarte, aplicando-se o teste de susceptibilidade para a
determinacdo da concentragdo minima inibitoria (CMI). A CMI é definida como a
maior diluicdo onde houve inibicdo do crescimento, ou seja, auséncia de turvagao

guando comparado com o controle bacteriano ou de leveduras.

4.3.2.1 Teste de susceptibilidade antibacteriana

Os ensaios para avaliacdo da atividade antibacteriana foram realizados,
aplicando-se o teste de susceptibilidade pelo método de microdiluicgdo para a

determinacdo da concentracdo minima inbitéria (CMI) da amostra e dos antibioticos
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de referéncia usando caldo Miller-Hinton em placas de microtitulacdo de 96 pocos,
segundo normas descritas pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS).%? A solucdo estoque das amostras dos derivados (10mg) dissolvida em
DMSO (1mL), foi diluida repetidamente em meio Miller-Hinton, obtendo uma série
de concentracdes na ordem de 1 mg/mL para 10 pg/mL. Aliquotas de 100 pL do
meio bacteriano foram adicionados em cada pogo. Foi realizada a partir do primeiro
poco, uma diluicado seriada, homogeneizando e transferindo 100 uL do primeiro poco
para o segundo, do segundo para o terceiro e assim sucessivamente até o décimo
primeiro poco. Aliquotas de 5 pL da suspensdo de bactérias contendo 1,0 x 10°
UFC/mL, foram adicionadas a cada poc¢o da placa de microdiluicdo. Foram utilizados
também como controle meio ndo inoculado (controle negativo) e meio sem a
substéancia (controle positivo). As placas foram incubadas a 36 °C por 24 horas. As
bactérias utilizadas e seus antibiéticos de referéncia foram Escherichia coli ATCC-
25922 (gram -) (tetraciclina), Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853 (gram -)
(tetraciclina), Staphylococcus aureus ATCC-25923 (gram +) (penicilina) e Bacillus

subtilis ATCC-6623 (gram +) (vancomicina).
4.3.2.2 Teste de susceptibilidade antifungica

Os ensaios para avaliagdo da atividade antifingica foram realizados,
aplicando-se o teste de susceptibilidade pelo método de microdiluicdo para a
determinacao da concentracdo minima inbitéria (CMI) da amostra e dos antibiéticos
de referéncia usando caldo Sabouraud dextrose, em placas de microtitulacdo de 96
pocos, segundo normas descritas pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS).® Para a padronizacdo do inéculo do fungo leveduriforme, foi
adicionado volume suficiente da suspenséo de levedura, em 5 mL de soluc¢éo salina
estéril, até a obtencdo de uma turvacdo padronizada de acordo com o tubo 0,5 da
escala MacFarland (1,0 x 108 UFC/mL). A suspens&o do fungo foi diluida 1:100 em
agua destilada (4,95 mL de agua destilada + 50 pL da suspensédo). Em seguida 2 mL
dessa suspenséo foram adicionados em 38 mL de meio RPMI-1640 (diluicdo 1:20).
Aliguotas de 100 pL da suspenséo fungica foram adicionados em cada poco. Foi
realizada a partir do primeiro poco, uma diluicdo seriada, homogeneizando e
transferindo 100 pL do primeiro pogo para o segundo, do segundo para o terceiro e

assim sucessivamente até o décimo primeiro poc¢o. Aliquotas de 5 pL da suspensao
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fungica contendo 1,0 x 10® UFC/mL, foram adicionadas a cada poco da placa de
microdiluicdo. Os tubos foram incubados a temperatura de 37°C por 24 horas. Os
fungos utilizados foram: Candida albicans ATCC-10231, Candida tropicalis ATCC-
28707 e Candida parapsilosis ATCC-22019 e a micostatina foi utilizada como

antifangico de referéncia.
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CAPITULO |

SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS
1-FENILSSUBSTITUIDO 3-(2-OX0-1,3,4-OXADIAZOL -5-IL)-
S-CARBOLINICOS E DE SUAS BASES DE MANNICH
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CAPITULO I: INTRODUCAO

.1 INTRODUCAO

No Capitulo | sdo abordados: a) alguns aspectos gerais sobre 1,3,4-
oxadiazol-2-ona; b) a sintese e caracterizacdo dos derivados 1-fenilssubstituido 3-(2-
ox0-1,3,4-oxadiazol-5-il)-g-carbolinicos e dos derivados 1-fenilssubstituido 3-[2-oxo-
3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- f-carbolinicos (Bases de Mannich); c¢) a
avaliacdo das atividades antitumoral e antimicrobiana e o estudo in silico dos

parametros ADME dos compostos sintetizados.

1.1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE 1,3,4-OXADIAZOIS-2-ONA.

A atividade antitumoral e antimicrobiana observadas em nossos estudos para
J-carbolinas contendo o heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-tiona na posicdo-3°*%, e o
potencial relatados para o nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona, nos levaram a propor a
sintese de uma série de derivados 1-fenilssubstituido-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)-
S-carbolinicos, com o intuito de obter compostos com potencial antitumoral e
antimicrobiano e esperando um aumento significativo da atividade antitumoral em
comparacdo com os derivados 1-fenilssubstituido-3-(2-tioxo-1,3,4-oxadiazol)-s-
carbolinicos®.

Nos ultimos anos compostos com o nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona tem sido
alvo de muitos estudos de sintese e atividade biolégicas, com propriedades
pesticidas®*®, antimicrobiana®®®, antimicobacteriana/antituberculose>®,
antialérgico®, inibidoras das monoamina oxidase (MAO) dos tipos A e B, agonista
do receptor GABA®? e bons intermediarios para a sintese de importantes inibidores
peptidiomiméticos®.

Em funcéo dos relatos sobre a importancia bioldégica de compostos contendo
0 grupo 1,3,4-oxadiazol-2-ona, sintetizou-se derivados p-carbolinicos, contendo o
grupo 1,3,4-oxadiazol-2-ona na posicédo-3 e avaliou-se as atividades antitumoral e
antimicrobiana dos derivados sintetizados.

Estudos de relagcéo estrutura-atividade descritos na literatura demostraram
gue analogos N-aminometil-oxadiazolinicos, obtidos pela reacdo de Mannich entre

oxadiaz6is e uma amina, sdo mais eficazes do que os seus precursores®®.
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Devido a isso, a partir dos derivados 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol) f-carbolinicos,
sintetizou-se suas respectivas bases de Mannich esperando melhores resultado de

atividades antitumoral.

1.1.2 PRINCIPAIS METODOS DE PREPARACAO E ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
1,3,4-OXADIAZOIS-2-ONA E DE SUAS BASES DE MANNICH

Diversos métodos de sintese, bem como, estudos de atividade biologica do
heterociclo 1,3,4-oxadiazol-(3H)-2-ona s&o encontrados na literatura.

Na discussdo a seguir sdo abordados os principais métodos de sintese e
estudos de atividade de compostos com o ntcleo 1,3,4-oxadiazol-(3H)-2-ona®¥1%,

Um dos primeiros relatos da sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona foi de
Yale e colaboradores (1954)*, os quais sintetizaram o derivado 5-(4-piridil)-1,3,4-
oxadiazol-2-(3H)-ona (36) a parir de dois métodos. Método a: a partir da hidrazida do
acido isonicotinico (isoniazida) (35) utilizando fosgénio em agua/tolueno; método b:
utilizando cloreto de dimetilcarbamil em piridina o produto desejado foi obtido, com

rendimentos de 55% e 41%, respectivamente (Esquema |.1).

I
C
a) cI” cl
O Tolueno /N_NH
YW — \ °
(@)
/ N~
N A N
35 b) I \ 36
Piridina

Esquema |.1 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Yale e colaboradores (1954).

28



CAPITULO I: INTRODUCAO

Stempel e colaboradores (1955)%, tratando a isonicotina uréa (37) com &cido
cloridrico concentrado sob fluxo de gas cloro, seguido de adicdo de agua e
neutralizacdo com carbonato de sodio, obtiveram o sal de isonicotina uréa (38). O
tratamento deste sal com solucdo aquosa de hidroxido de sédio forneceu o 5-(4-

piridil)-1,3,4-oxadiazol-2-(3H)-ona (36), com rendimento de 45% (Esquema 1.2).

HCI conc. )J\ )%
NaOH 5%
o Ha Gl N NHCI /2 7 N o
O
/
36

Esquema |.2 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Stempel e colaboradores (1955).

Davidson (1988)%, a partir da reacdo de diferentes carboidrazidas
fenilssubstituidas com cloreto de dimetilcarbamil, em piridina, obteve as
semicarbazidas (39 a-f), as quais tratadas com dimetilformamida (DMF) e refluxo

forneceu os produtos desejados 40 a-f (Esquema 1.3).

N-—-NH
\H/ \ DMF %
Reﬂuxo
39 a-f 40 a-f

Ri=a)H b)p-CH; c¢)p-OCH; d)p-NO, e)o-OH f)25-HO,Cl

Esquema 1.3 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Davidson (1988).
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Mazouz e colaboradores  (1990)*  obtiveram  aril  hidrazinas
monossubstituidas, por exemplo, aril-2-(2-cianoetil) hidrazinas (42-a-f), a partir de
aril hidrazinas (41a-f), através da adicdo de Michael de acrilonitrila. A reacdo de 42a-
f com fosgénio forneceu os derivados 5-aril-3-(2-cianoetil)-1,3,4-oxadiazol-2-onas
(43a-f) (Esquema 1.4).

(CHZ)ZCN

N—N
O)}\ zc—c—c—No)‘\ N\/\CN _cocl, O/Q%

41 a-f 12 af 43a-f

R= a)H b)4-OCH; c)4-CH; d)4-Cl €)4-NO, f) 4-Ph

Esquema 1.4 - Sintese do nlcleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Mazouz (1990).

A partir da reacao da 4-bifenilcarboidrazina (41f) com fosgénio, em dioxano,
foi obtida a 5-(4-bifenil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona (44), esta por sua vez via reacao de N-
alquilacao com sal potassico forneceu os derivados 5-(4-bifenil)-3-(cianoalquil)-1,3,4-

oxadiazol-2-onas (45a e 45b) Esquema 1.5"*,

(CH5),CN

N—NH N—N
_NH,_cocl, cocl, /K 1) KOH i /K
(0]

2) Br(CH»)nCN @)
Ph
45a) n=3
45b) n=4

Esquema |.5 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Mazouz (1990).

Os compostos 5-aril-3-(2-cianoetil)-1,3,4-oxadiazol-2-onas (43a-f) e 5-(4-
bifenilil)-3-(cianoalquil)-1,3,4-oxadiazol-2-onas (45a-b) foram avaliados quanto suas
propriedades de inibicdo das monoamina oxidase (MAQO) dos tipos A e B. Os
derivados apresentaram ICsy na faixa de 7,80 a 270 uM, para MAO do tipo A e entre
0,056 -128 uM para a MAO B, com destaque para o derivado 43f, 0 mais potente,
seletivo e competitivo inibidor da MAO-B com os menores valores de concentracéo

para inibicdo da enzima®.
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Hassan e col.(1997)%, sintetizaram um derivado sacarideo com o nucleo
1,3,4-oxadiazol-2-ona (47) pela oxidacdo do derivado 1,3,4-oxadiazol-2-tiona (46)
com &acido aceético glacial e peroxido de hidrogénio, com rendimento de 30%

(Esquema 1.6).

s o
ACOH
202
OH——H OH——H
H——OH H——OH
H——OH H——OH
CH,OH CH,OH
46 47

Esquema 1.6 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Hassan (1997).

Thompson e col. (1998)% sintetizaram o nicleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona (49) a
partir da hidrazida da leucina protegida (48), utilizando fosgénio e utilizou-o como
intermediario chave para a sintese de importantes inibidores peptidiomiméticos (50

a-d) (Esquema .7).

N—NH

COC|2 /
Tolueno refluxo \A\o
¢]

CbzHN

CbzHN
49

CbzHN

50 a-d

R= a) o-benziloxi b) m-benziloxi c¢) p-benziloxi d)H

Esquema I.7 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Thomposon (1998).
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Levins e Wan (2008)'® também utilizaram o derivado 1,3,4-oxadiazol-2-ona
(40a), sintetizado a partir da fenilcarboidrazida (41a) com trifosgénio e N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA), como intermediarios para a sintese dos derivados 2-
amino-1,3,4-oxadiazol (51a-c), os quais tem sido sintetizados por diversas formas,
sendo este um dos relatos de sintese com 6timos rendimentos (92-94%) (Esquema
1.8).

o] — N—N
o N—NH BOP
NH Trifosfogénio / DIPEA / \
N~ 2 DIPEA o —* R?
H —_— @) Aminas O
CH,Cl, DMF
4l1a 40a 51 a-c

Rl=a) H2N C b) HN o © HzN@

Esquema 1.8 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Levins (2008).

Ozoe e colaboradores (2000)** estudaram o potencial inseticida de uma série
de compostos heterociclicos, entre estes os derivados 52a-c. O derivado 3-(2,6-
dicloro-4-trifluorometilfenil)-5-terc-butil-1,3,4-oxadiazol-2-ona  (52a) exibiu alta
seletividade para o receptor GABA de Musca domestica L. com 1C5=49,1 nM,

mostrando-se como um promissor inseticida (Figura 1.1).

Figura I.1 - Compostos com o nlcleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona estudados por Ozoe (2000).

Cl Cl

/N\ /N\
FsC N FsC N

Cl (@) Cl (0]
52a Cl CF, 52b
/N\
N
(@] Cl
52¢
O
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CAPITULO I: INTRODUCAO

Ohmoto e col. (2001)% sintetizaram o peptideo a-ceto 1,3,4-oxadiazol-2-ona
(54), utilizando carbonildiimidazol (CDI) e trietilamina em THF, sendo este precursor
para a sintese de novos inibidores da elastase dos neutréfilos humanos (55 a-d)
(Esquema 1.9).

CDlI

Trietilamina
B E—

=1

54

y R
0 /
iﬁ(a e

N
H

55 a-d
R= a) -Me b) -CH(CHs), c) -CH,(CH,),CHjz d) -CH,CH(CHj),

Esquema 1.9 - Sintese do nlcleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Ohmoto (2001).

Sahin e col. (2002)%® sintetizaram os compostos 5-(1-/2-naftiloximetil)-1,3,4-
oxadiazol-2-ona (57a-b) utilizando CDl/trietilamina em THF (Esquema 1.10). Estes
compostos foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana, frente as bactérias
Staphylococcus aureus, E. coli e P. aeruginosa e frente aos fungos Candida
albicans, C. krusei e C. parapsilosis. Os derivados 57a e 57b apresentaram
moderada atividade frente aos fungos avaliados com valor de CMI de 64 pg/mL e 32
pg/mL, respectivamente. O composto 57b apresentou moderada atividade frente a
bactéria S. aureus (ATCC 25923) com CMI=64 ug/mL.

N—NH
s OCH2CONHNH, OCH/ZQ )k
CDI, Trietilamina
— >
Z THF =
56a) 1-nafitil
56b) 2-nafti 57ab

Esquema 1.10 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Sahin (2002).
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CAPITULO I: INTRODUCAO

O derivado 5-(piridin-4-il)-1,3,4-oxadiazol-2-ona (36) foi sintetizado por
Mamolo e col. (2005) usando o método b descrito por Yale (1954)%. Este composto
foi submetido a reacdo com formaldeido a 37% e diferentes aminas secundarias,
obtendo-se uma série de bases de Mannich (58a-f) com rendimentos de 25-61%
(Esquema 1.11)*

Estas foram testados in vitro quanto a atividade antimicobacteriana, frente a
proliferacdo do Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv. Toda a série de bases de
Mannich apresentou atividade antimicobacteriana notavel, com valores de CMI entre
2,5 e 1,5 pg/mL. O precursor 36 apresenta atividade de 4,0 pug/mL, o que mostra a
eficiéncia da subtituicdo da posicéo-3 do heterociclo®

N—NH

/R
N—N
)\O R=Aminas 22 %O
N o
CH,0 37% ‘
N
7 58 a-f

G O o D #0010

Esquema I.11 - Sintese de bases de Mannich a partir do ndcleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo
Mamolo (2005).

Zampieri e col. (2009)%, sintetizaram uma série de 5-aril-1,3,4-oxadiazol-2-
onas (60a-c) a partir da reacao das arilcarboidrazidas (59 a-c) com solugcéo aquosa
de trifosgénio em tolueno. A partir desses foram sintetizadas as bases de Mannich
6laa-cc, com rendimento de 26-64%. (Esquema 1.12). Ao serem testados in vitro
contra a proliferagcdo da Mycobacterium tuberculosis H3;Rv, os compostos com o
grupo 5-(2-piridina)-1,3,4-oxadiazol e suas bases de Mannich apresentaram maior

atividade antimicobacteriana, com valores de CMI de 4,00 pg/mL®°.

2 N—N
)J\ /NHz CI300 OCCI3 /4 A Rl Aminas 22 /4 %
R N
H

CH,0 37%

59 a-c 60 a-c 61-63 a-c

Re a)@ b)@ C)@ R;= 61)—N/\:> 62)—|\>/:> 63)—NCZ

Esquema |1.12 - Sintese de bases de Mannich com o nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Zampieri
(2009).
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CAPITULO I: INTRODUCAO

Jansen e Dannhardt (2003)'°* sintetizaram o derivado 5-(4,6-dicloro-1H-indol-
2-i)-1,3,4-oxadiazol-2-ona (66), utilizando carboidrazida (64) suspensa em THF:DMF
(10:1), com N,N’-carbonildiimidazol (CDI) e trietilamina, e acidificacdo com HCI 1M,

passando pelo intermediario imidazolil carbonilidrazida (65) (Esquema 1.13).

Cl 0]
\ NHNH, \ N—p ‘/w
\ THF

ol N o}
64 Intermediério (65)

o

Cl

N—NH
P )\o
cl N °

66

Esquema .13 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Jansen e Dannhardt (2003).

Farghaly (2004)'° sintetizou a 2-(1-benzil-1H-indol-3-il)-1,3,4-oxadiazol-2-ona
(68) a partir da reacao da indol carboidrazida (67) com CDI, em dioxano sob refluxo
6h, com rendimento de 93% (Esquema 1.14).

H
N 0]
N/
CONHNH, \ 0
CDI
D Y. \
Dioxano
N Refluxo N
67 68

Esquema I.14 - Sintese do nudcleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Farghaly (2004).
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CAPITULO I: INTRODUCAO

Farghaly e El-Kashef (2006)* sintetizaram a 5-(1,3-difenil-1H-pirazol-4-il)
1,3,4-oxadiazol-2-ona (70), a partir da reacdo de hidrazida com CDI, em dioxano,
efetuando uma modificacdo na sintese descrita por Mazouz (1990)*, ou seja,
utilizando CDI ao invés de fosgénio (COCI,) para sintetizar o derivado com o grupo
3-(2-cianoetil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona (72) (Esquema 1.15) esperando compostos com

atividade antiviral.

N
(0] N/ >?O
Ph " Ph \ d
N ’
/ \ H col / \
N Dioxano N

\N \N

| 69 | 70

Ph Ph CN

N
" T Ne oy 0
/A el
N Dioxano \
\T N\N

Ph
Esquema 1.15 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Farghaly e El-Kashef (2006).

101 sintetizaram uma série de 5-substituidas 1,3,4-

Yan e colaboradores (2012)
oxadiazol-2-onas (74a-c), utilizando a metodologia one-pot com 6xido de propileno

(Esquema 1.16).

(@)
N—NH
i, /
N CS,, KsPO, H,0 o
H i 0
O
Ry 73a-c A/ 74 a-c

Ry

Ri=aBr Db)NH, ¢)CF;

Esquema 1.16 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Yan (2012).
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CAPITULO I: INTRODUCAO

Liu (2012)'%% através de oxidacéo de heteroarénios (75) catalisada por cloreto
de cobre na presenca de terc-butoxido de litio, obteve os heterociclos desejados
1,3,4-oxadiazol-2-onas (76) (Esquema 1.17).

N—N N—NH

/ > CuCl, (5 mol%), 1.2 eq. LiOtBu, / )QO
@)

O f.
DMF, 25°C

Cl
75 cl 76

Esquema 1.17 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Liu (2012).

Embora esses métodos sejam Uteis para a constru¢cdo do nucleo 1,3,4-
oxadiazol-2-ona, todos estas reacdes tém algumas desvantagens significativas,
como a utilizacdo de reagentes perigosos e toxicos, longos tempos de reacdo e uso
de condi¢cdes drasticas que ndo sdo ideais para a sintese de compostos com
heterociclicos biologicamente importantes.

103 sintetizaram uma série de

Recentemente Debnath e colaboradores (2013)
5-aril-(3H)-1,3,4-oxadiazol-2-onas (81 a-g). Inicialmente, uma série de carbo-terc-
butoxihidrazonas (79a-g) foi preparada através da condensacdo de aldeidos
aromaticos (77a-g) com tert-butilcarbamato (78). Subsequentemente, os compostos
79 a-g foram tratados com N-clorosucinamida em DMF anidro para obter N’-
(cloroaril-metileno)-terc-butilcarbamatos (80 a-g). Estes submetidos a reacdo na
superficie de alumina béasica, sem o uso de solventes, forneceram os derivados 5-

aril-1,3,4-oxadiazol-2-onas (81 a-g) (Esquema 1.18).

o) H
H
T e — (T
X o X 0
R

R

77 ag 78 79 a-g
DMF anidrOJ N-clorosucinamida
T.amb.
Cl
N—NH N
N O
/ Alumina Béasica X \N/
X O ‘
‘ (o) 85°C _ (e}
_ 8-15 min /\
/\ Rend. 80-99% R
R 81 a-g 80 a-g

R= a)3-NO, b)4-F ¢)2Cl d)3-Cl e)2-Br f)3-Br g)4-NC

Esquema 1.18 - Sintese do nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-ona segundo Debnath (2013).

37



CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.2.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO

3-(2-0X0-1,3,4-OXADIAZOL-5-IL)-3-CARBOLINICOS

A rota geral para a sintese dos derivados 1-fenilssubstituido 3-(2-oxo-1,3,4-

oxadiazol-5-il)-s-carbolinicos (87 a-g) esta ilustrada no Esquema 1.19.

COOH COOCH; |
CH30H R'COH
| —_— | _—
NH; H2SO04conc, NH, TFA, CH.Cl,
N T.amb. 48h

N
H Refluxo 48h H
82 83
3 4CO0CH;
COOCH
Sg, Xileno 3 s
NH —_— NH,NH, H,0, Etanol
N 1 Refluxo 48h N
H H 1 Refluxo 72h
R! R
Cis: H-3a/Trans H-3p
84 a-i 85ad
N—NH

X 5/ O*O

N CONHNH,
CDI, Trietilamina, DMF |
N
N Z T. amb. 48h A
H
R! Rl
87 a-g

86 a-i

.
(a)@ (b)ON< <c>@ @— )—* (e)©
Cl

R1= NO,
OCHj,

Esquema 1.19 - Rota para a sintese dos compostos 1-fenilssubstituido 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)

p-carbolinicos (87a-g).

Inicialmente o L-triptofano comercial (82) foi esterificado com metanol

em meio acido, obtendo-se o L-triptofano metil éster (83), com rendimento de

95%.
O L-triptofano metil éster (83) foi condensado com os aldeidos aromaticos:

benzaldeido (a), 4-N,N-dimetilaminobenzaldeido (b), 2-clorobenzaldeido (c), 4-
(d), 2-fliorbenzaldeido (e), 3-nitrobenzaldeido (f), 4-

fliorbenzaldeido
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CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

hidroxibenzaldeido (g), 4-metdxibenzaldeido (p-anisaldeido) (h) e 4-hidréxi-3-
metdxibenzaldeido (vanilina) (i), via reacdo de Pictet-Spengler, obtendo-se o0s
compostos tetraidro-B-carbolinicos na forma de uma mistura dos diastereoisdmeros
cis e trans (84 a-i), estes ndo foram separados para a proxima etapa.

106108 & ‘muito

O mecanismo da reagdo de condensacédo de Pictet-Spengler
discutido pela literatura. Nos artigos mais recentes 0 mecanismo é proposto por dois
caminhos distintos. Segundo Kusurkar ** o mecanismo envolve um intermediario do
tipo espiroindolenina como apresentado no caminho A (Esquema 20). Maresh®,
utiizando célculos computacionais mostrou que a ciclizagcdo ocorre
preferencialmente por ataque direto do C-9a do indol ao carbono iminico (caminho

B). Ambos os caminhos prop&e a formacao de um ion iminio como intermediario.

COOCH;
Etapa 1
N
H* N
i (’C|I F\
/ | \
1
Carbinolamina R QvH*
H+
Etapa 2
COOCH; 2
. NH A ‘|1a COOCH;
al —_—
Etapa 3 ~A HN“Q Rl
ry 1 N
+N~ 9a R H
H
P H
Intermediario spiroindolenina B/ lon iminio
Etapa 3
“H* |
NH N NH
N Etapa 4 H
H Rl
H R!

1,2,3,4-tetraidro-S-carbolina

Esquema 1.20 - Proposta mecanistica para sintese das 1,2,3,4-tetraidro-fg-carbolinas via reacao de

Pictet-Spengler.
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CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

As tetraidro-f-carbolinas 84a-i foram submetidas a reacdo de oxidacao
com enxofre para fornecer os derivados 1-fenilssubstituido 3-carbometoxi-f-
carbolinicos (85a-i), os quais foram tratados com hidrazina monoidratada
(NH,NH»,.H,O) em etanol, sob agitacdo e refluxo por 72h, obtendo-se as S
carbolinas 3-carboidrazidas (86a-i).

A confirmacéo estrutural dos derivados 82 a 86 foi realizada pela analise dos
dados espectroscopicos de RMN 'H, RMN ®C/DEPT e IV, os quais foram
concordantes com os publicados anteriormente por Formagio®® e Dusman'®. Devido
a similaridade dos espectros dentro das séries e porque foram sintetizados
anteriormente, discutiremos 0s dados espectroscopicos apenas para um dos
compostos da série 86 a-i.

O espectro na regido do infravermelho do composto 1-(4-N,N-
dimetilaminofenil)-p-carbolina-3-carboidrazida (86b) apresentou bandas de absorcéo
em 1678 cm™ (C=0 de amida), 3408cm™ (NH,), 3295 cm™ (N-H indol), 1609 cm™
(C=N), 745 cm™ (N-H indol), como ilustrado na Figura I.2a.

Figura |.2a- Espectro no IV (pastilha/KBr) do composto 86b.
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A auséncia dos sinais referentes a metoxila do éster em &4 4,00 (s, 3H)/6¢
53,2 (OCHg;) e a presenca do sinal na regido de 6c 164,0, referente a carbonila da
amida, confirmam a substituicdo da metoxila. A presenca dos simpletos em oy 4,58

(NHz) e 9,63 ppm (NH) caracterizam o grupo 3-carboidrazida (Figura I.2b e 1.2c).
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CAPITULO |: RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 1.2b - Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 86b.
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Figura .2c - Espectro de RMN **C (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 86b.
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Para a formagdo do heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-ona, inicialmente o
composto 1’-(2-clorofenil)-3-(2-tioxo-1,3,4-oxadiazol)-g-carbolina (86¢) sintetizado
anteriormente por Formagio, 2008%, foi tratado com &cido acético e peréxido de
hidrogénio (30%) segundo a metodologia de Hassan e colaboradores (1997)%,
observando-se somente a recuperacdo do material de partida.

Alternativamente, o composto 1-fenil-B-carbolina-3-carboidrazida (86a) foi
submetido a reacgdo com cloreto de dimetilcarbamil em piridina, de acordo com a
metodologia descrita por Yale, 1954%. Neste caso, observou-se apenas a
introducé@o do dimetilcarbamil na posicédo-3 (86a;), evidenciado pela presenca das
metilas no espectro de RMN *H/**C em 3,0/35,0 ppm e da carbolina em 154,0ppm,
nao ocorrendo a ciclizagdo desejada. (Esquema 1.21).

Esquema 1.21 - Intermediario de sintese utilizando cloreto de dimetilcarbamil.

A utilizacéo de carbonildiimidazol (CDI 1.50 eq.) em dioxano sob refluxo por

6 horas, conforme metodologia descrita por Farghaly (2004)%

, resultou na
obtencdo do intermediario da reacdo, a imidazolil-carbonilidrazida 86a,, sem

ocorrer a ciclizagédo (Esquema 1.22).

O

Esquema 1.22 - Intermediario de sintese utilizando CDI/Dioxano.
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Alternativamente, utilizou-se CDI (1.21 eq.), trietilamina (1.24 eq.) e como
solvente tetraidrofurano (THF) conforme Sahin, 2002%, obtendo-se o produto
desejado, mas em baixo rendimento 40%.

A utilizacdo de N,N-dimetilformamida (DMF) ao invés de THF, como
solvente, devido a melhor solubilizagédo, resultou na obtencdo do derivado 87a,
com rendimento de 62%, maior do que o rendimento obtido com THF.

Assim a sintese dos derivados 1-fenilssubstituido 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-
5-il)-p-carbolinicos (87a-g) foi realizada, a partir dos compostos fS-carbolinas 3-
carboidrazidas (86a-g), utilizando a metodologia mediada por 1,1-
carbonildiimidazol (CDI), trietilamina, em DMF, sob refluxo com rendimentos na
faixa de 20-85%.

A sintese dos derivados 87h e 87i, foi testada sob as condicdes
relacionadas acima, mas a obtencdo dos compostos nao foi possivel devido a
baixa solubilidade dos precursores. Mesmo utilizando-se DMF, grande quantidade
de solvente é necessaria para a solubilizacédo, levando a dificuldades de remocéo
do DMF e na purificagdo dos compostos.

O mecanismo proposto para a sintese dos compostos 3-(2-oxo-1,3,4-
oxadiazol-5-il)-f-carbolinicos, consiste na adicdo nucleofilica do 1,1-
carbonildiimidazol (CDI) e eliminacdo de um ion imidazol, seguida de ciclizacéo
intramolecular formando a unidade 1,3,4-oxadiazol-2-ona, neste caso especifico

para o derivado 87b com o grupo p-dimetilaminofenil na posi¢do-1 (Esquema 1.23).

(H S
N CCN/H N/\;‘\l

N Hs (0]
O )

Anion imidazol

e N

="

Imidazol

AN

Esquema 1.23 - Mecanismo proposto para obtencdo dos compostos 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol)
pS-carbolinas (87a-9).
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A formagdo do grupo 1,3,4-oxadiazol-2-ona nos derivados 87a-g foi
evidenciada com base em dados espectroscépicos de RMN *H, RMN **C, HSQC, IV
e EI-MS.

Os espectros no infravermelho dos compostos 87a-g, apresentam bandas de
estiramento de ligacdo C=0, na regi&o de 1773 - 1782 cm™ e bandas em 3050 cm™
e 740 cm™ do N-H indol. Observam-se também as bandas referentes ao estiramento
do grupo C=N, em 1609-1625 cm™.

Nos espectros de RMN de 'H, a unidade 1,3,4-oxadiazol-2-ona foi
evidenciada pela presenca do sinal na regido de 8,15-12,60 ppm referente ao
hidrogénio do NH do anel formado. Os sinais nas regides de 154,7-158,2 ppm e
154,2-157,8 ppm, no espectro de RMN de **C, foram atribuidos aos grupos C=0 (C-
2”) e C=N (C-5"), respectivamente, do nucleo oxadiazdlico.

Devido a similaridade dos espectros dentro da série discutiremos os dados
espectroscopicos apenas para um dos compostos desta série (composto 87b). Os
dados espectroscopicos obtidos para os derivados 87a-g estdo apresentados nos
ANEXOS 1-7, p. 133-153.

O espectro no infravermelho do derivado 87b apresenta banda de estiramento
de ligagcdo em 1775 cm™ (C=0) e 1612 cm™ (C=N) como ilustrado na Figura |.3a
(EIV-2, p. 137).

Figura |.3a - Espectro no IV (pastilha/KBr) do composto 87b.
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Os espectros de RMN de 'H e **C da 1-(4-N,N-dimetilaminofenil)-3-(2-oxo-
1,3,4-oxadiazol-5-il)-f-carbolina (87b) apresentou, além dos sinais referentes a
unidade p-carbolinica, a presenca do simpleto em 12,60 ppm referente ao hidrogénio
do NH do anel formado e os sinais na regido de 6c 154,9 e 154,7, referentes aos
carbonos C-2” (C=0) e C-5" (C=N), que evidenciam a formagdo do novo
heterociclico, como ilustrado nas Figuras 1.3b e I.3c e na Tabela I.1. (ERMN *H-2,
p.136 e ERMN *3C-2, p. 137).
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Figura 1.3b - Espectro de RMN de *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 87b.
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Figura 1.3c - Espectro de RMN de **C (75,0 MHz, DMSO-ds) do composto 87b.
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CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1.1 - Dados comparativos de RMN de 'H e RMN de *C (300,0/75,0 MHz, DMSO-ds)

para 86b e 87b.

86b

87b

C/H dn (multiplicidade, J = Hz)

1 (Co)
3 (Co)
4 (CH)
4a (Co)
4b (Co)
5 (CH)
6 (CH)
7 (CH)
8 (CH)
8a (Co)
9 (NH)
9a (Co)
1" (Co)
2’/6’ (CH)
3’15’ (CH)
4’ (Co)
N(CHz)2
Cc=0
NH
NH,

8,37 (d, 9,0)
7,29 (t, 7,5)
7,57 (t,7,5)
7,69 (d, 9,0)
11,72 (s)
8,09 (d, 9,0)
6,93 (d, 9,0)

3,04 (s)
9,63 (s)
4,58 (s)

dc

141,5
139,2
111,5
125,1
121,3
121,8
120,0
128,3
112,7
141,4
133,6
129,3
126,6
112,1
150,8
40,0

164,2

CH
1 (Co)
3 (Co)
4 (CH)
4a (Co)
4b (Co)
5 (CH)
6 (CH)
7 (CH)
8 (CH)
8a (Co)
9 (NH)
9a (Co)
1" (Co)
26’ (2CH)
3/5' (2CH)
4’ (Co)
N(CHz)2
2" (C-0)
5" (C=N)
3" (NH)

&1 (multiplicidade, J = Hz)

8,39 (d, 7,8)
7,30 (t, 7,8)
7,58 (t, 7,8)
7,70 (d, 8,1)
11,78(s)
7,95 (d, 8,7)
6,96 (d, 8,7)
3,05 (s)

12,55 (sl)

B¢
143,2
133,2
1115
124,8
120,9
121,9
120,1
128,5
112,7
141,4
132,2
129,0
129,4
112,0
150,8

40,0
1549
154,7
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O espectro de massas de baixa resolugdo do composto 87b esta mostrado na
Figura 1.3d (EI-MS-2, p. 138).

Figura 1.3d - Espectro de massas do composto 87b.
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Os espectros de massas de baixa resolucdo dos compostos 87 a-g
(EI-MS-1-7) mostraram um mesmo padrdo de fragmentacdo, com a presenca do
fragmento em m/z [M™ — 85], relativo & perda da unidade 1,3,4-oxadiazol-2-ona,

conforme proposto no Esquema 1.24.

N—NH
L~ N
o o
N+t
Perda de 85 N Z
H
Rl

87a-g

Fragmento 1 (F;)
Esquema 1.24 - Proposta de fragmentacdo do massas para os derivados 87 a-g.

A fragmentacdo dos compostos envolve uma quebra homolitica da ligacao
entre a unidade f-carbolina (C-3) e o grupo 1,3,4-oxadiazol-2-ona (C-5") formando o

Fragmento 1 (F1) com m/z caracteristico para cada grupo substituinte na posi¢ao-1

(Tabela 1.2).
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CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1.2 estdo apresentados os valores do pico do fon molecular (M™)

de cada um dos compostos 87 a-g, além do valor de m/z do Fragmento 1 (F)

correspondente a perda do heterociclo.

Tabela 1.2 - Valores de massa molecular (MM), m/z para o ion molecular (M™) e m/z de F, para os

compostos 87a-g.

Composto R MM (g/mol) m/z (M*") m/z (Fy)
87a @ 328,10 328,02 243,02
87b C / 371,14 371,07 287,07

N
\
87c @ 362,06 361,94 277,97
Cl
87d <:> . 346,09 345,96 259,97
87e FE 346,09 346,00 261,01
87f NO, 373,08 373,00 289,00

879 < > OH 344,09 344,01 259,01
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CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

1.2.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO
3-[2-OX0-3-(ALQUILAMINOMETIL)-1,3,4-OXADIAZOL-5-IL]-#-CARBOLINICOS
(BASES DE MANNICH)

Para a preparacdo das bases de Mannich propostas, os compostos 3-(2-0xo-
1,3,4-oxadiazol-5-il)-5-carbolinicos (87a-d) foram selecionados e submetidos a
reacdo de condensacdo com 1,50 eq. das aminas primarias isopropilamina,
butilamina, cicloexilamina, benzilamina e da amina secundaria morfolina, na
presenca de formaldeido (37%) (10 eq.) em etanol, obtendo-se os derivados 3-[2-
oxo-3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- f-carbolinicos ~ (88-92 a-d), com

rendimentos de 20 a 70%. (Esquema 1.25)*

N—NH

/K Amina 1%/22,
2" =0 P

Formaldeido,

Etanol
T. 65°C 24h

88-92 a-d

R= (88)—N—< (89)— N/\/\ (90) —N O (91)—N “@ (92)—

Esquema 1.25 - Rota para a sintese dos compostos 1-fenilssubstituido contendo o grupo 3-

(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona na posi¢do-3 da unidade S-carbolinica (88-92 a-d).

O mecanismo da reagéo de Mannich envolve a condensacdo da amina com o
formaldeido, formando inicialmente o sal de iminio (ou ion iminio). Em seguida
ocorre a reacdo do NH do oxadiazol e o ion iminio, formando as respectivas bases

110-112
h 0

de Mannic , conforme ilustrado no Esquema 1.26.

52



CAPITULO I: RESULTADOS E DISCUSSAO

H
@]
QN 2| "
: ~ ./
" Ho 7 HC=N = HCN

R .
Formaldeido 2 Amina R,

Sal de iminio R2

/\ Ry /\ /
N—.I\.IH +/
2C—N -
\ (@) R2
R
Base de Mannich

Esquema 1.26 - Mecanismo proposto para obtencdo dos compostos 1-fenilssubstituido 3-[2-ox0-3-

(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- S-carbolinicos (88-92 a-d).

A confirmacdo da obtencdo dos derivados 88-92 (a-d) foi realizada por meio
da analise dos dados de RMN 'H e RMN **C/DEPT, IV em conjunto com dados de
HSQC e de espectrometria de massas (Anexos 8 - 27, p. 154 - 212).

Os espectros de RMN 'C destes compostos apresentaram 0s sinais
correspondentes a carbonila (C=0) e ao carbono iminio (C=N) do anel 1,3,4-
oxadiazol-2-ona, na regiao de oc 164,4-154,0 e 6c 157,2-152,9, respectivamente. A
formacdo das bases de Mannich foi também evidenciada pelos sinais dos
hidrogénios metilénicos exociclicos em &y 4,58-5,80 (simpleto) que correlacionam
com os correspondentes carbonos na regido de 6c 62,1-69,3 (N-CH,-N). Além disto,
as bandas no infravermelho na regido de 1608-1625 cm™ e de 1671-1783 cm™,
relativas aos grupos C=N e C=0, respectivamente, confirmam a presenca do anel
1,3,4-oxadiazol-2-ona.

A titulo de ilustracdo, discutiremos mais detalhadamente os dados
espectroscopicos para os derivados 1-fenil-3-(isopropilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-2-
ona (88a) e 1-fenil-3-(morfolilmetil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona (92a).

O espectro de RMN de 'H do derivado 1-fenil-3-[2-ox0-3-
(isopropilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]-f-carbolina (88a) mostrou a presenca dos
sinais do grupo metilénico (N-CH,-N) em 5,80 ppm (sl) e do grupo N-isopropil em
4,02 ppm (sep, 1H, J 6,9 Hz, H-8"), &4 1,18 (d, 6H, J 6,9 Hz, H-9”/H-10") e um
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simpleto em 9,61 ppm referente ao NH, como ilustrado na Figura l.4a (ERMN *H-8,
p. 154).

No espectro de RMN de **C, os sinais para o grupo N-
isopropilaminometil foram observados em 62,5 ppm (N-CH,-N), 46,2 ppm (C-
8") e 18,9 ppm (C-9”). Os sinais em &c 159,5 e 8¢ 155,1 ppm correspondem
aos carbonos C-2” (C=0) e C-5" (C=N), do anel heterociclo, como mostrado
na Figuras |.4b (ERMN *3C-8, p. 155).

A Tabela 1.3 mostra os dados de RMN de *H/RMN *C que evidenciam a
presenca dos grupos 3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona na posicdo-3 da
unidade B-carbolina para os derivados com os grupos N-butilaminometil (89a-d)
(Anexos 12 —-15, p. 165-176), N-cicloexilaminometil (90a-d) (Anexos 16 — 19, p. 177-
188) e N-benzilaminometil (91a-d) (Anexos 20 — 23, p. 189-200).
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Figura l.4a - Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 88a.
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Figura I.4b - Espectro de RMN de **C (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 88a.
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Tabela 1.3 - Dados de RMN de "H/RMN de **C para os grupos 3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona dos derivados 89a, 90a e 91a.

o g" 10"
—N N 9" 11

/Z % "
p-carbolina~ 5" "0~ 2" 0

89a

9"

l/\l_N
B-carbolina/f’go\A\

2
90a

10"
6" N
N
H
=0

11"

12"

6" 8

14"
p-carbolina~” %" ~o~ & o
9la

10"

12"
13"

2’ (C=0)

5" (C=N)
H-6"/C-6"
7’NH
H-8"/C-8”
H-9"/C-9”
H-10"/C-10"

H-117/C-11”

H-127/C-12”
H-13"/C-13”

H-147/C-14”

8y (multiplicidade, J = Hz)

5,72 (s)
9,63 (s)
3,23 (t, 2H, J 6,9)
1,48 (quint, 2H, J 6,9)
1,31 (sext., 2H, 1 7,2)

0,89 (t, 3H, J 7,2)

dc
160,2
157,0

65,8

40,7
29,1
19,5

13,6

8y (multiplicidade, J = Hz)

5,78 (s)
9,57 (s)
3,60 (t, 1H, J 6,0 Hz)
1,78 (d, 4H, J 11,0 Hz, H-9"/13")
1,04-1,47 (m, 5H, H-10"/H-11"/H-12")

1,04-1,47 (m, 5H, H-10"/H-11"/H-12")

1,04-1,47 (m, 5H, H-10"/H-11"/H-12")

1,78 (d, 4H, J 11,0 Hz, H-97/13")

159,6

156,1

63,0

50,5
29,7
25,0

25,0

25,0

29,7

8y (multiplicidade, J = Hz)

4,58 (s)
10,64 (s)
4,50 (s, 2H)
7,55-7,72 (m, 3H, H-10”,12"/14")

7,28-7,39 ppm (m, 2H, H-11"/H-13")

7,55-7,72 (m,2H, H-10°/12"/14”)
7,28-7,39 ppm (m, 2H, H-11"/H-13")

7,55-7,72 (m, 3H, H-10"/12"/14")

¢
164,3
154,9

69,2

55,1
134,4
128,8

128,9

129,0
128,9

128,8
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Na analise do espectro de massas do composto 88a, a formacdo deste foi
confirmada pelo pico do ion molecular (M'+) em m/z 399, conforme Figura l.4c (EI-
MS-8, p. 156) Observou-se a presenca do pico em m/z 243, Fragmento 2 (Fy),
resultante da perda do grupo 3-(isopropilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-2-ona (perda de
156 u.m.a) (Esquema 1.27).

O pico em m/z 328 corresponde ao fragmento resultante da clivagem da
ligacdo entre o C-6” e o N-3”, por rearranjo de McLafferty, com a saida da molécula

neutra (isopropil metileno amina) (perda de 71 u.m.a), conforme mecanismo

propostos no Esquema 1.27.

N—NAHJ\
0 A5

Perda de 156 u.m.a

Fragmento 2 (F»)
m/z=243

b) CH2=N—<

Perda de 71 u.m.a

Fragmento 3 (F3)
m/z=328

Esquema .27 - Fragmentag&o no espectro de massas do derivado 88a.
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Figura 1.4c3 - Espectro de massas do composto 88a.
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A introducdo do grupo morfolilmetii no composto 92b (Figura 1.5a) foi
confirmada pelos sinais no espectro de RMN *H em &4 4,67 (s, N-CH,-N), 8 2,70 (t,
4H, J 4,0Hz, H-8"/H-12"), 6y 3,61 (t, 4H, J 4,0Hz, H-9"/ H-11") e pelos sinais no
espectro de RMN **C dos carbonos metilénicos em 8¢ 67,2 (N-CH»-N), 8¢ 49,8 (C-
8"/C-12") e 8¢ 66,1 ppm (C-9"/C-11”) (Figura 1.5b) (ERMN H-25, p. 204 e ERMN
13¢-25, p. 205) .

Nos espectros de massas para a série dos derivados com o grupo 3-
morfolilmetil (EI-MS-24 - 27), observa-se a presenca do fragmento-4 (F,4), pico em
m/z=100 (100%), caracteristico do fragmento morfolil como ilustrado para o derivado

92b na Figura I.5c.
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Figura I.5a - Espectro de RMN de *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 92b.
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CAPITULO |

Figura 1.5b - Espectro de RMN de **C (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 92b.
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Figura I.5c - Espectro de massas do composto 92b.
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1.3 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTITUMORAL E ANTIMICROBIANA

1.3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL.

Nas Tabelas 1.4 e 1.5 encontram-se, respectivamente os dados de Glsy dos
derivados 3-(2-oxo0-1,3,4-oxadiazol-5-il)-p-carbolinicos (87a-g) e 3-[2-0x0-3-
(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- f-carbolinicos (88-92 a-d), frente a sete
linhagens de células tumorais humanas, sendo estas: mama (MCF-7), ovario
resistente (NCI-ADR/RES), pulméo (NCI-H460), ovario (OVCAR-03), célon (HT-
29), prostata (PC-3) e melanoma (UACC-62). Compostos com valor de Glsg = 100
UM foram considerados néo ativos.

O derivado 87a, contendo o grupo fenil na posi¢ao-1, foi ativo frente todas
as linhagens de células testadas com valores de Glso na faixa de 0,86-16,61 puM,
sendo seletivo para a linhagem de ovario resistente (NCI-ADR/RES) com valor de
Glso de 0,86 UM, sendo, desta forma, 2 vezes menos citotéxico para as células
renais nao tumorais (VERO) com Glso de 1,65 pM (Gréfico I.1).

Grafico 1.1 - Gréafico de crescimento celular (%) versus concentracdo (UM) para o ensaio de atividade

antiproliferativa da 1-fenil-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)-g-carbolina (87a).
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Dentro da série dos derivados 3-[2-0x0-1,3,4-oxadiazol-5-il]-f-carbolinicos
(87a-g), o derivado 87b, contendo o grupo 4-dimetilaminofenil na posi¢céo-1, foi o
mais ativo, apresentando valores de Glso entre 0,67 - 3,20 uM (Gréfico 1.2). Este
foi fortemente ativo frente as linhagens de ovéario resistente (NCI-ADR/RES) com
Glsp de 0,67 uM e mama (MCF-7) com Glsp = 0,88 uM e interferiu com menor
intensidade na proliferacdo das células renais ndo tumorias (VERO, Glso = 3,65

KUM) quando comparada as linhagens mais sensiveis.

Grafico 1.2 - Gréafico de crescimento celular (%) versus concentracdo (UM) para o ensaio de atividade

antiproliferativa da 1-(4-dimetilaminofenil)-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)- g-carbolina (87b).
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O composto 87c, com o grupo 2-clorofenil na posi¢do-1, (Gréfico 1.3)
apresentou potente atividade para as linhagens de ovario resistente (NCI-ADR/RES)
e prostata (PC-3), com Glso de 1,04 uM e 1,10 uM, respectivamente. Este composto
também interferiu com menor intensidade na proliferagdo da linhagem de VERO
(Glsp = 7,18 pM) em comparagdo com a agao antiproliferativa observada para as
células de ovério resistente (NCI-ADR/RES) e de préstata (PC-3).
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Gréafico 1.3 - Grafico de crescimento celular (%) versus concentracdo (UM) para o ensaio de atividade

antiproliferativa da 1-(2-clorofenil)-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolina (87c¢).
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Para o derivado 87g, foram observados valores de Glso inferiores a 10 uM
frente as células tumorais de ovario (OVCAR-03) e melanoma (UACC-62).

Comparando-se os valores de Glsg dos derivados 87c-e, que contem
halogénios como substituintes do grupo fenila, observa-se que o composto 87c é
mais ativo que os compostos com os grupos 4-fluorfenil (87d) e 2-fluorfenil (87e) na
posicdo-1.

O composto 87e, com o grupo 2-fluorfenil, & seletivo frente as células
tumorais de ovario (OVCAR-03) com Glso de 7,61 uM, sendo para as demais células
nao ativo. O derivado 87f com o grupo 3-nitrofenil na posicdo-1, apresentou
atividade antitumoral significativa para as células de préstata (PC-3) com Glso de
2,20 uM, sem atividade para as demais linhagens.

Os compostos 87 d-f, foram os menos ativos, 0 que demonstra que a
presenca dos grupos retiradores de densidade eletrdnica na posicédo-1 da unidade f-
carbolinica diminuem a atividade antiproliferativa dentro dessa série de compostos.

Considerando-se a atividade média (Média de Glsg) € possivel ordenar os
compostos, do mais ativo para o menos ativo, sendo: 87b > 87c > 87a > 879 = 87f =
87d > 87e.

Com base nos resultados da atividade antiproliferativa dos derivados 1,3,4-

oxadiazol-2-ona (87a-g), os derivados 87 a-d foram selecionados para sintese das
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bases de Mannich 88-92 (a-d), esperando-se aumentar a atividade dos derivados 2-
oxo0-1,3,4-oxadiazol-p-carbolinicos (87a-d).

Nestas séries, o derivado 92b, com o grupo 4-dimetilaminofenil na posigéo-1
e o grupo morfolilmetil na posicéo-3, foi fortemente ativo frente todas as linhagens de
células testadas com valores de Glsy na faixa de 0,46 - 3,93 pM, exceto para a
linhagem de melanoma com Glso de 26,94 uM (Grafico 1.4). Este composto foi mais
ativo do que seu precursor (87b), para as células de ovario (OVCAR-03) e célon
(HT29) com Glso de 0,46 uM e 1,53 uM, respectivamente. Porém considerando-se a
média de Glsg ele foi menos ativo do que 87b.

Grafico 1.4 - Gréafico de crescimento celular (%) versus concentracdo (UM) para o ensaio de atividade
antiproliferativa da 1-(4-dimetilaminofenil)-3-[2-ox0-3-(morfolilmetil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- -carbolina
(92b).
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O derivado 92c foi ativo para as linhagens de ovario resistente (NCI-
ADR/RES) e ovéario (OVCAR-03) com Glsp 5,00 e 1,41 uM, respectivamente. O
derivado 92d foi seletivo para a linhagem de ovario resistente (NCI-ADR/RES) com
valor de Glspigual a 1,33 pM.

O composto 89a, com grupo fenil na posicdo-1 e o grupo butilaminometil na
posicdo-3, além da forte atividade frente as células de ovario resistente (NCI-
ADR/RES) com Glsg de 0,20 uM, apresentou significativa atividade frente as células
de ovario (OVCAR-03) e de prostata (PC-3) com Glsp = 0,72 pM e 2,23 uM,
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respectivamente, sendo para estas trés linhagens de células, mais ativo que o seu
precursor a 1-fenil-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)- f-carbolina (87a).

O derivado 88b com o grupo 3-isopropilaminometili e grupo 1-(4-
dimetilaminometil) foi ativo frente as células de ovario (OVCAR-03) e ovario
resistente (NCI-ADR/RES) com valores de Gl de 0,22 pM e 0,20 pM,
respectivamente.

Os compostos 88b, d; 89a, c, d; 91d e 92 a-b foram fortemente ativos frente a
linhagem de células tumorais de ovario (OVCAR-03) com valores de Glsgg inferiores a
1,0 uM.

Por outro lado, os compostos 88a, b, d; 89a, c, d; 91a, d e 92 b-d foram
fortemente ativos frente as células tumorais de ovario resistente (NCI-ADR/RES)
com valores de Glsg inferior a 10,0 pM.

Os compostos 89 a, b, d e 92b foram fortemente ativos para as células de
préstata (PC-3) com Glso de 2,23; 3,07; 2,11 e 2,04 uM, respectivamente.

Observou-se melhora significativa da atividade antiproliferativa do derivado
89d, com o grupo 4-fluorfenil na posi¢céo-1 e grupo butilaminometil na posi¢cao-3, em

relacdo ao seu precursor 87d, como ilustrado no grafico 1.5.

Grafico 1.5 - Gréafico de crescimento celular (%) versus concentracdo (UM) para o ensaio de atividade

antiproliferativa da 1-(4-fldorfenil)-3-[2-oxo-3-(butilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il)- S-carbolina (89d).
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Dentre todas as f-carbolinas contendo o heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-ona
sintetizadas neste trabalho, o composto 92b e seu precursor 87b foram os mais

ativos frente as sete linhagens de células tumorais humanas avaliadas.
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Tabela 1.4 - Valores de Glso (UM) da avaliacéo da atividade antitumoral dos compostos 87a-g.

Ovério

Células Mama Resistente Pulmao (O\?C\:/irFiic—)OS) ((|:—|(3|'|§S) P(ch)') éfg;a Mignco_rg;; Media VERO
(MCF-7)  \c-apRIRES) (NCI-H460) Gl
Compostos
R DOX 0,05 0,10 0,10 0,42 0,18 0,05 0,04 0,13 0,50
@ 87a 7.95 0,86 16,61 8,85 8,53 7.44 8,65 8,41 1,65
N/
O \ 87b 0,88 0,67 1,66 1,76 3,20 1,13 2,49 1,68 3,65
Q 7.07 1,04 7.88 8,08 7.63 1,10 7.39 5,74 7.18
cl 87c
< > F 87d 14,00 NT NT 18,84 48.41 13,67 16,26 2223 24 61
E
@ 670 >100 > 100 > 100 7.61 > 100 > 100 > 100 >86.80 NT
NO,
@ 87f 10,55 64.93 13.56 6,98 7.11 2,20 3538 20,10 1598
< > OH  87g 12,19 10,40 73,38 6,69 15,09 12,34 9,98 20,01 NT

DOX.: Doxorrubicina Média Glso = ZGlso/numero de linhagens avaliadas NT: N&o avaliados frente as linhagens.
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Tabela I.5 - Valores de Glsq (UM) da avaliacdo da atividade antitumoral das bases de Mannich 88-92 (a-d).

Células Mama Ovario Resistente Pulméo Ovario Colon Prostata Melanoma Média
Compostos (MCF-7) (NCI-ADR/RES  (NCI-H460)  (OVCAR-03) (HT29) (PC-3)  (UACC-62) Glso
DOX 0,05 0,22 0,02 0,04 0,35 0,13 0,07 0,12
88a 16,09 1,09 67,18 4,14 14,31 NT NT 20,56
N—N/\NJ\ 88b 61,68 2,91 63,77 0,22 64,20 21,95 63,84 39,79
/4 \Ao : 88c 20,83 15,41 22,77 20,89 21,52 NT NT 20,28
K © 88d 10,63 2,75 33,74 0,72 24,88 25,90 15,96 16,36
89a 63,00 0,20 7,04 0,72 24,01 2,23 16,68 16,26
/Zi\;\ﬂ/\/\ 89b >100 10,64 >100 18,52 59,76 3,07 9,92 >43,13
3 o o 89c 4,65 2,03 3,33 0,28 >100 17,67 10,59 >19,79
89d 3,71 1,19 4,46 0,16 36,59 2,11 5,75 7,71
90a >100 >100 >100 64,47 >100 NT NT >92,89
NN/\H% 90b 68,90 55,34 62,04 53,65 60,76 59,97 56,88 59,64
77/40\/%0 90c 26,79 77,81 20,29 23,40 49,57 NT NT 39,57
90d >100 60,38 >100 2,64 >100 >100 66,96 75,71
9la >100 5,56 >100 5,38 >100 >100 37,42 >64,05
/ZQHU 91b >100 >100 >100 >100 >100 NT NT >100
% o 0 91c 5,69 15,56 4,42 5,35 12,48 NT NT 8,70
91d 49,48 0,56 >100 0,67 >100 56,05 33,35 >48,58
92a 13,70 13,70 13,70 0,25 14,20 11,30 8,97 10,83
/ZN/\'\QD 92b 3,93 1,00 3,10 0,46 1,53 2,04 26,97 5,57
o o) o 92c 54,42 5,00 53,72 141 23,09 11,90 22,86 24,62
92d 52,30 1,33 37,02 65,68 13,03 >100 20,84 >41,45

DOX.: Doxorrubicina

Média Glso = ZGlsg/nimero de linhagens avaliadas

NT: Nao avaliados frente as linhagens.
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1.3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA.

A avaliacao da atividade antimicrobiana foi realizada no CPQBA na UNICAMP
em colaboracédo com a Prof. Dra. Marta C. T. Duarte.

Os compostos 87a-g foram testados frente as bactérias Escherichia coli
ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Sthaphylococus aureus
ATCC-25923 e Bacillus subtilis ATCC-6623 e aos fungos Candida albicans ATCC-
1023, Candida tropicalis ATCC-28707 e Candida parapsilosis ATCC-22019. A
atividade antimicrobiana foi testada, na concentracdo maxima de 100 pg/mL.

Apesar dos relatos encontrados na literatura a respeito das atividades
antibacteriana e antifingica para compostos contendo o nucleo 1,3,4-oxadiazol-2-
ona®, a introducdo deste nlcleo na posicdo-3 da unidade S-carbolinica néo resultou
em atividade antimicrobiana frente os microrganismos avaliados.

Nas condi¢cbes empregadas os derivados sintetizados 87a-g apresentaram
CMI maior que 100 pg/mL e, devido a isso, as bases de Mannich 88-92 (a-d) néo

foram encaminhadas a atividade antimicrobiana.

71



CAPITULO |: ESTUDO IN SILICO

1.3.3 ESTUDOS DOS PARAMETROS IN SILICO DE ABSORCAO E DISTRIBUICAO
DOS DERIVADOS 87-92 (a-d).

Um estudo tedrico dos compostos 1-fenilssubstituido-3-(2-oxo-1, 3, 4-
oxadiazol-5-il)-g-carbolinicos (87a-d) e de suas bases de Mannich 88-92 (a-d), foi
realizado, aplicando-se para isto a “regra do cinco” de Lipinski*® e determinando-se a
area topolégica da superficie polar (TPSA)*°.

Os valores obtidos, através de calculos tedricos, para os parametros de
Lipinski para os novos derivados 87-92 (a-d) estdo mostrados na Tabela 1.6. Todos
os derivados apresentam numero de grupos doadores de ligagédo hidrogénio (DLH),
tal como OHNH, igual a 1 ou 2 e numero de grupos aceptores de ligacdo hidrogénio
(ALH), sendo ON, de 6 a 9, dentro dos padrdes estabelecidos.

As massas moleculares apresentaram-se entre 328,33 g/mol < MM <490,56
g/mol, estando dentro do parametro estabelecido (devem ser < 500g/mol).

Os compostos 87a-d e as bases de mannich com os grupos N-
isopropilaminometil (88a-d), N-butilaminometil (89a-d), N-benzilaminometil (91a-d) e
morfolilmetil (92a-d) ligados ao anel oxadiazolinico apresentaram lipofilicidade menor
do que 5,0, com valores entre 2,97 a 4,89, exceto os derivados 89c e 91c. Estes e
todos os derivados com os grupos cicloexilaminometil (90a-d) apresentaram valores
maiores do que 5,0, violando uma das regras de Lipinski*® *3.

Os compostos 87-92 (a-d) apresentaram valores de porcentagem de
absorcao entre 75,98 - 78,79%, indicando que os mesmos tem boa permeabilidade.

O ideal é que os compostos tenham valores de area topoldgica da superficie
polar (do inglés Topological Polar Surface Area-TPSA) entre 70 a 140 A2 Os
compostos apresentando valores entre 88,74 a 97,57 A2, estdo de acordo com este
parametro.

A maioria dos compostos sintetizados ndo apresentou nenhuma violacdo das
regras de Lipinski, sendo promissores a estudos in vivo.

Os compostos avaliados apresentaram LogS de -5,45 a -8,06 mol.L™, o que
nao é o ideal, porque a maioria dos medicamentos comerciais possuem LogS maior
do que -4**.

Os valores de “druglikeness” e de “drugscore” para os novos derivados e seus
precursores estdo no Gréfico 1.6. Os valores de “drugscore” variaram de 0,07 a 0,24
sendo baixos e os valores de “druglikeness” de 0,08 a -6,38 mol.L™, o ideal para

“druglikeness” € que os valores sejam positivos ente 0 a 4, um valor positivo indica
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gue o composto contém predominantemente fragmentos que estdo frequentemente
presentes em farmacos comerciais**. Os derivados 88a, 88c, 91c e 92c
apresentaram valores positivos tanto de “druglikeness” como de “drugscore”,

indicando uma tendéncia como bons farmacos, com destaque para o derivado 92c.
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Tabela 1.6 - Valores dos dados in silico calculados para os compostos 87-92 (a-d).

Regra do 5 de Lipinski®

% ABS  TPSA®(A?) n Log S°
Compostos NALH  nDLH  mijjogpP MM violages

87a 75,34 97,57 6 2 3,45 328,33 0 -5,94
87b 77,67 90,81 7 2 3,56 3714 0 -5,98
87c 78,79 87,57 6 2 4,08 362,7 0 -6,68
87d 78,79 87,57 6 2 3,62 346,3 0 -6,26
88a 78,38 88,74 7 2 3,97 399,4 0 -6,43
88b 77,27 91,98 8 2 4,07 442,52 0 -6,46
88c 78,38 88,74 7 2 4,6 433,8 0 -7,16
88d 78,38 88,74 7 2 4,13 417,4 0 -6,74
89a 78,38 88,74 7 2 4,73 413,48 0 -6,59
89b 77,27 91,98 8 2 4,83 456,55 0 -6,63
89c 78,38 88,74 7 2 5,36 447,92 1 -7,33
89d 78,38 88,74 7 2 4,89 431,47 0 -6,9
90a 78,38 88,74 7 2 5,20 439,52 1 -7,32
90b 77,27 91,98 8 2 5,30 482,58 1 -7,36
90c 78,38 88,74 7 2 5,83 473,96 1 -8,06
90d 78,38 88,74 7 2 5,36 457,50 1 -7,64
9la 78,38 88,74 7 2 4,69 447,49 0 -7,07
91b 77,27 91,98 8 2 4,79 490,56 0 7,11
91c 78,38 88,74 7 2 5,32 481,94 1 -7,81
91d 78,38 88,74 7 2 4,86 465,48 0 -7,39
92a 78,23 89,19 8 1 3,38 427,46 0 -5,45
92b 77,11 92,43 9 1 3,49 470,53 0 -5,49
92¢ 78,23 89,19 8 1 4,01 461,90 0 -6,19
92d 78,23 89,19 8 1 3,55 445,45 0 -5,77

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

ABS= Absorcéo
TPSA= Area da superficie polar

%ABS = 109 - 0.345 x TPSA

nDLH (nimero de grupos doadores de ligacédo hidrogénio) < 5.
nALH (nimero de grupos aceptores de ligacéo hidrogénio) < 10.
Log S: Solubilidade
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Grafico 1.6 - Valores de “Druglikeness” e “Drugscore” dos derivados 3-[2-ox0-3-(alquilaminometil)-1,3,4-oxadiazol-5-il]- S-carbolinicos (88-92 a-d) e dos seus
precursores 87 a-d.
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2-0x0-1,3,4-oxadiazol-g-carbolinicos (87a-d) e de suas bases de Mannich (88-92 a-d)
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I.4 SINTESE DOS COMPOSTOS

l.4.1 SINTESE DO TRIPTOFANO METIL ESTER (83)

O

C12H14N202
oCcH; 218,25 g/mol

NH,

Iz

A uma suspenséo do L-triptofano comercial 3,00 g (13,72 mmol) em metanol
(60 mL), adicionou-se gotas de acido sulfirico concentrado até total solubilizacdo do
L-triptofano. A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo por 48h e, a
seguir, neutralizada com uma solucao de carbonato de sédio a 10% e extraida com
acetato de etila (3x 30mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e,
apos filtragem do secante, o solvente foi removido em evaporador rotatério. O

produto foi obtido puro com um rendimento de 95%.
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1.4.2 SINTESE DAS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-CARBOMETOXI-TETRAIDRO-4
CARBOLINAS (84 a-i).

A uma solucdo de L-triptofano metil éster (83) (1,00g; 4,60 mmol) em 10 mL
de CH,Cl, foram adicionados 6,90 mmol (1,5 equivalentes) do aldeido apropriado
(Tabela 1.7) e acido trifluoroacético (10,08 mmol; 2,2 equivalentes).

A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente sob agitagéo por 48h.
ApOs esse periodo adicionou-se 30 mL de agua destilada e neutralizou-se com uma
solucéo aquosa de Na,CO3 5%, extraindo-se posteriormente com diclorometano (1 x
30mL) e com acetato de etila (2 x 30 mL). Os solventes foram removidos em
evaporador rotativo e o produto lavado com metanol. Os produtos foram obtidos

como mistura dos isbmeros cis e trans com rendimentos mostrados Tabela I.7.

Tabela 1.7 - Férmula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 84 a-i.

Formula Massa Molecular

Aldeidos Produto Rendimento (%)
Molecular (g/moal)
Benzaldeido 84a C19H15N,05 306,14 80
4-dimetilaminobenzaldeido 84b Cy1H23N30, 349,18 83
2-clorofenil 84c C19H17N,0O,Cl 340,10 87
4-flaorfenil 84d C19H17N,O5F 324,13 70
2-flaorfenil 84e C19H17N,O5F 324,13 75
3-nitrobenzaldeido 84f Ci9H17N30,4 351,36 85
4-hidréxifenil 84g Ci19H18N>05 322,13 80
4-metoxifenil 84h CaoH20N,03 336,15 85
3-metdxi 4-hidréxifenil 84i CyoH2oN,0, 352,14 80
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1.4.3 SINTESE DAS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-CARBOMETOXI-S-CARBOLINAS

(85 a-i).

Ir=

CHs

A uma solucdo da mistura cis+trans das 1-fenilssubstituido 3-carbometdxi-

tetraidro-g-carbolinas (84 a-i) foram adicionados 25 mL de xileno e 9,78 mmol de

enxofre em po (3,0 equivalentes). A solucéo foi mantida sob refluxo e agitacdo por

48 horas e, posteriormente, por 3 horas a 0°C sob agitagdo, para a precipitagdo. O

precipitado formado foi filtrado em funil de Blchner e lavado com éter de petroleo.

Os rendimentos obtidos constam na Tabela |.8.

Tabela 1.8 - Formula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 85 a-i.

R Produto Formula Massa Molecular Rendimento (%)
Molecular (g/mol)
fenil 85a C19H14N>0, 302,11 81
4-dimetilaminofenil 85b C,1HigN30, 345,15 a0
2-clorofenil 85¢c C19H13N-0, Cl 336,07 85
4-flaorfenil 85d C19H13NL,OLF 320,10 60
2-fldorfenil 85e C19H13NL,OLF 320,10 80
3-nitrofenil 85f Ci9H13Nz0, 347,33 70
4-hidroxifenil 859 C19H14N505 318,10 80
4-metoxifenil 85h CyoH16N203 332,12 85
3-metoxi 4-hidréxifenil 85i CooH16N2O4 348,11 80
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1.4.4 SINTESE DAS 1-FENILSSUBSTITUIDO S-CARBOLINAS-3-
CARBOIDRAZIDAS (86 a-g).

O
5 4
NH,
6 A N/
| H
7 N
N 1
8 H
Rl

A uma solucdo das 1-fenilssubstituido 3-carbometoxi-f-carbolinas (85 a-g)
(3,31 mmol) em 50 mL de etanol adicionou-se hidrazina monoidratada 51% (52,96
mmol). A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo 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. Os rendimentos obtidos constam na Tabela
1.9.

Tabela 1.9 - Formula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 86 a-g.

Formula Massa Molecular

R Produto Rendimento (%)
Molecular (g/mol)
fenil 86a C1gH14N,O 302,12 77
4-dimetilaminofenil 86b CyH1gNsO 345,16 a0
2-clorofenil 86¢C C,gH13N,OCI 336,08 80
4-flaorfenil 86d CgH13N,OF 320,11 60
2-fldorfenil 86e C1gH13N4,OF 320,11 70
3-nitrofenil 86f C15H13N504 347,10 72
4-hidroxifenil 869 C1gH14N4O5 318,11 80
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.45 SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-(2-OXO-1,3,4-
OXADIAZOL)-B-CARBOLINICOS (87 a-g).

A uma solugcdo das pB-carbolina-3-carboidrazidas (86 a-g) (1 mmol) em
dimetilformamida (5 mL), a °0 C e sob agitacdo, adicionou-se trietilamina (1,25
mmol) e 1,1-carbonildiimidazol (1,20 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo por 1h, a 0° C, e por 48h a temperatura ambiente. Apds este periodo, a
mistura reacional foi resfriada em banho de gelo seguido da adi¢cdo de agua gelada
(10 mL). O precipitado formado foi filtrado em funil de Buchner e lavado com agua
gelada. O filtrado foi extraido com acetato de etila (3 x 40mL) e a fase organica
lavada com agua (3 x 40 mL), tratada com Na,SO,4 anidro, filtrada e concentrada em

evaporador rotativo. Os rendimentos obtidos constam na Tabela I.10.

Tabela I.10 - Formula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 87a-g.

R! Produto Formula Massa Molecular  Rend. (%) PF (°C)
Molecular (g/mol)

fenil 87a C1oH12N4O, 328,00 62 220-223
4-dimetilaminofenil 87b C,1H17N50, 371,00 45 240-242
2-clorofenil 87c C1oH11N4O,ClI 362,50 85 182-184
4-flaorfenil 87d C19H11N4OLF 346,00 20 255-257
2-fldorfenil 87e C19H11N4OLF 346,00 20 225-228
3-nitrofenil 87f C1oH11N50 4. 373,00 56 Decomp
4-hidroxifenil 879 C1oH12N4O5 344,00 20 >250

80



CAPITULO I: PARTE EXPERIMENTAL

4.6 SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-[2-OXO-3-
(ALQUILAMINOMETIL)-1,3,4-OXADIAZOL-2-IL]-3-CARBOLINICOS (88-92 a-d).

88-91 (a-d) R*

A uma solucdo dos derivados 87a-d (0,5 mmol) em etanol (5 mL), sob
agitacdo e a temperatura ambiente, adicionou-se uma solucao contendo formaldeido
37% (5,0 mmol) e a amina apropriada (isopropilamina, butilamina, cicloexilamina,
benzilamina, pirrolidina ou morfolina) (0,5 mmol). A mistura reacional foi mantida a
70°C, sob agitacéo por 24 horas e posteriormente, deixada em agitacédo por 1 hora a
0 °C. O precipitado formado foi filtrado em funil de Buchner e lavado com etanol. Os
rendimentos para os derivados obtidos constam na Tabela I.11.
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Tabela I.11 - Férmula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 88-92 (a-d).

R! R? Produto Formula Molecular Massa Molecular (g/mol) Rend. (%) PF (°C)
Fenil Isopropil 88a C23H21Ns502 399,17 45 218-220
4-dimetilaminofenil Isopropil 88b Cas5H26N6O2 442.21 65 >250
2-clorofenil Isopropil 88c C23H20Ns502Cl 433,13 40 180-182
4-fiorfenil Isopropil 88d Ca3H20FNsO» 417,16 20 247-249
Fenil Butil 892 CaaH23NsO2 413,19 50 244-245
4-dimetilaminofenil Butil 89b CasHasN6O2 456,23 70 202.224
2-clorofenil Buti 89c C24H2:N50;Cl 447,50 68 217-219
4-fldorfenil Butil 89d CaaH22NsOF 431,18 64 215217
Fenil Cicloexil 90a Ca6H2sNsO2 439,20 30 >250
4-dimetilaminofenil Cicloexil 90b C26H30N602 482,24 69 231-233
2-clorofenil Cicloexil 90c C26H24N50,Cl 473,16 35 171-173
4-fldorfenil Cicloexil 90d C26H2N5OF 457,19 45 237-240
Fenil Benzil 9la C2rH21NsO2 447,17 24 218-222
4-dimetilaminofenil Benzil 91b C29H26N02 490,21 20 >250
2-clorofenil Benzil 9lc C2rH20N50:Cl 481,13 25 >250
4-flGorfenil Benzil 91d Ca7H20NsO2F 465,16 20 229-231
Fenil Morfolil 92a C24H21NsO3 427,16 67 187-189
4-dimetilaminofenil Morfolil 92b Ca6H26NGO3 470,21 64 144-145
2-clorofenil Morfolil 92¢ C2aH20N504Cl 461,13 50 230-233
4-fldorfenil Morfolil 92d CaaH20NsOsF 445,16 44 212-215
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I.5 CONCLUSAO

Nesta parte do trabalho foi realizada a sintese e avaliacdo da atividade
antitumoral e antimicrobiana dos derivados 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)-f-
carbolinicos (87 a-g) e de suas bases de Mannich (88-92 a-d).

A sintese dos derivados (87 a-g) foi possivel a partir da reacdo das f-
carbolinas-3-carboidrazidas (86 a-g) com carbonildiimidazol (CDI), com rendimentos
de 20 - 80%.

A sintese das séries de bases de Mannich (88-92 a-d) foi realizada pela
reacdo das 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il)-p-carbolinas (87 a-g) com formaldeido e
com as aminas: isopropilamina, butilamina, cicloexilamina, benzilamina e morfolina,
com rendimentos de 20 - 70%.

Dentre todos os derivados avaliados da série das 1,3,4-oxadiazol-2-ona, 0
composto 87b, com o grupo 4-dimetilaminofenil na posi¢ao-1, foi o mais ativo frente
as linhagens de células tumorais humanas testadas. A introducdo do grupo
morfolilmetil em 87b resultou no derivado mais ativo 92b.

Os resultados dos ensaios de atividade antimicrobiana para os compostos 87
a-g mostraram que os mesmos nao foram ativos apresentado 1Csp maior que 100

pug/mL para todos os microorganismos avaliados.
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CAPITULO Il

Sintese e caracterizacao das 3-[4-(substituido-
benzilideno)-5-0x0-1,3-0xazol-2-il]-B-carbolinas

(3-azalactonas-B-carbolinas)



CAPITULO II: INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO

No capitulo Il sdo abordados: a) alguns aspectos gerais sobre 1,3-
oxazol-5-ona; b) a sintese e caracterizacdo dos derivados 1-fenilssubstituido 3-
[4-(substituido-benzilideno)-5-o0xo0-1,3-0xazol]-f-carbolinicos; ¢) a avaliacdo das
atividades antitumoral e antimicrobiana e estudo in silico dos parametros ADME

dos compostos sintetizados.

1.1.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE 1,3-OXAZOIS-5-ONA

Compostos contendo o heterociclo 1,3-oxazol-5-ona (I) vém sendo

estudados por varios grupos de pesquisa devido as diferentes atividades

biolégicas apresentadas, incluindo antimicrobiana®®***®, inibidora da

tirosinase'*’ e imunomoduladora*'®. Também s&do aplicados como fluoréforos

para 0 reconhecimento de proteinas e peptideos'® e s&o importantes

120-122

intermediarios em sintese , sendo que diversos métodos de sintese deste

ntcleo sdo encontrados na literatura®’+ 3% 123126,

R
4
2& o 2< o
o ° o °
1,3-oxazol-5-ona (1) 4-(substituido-benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona ( II)

Devido a inexisténcia de relatos na literatura de atividade antitumoral de
compostos com a unidade 4-(substituido-benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona, no
trabalho descrito neste capitulo realizou-se a sintese e avaliagdo da atividade
antitumoral e antimicrobiana de novas f-carbolinas contendo na posi¢céo-3 o
grupo 4-(substituido-benzilideno)-1,3-oxazol5-ona, também chamados de

azalactona.
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II.1.2 PRINCIPAIS METODOS DE PREPARAGAO E ATIVIDADES BIOLOGICAS
DE 4-(SUBSTITUIDO-BENZILIDENO)-1,3-OXAZOIS-5-ONA

A seguir apresentamos uma breve revisdo sobre a sintese, atividades
farmacologicas e aplicacdo como intermediario para a sintese de compostos
ativos, da unidade 4-(substituido-metilideno)-1,3-oxazol-5-ona.

Compostos heterociclicos com a unidade 4-(substituido-benzilideno)-1,3-
oxazol-5-ona, nomeadas também de azalactonas, sdo conhecidos desde o
século XIX e preparados pelo método classico conhecido como sintese de
Plochl-Erlenmeyer, e detalhadamente descrito na revisdo de Carter e col.
(1946)'?% e Bala e col. (2011)%".

O procedimento experimental mais comum de preparacdo de tais
compostos € via reagdo entre um derivado da glicina (93) (ou qualquer outro
aminoacido) e um aldeido (94), utilizando anidrido acético como solvente e

37, 38, 123, 127

acetato de sédio como catalisador (Esquema 11.1).

ACZO /

*Af A = )

93 94 95

Esquema Il.1 - Rota geral para a sintese de azalactonas.

86



CAPITULO II: INTRODUCAO

Gilbert e col. (2004)*?® sintetizaram uma série de 1,3-oxazol-5-ona (99a-
c) e analisaram a inibicdo in vitro da proteina transportadora de acil de
bactérias resistentes a multiplas drogas, observando para os derivados 99a-c,
valores de IC5p de 1,3 uM, 1,9 uM e 0,83 uM, respectivamente. O derivado 99a
apresentou moderada atividade antibacteriana frente  Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis ATCC e E. faecalis VRE com valores de
CMI de 12,5-50,0 uM (Esquema 11.2).

o
i 1
HaN-CH,C—OH . OH (Et0)sCH, Ac,0, 95°C
o — N T
NaOH, H,0, 23°C o
RS R®
%6 97
EtO R{ R*
N
1 2 3
0 | H,oN(Ar2)CO,H RTRTR
9a)l H Cl
o v e 9b)F H CFs
HO HN 99c)Me H CFs
98 RS 0 N\ N

R3
Esquema 11.228 — Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Gilbert (2004).

Pasha e col. (2007)*® sintetizaram a partir da reacédo entre o &cido
hiparico (100) e diferentes aldeidos (101), catalisada por 6xido de zinco a
temperatura ambiente e em bons rendimentos, os compostos 102 a-f
(Esquema 11.3). Esses foram avaliados frente as bactéria Bacillus subtilis e
Escherichia coli, sendo que o composto 102f mostrou o melhor perfil

antimicrobiano.
R

\\
o) o \ V,
OH ZnOIAC,0
HAH/ . | \ H - /
° A F /N
R
100 101 a-f o]

102 af
R= a)H b)4-OCH; C)4NO, d)4-CH3 e)4-Cl f)4-F

Esquema 11.3 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Pasha (2007).
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Argade e col. (2008)** sintetizaram uma série de derivados 1,3-oxazol-
5-ona pela metodologia convencional (método A) e utilizando microondas
(método B), sendo que com microondas obtiveram rendimentos melhores e
menores tempos reacionais. O composto 105d, ao ser avaliado frente as
bactérias E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, na dose
de 25 pg/mL, apresentou halos de inibicdo de 9,4mm, 7,4mm e 8,3mm,
respectivamente, sendo melhor do que os da ampicilina (o controle positivo)

(Esquema 11.4).

R! R\@\
(0] N/

)L OH N—N Método a) CHsCOONa, AC,0
Ph N \
H N

R
a) CHy H

Método b) MW, CH3COONa, Ac,0

o] N b) H H

R /4 c) Br H

d) cl H

103 © Ph O e) NO, CI
104 a-g ) H cl

105 a-g g) OCHs H

Esquema 1.4 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Argade (2008).

Abdel-Aty (2009)**° sintetizou 0s compostos 4-benzilideno-2-metil-1,3-
oxazol-5-ona (108a) e 4-benzilideno-2-fenil-1,3-oxazol-5-ona (108b). Ao avalia-
|6s frente aos fungos patdégenos Fusarium calmorum; Pythium debarianum,
Rhizoctonia solani e Macrofomina phaseoli, o derivado 108b apresentou ICsg
de 76,9 pg/mL frente ao P. debarianum (Esquema 11.5).

O (@]
R H H —_ — 5
+
o CH5COONa N /
106 a-b /4
107
R o o}
R= a)CHs b) CgHs 108 a-b

Esquema II.5 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Abdel-Aty (2009).
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Os compostos 4-(4-o0-B-D-glucose-benzilideno)-2-(substituido-stiril)-1,3-

131 & avaliados frente as

oxazol-5-onas foram sintetizados por Taile e col. (2009)
bactérias E. coli, S. aureus, B. subtilis, e Klebsiella aerogenes e aos fungos
Aspergillus niger e C. albicans, com destaque ao derivado 113d com halo de
inibicdo frente E. coli de 31mm (Esquema I1.6).

HO

CHO
O

(CH5C0),0

)}\ oH .
HsC H/ﬁ( CH,CO,Na

o /

N
109
OH /<
H o)
110 5C o
111
OH
HO HO o)
HO 0
OH
a
—_—
RCHO b
— — L0
—C>

112 a-e 113 a-e

a) K,CO3, CH3CN, atmosfera de argdnio; b) brometo de a-glucopirano, 18-crown-6; ¢) Zn(OAc),, MeOH

R= a) CGH5 b) CgH4(2-C|) C) C6H4(4-OCH3) d) C6H4(3-N02) 9) CGH5(4-N(CH3)2)

Esquema 1.6 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Taile (2009).
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Khan e col (2006)*" sintetizaram uma série de 4-(substituido-
metilideno)-1,3-oxazol-5-ona (117 a-h) partindo de N-acilglicina (116) e
diferentes aldeidos (Esquema 11.7). Os compostos foram avaliados quanto a
atividade inibitéria de tirosinase. A enzima tirosinase desempenha um papel
critico na regulacdo da biossintese de melanina, assim, os inibidores da
tirosinase que suprimem muitos melanogéneses tém sido amplamente
estudados com o objetivo de desenvolver preparacdes para o tratamento de
hiperpigmentacéo. Os derivados 117a e 117b apresentaram valores de ICsy de
3,11 uM e 3,51 pM, respectivamente, sendo ainda melhores que o padrdo a L-
mimosina (ICso = 3,68 uM)*’.

O

0
OH NaOH )J\ OH
HaN >  HC N
H4C Cl H,0 3 N
0
114

0]
115 116

/ H

N
RCHO, Ac,0, AcONa /4
HsC o)

0]

117 a-h

a) /@ b)4©‘N02 c)4<;>—NHCOCH3 d)
R= S
NO, OMe

Esquema 29 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Khan (2006).

O
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Hamidian e col. (2013)'* sintetizaram os corantes azéicos 4-arilideno-5-
(4H)-oxazolona (121a-f), a partir de acido 4-amino-hipurico (118) seguido de
reacao de diazotagcdo, acoplamento com N,N-dimetilanilina, 1-naftol e 2-naftol
obtendo os azo corantes (120a-c). Estes foram submetidos a reacdo com os
aldeidos 4-florbenzaldeido e 4-trifliormetoxibenzaldeido pelo método classico
de Erlenmeyer, observando-s a acetilagdo do 1-naftol e do 2-naftol (Esquema
1.8).

Os compostos 121a-f foram testados in vitro quanto a propriedade de
inibicdo da tirosinase e exibiram um alto comportamento inibitério desta
enzima, com valores de ICso de 1,44 - 4,33 uM, mostrando-se mais potente do
gue os inibidores de referéncia, a L-mimosina e o acido kéjico com valores de

ICsode 3,68 e 16,67 UM, respectivamente®?,

O o)
-+
\ OH NaNO,/HCI CIN,
—_— >
H HN
o COOH
H,N 118 119
Rl
Ar—N O
\\N COO'Na*
Ar, NaOH N / R,CHO
— /
AC,0, NaOAc N
120 /
Ar = 4-N,N-dimetilanilina, 1-naftol e 2-naftol o (@)
)
/ )
7—N 121 a-f
R'= F, OCF;

ococH3

Esquema 30 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Hamidian (2013).
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Parveen e col. (2013)**? sintetizaram uma série de 1,3-oxazol-5-ona com
diferentes substituintes, a partir do acido hipurico (122) e avaliaram a atividade
antioxidante (atividade sequestradora de radicais livres), pelo método do 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), obtendo para os derivados 124c e 124d
valores de ICso de 5,35 e 5,15 %, proximos do valor do padrdo o acido

ascorbico que apresentou ICsode 4,78 %(Esquema 11.9).

4

(@]
R Rl R2
N AH/OH \ f _(CHiCO),0 a)H H 2-OMe
TCH,CONa b) H H 3-OMe
H x / 2 o) H H 4-OMe

d)H 2-Me 5-OMe
e)H 3-OMe 5-OMe
f) 3-OMe 4-OMe  5-OMe

122

123
124 a-f

Esquema 31 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Parveen (2013).

Mesaik e col. (2004)'*® sintetizaram uma série de 1,3-oxazol-5-ona
(128a-h) partindo do acido hipurico (127) com diferentes aldeidos (Esquema
[1.10) e investigou suas respostas a diferentes aspectos imunol6gicos. O
composto 128f apresentou um grau de atividade supressiva de 78%, sendo

considerado um potencial imunomodulador.

125 126 127

RCHO, Ac20 AcONa

128 a-h

Br
OMe NO, H cl H NH,
OMe NO,

Esquema 11.10 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Mesaik (2004).
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Giindogdu e col. 2010%* sintetizam o derivado carbazolglicilester (129)
seguido de hidrdlise basica e reacdo de Erlenmeyer com arilaldeidos obtendo
os derivados carbazolil-oxazolonas (131a-d) (Esquema 11.11). Estes
apresentaram excelente fotoestabilidade e os derivados 131c e 131d foram

relatados como promissoras sondas para a aplicacao biologica.

0 O
) PN
N~ co,cH, HOHHC N" “CooH
H EtOH
N
N
N H
R 130
129
ArCHO, NaOAc, Ac,0 /
N
/
N
H
131 a-d

R = a)H b)4N(CHg), c)4-NO, d)4-CN

Esquema Il.11 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Guindogdu
(2010).

A unidade 4-(substituido-benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona € versatil
precursor e intermediario de sinteses de compostos com atividades bioldgicas.

Barros e col. (2010)'* relataram a sintese de uma série de pseudo-
peptidios (134a-d) utilizando as oxazolonas (132a-d) e o composto bis-amino
(133) (Esquema 11.12).

Os pseudo-peptidios (134a-d) apresentaram capacidade de inibicdo da
replicagéo da enzima serina protease coexistentes nos flavivirus da hepatite C,

dengue e febre do Nilo Ocidental*®.
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AcOEt )L //
reﬂuxo y

“NH,

(@)

Ry \

4

134 a-d (6]

@i?@@

OCH;

Esquema I1.12 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Barros (2010)

Shi e col. 2011**° a partir da reacdo das 2-fenil-4-(arilideno)-1,3-oxazol-
5-onas (135a-i) com 5,5-dimetil-1,3-ciclohexano-1,3-diona (136a) ou
cicloexano-1,3-diona (136b) via micro-ondas, obtiveram uma série de derivados
3-aminoexaidrocoumarinas (137aa-ai e 137ba-bi) (Esquema I1.13). Estes
derivados apresentaram atividade antitumoral in vitro frente as linhagens de
células de carcinoma do colon (SW116) e de carcinoma do estdmago
(SGC7901).

Entre os derivados sintetizados, o composto 137ai, com o grupo furanila,
apresentou a menor taxa de viabilidade (VR) de 42,02%, valor este inferior a
taxa de viabilidade do cloridrato de doxorrubicina (VR = 67,34%), farmaco
anticancer utilizado como controle positivo, e valor de ICsq de 0,259 pg/mL para

o carcinoma do estdmago (SGC7901)136

137aa-ai
135a-i 136a-b 137ba-bi

R=a)CH; b)R=H
a) CGH4(4-F) b) CsH4 (4-C|) C) CGH4(4-N02) d) C6H4 (2-C|) e) C6H4(2-Br)

Ar=
f) CgHy (4-CH3) @) CeH4(3,4,5-(CH;0)3) h) Tiofen-2-il i) Furan-2-il

Esquema 11.13 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Shi (2011).
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Gucky e col. (2009)**" sintetizaram, a partir do 1,3-oxazol-5-ona (138),
em cinco etapas as pirazoltriazinas (140), com atividade antitumoral frente a
cinco linhagens tumorais humanas (Esquema 11.14).

MeO
OMe MeO
MeO OMe
MeO
i) N2Hgy iv) RN,
— > —_ >
/ ii) NaOH v) POCl,
N iii) HCI
/ N—
(@]
O < >—<\ fe)
N—NH
138 139 140

Esquema 11.14 - Compostos com a unidade 1,3-oxazol-5-ona sintetizados por Gucky (2009).

Rodrigues e col. (2012)*% sintetizaram uma série de 1,3-oxazol-5-onas
pelo método classico utilizando os aldeidos, com os grupos doadores de
elétrons (fenil, dimetilanilina e furanil) e receptores (nitrobenzeno e etenil-fenil-
benzimidazol). Os derivados foram avaliados quanto as suas propriedades de
fluorescéncia, determinando-se as propriedades Opticas lineares e néao
lineares. O melhor desempenho fluoréforo néo-linear foi observado para o
derivado 141 com o grupo benzimidazol (Figura I1.1).

Figura 11.14 - Composto sintetizado por Rodrigues (2012).

zI
(@]

Z =

141
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II.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-[4-
(SUBSTITUIDO-BENZILIDENO)-5-0X0-1,3-OXAZOL-2-IL]--CARBOLINICOS
(3-AZALACTONAS-4-CARBOLINAS)

A rota inicialmente proposta para a sintese dos derivados 1-fenilssubstituido
3-[4-(substituido-benzilideno)-5-oxo-1,3-0xazol-2-il]-B-carbolinicos (3-azalactonas-S-
carbolinas) esta mostrada no Esquema I1.15.

Os derivados 3-carboxi-B-carbolinicos (142 a-c, f-i) (Esquema 11.15) foram
preparados pela reacéo de hidrélise basica’, em agua/metanol 2:1, sob refluxo, dos
derivados 1-fenilssubstituido 3-carbometoéxi-g-carbolinicos (85 a-c, f-i) obtidos
conforme descrito no CAPITULO |, item 8.3, p. 78.

A obtencdo dos compostos 142 (a-c, f-i) foi confirmada pelos dados
espectroscopicos de RMN *H e RMN *C/DEPT, pela auséncia do simpleto em &y
3,72/6¢ 53,2 com integragdo para trés hidrogénios, atribuido a metoxila do éster e
presenca do sinal em 8y 11,9 atribuido ao hidrogénio do grupo acido carboxilico. No
espectro de IV a banda em 1742 cm™ refere-se & carbonila de &acido carboxilico.

Estes dados estdo concordantes com os descritos por Tonin (2009)%.
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NaOH, H,0:CH30H (2:1),
Refluxo, 24 h

142 (a-c, f-i)

Método II:  Glicina,

Na,CO; (aquoso 5%),
DCC, DMAP, DMF,
THF, t. amb., 72h.

Refluxo

N CONHCH,COOH  Giicina, Na,COs,,

DMF, refluxo, 24h.

Aldeidos (R?CHO), CH3;COONa,
(CH5C0),0, 80°C, 24h

3-[4-(substituido-benzilideno)-
5-0x0-1,3-0xazol-2-il]- f-carbolinicos
(3-azalactonas-f-carbolinas)

R=R?=a)H b)4-N(CH3z); c)2-Cl f)3-NO, g)4-OH h)4-OCHjz i) 3-OCH3 4-OH

Esquema 11.15 - Rota sintética proposta para a preparagdo das 3-azalactonas-B-carbolinas.

Método |: SOClI;,
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Para a preparacdo dos derivados 3-carboxiglicil-g-carbolinico (144) foram
propostas inicialmente duas metodologias (Métodos 1 e 2, Esquema 11.15).

Inicialmente o composto 142a foi submetido a reagdo com cloreto de tionila
(SOCI,), obtendo-se o cloreto de acila 143a, que por sua vez foi tratado com glicina
e Na,COs; conforme metodologia descrita por Khan, 2006"(metodologia 1,
Esquema 42), porém sem éxito na obtencéo do composto 144a.

Alternativamente o derivado 1-fenil-3-carboxi-f-carbolinico  (142a), foi
submetido a reacdo de condensacdo com glicina, na presenga de N,N’-
dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 4-(N,N-dimetil)aminopiridina (DMAP) conforme
Método 2 (Esquema I1.15). O monitoramento da reacdo por CCDA e analise dos
espectros de RMN de 'H e RMN de '3C mostraram que esta metodologia n&do
forneceu o derivado esperado, ocorrendo apenas a recuperacao do material de
partida.

Como método alternativo para a preparacdo de 144, optou-se pela
preparacdo do éster correspondente 145, pelo uso do ester etilico do cloridrato da
glicina (HCI.NH,CONHCOOCH,CHs), seguido de hidrélise'**'*° (Esquema 11.16).
Desta forma, os derivados 142 (a-c, f-i) foram submetidos a reacdo com o ester
etilico do cloridrato da glicina, utilizando-se piridina como solvente, devido a baixa
solubilidade dos compostos carbéxi-f-carbolinicos em diclorometano ou acetonitrila,
solventes estes mais comumente empregados. Para prevenir que acoplamentos
mais lentos conduzissem a formacdo de N-aciluréias, optou-se por utilizar
DCC/DMAP para a etapa de condensacao.

No entanto, a reacdo com cloridrato da glicina esterificada forneceu os
produtos desejados somente para os derivados 142a,g,h, com os grupos fenil, p-
hidroxifenil e p-metoéxifenil na posicdo-1, obtendo-se os 3-carboéxigliciletiléster-4-

139

carbolinicos (145a, g, h)™*, como ilustrado no Esquema 11.16.
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HCI.NH,CH,COOCH,CHs,

OH DCC, DMAP Na,COs, H,0:CH30H (2:1),

Piridina, CH,Cl,, t.a., 48 h; Refluxo, 24h

OH
N Aldeidos (R2CHO),
H CH3COONa, (CH3CO),0

O

2
80°C, 24h R
m-NO,
144 a, g, h 147 p-OCOCH; m-NO,
Rl
148 p-OCHjs m-NO,
149 p-OCHj4 H

Esquema 32 - Rota sintética para os derivados 3-azalactonas-f-carbolinas sintetizados neste

trabalho.

A estrutura dos compostos 3-carboxigliciletiléster-g-carbolinicos (145a, g, h)
foi confirmada pelos dados de RMN *H/*3C, devido a presenca dos sinais em & 1,32
(t., 3H, J=7,2 Hz)/5¢c 14,4 e em &y 4,30 (quart., 2H, J=7,2 Hz)/5c 41,7, referentes ao
grupo metila e metilénico, respectivamente, do grupo etoxila. Os sinais em &y 4,31
(sh)/6c 61,7 e em 8,66 ppm (t., 1H, J=5,7 Hz) evidenciaram a presenca do grupo HN-
CH-CO e do NH do grupo amida, respectivamente (Anexo 31-33, p. 222-230).

Para a preparacdo de 144a, o composto 145a foi inicialmente submetido a
diferentes condicdes de hidrélise basica, utilizando-se NaOH em etanol/metanol,
variando-se o tempo do refluxo de 4h, 12h e 24h. Sob estas condi¢des, ocorreu a
hidrélise total do grupo carboetoxiglicil e retorno ao composto 3-carbéxi-f-carbolina
(142a).

A obtencdo dos derivados 3-carboéxiglicilacido-g-carbolinicos (144 a,g,h) foi
possivel através de hidrélise mais branda utilizando-se como base o Na,COj3, em
agua/metanol (2:1) (Anexos 34 - 36, p. 231-239).

Para a preparacao das azalactonas, os derivados 144 a,g,h foram submetidos

37, 127

a reacdo de Plochl-Erlenmeyer com diferentes aldeidos . Ao submeter os

derivados 144 a,g,h a reagcdo com os aldeidos contendo grupos doadores de
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elétrons, como o p-metoxibenzaldeido e p-dimetilaminobenzaldeido observou-se a
formacdo de um residuo escuro de dificil purificacdo e analise, sem éxito nestas
reacoes provavelmente devido a baixa eletrofilicidade relativa dos aldeidos
empregados.

Por outro lado, a reagdo dos compostos 144 a,g,h com o 3-nitrobenzaldeido
forneceu os derivados 146-148 (Anexos 37 - 39, p. 240-250).

Para o derivado 144g (R'=p-OH), a reagéo com anidrido acético/acetato de
sédio, levou a acetilagdo do grupo p-OH, obtendo-se o derivado 148 acetilado.

Ao realizara reagcdo com benzaldeido foi possivel obter apenas a partir do
derivado 144h o produto149 (Anexo 40, p. 251-254).

No Esquema .17 estd mostrado o mecanismo para formacédo da unidade 4-

141,142

(benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona , no qual, segundo Barros e col. 2010**, devido

ao uso da metodologia convencional de Erlenmeyer-Pléchl, o produto Z é

favorecido termodinamicamente.

q e

ﬂj%‘*%gy)k@ -

Ry
AcO" Na H OH Y, H
N H0 N
A A A
(o] R o e}

Esquema I1.17 - Mecanismo proposto para a formacdo da unidade 4-(substituido benzilideno)-1,3-

H

AcO'Na*

oxazol-5-ona.

A formacdo da unidade 4-(benzilideno)-1,3-oxazol-5-ona na posi¢cao-3 da

unidade B-carbolinica foi evidenciada nos derivados sintetizados (146-149) pela

presenca do simpleto em &y 7,54-7,56, correlacionado ao sinal na regido de
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dc 126,4 - 131,5 no espectro de HSQC, correspondentes aos hidrogénios e carbonos
do grupo metilideno.

Os carbonos C-2 (C=N) e C-5 (C=0) da unidade 1,3-oxadizol aparecem no
RMN de **C em &8¢ 164,0-164,5 e 5c 166,9-168,0, respectivamente.

No espectro de infravermelho foi observada uma banda de absorgdo na
regido de 1780 - 1816 cm™ que é caracteristica do grupo carbonila.

As estruturas das 3-azalactonas-f-carbolinas também foram confirmadas por

, +.
espectro de massas. Os compostos mostraram a presenca do ion molecular [M ]

consistente com as estruturas esperadas e o0 pico base m/z [M+'- substituido-

benzilideno-oxazol] correspondente a clivagem entre o C-3 da p-carbolina e o C-2 do
anel do heterociclo 1,3-oxazol-5-ona.

As figuras 11.2 (a-c) ilustram os espectros de RMN *H/**C e o espectro de
massas do derivado 1-fenil-3-[4-(p-metoxibenzilideno)-5-oxo-1,3-0xazol] p-carbolina
(149) e no espectro de massas de alta resolucdo (HR-ESI) observa-se o [M+H]'=
446,15 (Anexo 40, p. 251-254).
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Figura Il.2a - Espectro de RMN de 'H do derivado 1-fenil-3-[4-(p-metdxibenzilideno)-5-o0xo-1,3-oxazol-S-carbolina (149).
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CAPITULO II:

Figura ll.2b - Espectro de RMN de 3C do derivado 1-fenil-3-[4-(p-metdxibenzilideno)-5-oxo-1,3-oxazol-5-carbolina (149).
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Figura Il.2c - Espectro de massas do derivado 149.
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1.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL, ANTIMICROBIANA E ESTUDO
IN SILICO

11.3.1 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Os valores de ICsg dos derivados 146-149 estdo sumarizados na Tabela I1.1.

Tabela Il.1 - Avaliacdo da atividade antitumoral dos compostos 146-149.Valores de ICsq em M.

Células: Mama  Glioma Ovério Cdlon Préstata Melanoma VERO
Compostos (MCF7) (U251) (OVCAR-03) (HT-29) (PC-3) (UACC-62)
Dox. 0,06 0,03 0,42 0,18 0,05 0,04 0,50
146 >100 62,42 63,19 >100 >100 7,52 >100
147 >100 80,20 >100 >100 >100 8,76 >100
148 47,63 0,35 2,18 >100 5,28 15,93 >100
149 23,44 0,48 1,07 67,88 1,50 10,00 63,17

Os resultados dos ensaios mostraram que todos os compostos foram ativos
para as células tumorais de melanoma (UACC-62) com atividade na faixa de ICsg
15,93 a 7,52 e glioma (ICsp na faixa de 0,48 a 62,42).

Os compostos 146 e 147 com valores de ICsp de 7,52 uM e 8,76 UM,
respectivamente, foram fortemente ativos frente a linhagem de células tumorais de
melanoma (UACC-62).

O composto 149 com o grupo p-metdxifenil na posicdo-1 e o R?=H,
apresentou valores de ICsp < 100 pM para todas as seis linhagens de células
tumorais avaliadas, sendo que os valores de ICsg variaram entre 0,48 — 67,88 uM.

Para as linhagens de células de glioma (U251), ovario (OVCAR-03) e prostata
(PC-3), apresentou valores de ICso de 0,48 uM, 1,07 uM e 1,50 uM sendo este o
composto mais ativo dentro desta série.

Os compostos foram avaliados frente as células VERO, quanto a
citotoxicidade e apresentaram baixa toxicidade.

O gréfico 1.1 ilustra a atividade antitumoral da 1-fenil 3-[4-(p-

metoxibenzilideno)-5-oxo-1,3-0xazol-S-carbolina (149)
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Gréfico I1.1 - Crescimento celular (%) versus Concentracéo (UM) para o composto 149.
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11.3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada no CPQBA na
UNICAMP sob responsabilidade da Prof. Dra. Marta C. T. Duarte.

Os compostos 146-149 foram testados frente as bactérias Escherichia
coli ATCC-25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC-27853, Sthaphylococus
aureus ATCC-25923 e Bacillus subtilis ATCC-6623 e aos fungos Candida
albicans ATCC-1023, Candida tropicalis ATCC-28707 e Candida parapsilosis
ATCC-22019. A atividade antimicrobiana foi testada, na concentragdo maxima

de 100 pg/mL e estes compostos néo foram ativos.
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11.3.3 ESTUDOS DOS PARAMETROS IN SILICO DE ABSORCAO, DISTRIBUICAO,
METABOLISMO E EXCRECAO DOS DERIVADOS 146-149.

Um estudo tedrico dos compostos 1-fenilssubstituido 3-[4-(substituido
benzilideno)-5-o0xo-1,3-0xazol]-S-carbolinicos (146-149) foi realizado determinando

as regras de Lipinski®® e a area topolégica da superficie polar (TPSA)** ** (Tabela
11.2).

Tabela 1.2 - Valores tedricos da regra do “cinco de Lipinski” calculados para os compostos 3-

azalactonas-g-carbolinas.

Regra do 5 de Lipinski®

Comp. TPSA? ALH DLH a . . b
%ABS 5 logP MM nviolagcdes logS
(A9 (ON) (OHNH)
146 68,42 117,61 8 1 5,45 460,45 1 -7,41
147 59,35 143,91 10 1 5,00 518,48 1 -7,71
148 65,24 126,85 1 5,50 490,47 1 -7,43
149 81,05 81,02 6 1 5,57 445,48 1 -6,97

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

%ABS =109 - 0.345 x TPSA

nDLH (ndmero de grupos doadores de ligagéo hidrogénio) < 5.

nALH (nimero de grupos aceptores de ligagao hidrogénio) < 10.

Todos os derivados apresentam numero de grupos doadores de ligacao
hidrogénio (DLH) tal como OHNH igual a 1 e nimero de grupos aceptores de ligacdo
hidrogénio (ALH), sendo ON, de 6 a 10, dentro dos padrdes estabelecidos.

As massas moleculares apresentaram-se entre 445,48< MM <518,48 g/mol. O
composto 147 violou uma regra devido a massa molecular maior do que 500 g/mol e
os outros derivados apresentaram coeficente de particdo octanol-agua (LogP) maior
que 5,0.

Os compostos apresentaram valores de porcentagem de absorcéo (% ABS)
entre 59,35-81,05%, indicando que o0s mesmos tem boa permeabilidade na
membrana plasmatica.

Os resultados revelaram que todos os compostos violaram apenas uma das

regras de Lipinski.
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Os compostos avaliados apresentaram LogS de -6,97 a -7,71 mol.L, o que
ndo é o ideal, porque a maioria dos medicamentos comerciais possuem LogS maior
do que -4*.

Os valores de “druglikeness” e de “drugscore” para os novos derivados e seus
precursores estdo no Gréfico 1.2. Os valores de “drugscore” variaram de 0,09 a
0,18 sendo baixos e os valores de “druglikeness” de 0,53 a -9,02 mol.L, o ideal
para “druglikeness” € que os valores sejam positivos entre 0 a 4, um valor positivo
indica que o0 composto contém predominantemente fragmentos que estdo
frequentemente presentes em medicamentos comerciais*’. O derivado 149
apresentou valores positivos tanto de “druglikeness” como de “drugscore”, sendo

promissor candidato a testes in vivo.

Grafico 1.2 - Valores de “Druglikeness” e “Drugscore” dos derivados 1-fenilssubstituido 3-[4-

(substituido benzilideno)-5-oxo-1,3-oxazol]-S-carbolinicos (146-149).

Comportamento in silico dos derivados 146-149
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1.4 PARTE EXPERIMENTAL

.41 SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-CARBOXI-B-
CARBOLINICOS (142 a,g,h).

A uma suspenséo dos derivados 3-carbometdxi-s-carbolinicos (85a,g,h) (3,00
mmol), obtidos conforme procedimento especificado no Capitulo I, item 8.3, p.78, em
metanol (20 mL), adicionou-se uma solugcdo de NaOH (12,00 mmol) em &agua
destilada (40 mL). A mistura reacional foi mantida a 80°C sob agitacéo por 24h e,
posteriormente, por 2 horas a 0°C. A solucgédo foi neutralizada com uma solugdo de
HCI 5M e o precipitado formado, filtrado em funil de Buchner e lavado com agua. Os
produtos foram obtidos puros com rendimentos mostrados na Tabela I1.3.

Tabela I1.3 - Férmula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 142 a,g,h.

R! Produto Formula Massa Molecular Rend. (%) PE (C)
Molecular (g/mol)

Fenil 142a C1gH12N20; 288,09 70 258-261

4-hidroxi 1429 C1gH12N,03 304,08 80 166-168

4-metoxi 142h C19H14N>03 318,10 75 229-231
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11.4.2 SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO
3-CARBOXIGLICILETILESTER-S-CARBOLINICOS (145 a,g,h).

A uma suspensio das carbéxi-p-carbolinas (142a,g,h) (0,7 mmol) em piridina
(5 mL), a 0 °C e sob agitacdo, adicionou-se HCI.NH,CONHCOOCH,CHj3 (0,7 mmol),
4-(N,N-dimetil)aminopiridina (DMAP) (0,07 mmol) solubilizado em CH,CI, tratado
com peneira molecular e redestilado (5 mL). Apds 5 minutos, adicionou-se N,N’-
dicicloexilcarbodiimida (DCC) (0,7 mmol) dissolvida em CH,Cl, tratado (5 mL) e a
mistura reacional foi mantida sob agitacdo a 0°C por 2 horas, e por 24 h a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi resfriada novamente a 0°C e
adicionou-se 1leq. DCC (0,7 mmol) dissolvido em CH,Cl, (5 mL), mantendo-se sob
agitacdo a 0°C por 2 h e por mais 24h a temperatura ambiente. O solvente foi
evaporado e a seguir adicionou-se CH,Cl,, observando-se a precipitacdo de N,N’-
dicicloexiluréia (DCU). O precipitado foi separado e o filtrado obtido concentrado e
dissolvido em acetona a quente. A solucéo obtida foi mantida em freezer durante 24
horas, removendo-se novamente o precipitado formado por filtracdo. O filtrado foi
concentrado e purificado por cromatografia em coluna, utilizando CHCI3/CH3;OH 5%
como eluente, obtendo-se os produtos puros, cujos rendimentos estdo mostrados na
Tabela 11.4.

Tabela Il.4 - Férmula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 145a,g,h.

Formula Massa Molecular

R! Produto Rend. (%) PF (°C)
Molecular (g/mol)

H 145a C2H19N305 373,14 55 193-195

4-hidroxi 1459 C2H19N30, 389,14 45 168-171

4-metoxi 145h Ca3H21N30, 403,15 56 183-186
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1.4.3 SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-
CARBOXIGLICILACIDO-S-CARBOLINICOS (144 a,g,h).

A uma suspenséao dos derivados 145 a,g,h (0,5 mmol) em H,O/MeOH (2:1) (5
mL), adicionou-se Na,COs (1,5 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a 70°C por
24h, e a seguir resfriada e mantida sob agitacéo a 0°C, por 2 h. A mistura reacional
foi neutralizada com HCI 5M e o precipitado formado, filtrado em funil de Bilchner,
lavado com &gua e recristalizado com etanol. Os rendimentos para os produtos

obtidos constam na Tabela ll.5.

Tabela Il.5 - Férmula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 144 a,g,h.

Formula Massa Molecular

R* Produto Rend.(%) PF (°C)
Molecular (g/mol)

H 144a CooH17N30,4 345,11 77 236-238

4-hidroéxi 144g CooH15N30, 361,11 74 Decomp.

4-metoxi 144h C,1H17N30, 375,12 68 245-249
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I.4.4 SINTESE DOS DERIVADOS 1-FENILSSUBSTITUIDO 3-[4-(SUBSTITUIDO
BENZILIDENO)-5-OX0-1,3-OXAZOL-2-IL]--CARBOLINICOS (146-149).

A uma solucio dos derivados 144a,g,h (0,3 mmol) em anidrido acético
(5 mL), adicionou-se 3-nitrobenzaldeido (0,75 mmol), seguido da adicdo de
acetato de sédio (1,5 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo por 24h a
80°C e posteriormente, deixada em agitacio por 1 hora a 0°C. O precipitado foi
filtrado em funil de Blchner e lavado com acetona, fornecendo os compostos
146-148.

O derivado 144h foi também submetido a reacdo com benzaldeido (0,6
mmol), utilizando-se este mesmo procedimento, o que forneceu o produto 149

Os rendimentos para os produtos obtidos constam Tabela II.6.

Tabela 12 - Formula Molecular, Massa Molecular e rendimentos dos derivados 146-149.

2 Formula Massa 0

1

Reagente R R Produto Molecular Rend. (%) PF(C)

Molecular
(g/mol)

144a H 3-nitro 146 Cy7H16N4O4 460,45 42 270-273
144g p-OCOCH;  3-nitro 147 C,7H16N,O5 518,12 30 254-257
144h 4-metdxi 3-nitro 148 CugH18N,O5 490,47 32 200-203
144h 4-metdxi fenil 149 CagH19N303 445,45 40 244-247
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II.5 CONCLUSAO

Nesta parte do trabalho foi realizada a sintese de uma série de
derivados 1-fenilssubstituido 3-[4-(substituido-benzilideno)-5-o0xo-1,3-o0xazol-2-
il]-p-carbolinicos (146-149), utilizando a metodologia de Plochl-Erlenmeyer com
anidrido acético/acetato de sodio, com rendimentos entre 30 - 42%.

O composto 1-(p-metodxifenil)-3-[4-(benzilideno)-5-0xo-1,3-oxazol-2-il] f-
carbolina (149) apresentou o melhor perfil de atividade antitumoral, com valores
de ICsp <1,5 uM para as linhagens de células tumorais de glioma (U251), ovario
(OVCAR-03) e prostata (PC-3).

Os compostos 146-149 nao apresentaram atividade antimicrobiana
frente as culturas de bactérias e fungos avaliados.

O estudo in silico indicou que o0s compostos sintetizados sé&o

promissores candidatos a testes in vivo com destaque para o derivado 149.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foram sintetizados trinta e um (31) derivados inéditos 1-
fenilssubstituido B-carbolinicos contendo as seguintes unidades na posi¢éao-3:
v' 1,3-4-oxadiazol- 2-ona (87 a-g);

v' 3-(alquilaminometil)-1, 3,4-oxadiazol-2-ona (88-92a-d);
v' 4-(substituido- benzilideno)- 1,3-oxazol-5-ona (146-149);

As estruturas de todos os compostos sintetizados foram confirmadas
por dados de RMN de *H e RMN de **C/DEPT, HSQC, IV e EI-MS.

Dentre as B-carbolinas contendo o heterociclo 1,3,4-oxadiazol-2-ona
sintetizadas neste trabalho, os compostos mais ativos foram:

v 1-(p-dimetilaminofenil)-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-il) (87b) com valores
de ICs entre 0,67-3,20 uM;

v 1-(4-dimetilaminofenil)-3-[2-oxo-3-(morfolilmetil)]-1,3,4-oxadiazol  (92b)
com valores de 1Csy 0,46-3,93 pM;

Na série dos derivados com a unidade 1,3-oxazol-5-ona o derivado 4-(p-
metéxifenil)-3-[4-(benzilideno)-5-oxo-1,3-0xazol-2-il] B-carbolina (149)
apresentou o melhor perfil de atividade antitumoral, com ICso entre 0,48 UM -
1,50 uM para as linhagens de glioma (U251), ovario (OVCAR-03) e proOstata
(PC-3) mostrando-se um forte candidato a testes in vivo.

O estudo in silico apontou que os derivados sintetizados neste trabalho

sdo promissores candidatos a testes in vivo.
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Anexo 1: 1-fenil 3-(2"-ox0-1”, 3", 4”-oxadiazol-5"-il)- f-carbolina (87a).

C/H 8u (multiplicidade, J = Hz) Sc
1(Co) 1424 N NH
2 (N) - »
3(Co) - 137.4
4(CH) 8,64 (s) 112,2 6 o o
4a(Co) - 129,4
4b(Cy) - 120,7 !
5(CH) 8,32 (d, 7,8) 1215 FM: C19H12N4O>
6(CH) 7,30 (t, 7.,8) 119,9 - MMm: 328,10 g/mol
7(CH) 7,52-7,70 (m) 128,7 2
8(CH) 7,52-7,70 (m) 1125 ‘
8a(Co) - 1415 3
9 (NH) 11,80 () - 4
9a(Co) - 133,7
1'(Co) - 1323
2/6'(CH) 8,07 (d, 6,9) 128,4
3(CH) 7,52-7,70 (m) 1285
4(CH) 7,52-7,70 (m) 128,3
5'(CH) 7,52-7,70 (m) 1285
2" (Co) (C=0) - 154.8
5" (Co) (C=N) - 154 4
3’NH 8,15 (s) - (
JL L,QLA | ) LJL
R PR R L B L T e e e e e e e e L R
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
L e s
7.51 9.127.,11 9.13

8.38 5.45 43.30

ERMN *H-1: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, CDCly/DMSO-dg) do composto
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ERMN *C-1: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5MHz, CDCl,/DMSO-dg) do composto 87a.

IV (v, cm™; KBr): 3376 cm™ (N-H); 1773 cm™ (C=0); 1625 cm™ (C=N) e 733 (indol)

B4 'EZEL
€70}
Z95'EBL
BES'ES!
(R4l

25'PERL
958k

@
&
T
BE'GZ9)
#4255}
EG 267
789'8Z6
206'EEL

404

GB'9LEE
PLEL

204

WWEL

T T T
4000 3000 2000 1000

EIV-1: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 87a.
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EHSQC-1: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, CDCIls/DMSO-dg) do composto 87a.

EI-MS- m/z (%): 328,02 (M*',100), 271,01 (10), 243,02 (80), 302,05 (40).

100~ 328.02

90 FM: C19H12N402
] 243.02 MM: 328,10 g/mol

302.05

] 271.01

10 121.70 216.01

1 7609 244 [127.02 189.00
1 7699 ||342.07 37000 412.23 420.14 47469

50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

EI-MS- 1: Espectro de massas do composto 87a.
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Anexo 2: 1-(4’-dimetilaminofenil)-3-(2"-oxo-1", 3”, 4”-oxadiazol-5"-il)-s-carbolina (87b).

C/H 8. (multiplicidade, J = Hz) 8c
1(Cy) - 143,2 N——NH
2 (N) - - o
3(Co) - 133,2
4(CH) 8,61 (s) 1115 o
4a(Co) - 124,8
4b(Co) - 120,9
5(CH) 8,39 (d, 7.8) 121,9
GEgH; 7,33 Et, 7,3 1;3,1 FM: CpHiN<O,
7(CH 7,58 (t, 7, 1285 )
8(CH) 7.70 (d, 8,1) 112,7 MM: 371,14 g/mol
8a(Co) - 141,4
9 (NH) 11,78 (s) -
9a(Co) - 132,2
1'(Co) - 129,0
2'/6'(CH) 7,95 (d, 8,7) 129,4
3/5'(CH) 6,96 (d, 8,7) 112,0
4'(Co) - 150,8
2" (Co) - 154,9
5" (Co) - 154,7
N(CH3), 3,04 (s) 39,9 " [
3" NH 12,55 (s) - ; |
]
/ i ’ {«( .:"/ |
{ .l ;
/ ,' . |
J AL 0] ;

l M |

| o |
L ] M l'l , N i
S N k—om«-/ O \__/ L . ANY, Yol L
[ T T T I T T T T ‘ T T T T I T T T T ! T T T T - I | T T T 1 T T T 3 e 'l 22 SSeE PR SIS J == & T T ‘ T T T T ‘ T T T T { 3
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
X_,_l et L'_} o { S| L"LT - L L ‘.J Ly
3.15 5.63 11.126. 11 11.939
5$.33 5.88 6.21 6.05 38.54

ERMN *H-2: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 87b.
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ERMN **C-2: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 87b.

IV (v, cm™; KBr): 1775 cm™ (C=0); 1612 cm™ (C=N) e 736 (indol)
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=] w
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il = L 2 B &
o W o @ @ RS
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=~ w @ o) ~1 [
| - w @ ow &
2] @ o
= [ o« «
o [S I o
fodd = oo
w R
[n] =
]
@
] ~
]
8 L 8
— w @
&
@ 2 @
w0
@©

15218}

LEGLH
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4000 3000 2000 1000

EIV-2: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 87b.
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EHSQC-2: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 87b.

EI-MS- m/z (%): 371,07 (M*,100), 242,01 (10), 287,07 (20).

100+ 371.07

. FM: Cy;H17NsO,
] MM: 371,14 g/mol

20 287.07

104 242.01
142.12 312.06

E 121.43 185.76 270.02
17693 9425\ adl %28*?9‘\”\ b | ] 357.05]138500 41426 44224 as8.
L L B T

0 n ol b

LN AL S AN B B B B NN D DN B B I LN B I SN B N B I B B B N
50 100 150 200 250 300 350 400 450 50
m/z

EI-MS- 2: Espectro de massas do composto 87b.
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Anexo 3: 1-(2’-clorofenil)-3-(2”-oxo0-17, 3", 4”-oxadiazol-5"-il)- f-carbolina (87c).

C/H &u (multiplicidade, J = Hz) 8¢ N——NH
1(Cy) - 141,6 "
2 (N) - -
3(Cy) - 136,2 o)
4(CH) 8,81 (s) 113,4
4a(C0) - *
4b(C,) - 120,7
5(CH) 8,45 (d, 7,5) 122,4 FM: C1H11N4OCl
6(CH) 7,33 (M) 120,2 MM: 362,06 g/mol
7(CH) 7,60-7,71 (m) 127,5
8(CH) 7,60-7,71 (m) 112,4
8a(Cy) - 141,4
9 (NH) 11,76 (s) -
9a(Cy) } 134,6 |
17(Cy) - 132,4
2(Cyp) - 129,0
3(CH) 7,60-7,71 (m) 129,7
4(CH) 7,60-7,71 (m) 131,8 |
5(CH) 7,60-7,71 (m) 128,7 :
6'(CH) 7,60-7,71 (m) 130,7
2" (Cy) - 154,7 |
5 (Co) - 154.4 | |
3’NH 12,55 (s) - ‘
/ o /
f | !
i A Jﬁ s
| Y
| . f\. ,1 j’k\ i |
s I VN U 1 A
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
e b ¢ e R e e mel: oo
3.67 758 8.91
7.48 8.46 54.50 2.14

ERMN *H-3: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 87c.
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ERMN **C-3 Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 87c.

IV (v, cm™; KBr): 1773 cm™ (C=0); 1625 cm™ (C=N) e 745 (indol)
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EIV-3: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 87c.
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EHSQC-3: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 87c.

EI-MS- m/z (%): 361,94 (M*,100), 240,98 (40), 277,97 (20).

361.94

,_\
o
iy

[{e}
o

FM: Cy9H11N,O,CI
MM: 362,06 g/mol

o]
o

~
o

(o)}
o

240.98

5
o

a1
o
I T T T Y I A A B A R

w
o

277.97

N
o

=
o

372.94 43295 47426

50 100 150 200 250 300 350 400 450 !
m/z

o

EI-MS- 3: Espectro de massas do composto 87c.
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Anexo 4: 1-(4'-fltorfenil)-3-(2”-oxo0-1”, 3”, 4”-oxadiazol-5"-il)-f-carbolina (87d).

C/H 8y (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1(Cy) - 142,6
2 (N) - -
3(Cyo) - 133,6
4(CH) 8,75 (s) 112,7
4a(Cy) - 129,6
4b(Cy) - 120,9 FM: C1oH11N4OLF
5(CH) 8,45 (d, 7,8) 122,2 MM: 346,09 g/mol
6(CH) 7,34 (td, 7,8; 1,2) 120,4
7(CH) 7,62 (td, 7,8, 1,2) 128,9
8(CH) 7,69 (d, 8,1) 112,8
8a(Cy) - 141,4
9 (NH) 11,94 (s) -
9a(Cy) - 132,3
1°(Cy) - 133,8/133,7 (d, 7.55)
2'/6'(CH) 8,10 (t, 8,1) 130,9/130,8(d, 7.55)
3'/5'(CH) 7,49 (t, 8,1) 115,9/115,6(d, 22.65)
4'(Cy) - 164,3/161,0 (d, 249,1)
2’ (C=0) - 154,8
5" (C=N) - 154,4 Y
3" (NH) 12,60 (s) - J |

‘ ‘k
| ol l:‘Jn | J "’
/A O S o JU‘ J p SR | o
= T T T T T S T T ‘ = T L VI T Tl e § T T T o T | T Y & T [ T T T T I 0 J T T N B T I T T T L .‘" T T T I T T T T T T T
- 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppr
a2 8.9 13,11  138.35
7.98 82 20.048.79

ERMN *H-4: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 87d. 142
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ERMN **C-4 Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 87d.
IV (v, cm™; KBr): 1782 cm™ (C=0); 1609 cm™ (C=N) e 738 (indol)
S04
404
8
304 !
all =
=1
o
204 = §
K g g
g = 8
104 . 2
3
4000 3000 2000 1000

EIV-4: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 87d.
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EHSQC-4: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 87d.

EI-MS- m/z (%): 345,96 (100), 259,97 (340), 301,99 (5).

100 345.96

805 FM: C19H11N402F
] MM: 346,09 g/mol

20 259.97

111

301.99
67.97 96.95 126.95 153.96 222.01 24296 |y ) | 360.05 391.99 428.88 459.83 490.02
[

0 LN N I N I EE B B R EN B B B B B B R R R L — f e N LN A B N BN B E BR E B B B |
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

EI-MS- 4: Espectro de massas do composto 87d.
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Anexo 5: 1-(2'-fldorfenil)-3-(2"-ox0-1", 3", 4”-oxadiazol-5"-il)- S-carbolina (87e).

C/H 84 (multiplicidade, J = Hz) 8¢

1(Cyp) - 141,2

2 (N) : : NH
3(Co) - 136,6 /K
4(CH) 8,91 (s) 114,1 0
4a(Cy) - 128,8
4b(Cy) - 120,9

5(CH) 8,46 (d, 7,8) 122,3

G(CH) 7,31 (t, 7,8) 120,2 FM: C19H11N402F
7(CH) 7,52-7,62 (m) 129,0 MM: 346,09 g/mol
8(CH) 7,52-7,62 (m) 1124

8a(Cy) - 138,9
9 (NH) 11,79 (s) -

9a(Cy) - 136,4

1'(Cyp) - 125,3/129,0

2'(Cyp) - 164,2

3'(CH) 7,46 (t, 7,2) 116,3/115,9

4’(CH) 7,97 (t, 7,2) 132,5

5'(CH) 7,46 (t, 7,2) 124,8

6'(CH) 7,52-7,62 (m) 131,2

2" (Cyp) - 158,2

5” (Cyp) - 157,7
3” (NH) -

\
‘\ﬂ
Ny
SRR

i
| N ;

T I T T T T 'I 3= T T T ] T T T T I T T T L] | T T | T T T T I T T T T ] T T T T | T T T I T T T T I T T
12 11 10 9 8 6 5 4 3 2 1
e g [ o
7.49 7.24 8 s 7.849.12
7.19 570 T8t

ERMN 'H-5: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 87e.
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ERMN **C-5 Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 87e.

IV (v, cm™; KBr): 1705 cm™ (C=0); 1624 cm™ (C=N) e 747 (indol)

B+

LG Lp s

Farl

4000 3000 2000 1000

EIV-5: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 87e.
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EHSQC-5: Espectro HSQC (300 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 87e.
EI-MS- m/z (%): 346,00 (95), 261,01 (100), 289,00 (16), 320,02 (60).
100+ 261.01
907 346.00
80;

E FM: C19H11N402F
07 MM: 346,09 g/mol
eoé 320.02
50-

40;
30%
20? 289.01
10? 129.97 233;1'00
50 18)0 léO 2(;0 250 300 3%0 4(50 4%0 560

m/z

EI-MS- 5: Espectro de massas do composto 87e.

147




Anexo 6: 1-(3’-nitrofenil)-3-(2"-oxo0-1", 3”, 4”’-oxadiazol-5-il)-g-carbolina (87f).

FM: C19H11N504
MM: 373,08 g/mol

C/H &u (multiplicidade, J = Hz) 8c
1(Co) - 141,6
2 (N) -
3(Co) - 138,7
4(CH) 8,83 (s) 113,6
4a(Cq) - 130,2
4b(Co) - 120,5
5(CH) 8,50 (d, 6,9) 1223
6(CH) 7,36 (t, 6,9) 120,8
7(CH) 7,62-7,71 (m) 129,2
8(CH) 7,62-7,71 (m) 112,6
8a(Co) - 139,8
9 (NH) 12,10 (s) -
9a(Cy) - 133,8
1'(Co) - 132,5
2'(CH) 8,80(s) 123,6
3’(Co) - 148,1
4'(CH) 8,47 (d, 4,2) 123,3
5'(CH) 7,95 (t, 8,1) 130,5
6’'(CH) 8,43 (dd, 8,4; 1,2) 123,6
2" (Cy) (C=0) - 154,8
5” (Co) (C=N) - 154,2
3’NH 12,65 (s) -
f
42k 4
1
o
T I T T ( T T W T ] T T T
12 11 10 9
=) b bt el
5.96 16.18
& Xl 26.42

ERMN 'H-6: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 87f.
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ERMN *C-6: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO) do composto 87f.

IV (v, cm™; KBr): 1780 cm™ (C=0); 1525 cm™ (C=N) e 738 (indol)
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EIV-6: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 87f.
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EHSQC-6: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 87f.

EI-MS- m/z (%): 373,00 (M*',100), 241,99 (35), 289,00 (70), 347,00 (25).
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EI-MS- 6: Espectro de massas do composto 87f.
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Anexo 7: 1-(4’-hidréxifenil)-3-(2"-oxo-1”, 3”, 4”-oxadiazol-5"-il)- 5-carbolina (879).

C/H 8y (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1(Cy) - 142,8 NH
S — - PN
3(Cy) - 132,2 o
4(CH) 8,65 (s) 111,9
4a(Cy) - 129,2
4b(Cy) - 120,9
5(CH) 8,40 (d, 7,8) 122,0
6(CH) 7,32 (t, 7,8) 120,2
7(CH) 7,60 (t, 7,8) 128,2 FM: C19H12N,03
8(CH) 7,70 (d, 7.,8) 112,7 MM: 344,09 g/mol
8a(Cy) - 1415
9 (NH) 11,79 (s) -
9a(Cy) - 128,6
1°(Co) - 133,4
2'/6'(CH) 7,93 (d, 8,4) 130,0
3'/5'(CH) 7,04 (d, 8,1) 115,6
4'(Cy) - 158,5
2" (C=0) - 154,9
5" (C=N) - 154,7 -
.
- [
o { / J/ JJ J
Jk . JLJ“\ JU UUL -
i T e R I B FHR R A T N R N R R [ R A R A T =T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 ppm
— e R e e e i e
2.63 5.54 8.99 19.64 21.45
- 7.82 8.18 17.43 8.82
ERMN 'H-7: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 87g. 151
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ERMN **C-7 Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 879.
IV (v, cm™; KBr): 1770 cm™ (C=0); 1746 cm™ (C=0); 1612 cm™ (C=N) e 744 (indol)
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EIV-7: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 87g.
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EHSQC-7: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 87g.

EI-MS- m/z (%): 344,01 (100), 259,01 (40), 285,00 (15), 318,00 (10).

44.01
100 344.0

90 FM: C19H12N4O3
] MM: 344,09 g/mol

80

259.01

4 285.00

318.00

" .|ILI. - .||I
50 100 150 200 250 300
m/z

204.00

150.03 172.05

EI-MS- 7: Espectro de massas do composto 87g.
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ANEXO 8: 1-fenil-3-[2"-0x0-3"-(isopropilaminometil)-1”,3",4”-oxadiazol-5"-il]- f-carbolina (88a).

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

1C, : 1416 B} )\

2N - - BN N

3C, - 139,6 /K H 10"

4CH 8,87 (s) 115,5 o

4aCy - 129,9

4bCy - 121,1

5CH 8,44 (d, 7,5) 122,1

6CH 7,34 (1, 7,5) 120,3 _

7CH 7,56-7,72 (m) 1291 5“&_%39“211;\'5%0|

8CH 7,56-7,72 (m) 112,7 -o99,L0Y

8aCo - 140,3

9NH 11,95 (s) R

9aCo - 137,6

1'Cq - 133,7

2'/6’' CH 8,08 (d, 7,5) 128,44

3'/5' CH 7,56-7,72 (m) 128,9

4°CH 7,56-7,72 (m) 128,8

2" (C=0) - 159,5

5" (C=N) - 155,1

6" CH, 5,80 (sl) 62,5

7" NH 9,61 (sl) R

8” CH 4,02 (septeto, 6,9) 42,8

9"/10” CH 1,18 (d, 6,9) 19,5

.

i S [ !‘I / [ / J

| |
J A » \
r""l“"l“‘I“'I""I"'I""I"‘1""!"‘1"“!“1
12 il 10 9 8 6 5 4 3 2 1 ppm
L s e i e m o — ! !

4.23 4.66 979 4.92 .95 0,00

3.79 4. 25.382 7.38

ERMN 'H-8: Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 88a. 154
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ERMN **C-8 Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 88a.

IV (v, cm™: KBr): 1707 cm™ (C=0); 1621 cm™ (C=N) e 728 (indol)

404
m AN
[} w0
N 8] o =
21w o = b
B | o [T
5 ge o
- ~
= EFNE o
304 [} m oL Lo W o
C I 52 = = ol g%
i o e w E o]
o = -
= ] EI-
m = - o
=~ @ i
m M Iy
m = T
204 [N [ts
m
[ AT
m i
@ my e [ L
- e
= = o (W=
mm [N
Rl L
- w HNm
[} Hom =1
104 5] — W0 g N
It B =
] [ i
Ll [y fur}
- w [N]
oy @
w
T T T
4000 3000 2000 1000

EIV-8: Espectro de IV (flme/KBr) do composto 88a.
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EHSQC-8: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 88a.

EI-MS- m/z (%): 399,09 (5), 271,00 (10), 328,00 (20), 244,00 (100).

244.04

] FM: C23H21N502

60-] MM: 399,17 g/mol

20 328.00

156.00 216.01

271.00

8498 121.13 399.09
b 163,99 18901 | 287.05 | 34596 37015 | 41
t==1 |  EN e B B N S R .

50 100 150 200 250 300 350 400
m/z
EI-MS- 8: Espectro de massas do composto 88a.
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ANEXO 9: 1-(4’-dimetilaminofenil)-3-[2°-0x0-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] S-carbolina (88b).

C/H dn (multiplicidade, J = Hz) 8c*
1Cy - 141.,4
2N - - o
i _ : ~ J\
4CH 8,74 (s) * v N
4aC, - * /K H 10"
4bCy - * o
5CH 8,40 (d, 7,8) *
6CH 7,30 (t, 7,8) *
7CH 7,58 (t. 8,4) *
8CH 7,69 (d, 8,4) 112,1 EM: CycHasNeO,
8aC0 - * .
9NH 11,80 (5) - MM: 442.21 g/mol
9aC0 - *
1'Cq - *
2'/6° CH 7,93 (d, 8,4) 129,2
3'/5 CH 6,95 (d, 8,4) *
4'Cy - *
N(CH3), 3,03 (s) *
2" (C=0) - *
5" (C=N) - *
6” CH, 5,78 (sl) *
7" NH 9,56 (s) -
8” CH 4,01 (Septeto, 6,9) 42,8 (
9”/10” CH 1,18 (d, 6,9) 19,5
*Carbonos ndao obsERMNvados.
§ iy ) J S
A U AL j L
T I, * 7 & ¢ Y L [ Fr * 4@ [ ¥ o F & & T & & o T Foa ] ' T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 1 ppm
! oooig Gl BN T4 e — B — o
3.56 3.15 7.39 3.97 7.74 4.00 22.96
3.94 4.07 3.97 5.30 27 .46

ERMN 'H-9: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 88b.
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IV (v, cm™; KBr): 3337 (NH); 2929 e 2852 (CH); 1703 cm™ (C=0); 1617 cm™ (C=N) e 736 (indol)

B
s
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000 3000 e

EIV-9: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 88b.

MS m/z (%): 442,20 (M*", 0.5), 371,10 (10), 242,04 (20), 287,11 (100).

287.12

155.99

h FM: Cy5Ho6NgO2
07 MM: 442.21 g/mol

] 242.03

314.12 34511

50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

EI-MS- 9: Espectro de massas do composto 88b.
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ANEXO 10: 1-(2"-clorofenil)-3-[2"-0x0-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] p-carbolina (88c).

C/H 8y (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1C, - 141,4
2N - - o
3G, - 136,2 -
4CH 8,89 (s) 116,2 /\N f»
4aC, - - . H 10"
4bCo - 121,0
5CH 8,45 (d, 7,8) 122,3
6CH 7,30-7,36 (m) 120,3
7CH 7,57-7,65 (m) 127,6
8CH 7,57-7,65 (m) 112,5 FM: ngHzoNstCI
g y 139,1 MM: 433,13 g/mol
9NH 11,76 (s) R
9aC, - 132,3
1'Cy - 134,7
2'Co - 129,2 ! /
3'CH 7,73-7,74 (m) 130,0
4'CH 7,75-7,76 (M) 131,9
5'CH 7,57-7,65 (m) 129,0
6'CH 7,57-7,65 (m) 130,7
2" (C=0) - 160,8
5" (C=N) - 156,3
6” CH, 5,55 (sl) 62,2
7" NH 9,59 (s) -
8" CH 3,99 (Septeto, 6,9) 42,7
9°/10” CH 1,12 (d, 6,9) 19,5 /
r
r /
[ / j |
J / i J ?
B LJ u} A
1 A 1 L
! . . .
El 7 v e e R e s e e e 0 i i S < ERBLNU N T M TR SR "*‘1—T—T—*f2_“*'—*_‘T* p;l;—
& 10 9 8 7 6 5 4 3 1
ro_z 3T443 413 4.87 8.290211%?9 6.82 4.25 29.86

ERMN *H-10: Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 88c.
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ERMN **C-10 Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 88c.

IV (v, cm™; KBr): 3204 (NH); 2973 (CH); 1698 cm™ (C=0); 1622 cm™ (C=N) e 744 (indol)
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EIV-10: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 88c.
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EHSQC-10: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 88c.
EI-MS- m/z (%): 433,02 (M*', 0.5), 361,97 (10), 242,00 (60), 277,98 (100).
100 277.98
90
80
70
60{ 242.00 FM: ngHzoNstCI
] MM: 433,13 g/mol
50
40
307 361.97
20
155.94 213.97
] 304.94
10:
1| 8598 106.95 |126.97 326.99 2
O: 98 15200 18898 A 376,03 433] 0z
T t pt Ty T =
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EI-MS- 10: Espectro de massas do composto 88c.
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ANEXO 11: 1-(4"-flaorfenil)-3-[2”-ox0-3"-(isopropilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] p-carbolina (88d).

CH 3 (multiplicidade, J = Hz) Sc*
1C, - 141,6
2N - - o
3Cy - 139,4 6" )\
ACH 8,85 (s) 115,9 BN NP
4aC, - 129,9 /k\ H 10"
4bC, - 121,1 o
5CH 8,43 (d, 7,5) 122,1
6CH 7,32 (t, 7,5) 120,3
7CH 7,61 (t. 7,5) 128,8
8CH 7,69 (d, 7,5) 112,6 FM: CasHaoNsO,F
8aC, - 139,6 .
ON 11.92 () - MM: 417,99 g/mol
9aC, - 134,0
1C, - 133,6
2'/6' CH 8,12 (s) 130,7/130,6 (8,3)
3'/5' CH 7,48 (t, 8,7) 115,6/115,5 (7,5)
4'C, - 164,2/160,9 (246)
2" (C=0) - 156,3
5" (C=N) - 156,1
6” CH, 5,76 (sl) 62,1 -
7" NH 9,57 (S) -
8" CH 4,01 (Septeto, 6,9) 42,8
9”/10” CH 1,18 (d, 6,9) 19,5
[
f s S S S/ /
qi
1’\ W |
#
Jk F Jk L )‘ L 4 J (uw JL
[, » % 0 0h o w6 g P o Tamsas T st g oS el o) S L T R S
12 11 10 9 8 5 4 1 ppm
a3z T s a8 10iss 5.28 o 20,61
.38 6.87 1125 5.85 4.87

ERMN *H-11: Espectro de RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 88d.
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ERMN **C-11 Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 88d.

IV (v, cm™: KBr): 3197 (NH), 1709 cm™ (C=0); 1621 cm™ (C=N) e 736
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EIV-11: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 88d.
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EHSQC-11: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 88d.

EI-MS- m/z (%): 417,11 (M*', 5), 289,02 (10), 346,01 (70), 262,02 (100).

7 55.98

100

151.05

150

207.00

200

262.02

250

346.01

FM: Cy3H,oNsO0,F
MM: 417,99 g/mol

EI-MS- 11: Espectro de massas do composto 88d.
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ANEXO 12: 1-fenil-3-[2”-ox0-3"-(butilaminometil)-17,3”,4”-oxadiazol-5"-il] p-carbolina (89a).

CH 3 (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1C, - 141,6
2N - - 6" 8" 10"
3Cy - 139,6 NN
4CH 8,86 (s) 115,6 NN e
4aC, - 129,9 /12\
4bC, : 121,1 ©
5CH 8,45 (d, 7,5) 1222
6CH 7,34 (t, 7,5) 120,3
7CH 7,76-7,72 (m) 129,1 FM: CpuHysNsO,
8CH 7,56-7,72 (m) 112,7 MM: 413,19 g/mol
8aC, - 140,4
9NH 11,94 (s) -
9aC, - 137,6
1'Co - 133,7
2'/6' CH 8,07 (d, 6,9) 128,5
3/5' CH 7,56-7,72 (M) 128,9
4'CH 7,56-7,72 (m) 128,8
2" (C=0) - 160,2
5" (C=N) - 157,0
6” CH, 5,72 (s) 65,8
7’NH 9,63 (s) -
8"CH, 3,23 (, 6,9) 40,7
9" CH, 1,48 (quint., 6,9) 29,1
10"CH, 1,31 (sext., 7,2) 19,5
11°CH, 0,89 (t, 7,2) 13,6
( [/
7 }/ j f'/
/ # J ;/’ H /
I J
| ) K Hl )k ,1
_J Ik j i _JL . L‘_/’L_*..___,J
A AL LN N O i R S T THR S I = RN T e Sl T e T T T ]
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
ool e b Lot Lt (S [ B
8:.75 4.50 9.00 4.54 9.45 9.10
3.65 4.54 23.19 6.42 8.98 12.87

ERMN 'H-12: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 89a.
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ERMN **C-12: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 89a.

IV (v, cm™; KBr): 1710 cm™ (C=0); 1617 cm™ (C=N) e 728 (indol)

401

4000 3000 2000 1000

EIV-12: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 89a.
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EHSQC-12: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 89a.

EI-MS- m/z (%): 413,14 (M*",5), 328,06 (20), 244,08 (100).

244,07

50] FM: C34H23N50,
] MM: 413,19 g/mol

328.06

271.04

] 216.05

. 413.14
121.10
] 8405 0 14013 18904 llll
Loy it I - A, — |I;
250

370.14 | 420.00

300 350 400 450
m/z

EI-MS- 12: Espectro de massas do composto 89a.
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C/H &n (multiplicidade, J = Hz) | 8¢ ANEXO 13: 1-(4’-dimetilaminofenil)-3-[2°-0x0-3"-(butilaminometil)-17,3",4"-oxadiazol-5"-il] g-carbolina (89b).
1C, - 141,4
3 : 392 PP
acH 8,74 ’ NN NN
74 (s) 114,3 } H 9" 1"
4aC, - 125,1 /Ji\
4bC, - 121,2 ©
5CH 8,39 (d, 7,8) 121,9
6CH 7,31(t,7,8) 120,2 FM: CysHasN<O,
7CH 7,59 (t, 7,8) 128,5 MM: 456,23 g/mol
8CH 7,77 (d, 7,8) 112,7 ' '
8aC, - 141,2
9NH 11,81 (s) -
9aC, - * /
1'Cq - 133,3
2'/6' CH 7,94 (d, 8,4) 129,3
3'/5' CH 6,96 (d, 8,4) 112,2
4'C, - 150,8
N(CHs), 3,04 (s) 40,3
2" (C=0) - 160,6
5" (C=N) - 157,1
6" CH, 5,72 (s) 65,9
7" NH 9,59 (sl) -
8" CH, 3,23 (t, 6,3) 40,7 ‘ (
9” CH, 1,59 (quint., 6,3) 29,1
10°CH, 1,32 (sext., 7,2) 19,5 4 [
11"CH, 0,89 (t, 7,2) 13,6 ! ( ‘4 [ }/
*N&o observado / / ’[ { ’f |
( ( . / [ | | | /|
P j i d i j j / / b }

T T ) 7% l T T I T T T T | ¥ T T i T T T | T T T T | T T T T T T T T T T T T T | T T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
[— S iy SRR SRS S Lo o} (S Rilie ) marey L
3.17 3.5 7.26 3.47 5.76 23.27 7.28
2.76 7.28 8.06 7.48 8.91

ERMN 'H-13: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 89b. 168
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ERMN **C-13: Espectro de RMN “*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 89b.

IV (v, cm™; KBr): 1713 cm™ (C=0); 1608 cm™ (C=N) e 737 (indol)
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EIV-13: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 89b.
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EHSQC-13: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 89b.

EI-MS- m/z (%): 456,19 (M*", 5), 371,09 (30), 287,12 (70), 84,02 (100).

100- 84.02
90
80
70
60
50] FM: C25H28N602
. MM: 456,23 g/mol
405 287.12
30
] 371.09
156.04
ZOj
] 142.97 242.05 386.15
109 | 70.02 330.11
E ‘ o007 2240 | 100y 15y 2zm0s| 2O 343.09
OTJ‘\ 1 M,/;\ | AI‘AHH\H i L oy ‘\ illyl, .1 Ll I \‘\ 1‘40/0'37 45§'19
LIS N A N N NN AN RN E AR R R R E I N B SN B LI L L L L L DL L L L L L L
50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

EI-MS- 13: Espectro de massas do composto 89b.
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C/H 8, (multiplicidade, J = Hz) 8c ANEXO 14: 1-(2'-clorofenil)-3-[2"-0x0-3"-(butilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il] p-carbolina (89c).
1C, - 141,4
2N - -
3Cy - 139,1 6" 8" 10"
4CH 8,90 (s) 116,3 Ne—N" N7 TN
4aC, - 132,3 , H 9 1"
4hC, - 120,9 o
5CH 8,45 (d, 7,8) 122,3
6CH 7,30-7,36 (m) 120,3
7CH 7,56-7,65 (m) 127,6 FM: Cay4H,,N50,Cl
8CH 7,56-7,65 (M) 112,4 MM: 447,50 g/mol
8aC, - 139,1
9NH 11,75 (s) -
9aC, - 136,1
1'Cq - 134,7
2'Cy - 129,2
3'CH 7,70-7,75 (m) 130,0
4'CH 7,70-7,75 (m) 131,9
5'CH 7,56-7,65 (m) 128,9
6'CH 7,56-7,65 (m) 130,7
2" (C=0) - 160,1 /
5" (C=N) - 157,2 _;
6 CH, 5,52 (sl) 65.0 | [
7" NH 9,59 (s) - |
8” CH2 3,18 (t, 6,6) 40,7 [
9" CH, 1,43 (quint., 6,6) 29,0 |
10"CH, 1,27 (sext., 7,2) 19,4 [
11"CHs 0,86 (t, 7,2) 13,5
s |
* Nao observado. f / : g’ /
| | { {
J | /‘r\ J J
hl
,ﬁ\ ’\ J; ft \ A
!“p Jk J L }'IU' \LJ’ j&
T i T L T T L | S | 9 1 =
11 10 g 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
Wr WY T4l felar 7020 10014 T 12080
ks oy T 9.9 1.7 7.20 17.40

ERMN *H-14: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 89c.
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ERMN **C-14: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 89c.

IV (v, cm™; KBr): 1704 cm™ (C=0); 1616 cm™ (C=N) e 733 (indol)

40

frem 3000 2000 1000

EIV-14: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 89c.
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EHSQC-14: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 89c.

100 277.98
90
80 FM: C24H22N502C|
MM: 447.50 g/mol
70
242.01
60
50
40
30
361.95
84.02 120.99
304.96
268.99 J“‘ 320.97 ‘ 447,02
ll \HH m”u\u / ‘HJH\ ‘\311"03 413.07 I,
S S e S S B S S S S S R B S . R
50 100 150 200 250 300 350 400 450

EI-MS- 14: Espectro de massas do composto 89c.
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ANEXO 15: 1-(4’-flaorfenil)-3-[2"-ox0-3"-(butilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] f-carbolina (89d).

CH 8n (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1Cq - 141,6
2N - -
3C, - 133,7
4CH 8,84 (s) 115,9 6
4aCy - 129,9
4bCy - 1211 7
5CH 8,44 (d, 7,8) 122,2
6CH 7,34 (t, 7,8) 120,4
7CH 7,62 (t, 7,8) 128,9
8CH 7,71 (d, 7,8) 112,7
8aCy - 139,5
9NH 11,92 (s) -
9aC, - 128,7
1'Co - 132,8
216’ CH 8,12 (t, 8,7) 130,8/130,7 (d, 8,6)
3'/5 CH 7,48 (1,8,7) 115,7/115.6 (d, 7.5)
4'Cq - 164,2/160,9 (d, 246,2)
2" (C=0) - 157,1
5” (C=N) - 155,2
6” CH, 5,66 (sl) 65,5
7" NH 9,58 (s) -
8" CH, 3,23 (t, 6,3) 40,1
9” CH, 1,48 (quint., 6,3) 29,0 {
10"CH, 1,30 (sext., 7,5) 19,4 ] [ r
11”CH, 0,88 (t, 7,5) 13,5 l,f -
, .
(. f { } j g {
,j /l j } ); }-j
I )o Iy
| .” I I J{j 5
oo
SIS A It N e Y W
O . T R S
1.2 11 10 9 8 7
3.65 3.43 8.91 8.75
3.36 4.58 10.774.58

6" 8" 10"
N_N/\N/\/\
| - H 9" 11"
"0 o)
FM: (:24f+22Pd5C)2F
MM: 431.18 g/mol
3
/ [
| !
] / fi
| .
f .
// f '{ ; J.
/ I | o
i ‘ - i
/ [ /I / y
1 TR
H | Al
A H | W |
; !’U 1 ;i I
J\' Attt ;S \«w I\-w’ , S—— L
6 5 2 3 2 1 ppm
Y 8.72  13.86
12.82 10.59

ERMN *H-15: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 89d.
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ERMN **C-15: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 89d.

IV (v, cm™; KBr): 1707 cm™ (C=0); 1608 cm™ (C=N) e 741 (indol)

0
o
2
40 =
304
¥ o
204 2 =
go) g
§ &
g —4—]
10 i
e P 000 g

EIV-15: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 89d.

175




B~ w n
T O 0 0 0l O 071 I 3 0 e ) o A 1 VI

a

(=]

~

w

e

TR T L e e S e e o

e === e
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
F1 (ppm)

] R o T e I [ TR o

EHSQC-15: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 89d.

EI-MS- m/z (%): 431.12 (M* ", 5), 346.09 (20), 84.04 (70), 262.06 (100).

100 262.06
90
80
. 346.03
70
’ 84.04
60
505 FM: CZ4H22N502F
. MM: 431.18 g/mol
40
30
32007 |36105 39907 T2
||||:|l||l||||l||
50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

EI-MS- 15: Espectro de massas do composto 89d.

176



ANEXO 16: 1-fenil-3-[2"-0x0-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] S-carbolina (90a).

C/H 81 (multiplicidade, J = Hz) | §c* 9 jor 11"
1Cq : 141,6 . N
2N - - A~ AT
3C, - 1395 N~ 8 12
4CH 8,85 (s) 1155 /k\
4aC, - 129,9 o
4bC, B 1211
5CH 8,43 (d, 7,5) 1221
6CH 732 (t, 7,5) 120,3 FM: CpsH2sN50,
7CH 7,58-7,71 (m) 129,1 MM: 439.20 g/mol
8CH 7,58-7,71 (m) 1127
8aC, - 140,2
9NH 11,92 (s) -
9aC, B 1376
1Cy B 133,7
276’ CH 8,07 (d, 7,2) 128,4
3/5 CH 7,58-7,71 (m) 128,9
4CH 7,58-7,71 (m) 128,8
2" (C=0) - 159,6
5" (C=N) B 156,1
6" CH, 5,78(s)) 63,0
7"NH 9,57 (sl) -
8" CH 3,60 (1, 6,0) 50,5
97/13" CH, 1,78 (d, 11,0) 29,7
10"11"/12" CH, 1,04-1,47 (m) 25,0
- ’ /
v I J j ,/i'! f / J /
M | b
A M
N A | |
an S TN S s e G e T S B B L T e i S EN B A e T L L L
12 11 10 9 8 7 6 5 4 1 ppm
R Loz e e e B S Es s L
2.84 3.69 12.74 8.94 7.07 17.15 13,22
3.56 4.46 4.16 4.37 4.81 0

ERMN 'H-16: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 90a.
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ERMN **C-16: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 90a.

IV (v, cm™; KBr): 3161 (NH); 2929 (CH); 2852 (CH); 1704 cm™ (C=0); 1614 cm™ (C=N) e 895 (indol)

egoan/ /[~

88'vLLL!

LA —

5E 1561~
ShEBYL-
Lz’

€2°268——
R —=
SO'6vZL

81265t
96551

€6'191E
§6T6e—"__

6179l —
G6'68EL-—
S0'88CL——

S0'2ZYlL

L P0LL———

590 9=

EIV-16: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 90a.
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EHSQC-16: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 90a.

EI-MS- m/z (%): 439.20 (M* ", 5), 328.08 (20), 244.07 (100).

244,07

60— FM: C26H25N50,
. MM: 439.20 g/mol

] 81.98

201 328.08

1|es.01 |8302

T T T T

0; il s i Ll s " 4 - FrA——
| L N A N N e S B S B B I S B SO S S B B B R B B B S B B R

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

EI-MS- 16: Espectro de massas do composto 90a.
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ANEXO 17: 1-(4’-dimetilaminofenil)-3-[2”-ox0-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il] s-carbolina (90b).

C/H Su (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1C, - 141,4 9 v 11"
3C, - 133,3 e 13
4CH 8,73 (s) 114,3 » H
4aC, - 125,2 o
4bC, - 121,2
5CH 8,40 (d, 7,8) 122,0
6CH 7,31 (1, 7,8) 120,2 FM: C,sHaoNgO,
7CH 7,59 (t,7,8) 128,5 MM: 482.24 g/mol
8CH 7,71 (d, 7,8) 112,8
8aC, - 139,4
9NH 11,81 (s) -
9aC0 - *
1'Cq - *
2'/6' CH 7,95 (d, 8,7) 1293
3/5' CH 6,96 (d, 8,7) 112,1
4'Cy - 150,8
N(CHa3), 3,05 (s) 40,01
2” (C=0) - 160,4
5" (C=N) - 156,2
6’ CH, 5,78(s) 63,1
7" NH 9,54 (s) -
8” CH 3,62 (t, 11,0) 50,5
9”/13” CH, 1,78 (d, 11,0) 29,7
10"/12" CH, 1,62 (d,11,0) 25,0
1,25-1,47 (m)
11" CH, 1,04-1,15 (m) 25,0
*N&do obsERMNvado. / l/
J sl H
N NS SR ES AN TN S AL NN I I TR B N s T e i S\ e i i L S s LA S B [ RS S A B B U A A
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
— e e s T i — s o e
2.86 3.18 6.53 3.31 6.45 2.60  21.50 3.82  4.48
1.84 3.35 3.28 83.25 4.78 1.31 13.61 13.90

ERMN *H-17: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 90b.
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ERMN *°C-17: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 90b.

IV (v, cm™; KBr): 1704 cm™ (C=0); 1608 cm™ (C=N) e 737 (indol)

50
|
404
I 1 .I.':'.
= " m§§
20 = @
=] ! 2
=N %5@
i 1 & Fo
Limv=Y¥lig 3
g 1718 g
0 g ?ﬂn“‘ ;§$ %
= 4 =
4000 2000 2000 1000

EIV-17: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 90b.
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EHSQC-17: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 90b.

100 371.04

80 287.05

54.99

82.00 242.00

142.72
67.99

85.97 312.04
134.09 185.54

270.01

106.97 162.97 229.00 33005

357.02

385.01 412.09 439.14
I

FM: C28H30N602
MM: 482.24 g/mol

482.13
l

0 L —
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z

EI-MS- 17: Espectro de massas do composto 90b.
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ANEXO 18: 1-(2’-clorofenil)-3-[2°-0x0-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il] f-carbolina (90c).

C/H &1 (multiplicidade, J = Hz) Sc
1CO - 141,4 9" 10" 11"
3C, - 139,1 N 1
4CH 8,88 (s) 116,2 , H
4aC, - 132,3
4bCy - 121,0 @)
5CH 8,45 (d, 7,8) 122,3
6CH 7,30-7,36 (m) 120,3
7CH 7,57-7,65 (m) 127.,6
8CH 7,57-7,65 (m) 112,5 EM: CacHaeNO,Cl
8aCq - 139.1 MM: 473.16 g/mol
9NH 11,76 (s) ;
9aC, - 136,2
1Cy - 134,7
2'C, - 129,2
3’ CH 7,70-7,77 (m) 130,0
4’ CH 7,70-7,77 (m) 131,9 | |
5'CH 7,57-7,65 (m) 129,0 : | / /
6CH 7,57-7,65 (m) 130,8 - (
2" (C=0) - - 160,8 | / /
5" (C=N) - 156,3 = /
6" CH, 5,55 (s) 62,8 ' i / [
7"NH 9,50 () B ~ | |
8" CH 3,58 (sl) 50,4 { f
97/13" CH, 1,72 (d, 9.6) 29,7 | |
1,14-1,30 (m) 1 }
10"/12" CH, 1,72 (d,9,6) 25,0 } |
1,60 (d,12,0) | |
1,14-1,30 (m) I L
B CH2/ 1,05 (1, 6,6) 25,0 / / \ | .
/ | ’l’i
J 7 'y J J I
| I
f I\ /’ | ?’wU %h
; AN i / {
-.-..-.J k M i “\J‘ \ : o _,/\ VMMJVMW/ \wj \"\W‘W A UJ/ ‘/\W
—r'"T‘—l_l_‘¥_|_ﬁ"_fw T T Et T T T I T T 1 ] T T T T 1 T SR [T | _T P I T T T I T - B ZEEEE R S T TR G NS o (wasnt TR Rk Siius - Eeti F2 1
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
o T T 27 38 T 2.59 T
e 1.74 Skt 3.85 ?'1267.05?'83 6.13 ' 2.69 24.29

ERMN H-18: Espectro de RMN H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 90c. 183
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ERMN *C-18: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 90c.

IV (v, cm™: KBr): 1710 cm™ (C=0); 1624 cm™ (C=N) e 743 (indol)
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EIV-18: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 90c.
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EHSQC-18: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 90c.

EI-MS- m/z (%): 473.05 (M* ", 5), 241.00 (60), 277.99 (40), 361.93 (100).

100+ 361.93

] FM: C26H24N5020|
60 241.00 MM: 473.16 g/mOI

4 277.99

: 81.83

5497 121.32

] 8301 |126.95 213.97

107 167.96 137.99
] i 180.97

268.99 327.00

304.95

| 335.98 Lszssg 403,03 444.00 473.05

bl
Pt S s e g ey

50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

EI-MS- 18: Espectro de massas do composto 90c.
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ANEXO 19: 1-(4’-flaorfenil)-3-[2"-ox0-3"-(cicloexilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] g-carbolina (90d).

C/H dn (multiplicidade, J = Hz) S¢
1C, - 141,5 o )
2N ; N 10" 11
3C, - 139,4 g N
4CH 8,85 (s) 115,8 /\H e 1
4aC, - 129,9 -
4bC, - 121,0 o
5CH 8,43 (d, 7,5) 121,9
6CH 7,32 (t, 7,5) 120,2
7CH 7,61 (t, 7,5) 128,7
8CH 7,69 (t, 7,5) 112,6 FM: C,sH24NsO,F
BaCq - 139.4 MM: 457.19 g/mol
9NH 11,95 (s) -
9aC, - 134,0
1'Cq - 133,6 !
2'/6' CH 8,11 (t, 8,1) 130,6/130,5 (d, 8,3)
3/5' CH 7,48 (t, 8,1) 115,5/115,4 (d, 7.5)
4'C, - 164,2/160,9 (d, 246,7)
2" (C=0) : 159,7
5" (C=N) - 156,0
6” CH, 5,74 (s)) 62,8
7’ NH 9,60 (s) -
8" CH 3,59 (t, 10,0) 50,5
9”/13” CH, 1,75 (d, 10,0) 29,7
1,27-1,39 (m)
10°/12” CH, 1,75 (d, 10,0) 25,0 /
1,60 (d, 10,0)
1,27-1,39 (m)
11" CH, 1,10 (t, 10,0) 25,0
[
/ { q U/k Jfk / Y // /
L I o T e | F T L A R B A
12 11 10 9 7 6 5 4 1 ppm
:1_.‘1_1‘ 3“‘—4‘18 3179_‘9 5.’818?% '3.?55.I14 I_;IZT‘ - 15.(3‘34%5.073 s
ERMN *H-18:ESpectro de RMN *H ( ' ;

300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 90d.
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ERMN **C-19: Espectro de RMN “*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 90d.

IV (v, cm™: KBr): 3161 (NH), 2930 e 2853 (CH), 1704 cm™ (C=0); 1610 cm™ (C=N) e 736 (indol)
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40
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EIV-19: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 90d.
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EHSQC-19: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 90d.

EI-MS- m/z (%): 457.19 (M* ", 5), 346.06 (30), 289.07 (10), 262.06 (100).

154.99 g2.00
1|68.02 |83.04

50 100

130.09

151.20

150

206.99

200

262.06

234.05

250

289.07

346.06

FM: C26H24N502F
MM: 457.19 g/mol

371.14

42821

457.19
l

303.06
i .Iln
L

|
300

|
350

m/z

EI-MS- 19: Espectro de massas do composto 90d.
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C/H 3 (multiplicidade, J = Hz) Sc
1C, - 1415
2N - -
3C, - 138,7
ACH 8,88 (s) 113,8 6" g . 10
4aCy - 129,2 N 11"
4hC, - 121,2 /& H
5CH 8,45 (d, 7,8) 1221 o 1 12"
6CH 7,28-7,39 (m) 120,3 13"
7CH 7,55-7,72 (m) 127,2
8CH 7,55-7,72 (m) 112,7
8aC, - 140,8
9NH 11,94 (s) - FM: C27H21N502
9aC, - 137,3 MM: 447.17 g/mol
1'C, - 129,7
2'/6" CH 8,24 (d, 7,2) 128,8
3'/5° CH 7,55-7,72 (m) 128,9
4'CH 7,55-7,72 (m) 128,3
2" (C=0) - 164,3
5" (C=N) - 154,9
6" CH, 4,58 (s) 69,2
7°NH 10,64 (s) -
8"CH, 4,50 (s) 55,1
9"C, - 134,4
10”/14” CH 7,55-7,72 (m) 128,8
11”/13"CH 7,28-7,39 (m) 128,9
12"CH 7,55-7,72 (m) 129,0 /
/ / / J f

ANEXO 20: 1-fenil-3-[2”-0x0-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il] p-carbolina (91a).

J ,
1 : \J\LM I\ N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
o T ! s o i
5.03 5.09 11.08 14.72 5.75
5.22 5.61 36.93 10.58

ERMN 'H-20: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 91a.
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ERMN **C-20: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91a.

IV (v, cm™: KBr): 1671 cm™ (C=0) e 740 (indol)

T T T
4000 3000 2000 1000

EIV-20: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 91a.
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EHSQC-20: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91a.

EI-MS- m/z (%): 447.15 (M*", 5), 271.04 (10), 90.96 (60), 328.06 (70), 244.07 (100).

244.07

70 328.06
. 90.96

] FM: (:27f+glpd5()2
. MM: 447.17 g/mol

104 6497  [92.02 216.05

] 127.04 189.03 285.05 447.15
] 34?'07 37112 41824 | 455.40
L S S S S S S E B S S S S S p |

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

EI-MS- 20: Espectro de massas do composto 91a.
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C/H 81 (multiplicidade, J = Hz) 8¢ ANEXO 21: 1-(4’-dimetilaminofenil)-3-[2"-0x0-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5"-il] s-carbolina (91b).
1Co - 141,6 8 10
2N - - N o 1
3C, - 138,7 H
4CH 8,74 (s) 112,7 w 12"
4aCq - 124,8 1
4hC, - 121,3
5CH 8,39 (d, 7,8) 121,9
6CH 7,25-7,39 (m) 120,2
7CH 7,58 (t, 8,1) 127,2
8CH 7,71 (d, 8,1) 1124 FM: C29H26N6O>
8aCy - 141,3 MM: 490.21 g/mol
9NH 11,79 (s) -
9aC, - 138,4
1'Cy - 129,2
2'/6° CH 8,13 (d, 8,7) 129,7
3'/5° CH 6,96 (d, 8,7) 112,0
4'C, - 150,8
N(CHs), 3,05 (s) 40,0
2" (C=0) - 164,5
5" (C=N) - 155,0
6" CH, 4,58 (s) 69,3
7’NH 10,64 (s) -
8"CH, 4,50 (s) 54,0
9"C, - 133,9
10°/14” CH 7,25-7,39 (m) 128,3
11"/13"CH 7,25-7,39 (m) 129,2
12°CH 7,58 (t, 8,1) 128,1
o f
[

J[ f J( )I /(/ j!

! LA L\
By - AL MM I N .
| N N T L L - T I i ey | R I

11 10 9 8 5 3

el - ooy L L [E— o

.75 5.08 12.86 8.89
2.90 4.18 .30 8.07 .63 31.94

ERMN 'H-21: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 91b.
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ERMN *C-21: Espectro de RMN “*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91b.
IV (v, cm™; KBr): 1712 cm™ (C=0) e 1665 (C=N) e 745 (indol)
o~ \
| A
e ‘Hj“ N
= N } ‘ N
y | R RN WA
" N g |l lig W
L) s g
T I || 2R
- | & 2
| | ‘ { & ~
\“‘"‘m ""; N g |
st N |
| S () |
S |
| ‘_, I ‘ | & | |
f\‘_‘ﬁ"w ‘lﬁ “ I
| lhg“],l_‘ 1‘07 ‘l ‘i J
AR'n'
sl 1ol 3
)L E L2
215 8 B8
| 888 &
| g e
40‘00 B 3000 2d00 ;1000

EIV-21: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 91b.
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m/z

EI-MS- 21: Espectro de massas do composto 91b.

J .
3 8
4
5
5]
4' ]
% 2 .
% o . °
' 911"‘-1"',' rrrr LR O ISR I M L I S I R e I TG R I |
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
F1 (ppm)
EHSQC-21: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91b.
EI-MS- m/z (%): 490.06 (M*',2), 371.14 (40), 330.13 (80), 242.05 (50), 287.12 (100).
100 287.12
90% 330.13
80;
70%
60 142,58 24205
50]
E 371.14
b 313.12
40
] 90.97 714
] FM: C29H26N602
307 MM: 490.21 g/mol
20
10° 229,03
] 65.00 157.22 1g5.47
; / LK RN
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500




::'éH 8 (multiplicidade, J = Hz) 12;4 ANEXO 22: 1-(2’-clorofenil)-3-[2”-0x0-3"-(benzilaminometil)-1”,3”,4”-oxadiazol-5-il] f-carbolina (91c).
0 - ! " 8" 10"
2N - - A v 11"
3G, - 138,8 N
4CH 8,86 (s) 116,2 .
4aC, - 128,9 14" 12
4bC, - 120,9 13"
5CH 8,42 (d, 8,1) 122,3
6CH 7,24-7,35 (m) 120,3
7CH 7,53-7,63 (m) 127,5
8CH 7,53-7,63 (M) 112,4 FM: C27H20N50,Cl
8aC, i 139,1 MM: 481.13 g/mol
9NH 11,71 (s) -
9aC, - 136,0
1Cy - 135,9
2(Cy) - 129,9
3(CH) 7,69 (d, 7.,5) 130,6
4(CH) 7,53-7,63 (M) 132,3
5(CH) 7,53-7,63 (m) 129,1
6'(CH) 7,53-7,63 (m) 131,7
2’ (C=0) - 158,7
5" (C=N) - 156,9
6" CH, 5,36 (sl) 65,1
7’NH 9,78 (sl) - T |
8"CH, 4,37 (s) 44,9 [
9°C, - 134,7
10"14” CH 7,24-7,35 (m) 128,7
11"13’CH 7,24-7,35 (m) 128,0
12°CH 7,53-7,63 (m) 127,6
| i g
) [
f / J} { J J |
| ‘l
i |
MU J | \
‘ |
jL A L ) L .1 L
i R N S T ) T L A e R S G S ] BT ] '
12 11 10 8 7 6 5 4 3 2 ppm
bt s e ! o e e —_ o o
4.33 .78 31.50 8.88
3.83 5.43 31.37 9.89

ERMN 'H-22: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 91c.
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ERMN **C-22: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91c.

IV (v, cm™: KBr): 3205 (NH), 1708 cm™ (C=0), 1610 (C=N) e 734 (indol)

/)V/NI 1
PR |
i i A A
| | ,j:l‘l“ Ul
Al Lo \‘ ot
o L s i
| AT A
‘ \ J\Hf ‘H ] ‘ i I
| / \! [ | &‘ l ‘ il I
(ol (W 23 i R
LRI pof e 8 | 1Y)
w If il - T | | q
\ [ | il I EN 3 [ h N
|\ LEENE [ Il &
@ | \|a : il |
& LloWE 8 L |
8 [ 3 R !
PO il
20+ || 22 M 1
Ilo& Bilad 4
| 88 §“.;§g g
| 298 a
| \| &
| | @
| i;
f Il
| \
| 3
w 8
0 o
. _ B S @ o S SR —
4000 3000 2000 1000

EIV-22: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 91c.
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EHSQC-22: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91c.

EI-MS- m/z (%): 481.03 (M*",2), 361.96 (90), 277.97 (30), 241.01 (60), 90.93 (100).

100- 90.93

©
o

o)
o

~
o

241.01

[e2]
o

w S
o o

N
o

al
o
I T T T O A O A I I A A A A A A A A

=
o

o

50 100 150 200 250

277.97

361.96

FM: C27H20N502C|
MM: 481.13 g/mol

376.01 41103  452.07 481.03 497

LN B N I B RN EN RN BN B B B B
300 350 400 450 500
m/z

EI-MS- 22: Espectro de massas do composto 91c.
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ANEXO 23: 1-(4’-fldorfenil)-3-[2”-0x0-3"-(benzilaminometil)-17,3”,4”-oxadiazol-5"-il] f-carbolina (91d).

C/H Sn (multiplicidade, J = Hz) 8¢ . g 10
1C, - 1416 A 9 u
2N - : N
3G, - 136,1 14 12"
4CH 8,83(s) 115,9 o 1o
4aC, - 128.9
4bC, - 121,1
5CH 8,42 (d, 8,1) 122,2
6CH 7,29-7,44 (m) 120,4
7CH 7,60 (t, 81) 128,9 FM: CarHoN=O,F
8CH 7,67 (1, 8.1) 112,7 MM: 465.16 g/mol
8aC, - 139,3
9NH 11,92 (s) -
9aC, - 133,9
1'Cy - 129,9
2'/6' CH 7,29-7,44 (m) 130,7/130,6 (8,3)
3'/5’ CH 7,29-7,44 (m) 115,7
4'C, - *
2" (C=0) - 156,8
5” (C=N) - 152,1
6" CH, 5,55 (s) 65,5
7’NH 9,85 (s) -
8"CH, 4,43 (s) 44,9
9°Cq - 133,7
10"/14” CH 7,29-7,44 (m) 128,1
11"/13"CH 7,29-7,44 (m) 128,8
12"CH 7,29-7,44 (m) 128,8
i i P / |
A JL A
I S D R S B D Rk e R G R T SO D R S T S B B A R N B T S S R R S T S B ;
12 11 10 9 8 7 6 5 4 ppm
td e e o i ! o
4.38 4.98 9.19 . 42.23 10.25
5.00 5.37 10.58 8.01

ERMN *H-23: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 91d.
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160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

ERMN *°C-23: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91d.

IV (v, cm™: KBr): 1703 cm™ (C=0); 1619 cm™ (C=N) e 742 (indol)

IR

a0+

T+

80155

Soelal

L6051

IR

Ll
3

40-

L¥

4000 2000 2000 1000

EIV-23: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 91d.
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EHSQC-23: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 91d.

EI-MS- m/z (%): 465.15 (M*',5), 346.03 (60), 90.96 (70), 262.05 (100).

262.05

] 90.96

] 346.03

: FM: Cy7;HoNs0,F
307 MM: 465.16 g/mol

289.05
9294 129,90 234.03 303.04

‘\ ! h“‘ 1l ‘| U
et L — LIS R N S I I S B B B B N S N BN B B N
200 250 300 350 400 450 500
m/z

EI-MS- 23: Espectro de massas do composto 91d.

] 151.07 207.01 317.06 465.15
Aol e dbogdeslolboo Lo d Il 37108 39117 43619 | ~ 49246
0 S N S s e my S s e e t -

100 150
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ANEXO 24: 1-fenil-3-[2”-ox0-3"-(morfolilmetil)-1”,3”,4"-oxadiazol-5"-il] f-carbolina (92a).

C/H 3 (multiplicidade, J = Hz)
1C, - 142,7
2N - e o
3C, - 137,3 /\N
4CH 8,78 () 112,8 . o
4aC, - 129,5 /K o 1\2\1{
4bC, - 120,9
5CH 8,48 (d, 7,8) 122,2
6CH 7,34 (t, 7,8) 120,4 EM: CauHpiNeOs
7CH 7,57-7,72 (m) 129,1 MM: 427,16 g/mol
8CH 7,57-7,72 (m) 113,0
8aC, - 141,6
9NH 11,95 (s) -
9aC, - 133,8
1Cq - 131,8
2'/6' CH 8,05 (d, 7.6) 128,6
3/5' CH 7,57-7,72 (m) 128,9
4'CH 7,57-7,72 (m) 128,9
2’ (C=0) - 154,1
5" (C=N) - 152,9
6" CH, 4,68 () 67,2
8”/12” CH, 2,70 (sl 49,7
9”/11” CH, 3,60 (sl 66,0 ( (
( [
| BE ;
\ / \_J f L J
. J J W _J
T N [ BN CE e T T T T T T T T T T
1 11 10 9 8 7 6 5 a 3 2 q ppm
4?{2 = 4‘:3 K 2‘4_1_6‘3 £ SLjTS-JZ ki 1‘5_1_217
4.58 9.52 4.84 18.90

ERMN 'H-24: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 92a.
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ERMN **C-24: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 92a.

IV (v, cm™; KBr): 3233 (NH), 1773 cm™ (C=0); 1625 cm™ (C=N) e 746 (indol)

M_
501 A
40+ g a
5 AL
m- — ]
£=a
il =
33 2gy
i 7= =
- &
04 3 :
o 2
4000 3000 2000 1000

EIV-24: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 29a.

202



£ i ol o T i T T |

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
F1 (ppm)

EHSQC-24: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 92a.

EI-MS- m/z (%): 427.15 (M*', 2), 242.05 (20), 328.06 (30), 100 (100).

100~ 99.97

FM: C24H21N503
] MM: 427.16 g/mol

- 328.06
242.05

121.49
127.01 189,03 214.04 285.06
il

L1 11
(o]
o
o
[y

btttk JR s | 34206 38513  427.15
O|||||||||||||| LN B B S R B B E— —

50 100 150 200 250 300 350 400
m/z

EI-MS- 24: Espectro de massas do composto 92a.
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CIH 5 (multiplicidade, J = H2) o ANEXO 25: 1-(4’-dimetilaminofenil)-3-[2”-ox0-3"-(morfolilmetil)-1”,3",4"-oxadiazol-5-il] f-carbolina (92b).
1C, - 143,4
2N - - 8
3C, - 133,4 8
4CH 8,62 (s) 111,9 z N/\\O
4aC, i 124,8 __/
4bC, - 121,0 o 2 w
5CH 8,41 (d, 7,8) 122,1
6CH 7,31 (t,7,8) 120,4
7CH 7,59 (t, 7,8) 128,7 FM: CZGHZGNGOS
8CH 7,71(d, 7,8) 112,9 MM: 470.21g/mol
8aC, - 141,5
9NH 11,80 (s) -
9aC, - 131,8
1'Cq - 129,0
2'/6' CH 7,95 (d, 8,7) 129,5
3/5 CH 6,96 (d,8,7) 1122
4C, - 150,9
N(CHs), 3,40 (s) 40,4
2" (C=0) - 154,2
5" (C=N) - 153,2
6" CH, 4,67 (sl) 67,2 [
8"/12” CH, 2,70 (t, 4,0 49,8 J
9°/11” CH, 3,61 (t, 4,0) 66,1 { r | '
| 2 . /
( L ) | |
4 ( I / f { ( ’ ,
JJ l ;’ /J J / J J }
, .
N, ) LJ*M JLJM\QQUk - J‘/ \‘\JLJJL
==t T T T T T T T R T (S G LN oL e B P i T T (R M Sl R T T I T T T T R () T o S 0 T T 13 T T T T T
i2 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppn
3.12 3.56 3.61 3.54 1.54 12.30 20.98
3.28 7.08 3.70 7.19 5.45 10.55

ERMN *H-25: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 92b.
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ERMN **C-25: Espectro de RMN “*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 92b.
IV (v, cm™; KBr): 1771 cm™ (C=0); 1609 cm™ (C=N) e 745 (indol)
704
B4
504
&
40+ “
304 g
t ogs
@ 9
4000 BDIDD EEIrl.'.II.'.I 1l.‘.|rl.'.|l.'.|

EIV-25: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 92b.
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EHSQC-25: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 92b.

EI-MS- m/z (%): 470.20 (M, 5), 242.06 (10), 287 (20), 371.10 (60), 100 (100).

100.02

371.10

287.10
142.54 242.06

328.11
357.10

270.06

I 134.56

18541 229,06 428.21
ol Il |IllliL I llll . el \J= 385.18 I I

FM: C26H26N603
MM: 470.21g/mol

470.20

493.42 !

400 450

t=t
200

L
350
m/z

100 150 250 300

EI-MS- 25: Espectro de massas do composto 92b.
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C/H 8u (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1Cy - 141,9

2N - -
3C, - 136,1
ACH 8,82 (s) 113,8
4aC, - 131,4
4bC, - 120,8
5CH 8,48 (d, 7,8) 1225
6CH 7,33 (t, 7,8) 120,3
7CH 7,56-7,66 (m) 127,5
8CH 7,53 (d, 7,8) 1125
8aC, - 141,4

9NH 11,78 (s) -
9aC, - 134,8
1'Cq - 132,5
2'Cy - 129,0
3'CH 7,56-7,66 (m) 129,8
4’CH 7,56-7,66 (m) 131,9
5'CH 7,56-7,66 (m) 128,6
6'CH 7,56-7,66 (m) 130,8
2" (C=0) - 154,0
5" (C=N) - 152,8
6” CH, 4,65 (s) 67,2
8”/12” CH, 2,68 (sl) 49,7
9”/11” CH, 3,60 (sl) 66,0

/

ANEXO 26: 1-(2’-clorofenil)-3-[2”-ox0-3"-(morfolilmetil)-1”,3”,4”-oxadiazol-57-il] f-carbolina (92c).

6"

N_N/\

8" g

N\
M
() 12 1

FM: C24H20N5O3C|
MM: 461.13 g/mol

) e —— o e ——
4.34 5.22 5.27 18.7 17.40
4.50 82:415 8.68

ERMN *'H-26: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 92c.
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ERMN **C-26: Espectro de RMN “*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 92c.
IV (v, cm™; KBr): 3280 (NH), 1783 cm™ (C=0); 1614 cm™ (C=N) e 743 (indol)
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EIV-26: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 92c.
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EHSQC-26: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 92c.
EI-MS- m/z (%): 461.10 (M*, 2), 241.03 (10), 362.02 (15), 100 (100).

99.99
h FM: C24H20N503C|
40 MM: 461,13 g/mol

= 241.03 362.02

0 327{05 i 371.11 419.'10 461.10

277.00
A0 | 2988 13m0n g0 21402
LI

- i JI4|||. L
LIS SN S S R A B S SN S S S N N B | I S S R RO SN N S S N S O B S N S S N S R N

50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

EI-MS- 26: Espectro de massas do composto 92c.
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ANEXO 27: 1-(4’-fldorfenil)-3-[2"-ox0-3"-(morfolilmetil)-1”7,3”,4”-oxadiazol-5"-il] B-carbolina (92d).

C/H 84 (multiplicidade, J = Hz) OS¢ -
1C, - 141,7 6" o"
2N B ] N—N" N X
3G, _ 141,5 5 4 | 2 __/
4CH 8,75 (s) 113,1 6 b RN N0 o 12 1
4aC, i 129,6 k/ |
4bC, - 120,9 NS N N
5CH 8,46 (d, 8,1) 122,3 8 H .
6CH 7,33 (t, 8,1) 120,4 S
7CH 7,61 (t, 8,1) 129,0 6 2 FM: C24H20NsO03F
8CH 7,68 (d, 8,1) 112,7 ; " MM: 445.16 g/mol
8aC, - 141,6 f
9NH 11,95 (s) - !
9aC, - 133,7
1'Co - 131,8
2'/6' CH 8,08 (t, 8,1) 130,9/130,8 (8,6)
3'/5' CH 7,48 (t, 8,1) 115,9/ 115,6 (21,6)
4'C, - 164,3/161,0 (246,5)
2" (C=0) - 154,1
5" (C=N) - 152,8
6" CH, 4,66 (s) 67,2
8"/12" CH, 2,68 (s) 49,7
9"/11" CH, 3,59 (s) 66,0
’
! J ?
U UL
L J - ) |
S S TSR N e I R O o T I R W e S T I T R N R T o SO T T i T R R PR e e T U Ve S e T i T M et ] PR 7 s P
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
) ! e I S ! by s
1.00 535 11.24 11.23
4.88 5.683 11.625.72 7.88 16.09 15.99

ERMN 'H-27: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 92d.
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ERMN **C-27: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 92d.

IV (v, cm™; KBr): 3332 (NH), 1773 cm™ (C=0); 1625 cm™ (C=N) e 747 (indol)

B0

G0

FZ'GE9L

BE'CEEE
WZoLsL
gi-\ml-—_

40

20+

96 E44H

T T
4000 3000 000 1000

EIV-27: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 92d.
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- T T
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
F1 (ppm)
EHSQC-27: Espectro HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 92d.
EI-MS- m/z (%): 445.15 (M* ", 2), 260.04 (30), 346.05 (60), 100 (100).
100 100.00
90
80
70
60—:
] 346.05
50
40 FM: Cy4H20NsO3F
. MM: 445.16 g/mol
30 260.04
287.06
|, 32811 | 37101 40314 44515 .
50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z

EI-MS- 27: Espectro de massas do composto 92d.
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Anexo 28: 1-fenil-3-carboxi S-carbolina (142a).

C/H & (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1 (Co) - 141,7
2(N) -
3(Co) - 1375 OH
Z(CH) 8,91 (5) 1164
4a(Co) - 1294
b(Co) - 1212
5 (CH) 8,42 (d, 7,8) 122,0 FM: C15H120.N,
6(CH) 732 (id, 1.0, 7.5) 120, MM=288,09 g/mol
7 (CH) 7.64(t, 7,4) 129,0
8 (CH) 7,69 (d, 8,1) 112,8
8a (Co) - 1416
9 (NH) 11,9 () -
9a (Co) - 137,3 [
7 (Co) - 1345 |
2/6(CH)| 8,07 (dd, 1,5, 7,7) 1288
375 (CH) 7,52-7,62 (M) 128,7
4 (CH) 7,52-7,62 (m) 128,7
c=0 - 166.,9 r

~—
—~——

T ] T T T T ‘ T T T T ! T T T T " T Al T T } T T T T " T T T s THNGT i X & T 1 T ' T T T I T T Ty ’ T T T T ‘ T T T ] T T T T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
— w e i
7.81 $.23 46 .57
8.77 18.32 9.31

ERMN 'H-28: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 142a.

214



oo

T ™ T T T 7 T T - T
160 140 120 100 80 60 40 20

ERMN **C-28: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 142a.

IV (v, cm™; KBr): 1742 cm™ (C=0); 1724 cm™ (C=N); 1594-1481 cm™ (C=C).
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EIV-28: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 142a.
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100 244.02

90

I

80
FM: Cy5H1,0,N,

MM=288,09 g/mol

~
o
I

] 287.97

30 120.91

213.99

] 107.46
15994 72.94

129.01 188.99
140.00 256.14 ‘
‘ W‘Y\W}“ il ““‘l‘ ‘\‘\ ol oo SLE95 34704 380.87 413,

Rasa T T treert TEeT T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z

EI-MS- 28: Espectro de massas do composto 142a.
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Anexo 29: 1-(4’-hidroxifenil)-3-carboxi p-carbolina (142g).

C/H 8y (multiplicidade, J = H) 8¢
1(Co) 142,2 o)
2(N)
3(Co) 135,0 OH
4(CH) 8,96 (s) 116,2
4a(Co) 129,9
4b(Co) 120,8
5(CH) 8,46 (d, 7,8) 122,4
6(CH) 7,35 (t, 7,4) 1211 FM: C1gH1,03N;
7(CH) 7,64 (td, 1,0; 7,7) 129,4 3 s MM=304,08 g/mol
8(CH) 7,72 (d, 8,1) 113,0
8a(Co) 141,7
9 (NH) 12.1(9) oH
9a(Co) 134,2 1
1(Co) 134,2
2'/6'(CH) 7,90 (d, 8,7) 130,7
3'/5'(CH) 7,04 (d, 8,7) 115,6
4'(CH) 159,1
Cc=0 165,6
OH 10,0 (sl)
r [ /
r i
j / 1 A |
|
JL e — .JL__,Jk JU G A ) _}’L
T Y PR B S ) s G TR s BN A N BRSNS A TH AR M TR GO NN T N (AN A L R S R U S N T R S L ¢
12 11 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
— —— e — L e
8.12 9.89 . 1!.3.88.349.4619.34

ERMN'H-29: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 142g.
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ERMN **C-29: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 142g.

IV (v, cm™; KBr): 1661 cm™ (C=0); 1625 cm™ (C=N); 1588-1503 cm™ (C=C).

40

304

GBS LEF

£58° | T6
e
i —

6820l
¥O'¥5E
£0° 28t

204

£z 199l
GET78
FEE'599

558751
¥SEDSL
LazeLL

B9'L5EL
SIBER.

£4E799)

865791
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6 ATE k=
L SR,
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EIV-29: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 142g.
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Anexo 30: 1-(4’-metoxifenil)-3-carboxi f-carbolina (142h).

C/H 8y (multiplicidade, J = H) 8¢
1(Co) - 141,7
2(N) - - o
3(Co) - 136,5
4(CH) 8,90 (s) 116,0
6
4a(Co) 5 1291 OH
4b(Co) B 121,2
7
5(CH) 8,42 (d, 8,1) 1221
6(CH) 7,32 (t, 7.,5) 120,5
7(CH 7,58-7,63 128,8
€ (m) »  FM: CioH1,03N,
8(CH) 7,71(d, 8,4) 1129 MM=318,10 g/mol
8a(Co) - 141,5
5 3
9 (NH) 11,99 -
9a(Co) - 1343
1(Co) - 1295 OCHjs
2'/6'(CH) 8,03 (d, 9,0) 130,3
3'/5'(CH) 7,19 (d, 9,0) 114,2
4'(Cy) - 160,1
{
OCH; 3,88 (s) 55,4
Cc=0 - 166,5
OH - -
| /) |
[N/
e — e S ——————S—SSS——_—_————. R —
12 11 10 8 7 6 5 a 3 1 ppm
o W o i i Wy
6.22 7.11 7.52.324.43.08 1.683
-95 14.84 72.38B.020.50 22.99

ERMN *H-30: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 142h.
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ERMN **C-30: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 142h.
IV (v, cm™; KBr): 1727 cm™ (C=0); 1659 cm™ (C=N); 1573-1445 cm™ (C=C)

4000

T T
anonn 2000

T
1000

EIV-30: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 142h.
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100 274.01

FM: C19H1403N,
MM=318,10 g/mol

I N |

] 243.02

258.99 318.00

229.00

121.01 281.98

] 82.90 114.98| 15927
107 59.96 l07.43) | [

159.00 188.99

Al ]| 302,08 | 33203  368.34 394,06
BARAY AAAAI RAAL) RAaMd

LAY ALY RAAR LARA RARAS RAARS RABAY RO aaM |

50 100 150 200 250 300 350 400

EI-MS- 30: Espectro de massas do composto 142h.
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H 8y (multiplicidade, J = Hz) Sc
1(Co) 141,2 Anexo 31: 1-fenil-3-carboxigliciletiléster S-carbolina (145a).
2(N) -
3(Co) 139,8
4 (CH) 8,80 (s) 113,7
4a (Co) 130,6
4b (Co) 1224
5 (CH) 8,18 (d,7,8) 122,3
6 (CH) 7,35 (td, 7,3; 1,5, 1,5) |[121,1 3 o O zHg
7 (CH) 7,49-7,63 (m) 129,1 /\[( ~
8 (CH) 7,49-7,63 (m) 112,1 :
8a (Co) 140,9 ©
9 (NH) 8,89 (s) B
9a (Co) 137,9 FM: C,,H19N303
" (Co) 1350 MM= 373, 14 g/mol
2" (CH) 7,99 (dd, 6,9; 1,5)) 1284
3'/5' (CH) 7,51-7,64 (m) 129,3
4’ (CH) 7,49-7,64 (m) 129,3
6 (CH) 7,99 (dd, 6,9; 1,5) 128,4
HNC=0 166,0
2” (NH) 8,65 (t, 5,7) -
3"(CH,) 4,31 (d, 5,7) 61,7
#°(0C=0) 1705 (
5°(CHy) 4,27 (Quart. 7,2) 41,7
6"(CH,) 1,33 (t, 7.2) 144
r/ J’
J J J
_J . . I U R |
I R A T A U L G S S A A T T A A
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
L Gl et ! e
4.994.86 10.54 5.39 15.83
4.89 5.30 26.90 21.21

ERMN 'H-31: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, CDCl,) do composto 145a.
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ERMN **C-31: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, CDCl;) do composto 145a.

IV (v, cm™; KBr): 1737 cm™ (O-C=0); 1657 cm™ (C=0); 1622 cm™ (C=N); 1591-1494 cm™ (C=C).

G0

404

204

fai=yres]
95847295

AASHLE
A6'3101L

Pl A =

EREEE]

g5 77l
CEEYFL

L OFF L
FESLEL
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692591
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B6'vEF |

A0ErS

100" 565 e resy
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GOF FEF
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T T T
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EIV-31: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 145a.
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243.01

100
90; FM: C22H19N303
80 MM= 373, 14 g/mol
70
60
50
] 299.95
] 270.93
40 373.00
30
] 326.98
20
] 121.38
10 21800 283.97 330.03
] 107.41 188.99
T AR [ARARY AR | ARARY MRS LR R T T T LAY RARS LARA AR ALY RARR KAAMI MARAS NARS RARRS MARM
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z

EI-MS- 31: Espectro de massas do composto 145a.
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f(i';) S (multiphicidadle. J = Hz) 1:;3 Anexo 32: 1-(4-hidroxifenil)-3-carboxigliciletiléster p-carbolina (145g).
0, - )

2 (N)

3 (Co) - 138,6

4 (CH) 8,72 (s) 111,9 . o

4a (Co) - 127,9 /\ﬁH/O\/CHB

4b (Co) - 1211 o

5 (CH) 8,27 (d, 7,8) 121,3 o

6 (CH) 7,28 (, 7,8) 119,7

7 (CH) 7,54 (t, 7,8) 128,2 FM: CyoHioN2Os

8 (CH) 7,68 (d, 7,8) 112,4

82(Cy) - 410 MM= 389,14 g/mol
9 (NH) 11,69 (s)

9a (Co) - 133,9

1" (Co) - 129,3
2'/6' (CH) 8.01(d, 8,7) 129,8
3'/5'(CH) 7,04 (d, 8,7) 115,3

4" (Co) - 158,2

OH 9.71 (s))

HNC=0 - 165,2

2" (NH) 8,97 (1,6,0)

3"(CHy) 4,17 (d, 6,0) 60,3
4"(0C=0) - 169,8

5"(CH,) 4,18 (Quart., 7,2) 40,9 [
6"(CHs) 1,27 (£, 7,2) 13,9

J I/ |

[0
117 S S O —

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
ERMN *H-32: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, CDCly/DMSO-dg) do composto 145g.
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ERMN **C-32: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 145g.

IV (v, cm™; KBr): 1729 cm™ (OC=0); 1626 cm™ (C=N); 1538-1464 cm™ (C=C).
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EIV-32: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 145g.
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EHSQC-32: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, CDCIl3/DMSO-dg) do composto 145g.

100 259.01
90
80
70 FM: C,,H1gN3;0O4
60 MM= 389,14 g/mol
50
40
20 sge0g 31600
] 389.04
205 228.99 302.99
103 59,03 129.09 20400 |, 00 343.00
177 101.95 175.99 e 274.01 346.04
] ‘ 87.99 ‘ ‘ 15103 175 “ | |
0 Tl it s \m“\ 1 ST | R TTIRTIORT [P \h\ T \‘ I I m‘\ Il ol H\ ‘\ 375.02 Ul 417.02 44
it lpghadsgilbogrss bt fbcrienlliy il Pl bl ‘ pllperetvee iy
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z

EI-MS-32: Espectro de massas do composto 1459
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C/H 8y (multiplicidade, J = Hz) &c
1(Co) 1412 Anexo 33: 1-(4’-metoxifenil)-3-carbdxigliciletiléster p-carbolina (145h).
2(N) -
3(Co) 139,8
4(cH) 8,79 (5) 1133
4a (Co) *
.
b (Co) 1225 3 o o
" 3
5 (CH) 8,19 (d,7,8) 1223 N
6 (CH) 7.35(td, 7,0; 1,5: 1,5) | 121,1 6
7 (CH) 7,53-7,61 (m) 128,9 ©
8 (CH) 7,53-7,61 (m) 112,0
8a (Co) 140,8
9 (NH) 8,81 (s) - FM: C23H21N304
9a (Co) 134,9 MM= 403,15 g/mol
7 (Co) 1305
276’ (CH) 7,95 (dd, 8,7; 1,8) 129,7
375(CH) 7,13 (dd, 8,7; 1,8) 1148
4’ (CH) 160,6
OCH; 3,92 () 55,6
HNC=0 166,1
2" (NH) 8,67 (t, 5,5) - "
3'(CH,) 4,32 (d, 5,5) 61,7 ,j
47(0C=0) 170,5 )
5'(CH,) 4,27 (Quart,, 7,0) 417 1 (
6"(CH,) 1,33 (t, 7,0) 144 ) r
) F
* Ndo observado | |
J |
[T [l
|
T |
iy J ﬁ a
| ' | I | |
b | |
' MLH A ;‘« - L,\JL,J“UK o ._,JL“
L A s =T T AN T T ‘ T y S S A A
9 8 6 5 a 3 2 1 ppm
et i [ - e
9'244.84 4.75 55 9 585' 9.60 T 14.18 3G

ERMN *H-33: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, CDCl;) do composto 145h.
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ERMN *3C-33: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, CDCl;) do composto 145h.

IV (v, cm™; KBr): 1742 cm™ (C=0); 1656 cm™ (C=0); 1609 cm™ (C=N); 1561-1464 cm™ (C=C).
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EIV-33: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 145h.
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274.02

100+
. FM: Ca3HpN;O
3 - LaslM21 N30y
80 MM= 403,15 g/mol
70
60 403.00
] 329.97
50
20 300.95
30 20808 257.98
20 356.97
1 24199 313.97
104 114.93 136.49 >. 360.04
] 150.53 202.98 346.00
. 87.98 101.03 ‘ 175.97 288.02 i H
O—Jaise} sl Il 1. [ - “\ el HH‘ M \‘ ‘\ “,‘ (A1 N PO | ‘\ 1l 374.01 L 417.00 445.05
LA RASAS RARAS RARAN RAMAS RARAS LA RAASE RRSSS | UAAASE RASAS RARS LAAR) RARAY RAASE RARAN RARA! LAARAL RARAS RARAS NARAI AN MARS AR RAARS RARSE NAAR! REAM AR RARAE ARSI RARM
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EI-MS- 33: Espectro de massas do composto 145h
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Anexo 34: 1-(fenil)-3-carboxiglicilacido f-carbolina (144a).

C/H 8. (multiplicidade, J = Hz) 8c
1 (Co) 141,6
2(N) -
3(Co) 139,5
ach) 8.83 (5) 112.9 e o
4a (Co) 129,9 /\[( H
4b (Co) 122,0 o
5 (CH) 8,43 (d,7,8) 121,2
6 (CH) 7,32 (1, 7,8) 120,2
7 (CH) 7,53-7,71 (m) 128,9 FM: Cy0H17N304
8 (CH) 7,53-7,71 (m) 112,7 MM= 345,11 g/mol
8a (Co) 140,6
9 (NH) 11,87 (s) -
9a (Co) 137,5
1" (Co) 134,2
2'/6’ (CH) 8,14 (dd, 7,8; 1,2) 128,6
3'/5'(CH) 7,65-7,71 (m) 128,8
4" (CH) 7,65-7,71 (m) 128,8
HNC=0 164,7
2" (NH) 8,87 (t, 5,1) -
3"(CHy,) 3,89 (d, 5,1) 41,9
4"(0C=0) 171,4 /
{
{‘ I
i i |
i ; i
‘ [ i U ]‘ | 5 i
gl W JU U o N o comame e :
' i T T, = N T T e S AN TN N T T N L E I TR I R SN N R T =
12 11 10 9 3 7 6 5 4 3 2 ppm
: it i bt L B
(L 6.87 34.85 14.11
6.46 13.72 6.77

ERMN *H-34: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 144a.
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ERMN **C-34: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 144a.

IV (v, cm™; KBr): 1731 cm™ (OC=0); 1636 cm™ (C=N); 1593-1464 cm™ (C=C).
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EIV-34: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 144a.
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EHSQC-34: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 144a.
100+ 59,93
] 244.04
90
80
70
60; FM: C20H17N3O4
. MM= 345,11 g/mol
50
40
30
1 121.19 301.02
20 270.98 345.02
] 213.99 287.00
104 | 7293 10747 258.03
PR T 0 P o N
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EI-MS- 34: Espectro de massas do composto 144a
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CH 8 (multiplicidade, J = Hz) | 8¢ Anexo 35: 1-(4’-hidroxifenil)-3-carboxiglicilacido p-carbolina (1449).
1(Co) 1415
2 (N) -
3 (Co) 139,2 .
4 (CH) 8,76 (5) 112,3 O
4a (Co) 128,4 /Y H
b (Co) 121,3 o
5 (CH) 8,40 (d,7.,6) 121,9
6 (CH) 7,31 (t, 7.6) 120,1
7 (CH) 7,59 (t, 7.6) 128,31
8 (CH) 7,70 (d, 7,6) 112,7 FM: C2oH1sN304
8a (Cy) 141,0 MM= 361,11 g/mol
9 (NH) 12,64 (s) -
9a (Co) 133,9
1" (Co) 129,6
276 (CH) 8,04 (d, 8,7) 130,1
3'/5(CH) 7,04 (d, 8,7) 115,6 |
4 (Co) 158,4 :
OH 9,86 () :
HNC=0 165,2
2" (NH) 8,95 (t, 6,0) : /
3’(CH,) 4,08 (d, 6,0) 41,2
4’(HOC=0) 11,76 (sl) 171,6
/ i [r [ 1
_ ! i
/ J P, A 4 A A | J‘ l[
' i 5 | / |
i IT ; roo i\J :[ 1 A f
9 A JULA AU A N JL i
13 12 11 10 9 3 7 s 5 4 s 1 p;m
3.50 91 (22 e‘.‘sés'rm ai.r7Aa 1 :3661.?1366 :gﬁs 14.14

ERMN *H-35: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 144g.
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ERMN "*C-35: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 144g.

IV (v, cm™; KBr): 1729 cm™ (C=0); 1609 cm™ (C=N); 1540-1498 cm™ (C=C).
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EIV-35: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 144g.
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EHSQC-35: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 144g.
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MM= 361,11 g/mol
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273.99

101 ZgLé.5.32 203.98 243.01 300.01

1 ‘ 14312 17599 H ‘H 343.00

“”“”ml‘ sttt ol Lottt I J‘ | llll il 0L | “ 397.39

| AAMAR AR AR RARAS AR RARAE AR RARAY ARAI RARAS 1 LARAN LBARAR LARRI RAAMS RARAS MARMY LRSS LARAI RAAMS RRAMS )
100 150 200 250 300 350 400

m/z

EI-MS- 35:; Espectro de massas do composto 144g.
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C/H 8. (multiplicidade, J = Hz) 8c
1 (Co) 141,5
2(N)
3(Co) 138,6
4 (CH) 8,76 (s) 112,3
4a (Co) *
4b (Co) 121,1
5 (CH) 8,28 (d ,7,5) 121,4
6 (CH) 7,30 (t, 7,5) 119,9
7 (CH) 7,56 (t, 7,5) 128,1
8 (CH) 7,69 (d, 7,5) 112,5
8a (Co) 140,4
9 (NH) 11,74 (s)
9a (Co) 134,0
1" (Co) 129,5
2'/6’ (CH) 8,11 (d, 8,7) 129,9
3'/5'(CH) 7,91 (d, 8,7) 1138
4" (Co) 159,8
OCHj 3,91 (s) 55,0
HNC=0 164,8
2" (NH) 8,90 (t, 5,7)
3"(CHy) 413(d, 5,7) 40,9
4’(0C=0) 171,2

* Nao observado
e

J

Anexo 36: 1-(4’-metoxifenil)-3-carboxiglicilacido g-carbolina (144h).

FM: Cy;H17N30,
MM= 375,12 g/mol

e s e

ERMN *H-36: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds/CDCl;) do composto 144h.

237



WWM*WWWMW’WJW A A R A IS8 S A AR A A AN i

T URTE T TYE YT (O Y [N PEPTCTON PRT TeNT WA TRV Y
PPNt

sl N TR A I

180 160 140 120 100 80 60 40 20 pp

ERMN **C-36: Espectro de RMN *C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-d¢/CDCl;) do composto 144h.

IV (v, cm™; KBr): 1741 cm™ (OC=0); 1638 cm™ (C=N); 1545-1464 cm™ (C=C).
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EIV-36: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 144h.
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EHSQC-36: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-d¢/CDClI3) do composto 144h.
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202.98
175.99

MHH\ \‘H\
[ ARAR AARM )

274.01

FM: C21H17N3O4
MM= 375,12 g/mol

229.00
258.01 316.99 375.02

243.03 300.98

288.03
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331.04

356‘-99 389.03 4¢
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250 300
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EI-MS- 36: Espectro de massas do composto 144h.
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CH | 8u(multiplicidade, J =Hz) | & Anexo 37: 1-fenil-3-[4-(3-nitrobenzilideno)-5-o0xo-1,3-0xazol-2-il] -carbolina (146).
1(Co) - 1431
2(N) - -
3(Co) - 1372
4(CH) 9,17 (5) 116,9
4a (Cy) - 1291
4b (Cy) - 120,9
5 (CH) 8,49 (d, 7,8) 122
6 (CH) 741 7,.8) 1208
7(CH) 7,59-7,66 (m) 1293
8 (CH) 7.75(d, 7.8) 113 FM: Ca7H16N4O4
8a (Co) - 141,5 MM= 460,45 g/mol
9 (NH) 12,17 (s) -
9a (Co) - 134,8
T (Co) - 1323
276 (CH) 8,12 (d, 8,0) 1286
375 (CH) 7,68 (d, 8,0) 1289
4 (CH) 7,59-7,66 (m) 129
2'C=0 - 167
5" C=N - 164,4
3"C=CH - 1357
6 C=CH 7,54 () 126,8
7(Co) - 1351
8" (CH) 9,30 () 126,2
9" (Co) - 1482
10° (CH) 8,34 (d, 7,5) 1248
117 (CH) 7,85 (t, 7,5) 130,4
127 (CH) 8,80 (d, 7,5) 137,8
(
) s
\
) |
/ 0 N
I T e
5.21 S5 T 6.2712.70 5207416

6.04 6.46 6.03 6.386.06
ERMN *H-37: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 146.
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ERMN **C-37: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 146.

IV (v, cm™; KBr): 3395 cm™ (N-H); 1810 cm™ (C=0); 1625 cm™ (N=C); 1547-1497 cm™ (C=C).
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EIV-37: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 146.
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EI-MS- m/z (%):460,10 (M* ", 30), 243,07 (100), 271,06 (30), 432,13 (5).
100 243.07
90
80
. FM: Cy7H1gN4O,
07 MM= 460,45 g/mol
60
50
40
30 271.06
’ 460.10
20
. 121.43
107 216.06
o1 8795 1075 | 1355 18903 m L | 28716 32014 357.10 40413 43213 | 495y
50 100 150 200 250 300 350 400 450 242 50C
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EI-MS-37: Espectro de massas do composto 146



TOF MS ES+

CA_643 11 (0.205) AM (Top,4, Ar,5000.0,0.00,1.00); Sm (Mn, 2x2.00); Cm (3:11)
g 00“ 461.1296 DAZ63
+
[M+H]
6
| -
B .
FM: Cy7H16N,O4
2' —
| 6 MM= 460,45 g/mol
5 3
7
i 462.1368
463.1451
453.1787 |
PR R TR S T T T T T l T T T T T 'J T T T T T T T T ‘ mlz
442 444 446 448 450 452 454 456 458 460 462 464 466 468 470 472 474 476 478

EHR-ESI- 37: Espectro de massas de alta resolugdo do composto 146.
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C/H 8n (multiplicidade, J = Hz) | 8¢ Anexo 38: 1-(4-hidroxifenil)-3-[4-(3-nitrobenzilideno)-5-0xo0-1,3-oxazol-2-il] S-carbolina (147).
1(Co) 142,3
2(N)
3(Co) 141,5
4 (CH) 9,20 (s) 117,0
4a (Co) 129,1
b (Co) 120,9
5 (CH) 8,51 (d, 8,1) 122,1
6 (CH) 741t 8.1) 210 | b
7 (CH) 7,67 (d, 8,1) 129,4 FM: CpH1N4Os
: a(f(:l)) 775 (d 8.1) Eij TNy MM= 518,12 g/mol
9 (NH) 12,26 (s)
9a (Co) 134,7
1" (Co) 132,3
276" (CH) 8,20 (d, 8,4) 129,8
375’ (CH) 7.45 (d. 8,4) 1223 N
4’ (Co) 151,3
2" C=0 166,9
5" C=N 164,4
3”C=CH 135,7 ;
6" C=CH 7,56 (s) 126,4 ‘
7°(Co) 135,1 {
8" (CH) 9,32 (s) 126,2
9" (Co) 1482 {f , W
10 (CH) 8,34 (dd, 7.8; 2,1) 124,8 | ‘
117 (CH) 7,87 (t, 7,8) 130,4 ( ' |
12" (CH) 8,83 (d, 7,8) 137,8 ‘ [
, ¢ (] I
,f I I
j J /{ Y /K?)j y r /
L |
‘i m Ia FJ lgl ‘ ,‘ \ "\ ’}
i i [ 0 ot I
e VUM AT
e an 10 g 8 7 6 5 4 3
4._;2 _’5‘L2l4 o 5:;;{0?94 _é_;;;;(—; 16?14
5.34 5.49 5.18 5.98.026.63

ERMN *H-38: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 147.
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ERMN **C-38: Espectro de RMN "*C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 147.

IV (v, cm™; KBr): 1816 cm™ (C=0); 1655 cm™ (N=C); 1553-1528 cm™ (C=C).
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EIV-38: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 147.
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EHSQC-38: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 147.

CA_645 9 (0.171) AM (Cen,4, 80.00, Ar,5000.0,0.00,1.00); Sm (Md, 2.00); Cm (4:13)
100—I

’ a4

FM: C27H16N4O5
MM= 518,12 g/mol

4 491.1495

T T T T T T T T
300 320 340 360 3é0 400 420 440 460 480 500

CABO078

519.1400
|

OL- EE— e ————— : T T .‘Mrﬂv*r

S| SR

TOF MS ES+
6.65¢3
CIMeHT
i
|
‘ 551.1708
15201474 '
!‘ ‘
! ]552.1760
I [

B L.
520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

EHR-ESI- 38: Espectro de massas de alta resolugdo do composto 147.
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10(/;) 5a (multiplicidade, J = Hz) 1:’;‘1 Anexo 39: 1-(4-metoxifenil)-3-[4-(3-nitrobenzilideno)-5-oxo-1,3-oxazol-2-il] S-carbolina (148).
0, ]
2(N)
3 (Co) 138
4 (CH) 9,15 (5) 116,6
4a(Co) 1292
4b (Co) 120
5 (CH) 8,48 (d, 7.6) 122
6 (CH) 7,40 (1, 7.,6) 121
7 (CH) 7,65 (t, 7,6) 128,9 b
8 (CH) 7.71(d, 7.6) 1099 | °
8a Gy 20| 1N\ 1 FM: CasH1sN4Os
99;';'(:)) 12146) - P ) MM= 490,47 g/mol
' 6 2
17 (Co) 129,6 |
2'/6" (CH) 8,12 (d, 8,7) 130,1 CRG
375 (CH) 7,24 (d, 8,7) 1143 Y
& (Co 160,2 OCH,
OCH3 391 (5) 55,4
2 C=0 167,1
5 C=N 164,5
3”C=CH 135,8 t f‘
6 C=CH 7.55 (s) 126,7 l
7(Co) 1352 . ) }
8" (CH) 9,32 (s) 126,2 [ |
9 (Co 1482 i : j |1 |
10" (CH) 8,35 (d, 8,0) 124,8 ( / }f ( /([» f ' , J
17 (CH) [ 787G 80) 131 J | ‘/ /J} } | ‘ |
12" (CH) 7 851(d, 80) 1378 # i e b ‘ J H !
| |y | ‘l I" - |
A 'U Jd‘quw ’*b , sl \J " e
SR e S o ] r T e T e T ‘
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 ppm
a.22 Tsia | 5.84 11,60 5.58.3710.88 i
5.15 5.84 5.47 5.2%.58 .77 18.41
ERMN 'H-39: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-ds) do composto 148. 247
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ERMN *3C-39: Espectro de RMN **C /DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 148.

IV (v, cm™; KBr): 3330 cm™ (N-H); 1781 cm™ (C=0); 1609 cm™ (N=C); 1547-1494 cm™ (C=C).
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EIV-39: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 148.
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EHSQC-39: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 148.
EI-MS- m/z (%):490,00 (M* ', 60), 300,98 (30), 273,00 (100), 258 (35).

272.99

] FM: ngH18N4O5

80 MM= 490,47 g/mol
T 490.00

30
R 257.96 300.98

228.95
136.51

] 114.95 150.43 206.93 464.04
] 7299 10101 | | ' | 31796 35493 416.05 434.01 7> 503.92
| |

C T I. T AI T T T T 1 T T hl T |“.I.I. T T T T T T T T T T T T | T T T T 1 I‘ I‘ T 1 T T
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EI-MS-39: Espectro de massas do composto 148
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CA_644_2 4 (0.085) AM (Top,4, Ar,5000.0,0.00,1.00); Cm (2:16)
1004
[

|

491.1309

[M+H]"

492.1422

495.6056

N .

493.1546
|

482 483 484 485 486 487 488 480 490 491

T T ===
492 493 494 495 496

—

TOF MS ES+
4.63e3

FM: C23H13N4O5
MM= 490,47 g/mol

g T ol T —T1— Mz
497 498 499 500 501 502 503 504

EHR-ESI- 39: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 148.
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Anexo 40:

C/H & (multiplicidade, J = Hz) 8¢
1 (Co) - 1434
2 (N) - -
3 (Co) - 138,2
4 (CH) 9,18 (s) 116,7
4a (Co) - 129,6
4b (Co) B 1215
5 (CH) 8,55 (d, 7,5) 122,7
6 (CH) 7,41 (m) 121,1
7 (CH) 7,64 (t, 7,5) 129,4
8 (CH) 7,74 (d, 7,5) 113,4
8a (Co) - 141,9
9 (NH) 12,00 (s) -
9a (Co) - 135
1" (Co) - 133,1
2'/6’ (CH) 8,06 (d, 8,4) 130,5
3'/5" (CH) 7,24 (d, 8,4) 114,7
4’ (Cy) - 160,6
OCH3 3,90 (s) 55,5
2" C=0 - 168
5" C=N - 164
3”C=CH - 134,1
6" C=CH 7,56 (s) 131,5
7°(Co) - 134
8/12°(CH) | ,  840(d, 7.2 132,7
AT ] 7.58(d, 7.2) 129.4
10" (CH) 7,37 (m) 130
|
['{
A
e e 3
12 11 10

1-(4-metoxifenil)-3-[4-(benzilideno)-5-o0xo0-1,3-0xazol-2-il] p-carbolina (149).

FM: C28H19N303
MM= 445,45 g/mol

4.18

B G s

ERMN 'H-40: Espectro de RMN *H (300,0 MHz, DMSO-dg) do composto 149.
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ERMN **C-40: Espectro de RMN **C/DEPT (75,5 MHz, DMSO-ds) do composto 149.
IV (v, cm™; KBr): 3330 cm™ (N-H); 1781 cm™ (C=0); 1648 cm™ (N=C); 1573-1494 cm™ (C=C).
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EIV-40: Espectro de IV (filme/KBr) do composto 149.
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EHSQC-40: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz, DMSO-dg) do composto 149.

EI-MS- m/z (%): 445,02 (M*, 35), 301,00 (30), 273,00 (100), 258,00 (35), 242,00 (15).

273.
100+ 3.00

60— FM: CygH19N305
50] MM= 445,45 g/mol

1 445.02
30 257.99 301.00

10 114.96 136.78
|

417.03

88.95 17599 202.98 H ‘ 364.06 388.04 ‘ 477.05
08285 \‘ \ I oo Ll 31708 5 ‘ ! L | 491.03 543.14
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EI-MS-40: Espectro de massas do composto 149

253



CA_646 5 (0.102) AM (Top,4, Ar,5000.0,0.00,1 .00); Sm (Mn, 2x2.00); Cm (3:13)
100+ 446.1529

| - [MHT

%

‘ ‘ 447.1705
L
|
| .
‘ 448.1757 453.1922

e e ol
440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450 451

FM: ngngNgog
MM= 445,45 g/mol

% S S (S FESRT ) T e (R
52 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462 463 464

TOF MS ES+
9.21e3

— L

EHR-ESI- 40: Espectro de massas de alta resolu¢do do composto 149
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Abstract: In the present work, we report the synthesis and in vitro anticancer and
antimicrobial activity evaluation of a new series of 1-substituted-B-carboline derivatives
bearing a 4-benzylidene-4H-oxazol-5-one unity at C-3. The compound 2-[1-(4-
methoxyphenyl)-9H-B-carbolin-3-yl]-4-(benzylidene)-4H-oxazol-5-one (11) was the most
active derivative, exhibiting a potent cytotoxic activity against glioma (U251), prostate
(PC-3) and ovarian (OVCAR-03) cancer cell lines with ICsy values of 0.48, 1.50 and 1.07 uM,
respectively. An in silico study of the ADME properties of the novel synthesized
[B-carboline derivatives was also performed.

Keywords: -carboline; 4H-oxazol-5-one; cytotoxic activity; antimicrobial activity

1. Introduction

Natural and synthetic tetrahydro-B-carbolines and B-carbolines are a class of alkaloids with a large
spectrum of important pharmacological properties [1-7]. Among the activities presented, the antitumor
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activity has received special attention, and several studies on structure-activity relationship of
B-carbolines have focused their anticancer activities [8—16]. The SAR studies have demonstrated that
the introduction of appropriate substituents into the positions —1, =2, =3 and —9 of the B-carboline
nucleus resulted in more potent antitumor 3-carboline derivatives, with reduced toxicity.

The potential of B-carbolines and the importance of the search for new antitumor agents led our
group to a continuing study of this class of compounds. In previous works, we reported the synthesis
and in vitro antitumor activities, against a panel of human cancer cell lines, of a series of 1-substituted
B-carboline derivatives bearing different substituents at C-3, such as 2-substituted-1,3,4-oxadiazole
and 5-substituted-1,2,4-triazole rings [17], 3-alkylamino(methyl)-2-thioxo-1,3,4-oxadiazole groups [18]
and N-(substituted-benzylidene)-carbohydrazide groups [19]. The anticancer assay results indicated
several compounds with potent anticancer activity, with ICsy values lower than 1.0 uM for some of the
human cancer cell lines tested [17-19]. In addition to the antitumor activity, B-carbolines containing
the 2-thioxo-1,3,4-oxadiazole group at C-3 exhibited antimicrobial activity towards the fungus
Candida albicans and the bacterium Bacillus subtilis [18]. Antimicrobial activity of P-carboline
derivatives, mainly against Bacillus subtilis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacteria and
against Candida albicans fungi, was also reported in literature [20,21].

With the aim of evaluating the influence of different substituents at position-3 of 1-substituted-3-
carbolines, in this work we propose the incorporation of a benzylidene-4H-oxazol-5-one unity at C-3,
expecting an improvement of the antitumor and antimicrobial activities in relation to the most active
B-carboline derivatives reported in our previous work [17—19]. The 4H-oxazol-5-one ring is found in
natural and synthetic compounds possessing important biological activities, such as antimicrobial [22—24],
antiviral [25], antiangiogenic [26], inhibitory of tyrosinase [27], cytotoxic and immunomodulatory
properties [28]. Due their biological importance, several methods were reported for the synthesis of
oxazolones [29-31].

Thus, in the present work, we report the synthesis and in vitro cytotoxic and antimicrobial activity
evaluation of some novel 1-substituted -carboline derivatives bearing a 4-(benzylidene)-4H-oxazol-5-
one moiety at C-3. Additionally, an in silico study of the ADME properties of the novel synthesized
B-carboline derivatives was carried out by investigating their Lipinski’s parameters, topological polar
surface area (TPSA) and percentage of absorption (% ABS).

2. Results and Discussion
2.1. Chemistry

The synthetic route for the B-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-ones 8-11 is outlined in
Scheme 1. The 1-substituded B-carboline-3-carboxylic acids 5a—c were prepared from commercial
L-tryptophan (1), according to the synthetic protocol described by our group [17-19]. The Pictet-
Spengler condensation of L-tryptophan methyl ester (2) with benzaldehyde, 4-hydroxybenzaldehyde
and 4-methoxybenzaldehyde afforded the 1,2,3,4-tetrahydro-p-carbolines 3a—c. Oxidation of 3a—c
with sulfur in refluxing xylene, led to the methyl B-carboline-3-carboxylates 4a—c, which were
hydrolyzed under basic conditions to give the B-carboline-3-carboxylic acids Sa—c.
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In order to synthesize the B-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-ones 8—11, the Erlenmeyer-
Plochl reaction, the most common route to oxazolones, was employed [31]. The derivatives Sa—¢ were
converted to the respective N-(1-benzylidene-B-carboline-3-carbonyl)-glycine ethyl esters 6a—c¢ by
activation of the -carboline-3-carboxylic acids Sa—c with N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and
dimethylaminopyridine (DMAP), in pyridine, followed by treatment with glycine ethyl ester
hydrochloride [32]. To prepare the B-carboline-3-carbonyl-amino acids 7a—¢, the corresponding esters
6a—c were submitted to hydrolysis with sodium carbonate in refluxing methanol/water. Erlenmeyer-
Plochl reaction of 7a and 7c¢ with 3-nitrobenzaldehyde or benzaldehyde, afforded the corresponding
B-carboline-3-oxazolones 8-11. The reaction of the derivative 7b, bearing the 4-hydroxyphenyl
substituent at C-1, led to the oxazolone 9 with the hydroxyl group acetylated.

To evaluate the effects of electron-donating groups at the R? position of the benzylidene-4H-oxazol-
5-one moiety on activity, compounds 7a and 7¢ were subjected to Erlenmeyer-Plochl reaction with
4-N,N-dimethylaminobenzaldehyde and 4-methoxybenzaldehyde. However, these reactions failed to
furnish the corresponding [-carboline-3-oxazolones, probably due to the relative low electrophilicity
of the aldehydes employed.

Scheme 1. The synthetic route to compounds 8—11.
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Reagents and conditions: (a) CH;0H, H,SO,, reflux, 48 h, 95%; (b) Aldehyde (RICHO), TFA,
CH,Cl,, reflux, 48 h, 75-95%; (c) Sulfur, xylene, reflux, 48 h, 75-85%; (d) NaOH, H,O0:CH;0H
2:1, reflux, 24 h and HC1 5 M, 0 °C, 3 h, 85-90%; (e) HC1.NH,CH,COOCH,CH;, DMAP, DCC,
pyridine, CH,Cl,, RT, 48 h, 45-56%; (f) Na,COs;, H,O:CH;0H 2:1, reflux, 24 h and HCl 5 M,
0 °C, 3h, 68-77%; (g) Aldehyde (R*CHO), AcONa, (CH;CO),0, 80 °C, 24 h, 30-42%.
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All novel compounds were characterized by their spectroscopic data (IR, HR-ESIMS, 'H and
BC-NMR), which are described in the Experimental section. The (4-benzylidene)-4H-oxazol-5-one
group at C-3 of 8-11 was evidenced by the presence of a singlet at 8y 7.54-7.56 in the '"H-NMR
spectra, corresponding to the benzylidene hydrogen, which showed a correlation with the carbon
signals at 5¢c 126.4—131.5, in the HSQC spectra. The signals at 5c 164.0-164.5 and 168.0-166.9, in the
PC-NMR spectra, were assigned to the C-2 and C-5 carbons, respectively, of the 4H-oxazol-5-one ring.
The IR spectra showed absorption bands characteristic for C=0 stretching in the 1,780-1,816 cm ™" region.

The structures of 811 were also confirmed by their HR-ESI and EI mass spectra. The compounds
showed the presence of the molecular ions [M'] consistent with the expected structures, and a base
peak at m/z [M'—substituted-benzylidene oxazolone] corresponding to the cleavage between C-3 of
B-carboline and C-2 of the 4H-oxazol-5-one ring.

2.2. Cytotoxic Activity

The ICs values obtained for the synthesized compounds are shown in Table 1. Analysis of the ICs
values (Figure 1, Table 1) showed that compound 8 was active only against the melanoma (UACC-62)
cell line, with ICsy of 7.52 uM. The same result was observed for the derivative 9, where the phenyl
group at C-1 was changed for a 4-acetoxyphenyl group.

On the other hand, the substitution of the phenyl group at C-1, in compound 8, for a 4-methoxy-
phenyl group resulted in the more active compound 10, showing that a good electron-donating
substituent at the phenyl ring is important for the cytotoxicity. A potent activity against glioma (U251)
and ovarian (OVCAR-03) cell lines was observed for compound 10, which presented ICsy values of
0.35 and 2.18 uM, respectively. Keeping the 4-methoxyphenyl group at C-1 and in order to evaluate
the effect on activity of other groups at the oxazolone moiety, the 3-nitrophenyl group was substituted
for a phenyl group, resulting in compound 11, which displayed the better activity in comparison to all
other synthesized compounds. Derivative 11 showed ICs values < 10.00 uM for four of the cells lines
tested (Table 1). A potent activity was observed mainly against glioma (U251), prostate (PC-3) and
ovarian (OVCAR-03) cell lines with ICsg values of 0.48, 1.50 and 1.07 uM, respectively.

Table 1. ICs values (in uM) for compounds 8-11.

Glioma Melanoma Breast Prostate Ovarian Colon VERO
U251 UACC-62 MCF7 PC-3 OVCAR-03 HT-29
Doxorubicin * 0.03 0.04 0.06 0.05 0.42 0.18 0.50
8 62.42 7.52 >100 >100 63.19 >100 >100
9 80.20 8.76 >100 >100 >100 >100 >100
10 0.35 15.93 47.63 5.28 2.18 >100 >100
11 0.48 10.00 23.44 1.50 1.07 67.88 63.17

* Doxorubicin was the positive control.

In addition to the effective growth inhibition (ICsy values), compound 11 showed also cytostatic
activity, with ICo values of 15.50, 56.83, 64.17 and 112.42 uM for glioma (U251), ovarian (OVCAR-03),
prostate (PC-3) and melanoma (UACC-62) human cell lines, respectively (Figure 1).



Molecules 2012, 17 6104

Figure 1. Concentration (UM) versus cell growth (%) for compound 11.
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The comparison of ICsy data of 11 (Table 1) with those of the most active -carboline derivatives
reported in our previous work [17-19] demonstrated, in general, a lower cytotoxic activity for this
compound. However, specifically for the prostate (PC-3) and ovarian (OVCAR-03) cancer cell lines,
the cytotoxic activity of 11 was similar to that of some active reported compounds, such as 1-(4-N,N-
dimethylaminophenyl)-3-(5-thioxo-1,2,4-triazol-3-yl)-f-carboline (prostate: ICsyp = 1.37 puM; ovarian:
ICsp = 1.09 uM) [17] and N'-(2-chlorobenzylidene)-1-(4-hydroxyphenyl)-B-carboline-3-carbohydrazide
(prostate: ICsp = 1.83 uM, ovarian: 1.65 uM) [19].

The 1Csy data shown in Table 1 were also compared with those of previously reported B-carboline
derivatives bearing the 4-methoxyphenyl group at position-1 and the 2-thioxo-1,3,4-oxadiazole,
2-methylthio-1,3,4-oxadiazole and 5-thioxo-1,2,4-triazole groups [17], and (substituted benzylidene)-
carbohydrazide groups [19], at position-3. This comparison pointed of that, except for 1-(4-
methoxyphenyl)-3-(2-methylthio-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B-carboline (ovarian: ICso = 2.13 uM) [17], the
synthesized oxazoles 10 and 11 showed higher cytotoxic activity, particularly for prostate (PC-3) and
ovarian (OVCAR-03) cancer cell lines, than all other 1-(4-methoxyphenyl)-3-substituted-B-carboline
derivatives previously tested [17,19]. These data demonstrate the importance of the (substituted
benzylidene)-4H-oxazol-5-one moiety on the cytotoxic activity of compounds 10 and 11.

2.3. Antimicrobial Activity

Compounds 8-11 were assayed against the bacteria Bacillus subtilis ATCC 2576, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 13388, Staphylococus aureus ATCC 6538, and against
the fungi Candida albicans ATCC 10231, Candida parapsilosis ATCC-22019 and Candida tropicalis
ATCC-28707. Contrarily to the expectation, the assay results showed no activity for compounds 811
(ICso > 100 uM), indicating that the (substituted-benzylidene)-4H-oxazol-5-one group at C-3 did not
contribute to the antimicrobial activity.
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2.4. In Silico Study

An in silico computational study of the synthesized P-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-
ones 8-11 was performed by determining the Lipinski’s parameters, topological polar surface area
(TPSA) and percentage of absorption (% ABS) [33-35]. Calculations were performed using the
Molinspiration Online Property Calculation Toolkit (www.molinspiration.com) [34] and OSIRIS
Property Explorer (www.organic-chemistry.org/prog/peo) [35]. The percentage of absorption was
estimated using the equation: % ABS =109 — 0.345 x TPSA [33]. These data are shown in Table 2.

In vivo absorption of the new synthesized derivatives was tentatively assessed by means of
theoretical calculations following Lipinski’s rule of five, which establishes that the absorption or
permeation of an orally administered compound is more likely to be good if the drug satisfies the
following criteria: (a) hydrogen bond donors < 5 (OH and NH groups); (b) hydrogen bond acceptors
<10 (N and O atoms); (c) molecular weight < 500; (d) calculated logP < 5 [33-35]. Compounds
violating more than one of these rules may present bioavailability problems.

Table 2. Lipinsk’s parameters and % ABS, TPSA, LogS for compounds 8-11.

Lipinsk’s parameters

Comp. TPSA" nHBA nHBD a n a
TABS a2 ~NO) (oHNH) °2F MW Violations 1°85

8 68.42  117.61 8 1 545  460.45 1 —7.41

9 59.35  143.91 10 1 500  518.48 1 ~7.71

10 6524  126.85 9 1 550  490.47 1 —7.43

11 8105  81.02 6 1 557 44548 1 ~6.97

* www.molinspiration.com; ° www.organic-chemistry.org/prog/peo; %ABS = 109 — 0.345 x TPSA;
Number hydrogen bond acceptor (NO)= rHBA < 10; Number hydrogen bond donors (OHNH) =
nHBD < 5; MW < 500; Octanol-water partition coefficient = LogP < 5; Solubility = LogS > —4.

Our results (Table 2) revealed that the [B-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-ones 8-11
violated only one of the Lipinski’s rules. Compound 9 has a molecular weight larger than 500 g/moL
and the derivatives 8, 10 and 11 showed octanol-water partition coefficients (LogP) larger than 5.0.

All derivatives have number of hydrogen bond acceptors (n-ON = 6—-10) and donors (n-OHNH = 1)
in agreement with Lipinski’s rule. The calculated percent absorption (% ABS) of all derivatives ranged
between 59.35 and 81.05%, indicating that these compounds should have good cellular plasmatic
membrane permeability.

3. Experimental
3.1. Chemistry

Melting points were determined in a Micro-Quimica MQAPF-301 apparatus and are uncorrected.
'H- and "C-NMR spectra were recorded in a Varian model Mercury plus 300 spectrometer (Palo Alto,
CA, USA) at 300 MHz and 75.5 MHz, respectively, with DMSO-d; as solvent and TMS as the internal
standard. EI-MS spectra were recorded in a Thermoelectron Corporation Focus-DSQ II spectrometer
(Austin, TX, USA). HR-ESI mass spectra were recorded on a Q-TOF (Micromass) spectrometer in
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positive ion mode (Manchester, UK). IR spectra were recorded on a BOMEM model MB-100
spectrometer (Quebec, CA, USA). For TLC, Merck precoated plates (silica gel 60 G254) were used.
Silica gel 60 Merck (230—400 mesh) was used in the column chromatography purification of some
compounds. All reagents were purchased from commercial suppliers.

3.2. General Method for Synthesis of N-(1-benzylidene-f-carboline-3-carbonyl)-glycine Ethyl Esters
6a—c

To a solution of B-carboline-3-carboxylic acids Sa—c (0.7 mmol) in pyridine (5 mL) at 0 °C was
added glycine ethyl ester hydrochloride (0.7 mmol), DMAP (0.07 mmol) in CH,Cl, (5 mL). The
mixture was stirred for 5 min and a solution of DCC (0.7 mmol) in CH,Cl, (5 mL) was added,
followed by stirring for 2 h, at 0 °C, and for 24 h at room temperature. This step was repeated with a
new amount of DCC (0.7 mmol) in CH,Cl, (5 mL), followed by evaporation of the solvent, addition of
CH,Cl; and filtration of the DCU precipitate formed. The solvent was removed from the filtrate and
the residual DCU separated by precipitation with acetone and filtration. The solvent was removed and
the residue obtained purified on a chromatographic column (silica gel, CHCIls/CH3OH 5%) to give the
pure B-carbolines 6a—c in yields ranging from 45-56%.

N-(1-Phenyl-f-carboline-3-carbonyl)-glycine ethyl ester (6a). Yield: 55%, m.p. 194-195 °C. IR (KBr)
Vinae €M 2 1737 (C=0); 1657 (C=0), 1622 (C=N); 1591-1494 (C=C). '"H-NMR (CDCl5): & 8.80 (s,
H-4), 8.18 (d, J = 7.8 Hz, H-5), 7.35 (td, J = 7.3 Hz and 1.5 Hz, H-6), 7.49-7.63 (m, H-7), 7.49-7.63
(m, H-8), 8.89 (s, NH-9), 7.99 (dd, J = 6.9 Hz and 1.5 Hz, H-2"), 7.51-7.64 (m, H-3'/5"), 7.49-7.64 (m,
H-4"), 7.99 (dd, J = 6.9 Hz and 1.5 Hz, H-6"), 8.65 (t, J = 5.7 Hz, NH-2"), 4.31 (d, J = 5.7 Hgz,
NHCHo>), 4.27 (q, J = 7.2 Hz, OCH,CHs), 1.33 (t, J = 7.2 Hz, CH;CH,0). >C-NMR (CDCl;): §141.2
(C-1), 139.8 (C-3), 113.7 (C-4), 130.6 (C-4a), 122.4 (C-4b), 122.3 (C-5), 121.1 (C-6), 129.1 (C-7), 112.1
(C-8), 140.9 (C-8a), 137.9 (C-9a), 135.0 (C-1"), 128.4 (C-2"), 129.3 (C-3'/5"), 129.3 (C-4"), 128.4 (C-6"),
166.0 (C=0), 41.7 (NHCH,), 170.5 (C=0), 61.7 (OCH,CHs), 14.4 (CH;CH,0). EIMS, 70 eV, m/z
(rel. int. %): 373 (40, M"), 243 (100), 271 (40).

N-[1-(4-Hydroxyphenyl)-p-carboline-3-carbonyl]-glycine ethyl ester (6b). Yield: 45%, m.p. 168—170 °C.
IR (KBr) Vimax cm_ 'z 1729 (C=0), 1626 (C=N), 1538-1464 (C=C). '"H-NMR (CDCl3): 5 8.72 (s, H-4),
8.27 (d,J = 7.8 Hz, H-5), 7.28 (t,J = 7.8 Hz, H-6), 7.54 (t, J = 7.8 Hz, H-7), 7.68 (d, J = 7.8 Hz, H-8),
11.69 (s, NH-9), 8.01 (d, J = 8.7 Hz, H-2'/6"), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, H-3/5"), 9.71 (brs, OH), 8.97 (t,
J =6.0 Hz, NH-2"), 4.17 (d, J = 6.0 Hz, NHCH>), 4.18 (q, J = 7.2 Hz, OCH,CH3), 1.27 (t, J = 7.2 Hz,
CH;CH,0). C-NMR (CDCls): & 141.3 (C-1), 138.6 (C-3), 111.9 (C-4), 127.9 (C-4a), 121.1 (C-4b),
121.3 (C-5), 119.7 (C-6), 128.2 (C-7), 112.4 (C-8), 141.0 (C-8a), 133.9 (C-9a), 129.3 (C-1"), 129.8
(C-2'76"), 115.3 (C-3'/5"), 158.2 (C-4"), 165.2 (C=0), 40.9 (NHCH>), 169.8 (C=0), 60.3 (OCH,CH3),
13.9 (CH;CH,0). EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %): 389 (25, M), 259 (100), 343 (10).

N-[1-(4-Methoxyphenyl-f-carboline-3-carbonyl]-glycine ethyl ester (6¢). Yield: 56%, m.p. 184—186 °C.
IR (KBr) Vi cm @ 1742 (C=0); 1656 (C=0), 1609 (C=N), 15611464 (C=C). 'H-NMR (CDCl;):
08.79 (s, H-4), 8.19 (d, J = 7.8 Hz, H-5), 7.35 (td, J = 7.0 Hz; J = 1.5 Hz, H-6), 7.53-7.61 (m, H-7),
7.53-7.61 (m, H-8), 8.81 (s, NH-9), 7.95 (dd, J = 8.7 Hz and 1.8 Hz, H-2'/6"), 7.13 (dd, J = 8.7 Hz and
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1.8 Hz, H-3/5"), 3.92 (s, OCHs), 8.67 (t, J = 5.5 Hz, NH-2"), 4.32 (d, J = 5.5 Hz, NHCH,), 4.27 (q,
J = 7.0 Hz, OCH,CH3), 1.33 (t, J = 7.0 Hz, CH;CH,0). *C-NMR (CDCl3): & 141.2 (C-1), 139.8
(C-3), 113.3 (C-4), 122.5 (C-4b), 122.3 (C-5), 121.1 (C-6), 128.9 (C-7), 112.0 (C-8), 140.8 (C-8a),
134.9 (C-9a), 130.5 (C-1'), 129.7 (C-2/6"), 114.8 (C-3'/5"), 160.6 (C-4"), 55.6 (OCHs), 166.1 (C=0),
170.5 (C=0), 41.7 (NHCH,), 61.7 (OCH,CHj), 14.4 (CH;CH,0). EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %):
403 (60, M), 301 (45), 273 (100), 258 (30).

3.3. General Method for the Synthesis of 1 N-(I-substituted-p-carboline-3-carbonyl)-glycine Ta—c

A suspension of N-(1-substituted-B-carboline-3-carbonyl)-glycine ethyl esters 6a—c (0.5 mmol) and
Na,COs (1.5 mmol) in H;O:MeOH 2:1 (5 mL) was stirred for 24 h, at 80 °C. The mixture was cooled
at 0 °C, and after stirring for 2 h, the solution was neutralized with a solution of 5 M HCI solution. The
product was collected by filtration, dried and crystallized from ethanol, furnishing the compounds 7a—¢
in 68-77% yield.

N-(1-Phenyl-B-carboline-3-carbonyl)-glycine (7a). Yield: 77%, m.p. 236238 °C. IR (KBr) Viax cm :
1731 (C=0); 1636 (C=N), 1593—1464 (C=C). 'H-NMR (DMSO-dy): 58.83 (s, H-4), 8.43 (d, J = 7.8 Hz,
H-5), 7.32 (t, J = 7.8 Hz; H-6), 7.55-7.71 (m, H-7), 7.55-7.71 (m, H-8), 11.87 (s, NH-9), 8.14 (dd,
J =7.8 Hz and 1.2 Hz, H-2'/6"), 7.55-7.71 (m, H-3"/5"), 7.55-7.71 (m, H-4"), 8.87 (t, J = 5.1 Hz, NH-2"),
3.89 (d, J = 5.1 Hz, NHCH,). C-NMR (DMSO-d): & 141.6 (C-1), 139.5 (C-3), 112.9 (C-4), 129.9
(C-4a), 122.0 (C-4b), 121.2 (C-5), 120.2 (C-6), 128.9 (C-7), 112.7 (C-8), 140.6 (C-8a), 137.5 (C-9a),
134.2 (C-1"), 128.6 (C-2'6"), 128.8 (C-3'/5"), 128.8 (C-4"), 164.7 (C=0), 41.9 (NHCH>»), 171.4 (C=0).
EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %): 345 (20, M), 301 (20), 243 (95), 60 (100).

N-[1-(4-Hydroxyphenyl)-p-carboline-3-carbonyl]-glycine (7b). Yield: 74%, mp decomp. IR (KBr)
Vimax €M1 1729 (C=0), 1609 (C=N), 1540-1498 (C=C). 'H-NMR (DMSO-dy): & 8.76 (s, H-4), 8.40
(d, J = 7.6 Hz, H-5), 7.31 (t, J = 7.6 Hz, H-6), 7.59 (t, J = 7.6 Hz, H-7), 7.70 (d, J = 7.6 Hz, H-8),
12.64 (s, NH-9), 8.04 (d, J = 8.7 Hz, H-2'/6"), 7.04 (d, J = 8.7 Hz, H-3'/5"), 9.86 (brs, OH), 8.95 (t,
J = 6.0 Hz, NH-2"), 4.08 (d, J = 6.0 Hz, NHCH,), 11.76 (s, OH). *C-NMR (DMSO-dj): §141.5 (Co-1),
139.2 (C-3), 112.3 (C-4), 128.4 (C-4a), 121.3 (C-4b), 121.9 (C-5), 120.1 (C-6), 128.3 (C-7), 112.7
(C-8), 141.0 (C-8a), 133.9 (C-9a), 129.6 (C-17), 130.1 (C-2'6"), 115.6 (C-3/5"), 158.4 (C-4"), 165.2
(C=0), 41.2 (NHCH,), 171.6 (C=0). C5H;5N3;04 EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %): 361 (20, M"), 260
(100), 229 (20), 60 (10).

N-[1-(4-Methoxyphenyl-f-carboline-3-carbonyl]-glycine (7¢). Yield: 68%, m.p. 247-249 °C. IR (KBr)
Vimax €M 2 1741 (C=0), 1638 (C=N), 1545-1464 (C=C). 'H-NMR (DMSO-ds): 5 8.76 (s, H-4), 8.28
(d, J = 7.5 Hz, H-5), 7.30 (t, J = 7.5 Hz, H-6), 7.56 (t, J = 7.5 Hz, H-7), 7.69 (d, J = 7.5 Hz, H-8),
11.74 (s, NH-9), 8.11 (d, J = 8.7 Hz, H-2'/6"), 7.91 (d, J = 8.7 Hz, H-3'/5"), 3.91 (s, OCH3), 8.90 (t,
J = 5.7 Hz, NH-2"), 4.13 (d, J = 5.7 Hz, NHCH,). >C-NMR (DMSO-dy): & 141.5 (C-1), 138.6 (C-3),
112.3 (C-4), 121.1 (C-4b), 121.4 (C-5), 119.9 (C-6), 128.1 (C-7), 112.5 (C-8), 140.4 (C-8a), 134.0
(C-9a), 129.5 (C-1"), 129.9 (C-2'/6"), 113.8 (C-3"/5"), 159.8 (C-4"), 55.0 (OCH3), 164.8 (C=0), 40.9
(NHCHo>), 171.2 (C=0). EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %): 375 (25, M"), 274 (100), 229 (25), 60 (40).
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3.4. General Method for Synthesis of 1-Substituted [f-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-ones 8-11

To a solution of derivatives 7a—¢ (0.3 mmol), in acetic anhydride (5 mL), was added 4-nitro-
benzaldehyde or benzaldehyde (0.75 mmol), followed by addition of sodium acetate (1.5 mmol). The
solution was stirred for 24 h at 80 °C and then, for 1h at 0 °C. The solid formed was filtered under
vacuum and washed with cold acetone to afford the compounds 8-11.

2-(1-Phenyl-9H-f-carbolin-3-yl)-4-(3-nitrobenzylidene)-4H-oxazol-5-one (8). Yield: 42%, m.p.
271-273 °C. IR (KBr) Vma cm ': 3395 (N-H), 1810 (C=0); 1625 (C=N), 1547-1497 (C=C). '"H-NMR
(DMSO-ds): 69.17 (s, H-4), 8.49 (d, J = 7.8 Hz, H-5), 7.41 (t, J = 7.8 Hz, H-6), 7.59-7.66 (m, H-7),
7.75 (d, J = 7.8 Hz, H-8), 12.17 (s, NH-9), 8.12 (d, J = 8.0 Hz, H-2'/6"), 7.68 (d, J = 8.0 Hz, H-3'/5"),
7.59-7.66 (m, H-4"), 7.54 (s, C=CH), 9.30 (s, H-2"), 8.34 (d, J = 7.5 Hz, H-4"), 7.85 (t, J = 7.5 Hz,
H-5"), 8.80 (d, J = 7.5 Hz, H-6"). "C-NMR (DMSO-dj): 6 143.1 (C-1), 137.2 (C-3), 116.9 (C-4), 129.1
(C-4a), 120.9 (C-4b), 122 (C-5), 120.8 (C-6), 129.3 (C-7), 113.0 (C-8), 141.5 (C-8a), 134.8 (C-9a), 132.3
(C-1"), 128.6 (C-2'/6"), 128.9 (C-3'/5"), 129.0 (C-4"), 167.0 (C=0), 164.4 (C=N), 135.7 (C=CH), 126.8
(C=CH), 135.1 (C-1"), 126.2 (C-2"), 148.2 (C-3"), 124.8 (C-4"), 130.4 (C-5"), 137.8 (C-6"). EIMS, 70 eV,
m/z (rel. int. %): 460 (30, M"), 243 (100), 271 (30), 432 (5). HR-ESIMS: calcd for Cy7H;7N4Oy:
461.1250 [M+H]"; found: 461.1296.

2-[1-(4-Acetoxyphenyl)-9H-f-carbolin-3-yl]-4-(3-nitrobenzylidene)-4H-oxazol-5-one (9). Yield: 30%,
m.p. 255-257 °C. IR (KBr) Vmay cm : 1816 cm™' (C=0), 1655 (C=N), 1553-1528 (C=C). '"H-NMR
(DMSO-ds): 69.20 (s, H-4), 8.51 (d, J = 8.1 Hz, H-5), 7.41 (t, J = 8.1 Hz, H-6), 7.67 (d, J = 8.1 Hz,
H-7), 7.75 (d, J = 8.1 Hz, H-8), 12.26 (s, NH-9), 8.20 (d, J = 8.4 Hz, H-2'/6"), 7.45 (d, J = 8.4 Hz,
H-3'/5"), 2.37 (s, CH3), 7.56 (s, C=CH), 9.32 (s, H-2"), 8.34 (dd, J = 7.8 Hz and 2.1 Hz, H-4"), 7.87 (t,
J =17.8 Hz, H-5"), 8.83 (d, J = 7.8 Hz, H-6"). "C-NMR (DMSO-dy): §142.3 (C-1), 141.5 (C-3), 117.0
(C-4), 129.1 (C-4a), 120.9 (C-4b), 122.1 (C-5), 121.0 (C-6), 129.4 (C-7), 113.0 (C-8), 144.1 (C-8a),
134.7 (C-9a), 132.3 (C-1"), 129.8 (C-2'/6"), 122.3 (C-3'/5"), 151.3 (C-4"), 20.9 (CH3), 169.2 (OCOCH3),
166.9 (C=0), 164.4 (C=N), 135.7 (C=CH), 126.4 (C=CH), 135.1 (C-1"), 126.2 (C-2"), 148.2 (C-3"),
124.8 (C-4"), 130.4 (C-5"), 137.8 (C-6"). HR-ESIMS: calcd for CooHoN4O [M+H]": 519.1305; found:
519.1400.

2-[1-(4-Methoxyphenyl)-9H- -carbolin-3-yl]-4-(3-nitrobenzylidene)-4H-oxazol-5-one ~ (10). Yield:
32%, m.p. 201-203 °C. IR (KBr) vmay cm 'z 3330 (N-H), 1781 cm ' (C=0), 1609 (C=N), 15471494
(C=C). '"H-NMR (DMSO-dy): 59.15 (s, H-4), 8.48 (d, J = 7.6 Hz, H-5), 7.40 (t, J = 7.6 Hz, H-6), 7.65
(t, J =7.6 Hz, H-7), 7.71 (d, J = 7.6 Hz, H-8), 12.14 (s, NH-9), 8.12 (d, J = 8.7 Hz, H-2'6"), 7.24 (d,
J = 8.7 Hz, H-3"/5"), 3.91 (s, OCH3), 7.55 (s, C=CH), 9.32 (s, H-2"), 8.35 (d, J = 8.0 Hz, H-4"), 7.87 (t,
J = 8.0 Hz, H-5”), 8.51 (d, J = 8.0 Hz, H-6"). "C-NMR (DMSO-dj): 5 143.1 (C-1), 138.0 (C-3), 116.6
(C-4), 129.2 (C-4a), 120.0 (C-4b), 122.0 (C-5), 121.0 (C-6), 128.9 (C-7), 109.9 (C-8), 142.0 (C-8a),
134.7 (C-9a), 129.6 (C-1"), 130.1 (C-2'6"), 114.3(C-3/5"), 160.2 (C-4"), 55.4 (OCHj3), 167.1 (C=0),
164.5 (C=N), 135.8 (C=CH), 126.7 (C=CH), 135.2(C-1"), 126.2 (C-2"), 148.2 (C-3"), 124.8 (C-4"),
131.0 (C-5"), 137.8 (C-6"). EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %): 490 (60, M), 301 (30), 273 (100), 258
(35). HR-ESIMS: calcd for C,gH9N4Os [M+H]": 491.1355; found: 491.1309.
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2-[1-(4-Methoxyphenyl)-9H- f-carbolin-3-yl]-4-benzylidene-4H-oxazol-5-one (11). Yield: 40%, m.p.
245-247 °C. IR (KBr) vmsx cm ' 3330 (N-H), 1781 cm ™' (C=0), 1648 (C=N), 15731494 (C=C).
'H-NMR (DMSO-ds): 59.18 (s, H-4), 8.55 (d, J = 7.5 Hz, H-5), 7.41 (m, H-6), 7.64 (t, J = 7.5 Hz,
H-7), 7.74 (d, J = 7.5 Hz, H-8), 12.00 (s, NH-9), 8.06 (d, J = 8.4 Hz, H- 2'/6"), 7.24 (d, J = 8.4 Hz,
H-3'/5"), 3.90 (s, OCH3), 7.56 (s, C=CH), 8.40 (d, J = 7.2 Hz, H-2"/6"), 7.58 (d, J = 7.2 Hz, H-3"/H-5"),
7.37 (m, H-4"). ®C-NMR (DMSO-dy): §143.4 (C-1), 138.2 (C-3), 116.7 (C-4), 129.6 (C-4a) 121.5 (C-4b),
122.7 (C-5), 121.1 (C-6), 129.4 (C-7), 113.4 (C-8), 141.9 (C-8a), 135 (C-9a), 133.1 (C-1"), 130.5
(C-2'6"), 114.7 (C-3'/5"), 160.6 (Cp-4"), 55.5 (OCH3), 168.0 (C=0), 164.0 (C=N), 134.1 (C=CH), 131.5
(C=CH), 134 (C-1"), 132.7 (C-2"/6), 129.4 (C-3"/5"), 130.0 (C-4"). EIMS, 70 eV, m/z (rel. int. %): 445
(35, M), 301 (30), 273 (100), 258 (35), 242 (15). HR-ESIMS: calcd for C,sHyN3;0; [M+H]":
446.1505; found: 446.1529.

3.2. Biological Assays
3.2.1. Cytotoxic Assay

The synthesized compounds were evaluated in vitro against six human cancer cell lines consisting
of glioma (U251), melanoma (UACC-62), breast (MCF-7), prostate (PC-3), ovarian (OVCAR-03) and
colon (HT-29). Cell lines were obtained from National Cancer Institute (Frederick, MD, USA).
Normal cell line (VERO, renal, green monkey), from the Rio de Janeiro Cell Bank, was also used.
Stock cultures were grown in medium containing 5 mL RPMI 1640 (GIBCO BRL) supplemented
with 5% fetal bovine serum (FBS, GIBCO), at 37 °C with 5% CO,. Penicillin:streptomycin
(1000 pg/L:1000 U/L, 1 mL/L) was added to the experimental cultures. Cells in 96-well plates
(100 uL cells well ') were exposed to compounds 811 in DMSO (concentrations of 0.25, 2.5, 25, and
250 ug-mL ") at 37 °C, 5% of CO, in air for 48 h. Final DMSO concentration did not affect the cell
viability. Afterwards cells were fixed with 50% trichloroacetic acid and cell proliferation determined
by spectrophotometric quantification (540 nm) of cellular protein content by using sulforhodamine B
assay and doxorubicin as the positive control [36]. Three measurements were obtained: at time zero
(To, at the beginning of incubation) and 48 h post-incubation for compound-free (C) and tested (T) cells.
Cell proliferation was determined according to the equation 100 x [(T — T0)/C — T0], for TO < T < C,
and 100 x [(T — T0)/T0], for T < TO and a concentration-response curve for each cell line was plotted
using software ORIGIN 8.0" (OriginLab Corporation). Using the concentration-response curve for
each cell line, the ICsy values (concentration that produces a 50% reduction in cellular growth when
compared to untreated control cells) and IC;oy values (concentration that promotes total growth
inhibition) were determined through non-linear regression analysis using software ORIGIN 8.0°
(OriginLab Corporation) [37]. Compounds with ICsy values < 100 uM were considered actives.

3.2.2. Antimicrobial Activity Assay

Antibacterial and antifungal assays for compounds 8-11 were carried out according to previously
reported experimental protocols [38,39]. The bacterial strains were grown overnight at 36 °C in
Nutrient Agar (Merck, Darmstadt, Germany), and the strains were grown in Saboraud Dextrose Agar.
Inoculum for the assays was prepared by diluting scraped cell mass in 0.85% NaCl solution, adjusted
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to McFarland scale 0.5 and confirmed by spectrophotometrical reading at 580 nm. Cell suspensions
were finally diluted to 10* UFC-mL™" for use in the activity assays. Minimal Inhibitory Concentration
(MIC) tests were carried out using Miiller-Hinton broth (bacteria) or RPMI-1640 (yeasts) on a tissue
culture test plate (96 wells). Each compound was tested in duplicate. The stock solutions of
compounds firstly in DMSO and subsequently in Tween 80 water solution (0.1%) were diluted and
transferred into the first well, and serial dilutions were performed so that concentrations in the range of
250-1.6 ug'mL™" were obtained. Chloramphenicol and nystatin (Merck) were used as the reference
antibiotic control. The inoculum was added to all wells and the plates were incubated at 36 °C for 24 h.
Antibacterial activity was detected by adding 0.5% aqueous solution of ntriphenyltetrazolium chloride
(TTC, 20 pL, Merck). MIC was defined as the lowest concentration of the compounds that inhibited
visible growth, as indicated by TTC staining (dead cells are not stained by TTC). For antifungal
activity evaluation, after the incubation period changes in the RPMI-1640 medium color were verified
from pink (original color) to yellow. The change indicates an acidification from medium by the
microorganisms’ growth.

4. Conclusions

In conclusion, four 1-substituted [-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-ones 8-11 were
prepared and assayed for their antitumor and antimicrobial activities. The compound 2-[1-(4-
methoxyphenyl)-9H-B-carbolin-3-yl]-4-(benzylidene)-4H-oxazol-5-one (11) was the most active
derivative, exhibiting potent cytotoxic activity against glioma (U251), prostate (PC-3) and ovarian
(OVCAR-03) cancer cell lines with 1Csy values of 0.48, 1.50 and 1.07 uM, respectively. In silico
studies indicate that compounds of this class are potential new anticancer drug candidates.
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A series of novel 1-(substituted phenyl)-3-(2-0x0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B-carbolines (4a-e) and the cor-
responding Mannich bases 5-9(a-c) were synthesized and evaluated for their in vitro antitumor activity
against seven human cancer cell lines. Compounds of 4a-e series showed a broad spectrum of antitumor
activity, with Glsg values lower than 15 uM for five cell lines. The derivative 4b, having the N,N-dimeth-

ylaminophenyl group at C-1, displayed the highest activity with Gls, in the range of 0.67-3.20 pM. A high
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ctDNA interaction

lation binding.

selectivity and potent activity were observed for some Mannich bases, particularly towards resistant
ovarian (NCI-ADR/RES) cell lines (5a, 5b, 6a, 6¢ and 9b), and ovarian (OVCAR-03) cell lines (5b, 6a, 6c,
9a, 9b and 9c). In addition, the interaction of compound 4b with DNA was investigated by using UV
and fluorescence spectroscopic analysis. These studies indicated that 4b interact with ctDNA by interca-

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The B-carboline nucleus is present in many synthetic and natu-
rally occurring compounds, displaying a large spectrum of impor-
tant pharmacological and biological properties.'® It is worth
mentioning the significant antitumor activity of B-carboline deriv-
atives demonstrated in several studies, which have focused on the
design, synthesis and structure-activity relationship (SAR), as well
as on their anticancer action mode.” '*

B-Carbolines can exert the antitumor activity through multiple
mechanisms, such as DNA intercalation,'°~'> DNA binding,'>'° or
DNA synthesis inhibition.'® Additionally, some p-carboline deriva-
tives are capable of inhibiting Topoisomerases I and II,'”'® IkB
kinase (IKK),'® cyclin-dependent kinases (CDKs),%° polo-like kinase
(PLK1)*! and kinesin-like protein Eg5.%2

SAR studies on the chemistry and antitumor activity of
B-carboline alkaloids report that the introduction of appropriate
substituents into 1-, 3- and 9-positions of B-carboline ring can
result in more potent compounds with reduced toxicity and neuro-
toxic effects.””'® In our previous work,?>~?> we demonstrated that

* Corresponding author. Tel.: +55 44 3011 5377; fax: +55 44 3261 4125.
E-mail address: mhsarragiotto@uem.br (M.H. Sarragiotto).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2014.10.031
0968-0896/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

derivatives bearing a phenyl group appropriately substituted at
position-1, and different substituents at position-3 of the pB-carbo-
line nucleus showed potent antitumor activity. Among the substit-
uents at C-3, the 2-thioxo-1,3,4-oxadiazolyl group was a suitable
pharmacophoric group, giving rise to 1-(substituted phenyl)-3-
(2-thioxo-1,3,4-oxadiazolyl) B-carbolines (1, Fig. 1) with significant
antitumor activity.?® In addition, we found that the Mannich bases
(2, Fig. 1), from the most active compounds of series 1, displayed
even higher antitumor activity.?”

RZ

Figure 1. General structures of 1-(substituted phenyl)-3-(2-thioxo-1,3,4-oxadiaz-
olyl)-p-carbolines (1) and the corresponding Mannich bases (2).


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bmc.2014.10.031&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2014.10.031
mailto:mhsarragiotto@uem.br
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2014.10.031
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09680896
http://www.elsevier.com/locate/bmc

6868 F.C. Savariz et al./Bioorg. Med. Chem. 22 (2014) 6867-6875

Based on our previous results, we decided to investigate the
effect on the antitumor activity resulting of the replacement of
the 2-thioxo-(1,3,4-oxadiazolyl) moiety by its 2-oxo analogue,
and the respective Mannich base derivatives, at position-3 of
B-carboline nucleus. With this in mind, we synthesized and
evaluated the antitumor activity of a series of 1-(substituted phe-
nyl)-3-(2-oxo0-1,3,4-oxadiazolyl)- and 3-(2-o0xo-3-alkylaminom-
ethyl-1,3,4-oxadiazolyl)-B-carboline derivatives against seven
human cancer cell lines. In addition, the DNA interaction studies
for the more active derivative were performed.

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

The methodology for synthesis of novel 3-(2-0xo0-1,3,4-oxadiaz-
olyl) p-carbolines (4a-e) and 3-(2-oxo-3-alkylaminomethyl-1,3,
4-oxadiazolyl) B-carbolines 5-9(a-c), bearing a phenyl or a substi-
tuted phenyl group at C-1, is outlined in Scheme 1. The oxadiazole
derivatives 4a-e were obtained from the carbohydrazides 3a-e
(Scheme 1), whose preparation was carried out by a Pictet-Spen-
gler condensation of the L-tryptophan methyl ester with aromatic
aldehydes, according with previously reported procedures.”®> The
preparation of 3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazolyl) B-carbolines (4a-e)
from the carbohydrazides 3a-e was firstly attempted by using
1,1’-carbonyldiimidazole (CDI), triethylamine, and THF as solvent,
which afforded the desired products only in low yields. The use
of CDI, triethylamine, and N,N-dimethylformamide as solvent, led
to an increase in yields of 4a-e, probably due to the improved sol-
ubility of the starting material in DMF.

For the synthesis of Mannich bases, the 3-(2-ox0-1,3,4-oxadiaz-
olyl) B-carboline derivatives (4a-c) were treated with 37% aqueous
formaldehyde and isopropylamine, butylamine, cyclohexylamine,
benzylamine or morpholine, in ethanol as solvent,”®> which
afforded the 3-(2-oxo-3-alkylaminomethyl-1,3,4-oxadiazolyl)
B-carbolines 5a-c, 6a-c, 7a-c, 8a—-c, and 9a-c, in 20-70% yield.

All novel compounds were characterized by their spectroscopic
data (IR, EIMS, 'H and 3C NMR). The IR spectra of compounds 4a-e
showed absorption bands characteristics of C=0 and C=N groups
at 1780-1773 cm~! and 1625-1525 cm™!, respectively. The signals
in the '3C NMR spectra at éc 154.7-154.2 and §¢c 154.9-154.7 were
assigned for C-5 and C-2 carbons, respectively, of the 1,3,4-oxadi-
azole ring.

The formation of the Mannich bases 5-9(a-c) was evidenced by
the presence of a singlet at oy 5.80-4.50 in the 'H NMR spectra,
corresponding to the exocyclic methylene hydrogens of the alkyl-
amino(methyl) portion introduced at N-3 of the 1,3,4-oxadiazole
ring, together with the signals characteristics for the different

CONHNH, {
~ AR,
_N _a |
N N
H i
XN
R! \\Rl

3a-¢ 4a-e

alkylamino groups. The exocyclic methylene carbon appears in
the region of d¢c 69.2-62.2 in the '>C NMR spectra. The signals at
dc 164.5-154.0 and 6c 157.2-152.8 were assigned for C-2 and
C-5 carbons, respectively, of the 1,3,4-oxadiazole ring. The IR
spectra of compounds 5-9(a-c) showed characteristic C=0 and
C=N stretching absorption bands at 1783-1671 cm™! and 1665-
1608 cm™', respectively.

2.2. Antitumeor activity

The GlIsg values obtained for the new B-carboline derivatives of
the 2-oxo-1,3,4-oxadiazole series (4a-e), as well as for those of
2-thioxo-1,3,4-oxadiazole series (1a-e) previously reported,”® are
summarized in Table 1. The assay results showed that the com-
pounds of the 4a-e series showed a broad spectrum of antitumor
activity against all cell lines assayed, with Glsy values ranging of
0.67-73.38 puM.

Comparison of the average activity (mean Glsg) on all cell lines
tested of 4a—e with those described? for 1a—e (Table 1) revealed a
higher antitumor activity for the newly synthesized derivatives,
indicating that the 2-oxo-1,3,4-oxadiazole moiety is a better
pharmacophore for activity than its 2-thioxo-1,3,4-oxadiazole
correlate.

Additionally, an influence of the substituent at the phenyl group
attached to the C-1 of the B-carboline nucleus on the antitumor
activity was observed (Table 1, Fig. 2). Derivative 4a, bearing a phe-
nyl group at C-1, showed significant activity for all cell lines
assayed, displaying mean of Glso values equal to 8.41 uM, being
particularly active for resistant ovarian cancer cell lines (NCI-
ADR/RES) with a Glsq value of 0.86 nM. Considering the average
activity (mean Glsg) on all cell lines tested, a moderated increase
of activity was observed by introducing a chlorine substituent at
1-phenyl group (6c, mean Glso=5.74 uM). On the other hand,
the incorporation of a N,N-dimethylamino substituent at 1-phenyl
group led to an high enhancement of activity for derivative 4b
towards all cell lines tested. Compound 4b (mean Glsp = 1.68 uM)
displayed the highest activity among the derivatives of the 4a-e
series, and was thirteen times more active than its 2-thioxo
analogue 1b (mean Glso = 21.94 uM).

Compared to 4a-c, a decrease of cytotoxic effect was observed
for the derivatives bearing the 3-nitrophenyl (4d, mean
Glsp = 20.10 uM) and 4-hydroxyphenyl (4e, mean Glso = 20.01 uM)
groups at C-1 of the B-carboline nucleus.

The most active derivatives 4a-c were converted into their
Mannich bases by using different amines, which provide five series
of 3-(2-oxa-3-alkylaminomethyl-1,3,4-oxadiazolyl) B-carbolines
(5a-c, 6a-c, 7a-c, 8a-c, and 9a-c). The G5, values for 5-9(a-c)
are summarized in Table 2.

N—NH

R!'= a)H b) p-N(CH;), ¢) 0-Cl d) m-NO, e) p-OH

R? = 5),E{ 6)75/\/\ 7)*50 8)—g\© 9o

Scheme 1. Synthesis of 1-(substituted phenyl)-3-(2-oxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B-carbolines (4a-e) and their Mannich bases 5-9(a-c). Reagents and conditions: (a) CDI,
triethylamine, DMF, ta, 48 h; 20-85%. (b) 37% aqueous formaldehyde, R*2NH,, EtOH, 70 °C, 24 h; 20-70%.
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Table 1

Gls values (in uM) for p-carbolines of 2-oxo-1,3,4-oxadiazole (1a-e) and 2-thioxo-1,3,4-oxadiazole (4a-e) series
Compds Cell lines

R! Breast Resistant Ovarian Lung Ovarian Colon Prostate Melanoma Mean Glsg
(MCF-7) (NCI-ADR/RES) (NCI-H460) (OVCAR-03) (HT29) (PC-3) (UACC-62)

3-(2-0x0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) -carbolines
1a H 25.54 nt 20.60 31.77 25.54 25.54 >100 >38.17
1b N(CH3), 18.84 nt 19.09 14.72 40.46 14.72 23.82 21.94
1c 2-Cl 26.93 nt 20.75 45.87 17.43 2143 18.08 25.08
1d 3-NO, 27.93 0.37 7341 22.31 27.93 12.20 24.10 26.89
1e OH 88.70 0.45 >100 >100 >100 81.07 >100 >81.46
3-(2-Thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-carbolines
4a H 7.95 0.86 16.61 8.85 8.53 7.44 8.65 8.41
4b N(CH3), 0.88 0.67 1.66 1.76 3.20 1.13 249 1.68
4c 2-Cl 7.07 1.04 7.88 8.08 7.63 1.10 7.39 5.74
4d 3-NO, 10.55 64.93 13.56 6.98 7.11 2.20 35.38 20.10
4e OH 12.19 10.40 73.38 6.69 15.09 12.34 9.98 20.01
Doxorubicin 0.05 0.13 0.04 0.34 0.46 0.46 0.43 0.27

nt = not tested.

MﬁmLM

Figure 2. Glso values against human cancer cell lines for compounds 4a-e.

® Breast (MCF-7)

M Resistant Ovarian (NCI-
ADR/RES)

= Lung (NCI-H460)

B Ovarian (OVCAR-03)

= Colon (HT29)
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Melanoma (UACC-62)
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In contrast with the observed increase in antitumor activity of
the Mannich bases derived from the 3-(2-thioxo-1,3,4-oxadiazolyl)
B-carbolines,”® the assay results for 5-9(a—c) showed that the
introduction of a alkylaminomethyl group at N>-position of
2-0x0-1,3,4-oxadiazolyl group of 4a-c was detrimental for antitu-
mor activity for most of the compounds. When compared to their
parent compounds, an enhancement of antitumor activity was
observed only for derivatives 6a and 9b, and against just specific
cell lines, such as resistant ovarian (NCI-ADR/RES), ovarian

(OVCAR-03) and prostate (PC-3) for 6a, and ovarian (OVCAR-03)
and colon (HT29) for 9b. It is worth noting the higher selectivity
showed by some Mannich bases, particularly towards resistant
ovarian (NCI-ADR/RES) cell lines (5a, 5b, 6a, 6¢ and 9b, with Glsq
values of 0.20 to 2.91 uM), and towards ovarian (OVCAR-03) cell
lines (5b, 6a, 6¢, 9a, 9b and 9c), with Glso values of 0.22-1.41 pM).
Analysis of Glso values of the derivatives from the different
Mannich bases indicated that the isopropylaminomethyl (5a-c)
and morpholinylmethyl (9a-c) substituents on the 1,3,4-oxadiaz-
ole provided the most potent antitumor activity across the panel
of cell lines in this study. Compound 9b, bearing the N,N-dimethy]-
aminophenyl group at position-1, exhibited the highest activity
(mean Glsg = 5.58 puM, Table 2) among all Mannich bases tested.

2.3. DNA interaction studies for compound 4b

The interaction of compound 4b with calf thymus DNA (ctDNA)
was examined by UV and fluorescence spectroscopy. Compound 4b
was selected for DNA interaction studies due its potent activity
against all tumor cells tested in this work.

The absorption spectra of 4b, ctDNA and 4b-ctDNA system are
shown in the Figure 3a. The maximum absorption of 4b and ctDNA
were located at 281 and 260 nm, respectively (Fig. 3a).The addition
of increasing amounts of ctDNA to the solution of 4b shifted the
absorption from 281 to 263 nm (Fig. 3b). These changes can be

Table 2

Glsp values (in uM) for compounds 5-9(a-c)
Compds Cell lines

Breast Resistant Ovarian Lung Ovarian Colon Prostate Melanoma Mean Glsg
(MCF-7) (NCI-ADR/RES) (NCI-H460) (OVCAR-03) (HT29) (PC-3) (UACC-62)

5a 16.09 1.09 67.18 4.14 14.31 nt nt 20.56
5b 61.68 291 63.77 0.22 64.20 21.95 63.84 39.80
5¢ 20.83 15.41 22.77 20.89 21.52 nt nt 20.28
6a 63.00 0.20 7.04 0.72 24.01 2.23 16.68 16.27
6b >100 10.64 >100 18.52 59.76 3.07 9.92 >43.13
6¢ 4.65 2.03 3.33 0.28 >100 17.67 10.59 >19.79
7a >100 >100 >100 64.47 >100 nt nt >92.89
7b 68.90 55.34 62.04 53.65 60.76 59.97 56.88 59.65
7c 26.79 77.81 20.29 23.40 49.57 nt nt 39.57
8a >100 5.56 >100 5.38 >100 >100 37.42 >64.05
8b >100 >100 >100 >100 >100 nt nt >100
8c 5.69 15.56 4.42 5.35 12.48 nt nt 8.70
9a 13.70 13.70 13.70 0.25 14.20 11.30 8.97 10.83
9b 3.93 1.00 3.10 0.46 1.53 2.04 26.97 5.58
9c 54.42 5.00 53.72 141 23.09 11.90 22.86 24.63
Doxorubicin 0.05 0.13 0.04 0.34 0.46 0.46 0.43 0.27

nt = not tested.
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Figure 3. (a) The absorption spectra of 4b (10 uM), ctDNA (100 uM) and 4b-ctDNA. (b) Absorption spectra for compound 4b (10 pM) at crescent molarities of ctDNA: 0, 10,
20, 35, 50, 75 and 100 pM. Condition: pH = 7.4 (Tris-HCl 50 mM, 100 mM Nacl) at 25 °C.

associated with ctDNA absorption; however, the difference
observed in the absorbance of 4b-ctDNA mixture (Agp-ctona =
1.113), and the sum of absorbance of 4b and ctDNA (Agp + Actpna =
1.005) (Fig. 3a), indicated that compound 4b could interact with
ctDNA.%®

Compound 4b showed strong fluorescence emission at 417 nm
after being excited at 281 nm. As shown in Figure 4a, in the pres-
ence of increasing concentration of ctDNA added to the medium,
the fluorescence intensity of compound 4b gradually decreased
(Fig. 4a). These results indicated that compound 4b could bind
with ctDNA, and a non-fluorescence 4b-ctDNA complex was
formed.?” Thus, the fluorescence analysis corroborates the binding
interaction of 4b with ctDNA.

To determine the binding constant (K,) and the binding sites
number (n) for the complex of 4b with ctDNA, a fluorescence titra-
tion was performed (Fig. 4b). The equilibrium parameters between
4b and 4b-ctDNA complex can be calculated by the equation:

250

Fluorescence intensity

T T
450 500

A, nm

T
400 550

logFo — F

= logK}, + n log [ctDNA]

where Fy is the fluorescence intensity of 4b; F is the fluorescence
intensity of 4b after ctDNA addition; K, is the binding constant
and n represent the binding sites number.

The values of K, and n were obtained from the intercept and
slope of the linear plot log (Fo — F)/F versus log [ctDNA]. The bind-
ing constant (K,) and the binding sites number (n) values found
were 1.95 x 10° Lmol~! and n =1.44 (+0.04), respectively. These
data (K, and n) were comparable with DNA interaction process of
others B-carboline derivatives reported in the literature.®

The interaction mode of 4b with ctDNA was determined based on
fluorescence quenching study and competition assay with ethidium
bromide (EB). The fluorescence quenching experiment was per-
formed with potassium iodide (KI) and the classical Stern-Volmer
equation was employed for investigation of quenching process:

{(b)

log (F, - F)IF

50 48 46 44 42 40
log[ctDNA],uM

Figure 4. (a) Fluorescence spectra for compound 4b (1.0 uM) at different molarities of ctDNA: 0, 10, 25, 50, 75 and 100 pM. Condition: pH = 7.4 (Tris-HCI 50 mM, 100 mM
NaCl) at 25 °C. (b) Double logarithmic curve of ctDNA quenching the fluorescence of 4b.
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Figure 5. (a) Stern-Volmer linear plot for quenching of 4b (1.0 uM) by KI in absence and presence of ctDNA (10 uM). (b) Fluorescence intensity decreasing of EB-ctDNA
system by 4b. The concentration of ethidium bromide (EB) and ctDNA were 1.0 and 4.0 uM, respectively. EB indicated the fluorescence of intercalator in absence of ctDNA at
1.0 uM. The concentration of 4b evaluated was (a) 0, (b) 2.5, (c) 5.0, (d) 7.5, (e) 10, (f) 15 and (g) 20 uM. Condition: pH = 7.4 (Tris—-HCl 50 mM, 100 mM NacCl) at 25 °C,

Jexc =525 nm and e, = 590 nm.
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where F, and F are the fluorescence intensities in the absence and
presence of potassium iodine (Q) and Ksy is the Stern-Volmer
quenching constant determined by linear plot Fo/F versus [KI]. If
the molecule intercalated into DNA base pairs, the magnitude of
Ksy should be lower than that of the free molecule because the
intercalation mode protect the bound compound from the anionic
quencher (KI). In the groove binding, the bound molecules might
expose to the solvent surrounding the DNA helix and Ksy of bound
molecules should be higher than that of free molecules.?”*°

The KI quenching study was chosen to determine the accessibil-
ity of 4b to anionic quenchers in the presence of ctDNA. The Ksy
values determined for the free 4b and the bound 4b with ctDNA
(10 uM) were Ksy=155+1.4Lmol™' and 7.15+0.42Lmol ",
respectively. The results showed that the Ksy of the bound 4b
was lower than that of the free 4b, which indicated an intercalation
mode with ctDNA (Fig. 5a).

To confirm the interaction mode, an additional assay based on
the equilibrium competition between 4b with ethidium bromide
(EB) and ctDNA was performed. If 4b binds to ctDNA in the same
mode as EB, which is a typical intercalator,?® competition will take
place between EB and 4b. In this experiment, the emission intensity
of the EB-ctDNA decreases as the concentration of 4b increases. The
fluorescence intensity of EB-ctDNA system reduced from 3.1% to
62%, when the concentration of 4b ranged of 2.5-20 uM (Fig. 5b).
This result indicates that 4b and EB bind to ctDNA of same mode.

3. Conclusion

In conclusion, a series of 1-(substituted phenyl)-3-(2-o0xo0-1,3,
4-oxadiazol-5-yl) B-carbolines (4a-e) and their Mannich bases
5-9(a-c) were synthesized and evaluated against seven human
cancer cell lines. Some of compounds were proved to be potent
antitumor agents. The derivative 4b displayed the highest activity
with Glsp in the range of 0.67-3.20 uM. The 1-(substituted phe-
nyl)-3-(2-ox0-1,3,4-oxadiazolyl) B-carbolines newly synthetized
displayed higher antitumor activity than its 2-thioxo-1,3,4-oxadi-
azole analogues from our previous work. Also, the cytotoxic

activity depends of the substituent at the phenyl group attached
to the C-1 of the B-carboline nucleus. The assay results for
5-9(a-c) showed that the introduction of a alkylaminomethyl sub-
stituent at N3-position of 2-oxo-1,3,4-oxadiazolyl group of 4a-c
was detrimental for antitumor activity for the most of compounds.
The morpholinylmethyl substituent at the N3-position of
2-0x0-1,3,4-oxadiazole unity was the best for activity of the
Mannich bases.

UV and fluorescence spectral studies revealed that compound
4b exhibit significant DNA binding interaction. The binding con-
stant (K;,) and the binding sites number (n) values found for the
complex of 4b with ctDNA evidenced a strong interaction with
DNA. The fluorescence quenching study, and competition assay
with ethidium bromide (EB), indicates that the interaction mode
of 4b with ctDNA is intercalative binding.

4. Experimental section
4.1. General

Melting points were determined in a Micro-Quimica MQAPF-
301 apparatus and are uncorrected. 'H and '3C NMR spectra were
recorded in a Varian spectrometer model Mercury plus BB at
300 MHz and 75.5 MHz, respectively, with DMSO-ds as solvent
and TMS as internal standard. Mass spectra (MS) were recorded
in a Thermoelectron Corporation Focus-DSQ II spectrometer. IR
spectra were recorded on a BOMEM spectrometer model MB-100.
Merck precoated plates (silica gel 60 G254) were used for TLC.
All reagents were purchased from commercial suppliers.

4.2. General procedure for synthesis of 1-(substituted phenyl)-
3-(2-0x0-1,3,4-0xadiazol-5-yl) p-carbolines (4a-e)

To a solution of the p-carboline-3-carbohydrazides 3a-e
(1 mmol) in DMF (5 mL) were added triethylamine (1.25 mmol)
and 1,1’-carbonyldiimidazole (1.20 mmol), at 0°C. The mixture
was stirred for 48 h at room temperature followed of addition of
cold water (10 mL).The precipitated was filtered under vacuum,
washed with cold water, and recrystallized from methanol.
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4.2.1. 1-Phenyl-3-(2-0x0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-carboline (4a)

Yield: 62%, mp 220 223 °C. IR (KBr) vpax cm™': 1773 (C=0);
1625 (C=N) and 733 (NH). '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 58.64
(s, 1H, H-4), 8.32 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.30 (t, J=7.8 Hz, 1H,
H-6), 7.52-7.70 (m, 5H, H-7, H-8, H-3', H-4’ and H-5'), 11.80 (s,
1H, 9-NH), 8.07 (d, J = 6.9 Hz, 2H, H-2' and H-6’), 8.15 (s, 1H, NH).
13C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6142.4 (C-1), 137.4 (C-3), 112.2
(C-4), 129.4 (C-4a), 120.7 (C-4b), 121.5 (C-5), 119.9 (C-6), 128.7
(C-7), 112.5 (C-8), 141.5 (C-8a), 133.7 (C-9a), 132.3 (C-1"), 128.4
(C-2'/6), 128.5 (C-3'/5"), 128.3 (C-4'), 154.8 (C-2"), 154.4 (C-5").
MS m/z (%): 328 (M*, 100), 243 (80), 302 (40).

4.2.2. 1-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)-3-(2-o0xo-1,3,4-
oxadiazol-5-yl) p-carboline (4b)

Yield: 45%, mp 240-242 °C. IR (KBr) vpmax cm™': 1775 (C=0),
1612 (C=N) and 736 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.61
(s, 1H, H-4), 8.39 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.30 (t, /= 7.8 Hz, 1H, H-
6), 7.58 (t, J=7.8 Hz, 1H, H-7), 7.70 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-8), 11.78
(s, 1H, 9-NH), 7.95 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-2’ and H-6'), 6.96 (d,
J=8.7Hz, 2H, H-3' and H-5), 3.04 (s, 6H, N(CH3),), 12,55 (s, 1H,
NH). 13C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6143.2 (C-1), 133.2 (C-3),
111.5 (C-4), 124.8 (C-4a), 120.9 (C-4b), 121.9 (C-5), 120.1 (C-6),
128.5 (C-7), 112.7 (C-8), 141.4 (C-8a), 132.2 (C-9a), 129.0 (C-1"),
129.4 (C-2'[6'), 112.0 (C-3’/5"), 150.8 (C-4’), 39.9 (N(CH3),), 154.9
(C-2"),154.7 (C-5"). MS m/z (%): 371 (M*,100), 242 (10), 287 (20).

4.2.3. 1-(2-Chlorophenyl)-3-(2-0x0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) g-
carboline (4c)

Yield: 85%, mp 182 184 °C. IR (KBr) vmax cm™': 1773 (C=0),
1625 (C=N) and 745 (NH).'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.81
(s, 1H, H-4), 8.45 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 7.33 (m, 5H, H-6), 7.60-
7.71 (m, 6H, H-7, H-8, H-3', H-4', H-5' and H-6'), 11,76 (s, 1H,
9-NH), 12,55 (s, 1H, NH). '3C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 5 141.6
(C-1), 136.2 (C-3), 113.4 (C-4), *(C-4a), 120.7 (C-4b), 122.4 (C-5),
120.2 (C-6), 127.5 (C-7), 112.4 (C-8), 141.4 (C-8a), 134.6 (C-9a),
132.4 (C-1"), 129.0 (C-2'), 129.7 (C-3'), 131.8 (C-4'), 128.7 (C-5'),
130.7 (C-6'), 154.7 (C-2"), 154.4 (C-5"). MS m/z (%): 362 (M™,
100), 241 (40), 278 (20).

4.2.4. 1-(3-Nitrophenyl)-3-(2-0x0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) -
carboline (4d)

Yield: 56%, mp >250°C (decomp.). IR (KBr) vmax cm~': 1780
(C=0), 1525 (C=N) and 738 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds):
6 8.83 (s, 1H, H-4), 8.50 (d, J = 6.9 Hz,1H, H-5), 7.36 (t, J=6.9 Hz,
1H, H-6), 7.62-7.71 (m,2H, H-7 and H-8), 12.10 (s, 1H, 9-NH),
8.80 (s, 1H, H-2'), 8.47 (d, J=4.2 Hz, 1H, H-4'), 7.95 (t, J=8.1 Hz,
1H, H-5'), 8.43 (dd, J = 8.7 and 1.2 Hz, 1H, H-6'), 12,65 (s, 1H, NH).
13C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 141.6 (C-1), 138.7 (C-3), 113.6
(C-4), 130.2 (C-4a), 120.5 (C-4b), 122.3 (C-5), 120.8 (C-6), 129.2
(C-7), 112.6 (C-8), 139.8 (C-8a), 133.8 (C-9a), 132.5 (C-1'), 123.6
(C-2), 148.1 (C-3"), 123.3 (C-4'), 130.5 (C-5'), 123.6 (C-6'), 154.8
(C-2"), 154.2 (C-5"). MS m/z (%): 373 (M*, 100), 289 (70), 242 (35).

4.2.5. 1-(4-Hydrophenyl)-3-(2-oxo0-1,3,4-oxadiazol-5-yl) g-
carboline (4e)

Yield: 20%, mp 250-251°C. IR (KBr) vmax cm™': 1770 (C=0),
1612 (C=N) and 744(NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.65
(s, 1H, H-4), 8.40 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 7.32 (t, J=7.8 Hz, 1H,
H-6), 7.60 (t, J=7.8 Hz, 1H, H-7), 7.70 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-8),
11.79 (s, 1H, 9-NH), 7.93 (d, J =8.4 Hz, 2H, H-2' and H-6'), 7.04
(d, J = 8.1 Hz, 2H, H-3" and H-5'), 12,55 (br s, 1H, NH), 10,05 (br s,
1H, OH). '*C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6142.8 (C-1), 132.2
(C-3), 111.9 (C-4), 129.2 (C-4a), 120.9 (C-4b), 122.0 (C-5), 120.2
(C-6), 128.2 (C-7), 112.7 (C-8), 141.5 (C-8a), 128.6 (C-9a), 133.4
(C-1"), 130.0 (C-2'/6'), 115.6 (C-3'/5"), 158.5 (C-4'),154.9 (C-2"),
154.7 (C-5"). MS m/z (%): 344 (M*,100), 259 (40), 285 (15).

4.3. General procedure for synthesis of 1-(substituted phenyl)-
3-(2-oxo0-3-alkylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-
carbolines 5-9(a-c)

To a solution of 1-(substituted phenyl)-3-(2-ox0-1,3,4-0xa-
diazol-5-yl) B-carbolines (4a-c) (0.5 mmol) in ethanol (10 mL), at
room temperature, was added a mixture containing the primary
or secondary amines (0.5mmol) and formaldehyde 37%
(5.0 mmol). The solution was stirred for 24 h at 70 °C, and then
for 1 h at 0 °C. The precipitate was filtered under vacuum, washed
with cold ethanol, and recrystallized from ethanol.

4.3.1. 1-Phenyl-3-(2-0x0-3-isopropylaminomethyl-1,3,4-
oxadiazol-5-yl) pg-carboline (5a)

Yield: 45%, mp 218 220°C.IR (KBr) vpmax cm~': 1707 (C=0);
1621 (C=N) and 728 (NH). '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.87
(s, 1H, H-4), 8.44 (d, J=7.5Hz, 1H, H-5), 7.34 (t, J=7.5Hz, 1H,
H-6), 7.56-7.72 (m, 5H, H-7, H-8, H-3/, H-4' and H-5'), 11.95 (s,
1H, 9-NH), 8.08 (d, J=7.5 Hz, 2H, H-2’ and H-6'), 5.80 (br s, 2H,
CHy-exocyclic), 9.61 (br s, 1H, NH-isopropyl), 4.02 (hept.,
J=6.9 Hz, 1H, CH-isopropyl), 1.18 (d,J = 6.9 Hz, 6H, CH3-isopropyl).
13C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): § 141.6 (C-1), 139.6 (C-3), 115.5
(C-4), 129.9 (C-4a), 121.1 (C-4b), 122.2 (C-5), 120.3 (C-6), 129.1
(C-7), 112.7 (C-8), 140.3 (C-8a), 137.6 (C-9a), 133.7 (C-1"), 128.5
(C-2'/6'), 128.9 (C-3'/5"), 128.8 (C-4'), 159.5 (C-2"), 155.1 (C-5"),
65.5 (CH,-exocyclic), 42.8 (CH-isopropyl), 19.5 (2CHs-isopropyl).
MS mj/z (%): 399 (M™, 5), 271 (10), 328 (20), 244 (100).

4.3.2. 1-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)-3-(2-0x0-3-
isopropylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl) g-carboline (5b)

Yield: 65%, mp 259-261 °C. IR (KBr) vy cm™': 1703 (C=0),
1617 (C=N) and 736 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): § 8.74
(s, 1H, H-4), 8.40 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 7.30 (t, J=7.8 Hz, 1H,
H-6), 7.58 (t, J=8.4Hz, 1H, H-7), 7.69 (d, J=8.4Hz, 1H, H-8),
11.80 (s, 1H, 9-NH), 7.93 (d, J=8.4 Hz, 2H, H-2' and H-6'), 6.95
(d, J=8.4Hz, 2H, H-3' and H-5'), 3.03 (s, 6H, N(CH3),), 5.78 (br s,
2H, CHy-exocyclic), 9.56 (br s, 1H, NH-isopropyl), 4.01 (hept.,
J=6.9 Hz, 1H, CH-isopropyl), 1.18 (d, J = 6.9 Hz, 6H, 2CH3-isopro-
pyl). 3C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): & 141.4 (C-1), 112.1 (C-8),
129.2 (C-2'/6"), 42.8 (CH-isopropyl), 19.5 (2CHs-isopropyl). MS m/
z (%): 442 (M™, 5), 371 (10), 242 (20), 287 (90).

4.3.3. 1-(2-Chlorophenyl)-3-(2-0x0-3-isopropylaminomethyl-
1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-carboline (5c)

Yield: 40%, mp 180 182 °C. IR (KBr) vp.x cm™': 1698 (C=0),
1622 (C=N) and 744 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.89
(s, 1H, H-4), 8.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.30-7.36 (m, 1H, H-6),
7.57-7.65 (m, 4H, H-7, H-8, H-5' and H-6'), 7.73-7.74 (m, 1H,
H-3'), 7.75-7.76 (m, 1H, H-4'), 11.76 (s, 1H, 9-NH), 5.55 (br s, 2H,
CH,-exocyclic), 9.59 (br s, 1H, NH-isopropyl), 3.99 (hept.,
J=6.9 Hz, 1H, CH-isopropyl), 1.12 (d,J = 6.9 Hz, 6H, CH3-isopropyl).
13C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 141.4 (C-1), 136.2 (C-3), 116.2
(C-4), 121.0 (C-4b), 122.3 (C-5), 120.3 (C-6), 127.6 (C-7), 112.5
(C-8), 139.1 (C-8a), 132.3 (C-9a), 134.7 (C-1"), 129.2 (C-2'), 130.0
(C-3), 1319 (C-4), 129.0 (C-5), 130.7 (C-6'), 160.8 (C-2"),
156.3 (C-5"), 62.2 (CHj-exocyclic), 42.7 (CH-isopropyl), 19.5
(2CHs-isopropyl). MS m/z (%): 433 (M™, 5), 362 (10), 242 (60),
278 (100).

4.3.4. 1-Phenyl-3-(2-0x0-3-butylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-
5-yl) p-carboline (6a)

Yield: 50%, mp 244-245 °C.IR (KBr) vp.x cm™': 1710 (C=0),
1617 (C=N) and 728 (NH). '"H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.86
(s, 1H, H-4), 8.45 (d, J=7.5Hz, 1H, H-5), 7.34 (t, J=7.5Hz, 1H,
H-6), 7.76-7.72 (m, 5H, H-7, H-8, H-3/, H-4' and H-5'), 11.94 (s,
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1H, 9-NH), 8.07 (d, J=6.9 Hz, 2H, H-2’ and H-6), 5.72 (br s, 2H,
CH2-exocyclic), 9.63 (br s, 1H, NH-butyl), 3.23 (t, J=6.9 Hz, 2H,
CH,-butyl), 1.48 (quint., J=6.9 Hz, 2H, CH,-butyl), 1.31 (sext.,
J=7.2Hz, 2H, CH,-butyl), 0.89 (t, J=7.2 Hz, 3H, CHs-butyl). '3C
NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 141.6 (C-1), 139.6 (C-3), 115.7
(C-4), 129.9 (C-4a), 121.1 (C-4b), 122.2 (C-5), 120.3 (C-6), 129.1
(C-7), 112.7 (C-8), 140.4 (C-8a), 137.6 (C-9a), 133.7 (C-1"), 128.5
(C-2'/6"), 128.9 (C-3'/5'), 128.8 (C-4'), 160.2 (C-2"), 157.0 (C-5"),
65.8 (CHj-exocyclic), 40.7 (CH,-butyl), 29.1 (CH,-butyl), 19.5
(CH,-butyl), 13.6 (CHz-butyl). MS m/z (%): 413 (M™, 5), 328 (20),
244 (100).

4.3.5. 1-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)-3-(2-0x0-3-
butylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl) g-carboline (6b)

Yield: 70%, mp 222-224°C. IR (KBr) vpax cm™': 1713 (C=0),
1608 (C=N) and 737 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-ds): & 8.74
(s, 1H, H-4), 8.39 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 7.31 (t, J=7.8 Hz, 1H,
H-6), 7.59 (t, J=7.8Hz, 1H, H-7), 7.77 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-8),
11.81 (s, 1H, 9-NH), 7.94 (d, J=8.4 Hz, 2H, H-2’ and H-6'), 6.96
(d, J=8.4 Hz, 2H, H-3' and H-5'), 3.04 (s, 6H, N(CH3),), 5.72 (br s,
2H, CH2-exocyclic), 9.59 (br s, 1H, NH-butyl), 3.23 (t, J=6.3 Hz,
2H, CH,-butyl), 1.59 (quint., J = 6.3 Hz, 2H, CH,-butyl), 1.32 (sext.,
J=7.2Hz, 2H, CH,-butyl), 0.89 (t, J=7.2 Hz, 3H, CHs-butyl). '3C
NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6141.4 (C-1), 1394 (C-3), 114.3
(C-4), 125.1 (C-4a),121.2 (C-4b), 121.9 (C-5), 120.2 (C-6), 128.5
(C-7), 112.7 (C-8), 141.2 (C-8a), 133.3 (C-1'), 129.3 (C-2'/6'),
112.2 (C-3'/5’), 150.8 (C-4'), 40.3 (N(CHs3),), 160.6 (C-2"), 157.1
(C-5"), 65.9 (CHy-exocyclic), 40.7 (CHy-butyl), 29.1 (CH,-butyl),
19.5 (CH,-butyl), 13.6 (CHs-butyl). MS m/z (%): 456 (M™, 5), 371
(30), 287 (70), 84 (100).

4.3.6. 1-(2-Chlorophenyl)-3-(2-0x0-3-butylaminomethyl-1,3,4-
oxadiazol-5-yl) p-carboline (6¢)

Yield: 68%, mp 217 219 °C. IR (KBr) v cm™': 1704 (C=0),
1616 (C=N) and 733 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): &
8.90 (s, 1H, H-4), 8.45 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.30-7.36 (m, 1H,
H-6), 7.56-7.65 (m, 4H, H-7, H-8, H-5' and H-6'), 7.70-7.75 (m,
2H, H-3'/4’), 11.75 (s, 1H, 9-NH), 5.52 (br s, 2H, CH;-exocyclic),
9.59 (br s, 1H, NH-butyl), 3.18 (t, J= 6.6 Hz, 2H, CH,-butyl), 1.43
(quint., J = 6.6 Hz, 2H, CH,-butyl), 1.27 (sext., J = 7.2 Hz, 2H, CH,-
butyl), 0.86 (t, J=7.2 Hz, 3H, CHs-butyl). 3C NMR (75.5 MHz,
DMSO-dg): 6 141.4 (C-1), 139.1 (C-3), 116.3 (C-4), 132.3 (C-4a),
120.9 (C-4b), 122.3 (C-5), 120.3 (C-6), 127.6 (C-7), 112.4 (C-8),
139.1 (C-8a), 136.1 (C-9a), 134.7 (C-1’), 129.2 (C-2’), 130.0
(C-3"), 131.9 (C-4"), 128.9 (C-5'), 130.7 (C-6'), 160.1 (C-2"), 157.2
(C-5"), 65.0 (CHy-exocyclic), 40.7 (CH,-butyl), 29.0 (CH,-butyl),
19.4 (CH,-butyl), 13.5 (CHz-butyl). MS m/z (%): 447 (M™, 5), 242
(60), 278 (100).

4.3.7. 1-Phenyl-3-(2-0x0-3-cyclohexylaminomethyl-1,3,4-
oxadiazol-5-yl) p-carboline (7a)

Yield: 30%, mp 239 241 °C.IR (KBr) v cm™~': 1704 (C=0), 1614
(C=N) and 895 (NH). "H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 4 8.85 (s, 1H,
H-4),8.43 (d,J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 7.32 (t,J = 7.5 Hz, 1H, H-6), 7.58-
7.71 (m, 5H, H-7, H-8, H-3’, H-4’ and H-5'), 11.92 (s, 1H, 9-NH), 8.07
(d,J=7.2 Hz, 2H, H-2" and H-6'), 5.78 (br s, 2H, CH,-exocyclic), 9.57
(br s, 1H, NH-cyclohexyl), 3.60 (t, J=6.0 Hz, 1H, CH-cyclohexyl),
1.78 (d, J=11.0Hz, 4H, 2CH,-cyclohexyl), 1.04-1.47 (m, 6H,
3CH,-cyclohexyl). 1*C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 141.6 (C-1),
139.5 (C-3), 115.5 (C-4), 129.9 (C-4a), 121.1 (C-4b), 122.1 (C-5),
120.3 (C-6), 129.1 (C-7), 112.7 (C-8), 140.2 (C-8a), 137.6 (C-9a),
133.7 (C-1"), 1284 (C-2'/6'), 128.9 (C-3'/5), 128.8 (C-4'), 159.6
(C-2"), 156.1 (C-5"), 63.0 (CH;y-exocyclic), 50.5 (CH-cyclohexyl),
29.7 (2CH,-cyclohexyl), 25.0 (3CH,-cyclohexyl). MS m/z (%): 439
(M™, 5), 328 (20), 244 (100).

4.3.8. 1-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)-3-(2-0x0-3-
cyclohexylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-carboline (7b)

Yield: 69%, mp 231 233 °C. IR (KBr) viax cm™': 1704 (C=0),
1608 (C=N)and 737 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.73
(s,1H, H-4), 8.40 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 7.31 (t, J=7.8 Hz, 1H,
H-6), 7.59 (t, J=7.8Hz, 1H, H-7), 7.71 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-8),
11.81 (s, 1H, 9 -NH), 7.95 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-2'[6'), 6.96 (d,
J=8.7Hz, 2H, H-3'/5'), 3.05 (s, 6H, N(CH3),), 5.78 (br s, 2H,
CH,-exocyclic), 9.54 (br s, 1H, NH-cyclohexyl), 3.62 (t, J=11.0 Hz,
1H, CH-cyclohexyl), 1.78 (d, J=11.0Hz, 4H, 2CH,-cyclohexyl),
1.62 (d, J = 11.0,2H, CH,-cyclohexyl), 1.25-1.47 (m, 2H, CH,-cyclo-
hexyl), 1.04-1.15 (m, 2H, CH,-cyclohexyl). '*C NMR (75.5 MHz,
DMSO-dg): 6141.4 (C-1), 133.3 (C-3), 114.3 (C-4), 125.2 (C-4a),
121.2 (C-4b), 122.0 (C-5), 120.2 (C-6), 128.5 (C-7), 112.8 (C-8),
139.4 (C-8a), 129.3 (C-2'/6’), 112.1 (C-3'/5), 150.8 (C-4'), 40.0
(N(CH3),), 160.4 (C-2"), 156.2 (C-5"), 63.1 (CH,-exocyclic), 50.5
(CH-cyclohexyl), 29.7 (2CH,-cyclohexyl), 25.0 (3CH,-cyclohexyl).
MS m/z (%): 482 (M™, 5), 371 (100), 287 (80), 242 (60).

4.3.9. 1-(2-Chlorophenyl)-3-(2-0x0-3-cyclohexylaminomethyl-
1,3,4-oxadiazol-5-yl) g-carboline (7c)

Yield: 35%, mp 171 173 °C.IR (KBr) vmax cm™': 1710 (C=0),
1624 (C=N) and 743 (NH). '"H NMR (300 MHz, DMSO-dg): & 8.88
(s, 1H, H-4), 8.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.30-7.36 (m, 1H, H-6),
7.57-7.65 (m, 4H, H-7, H-8, H-5' and H-6'), 7.70-7.77 (m, 2H,
H-3'/4'), 11.76 (s, 1H, 9-NH), 5.55 (br s, 2H, CH;-exocyclic), 9.50
(br s, 1H, NH-cyclohexyl), 3.58 (br s, 1H, CH-cyclohexyl), 1.4-
1.72 (m, 8H, 4CH,-cyclohexyl), 1.05 (t, J=6.6 Hz,2H, CH,-cyclo-
hexyl). '*C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 141.4 (C-1), 139.1 (C-3),
116.2 (C-4), 132.3 (C-4a), 121.0 (C-4b), 122.3 (C-5), 120.3 (C-6),
127.6 (C-7), 112.5 (C-8), 139.1 (C-8a), 136.2 (C-9a), 134.7 (C-1"),
129.2 (C-2'), 130.0 (C-3'), 131.9 (C-4'), 129.0 (C-5'), 130.8 (C-6"),
160.8 (C-2"), 156.3 (C-5"), 62.8 (CH,-exocyclic), 50.4 (CH-cyclo-
hexyl), 29.7 (2CH,-cyclohexyl), 25.0 (3CH,-cyclohexyl). MS m/z
(%): 473 (M*™,0.5), 278 (40), 241 (60), 362 (100).

4.3.10. 1-Phenyl-3-(2-0x0-3-benzylaminomethyl-1,3,4-
oxadiazol-5-yl) g-carboline (8a)

Yield: 24%, mp 218-222 °C. IR (KBr) Vimax cm~': 1671 (C=0) and
740 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 8.88 (s,1H, H-4), 8.45 (d,
J=7.8Hz, 1H, H-5), 7.28-7.39 (m, 1H, H-6), 7.55-7.72 (m, 5H, H-7,
H-8, H-3’, H-4’ and H-5’), 11.94 (br s, 1H, 9-NH), 8.24 (d, /= 7.2 Hz,
2H, H-2'/6'), 4.58 (br s, 2H, CH,-exocyclic), 10.64 (br s, 1H, NH-ben-
zyl), 4.50 (s, 2H, CH,-benzyl), 7.28-7.39 (m,2H, CH-benzyl), 7.55-
7.72 (m,3H, CH-benzyl). '*C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): & 141.5
(C-1), 138.7 (C-3), 113.8 (C-4), 129.2 (C-4a), 121.2 (C-4b), 122.1
(C-5), 120.3 (C-6), 127.2 (C-7), 112.7 (C-8), 140.8 (C-8a), 137.3
(C-9a), 129.7 (C-1"), 128.8 (C-2'/6'), 128.9 (C-3'/5'), 128.3 (C-4'),
164.3 (C-2"), 154.9 (C-5"), 69.2 (CH,-exocyclic), 55.1 (CH,-benzyl),
134.4 (C-benzyl),128.8 (2CH-benzyl), 128.9 (2CH-benzyl), 129.0
(CH-benzyl). MS m/z (%): 447 (M™, 5), 271 (10), 91(60), 328 (70),
244 (100).

4.3.11. 1-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)-3-(2-0x0-3-
benzylaminomethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-carboline (8b)
Yield: 20%, mp >250°C (decomp). IR (KBr) vpmax cm™': 1712
(C=0), 1665 (C=N) and 745 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dj):
6 8.74 (s, 1H, H-4), 8.39 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 7.25 - 7.39 (t,
J=8.1Hz, 1H, H-6), 7.58 (t, J= 8.1 Hz, 1H, H-7), 7.71 (d, J=8.1 Hz,
1H, H-8), 11.79 (s,1H, 9-NH), 8.13 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-2’' and
H-6'), 6.96 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3’ and H-5’), 3.05 (s, 6H, N(CHs);),
4.58 (s, 2H, CH-exocyclic), 10.64 (s, 1H, NH-benzyl), 4.50 (s, 2H,
CH,-benzyl), 7.25-7.39 (m, 4H, CH-benzyl), 7.58 (t, ] 8.1 Hz, 1H,
CH-benzyl). 3C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): & 141.6 (C-1), 138.7
(C-3), 112.7 (C-4), 124.8 (C-4a), 121.3 (C-4b), 121.9 (C-5), 120.2
(C-6), 127.2 (C-7), 112.4 (C-8), 141.3 (C-8a), 138.4 (C-9a), 129.2
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(C-1"), 129.7 (C-2'/6'), 112.0 (C-3'/5"), 150.8 (C-4'), 164.5 (C-2"),
155.0 (C-5"), 40.0 (N(CHs),), 69.3 (CH,-exocyclic), 54.0 (CH,-ben-
zyl), 133.9 (C-benzyl), 128.3 (2CH-benzyl), 129.2 (2CH-benzyl),
128.1 (CH-benzyl). MS m/z (%): 490 (M™, 0.5), 371 (40), 242 (50),
330 (80), 287 (100).

4.3.12. 1-(2-Chlorophenyl)-3-(2-0x0-3-benzylaminomethyl-
1,3,4-oxadiazol-5-yl) g-carboline (8c)

Yield: 25%, mp >250°C (decomp.). IR (KBr) vmax cm~': 1708
(C=0), 1610 (C=N) and 734 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dj):
5 8.86 (s, 1H, H-4), 8.42 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.24-7.35 (m, 1H,
H-6), 7.53-7.63 (m, 5H, H-7, H-8, H-4, H-5 and H-6'), 7.69 (d,
J=7.5Hz, 1H, H-3"), 11.71 (s, 1H, 9-NH), 5.36 (br s, 2H, CH,-exocy-
clic), 9.78 (br s, 1H, NH-benzyl), 4.37 (s, 2H, CH,-benzyl), 7.24-7.35
(m, 4H, CH-benzyl), 7.53-7.63 (m, 1H, CH-benzyl). '*C NMR
(75.5 MHz, DMSO-dg): 6 141.4 (C-1), 138.8 (C-3), 116.2 (C-4),
128.9 (C-4a), 120.9 (C-4b), 122.3 (C-5), 120.3 (C-6), 127.5 (C-7),
112.4 (C-8), 139.1 (C-8a), 136.0 (C-9a), 135.9 (C-1’), 129.9 (C-2),
130.6 (C-3'), 132.3 (C-4'), 129.1 (C-5'), 131.7 (C-6'), 158.7 (C-2"),
156.9 (C-5"), 65.1 (CH,-exocyclic), 44.9 (CH,-benzyl), 134.7
(C-benzyl), 128.7 (2CH-benzyl), 128.0 (2CH-benzyl), 127.6 (CH-
benzyl). MS m/z (%): 481 (M™, 0.5), 278 (30), 241 (60), 362 (90),
91 (100).

4.3.13. 1-Phenyl-3-(2-0x0-3-morpholinylmethyl-1,3,4-
oxadiazol-5-yl) p-carboline (9a)

Yield: 67%, mp 187 189 °C. IR (KBr) Vmax cm™': 1773 (C=0),
1625 (C=N) and 746 (NH). '"H NMR (300 MHz, DMSO-ds):  8.78
(s, 1H, H-4), 8.48 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.34 (t, J = 7.8, 1H, H-6),
7.57-7.72 (m, 5H, H-7, H-8, H-3’, H-4’ and H-5'), 11.95 (s, 1H,
9-NH), 8.05 (d, J=7.6Hz, 1H, H-2' and H-6'), 4.68 (br s, 2H,
CH,-exocyclic), 2.70 (br s, 2H, CH,-morpholinyl), 3.60 (br s, 2H,
CH,-morpholinyl). 13C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 142.7 (C-1),
137.3 (C-3), 112.8 (C-4), 129.5 (C-4a), 120.9 (C-4b), 122.2 (C-5),
120.4 (C-6), 129.1 (C-7), 113.0 (C-8), 141.6 (C-8a), 133.8 (C-9a),
131.8 (C-1'), 128.6 (C-2'/6'), 128.9 (C-3'/4[5'), 154.1 (C-2"), 152.9
(C-5"), 67.2 (CHy-exocyclic), 49.7 (2CH,-morpholinyl), 66.0
(2CH,-morpholinyl). MS m/z (%): 427 (M*™, 0.5), 242 (20), 328
(30), 100 (100).

4.3.14. 1-(4-N,N-Dimethylaminophenyl)-3-(2-0xo0-3-
morpholinylmethyl-1,3,4-oxadiazol-5-yl) p-carboline (9b)
Yield: 64%, mp >250 °C (decomp.). IR (KBr) vy« cm™': 1771
(C=0), 1609 (C=N) and 745 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg):
5 8.62 (s, 1H, H-4), 8.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.31 (t, J= 7.8 Hz,
1H, H-6), 7.59 (t, J=7.8 Hz, H-7), 7.71 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-8),
11.80 (s, 1H, 9-NH), 7.95 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-2’ and H-6'), 6.96
(d, J=8.7 Hz, 2H, H-3’ and H-5’), 3.40 (s, 6H, N(CHs),), 4.67 (br s,
2H, CH;-exocyclic), 2.70 (t, J = 4.0 Hz, 4H, CH,-morpholinyl), 3.61
(t, J=4.0 Hz, 4H, CH,-morpholinyl). 13C NMR (75.5 MHz, DMSO-
dg): 6 143.4 (C-1), 133.4 (C-3), 111.9 (C-4), 124.8 (C-4a), 121.0
(C-4b), 122.1 (C-5), 120.4 (C-6), 128.7 (C-7), 112.9 (C-8), 141.5
(C-8a), 131.8 (C-9a), 129.0 (C-1"), 129.5 (C-2'/6"), 112.2 (C-3'/5"),
150.9 (C-4'), 154.2 (C-2"), 153.2 (C-5"), 40.4 (N(CH3),), 67.2 (CH,-
exocyclic), 49.8 (2CH,-morpholinyl), 66.1 (2CH,-morpholinyl).
MS m/z (%): 470 (M™,5), 242 (10), 287 (20), 371 (60), 100 (100).

4.3.15. 1-(2-Chlorophenyl)-3-(2-0xo-3-morpholinylmethyl-
1,3,4-oxadiazol-5-yl)-g-carboline (9c)

Yield: 50%, mp 230 233 °C. IR (KBr) vj.x cm™': 1783 (C=0),
1625 (C=N) and 743 (NH). 'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 8.82
(s, 1H, H-4), 8.48 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.33 (t, J=7.8 Hz, 1H,
H-6), 7.53 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-8), 7.56-7.66 (m, 5H, H-7, H-3/,
H-4/, H-5" and H-6'), 11.78 (s, 1H, 9-NH), 4.65 (br s, 2H, CH,-exocy-
clic), 2.68 (br s, 4H, CH,-morpholinyl), 3.60 (br s, CH,-morpholi-
nyl). 3C NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): & 141.9 (C-1), 136.1 (C-3),

113.8 (C-4), 131.4 (C-4a), 120.8 (C-4b), 122.5 (C-5), 120.3 (C-6),
127.5 (C-7), 112.5 (C-8), 141.4 (C-8a), 134.8 (C-9a), 132.5 (C-1"),
129.0 (C-27), 129.8 (C-3'), 131.9 (C-4'), 128.6 (C-5"), 130.8 (C-6),
154.0 (C-2"), 152.8 (C-5"), 67.2 (CH,-exocyclic), 49.7 (2CH,-mor-
pholinyl), 66.0 (2CH,-morpholinyl). MS m/z (%): 461 (M", 0.5),
241 (10), 362 (15), 100 (100).

4.4. Antitumor assays

The compounds 4a-e and 5-9(a-c) were evaluated in vitro
against a panel of seven cell lines [breast (MCF7), ovarian resistant
(NCI/ADR-RES), lung (NCI-H460), ovarian (OVCAR-03), colon
(HT29), prostate (PC-3), and melanoma (UACC-62)] kindly pro-
vided by Frederick MA (National Cancer Institute, Bethesda, MD,
USA). Stock and experimental cultures were grown in medium
containing 5 mL RPMI 1640 (GIBCO BRL) supplemented with 5%
fetal bovine serum (GIBCO BRL). Penicillin/Streptomicin mixture
(1000 U/mL:1000 pg/mL, 1 mL/L RPMI) was added to the experi-
mental cultures. Cells in 96-well plates (100 L cells well~') were
exposed to sample concentrations in DMSO/RPMI (0.25, 2.5, 25,
250 pg mL™') in triplicate at 37 °C, 5% of CO, in air for 48 h. The
final DMSO concentration did not affect cell viability. Doxorubicin
(0.025-25 pg/mL) was used as positive control. Before (Ty plate)
and after the sample addition (T, plates), cells were fixed with
50% trichloroacetic acid, and cell proliferation was determined by
spectrophotometric quantification (540 nm) of cellular protein
using the sulforhodamine B assay. All compounds were tested in
triplicate each concentration. Using the dose-response curve for
each cell line, the concentration that inhibits cell growth in 50%
(Glsg) was determined through non-linear regression analysis
using ORIGIN software version 8.0 (OriginLab Corporation).>*>!
Compounds with Glsq values >100 pM were considered inactive.

4.5. ctDNA interaction

4.5.1. Reagent e solutions

Calf thymus DNA (ctDNA) was purchase from Sigma. A stock
solution was prepared by dissolving an appropriate amount of
ctDNA in Tris-HCl buffer solution. The solution was stored at
4°C in the dark. The concentration of stock DNA solution was
determined by UV absorption at 260 nm, employing the extinc-
tion coefficient of £,50=6600L mol~" at 25°C. The purity of
ctDNA solution was evaluated by monitoring the ratio of
absorbance at 260-280 nm. The obtained value (Ajgo/A2g0 > 1.8)
indicated that ctDNA solution was sufficiently free of protein
contamination.

A stock solution of KI (0.2 mol L~') containing 1 mM of Na,S,0
was employed in the fluorescence quenching study. In the compe-
tition assays was used a ethidium bromide (EB, 1.0 uM) solution
containing ctDNA (4.0 pM).

Solutions of the test compound were prepared by dissolving 4b
in DMSO, and dilution of resulting solution in buffer. Tris-HCI buf-
fer (50 mM, pH = 7.40 + 0.10) containing 100 mM NaCl was used to
control the acidity and ionic force of all solutions.

4.5.2. Apparatus

The fluorescence measurements were performed on RF-5301PC
spectrofluorometer (Shimadzu, Japan) equipped with a xenon lamp
source, using a quartz cell with 10 mm of optical path. The UV
spectra were record on Specord 200 Plus (Analytik Jena, Germany).
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