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RESUMO

Sintese e atividade bioldgica in vitro de derivados triptaminicos e B-carbolinicos contendo
o anel 4-tiazolidinona frente as células tumorais humas e ao Herpes simplex tipo 1 e, de
derivados triazinos-inddlicos frente a inibicao da DYRK1A relacionada a Doencga de

Alzheimer

Palavras chaves: B-carbolinas, triptaminas, tiazolidinona, triazino-indol, atividade antitumoral,

atividade antiviral, DYRK1A, Doencga de Alzheimer

Apesar dos avangos no tratamento do cancer, muitos dos medicamentos disponiveis
tém-se mostrado incapazes de erradicar as células cancerosas sem afetar tecidos normais. Em
paralelo, a incidéncia de viroses tem aumentado em todo o mundo, sendo que antibiéticos e
outros agentes antimicrobianos s@o pouco eficazes, uma vez que as viroses mimetizam as
fungbes bioldgicas das células hospedeiras. Da mesma forma, os medicamentos utilizados
atualmente no tratamento da Doenga de Alzheimer (DA) causam diversos efeitos colaterais,
além de ter o efeito minimizado, em pouco tempo de uso, em muitos pacientes. Na busca de
novos medicamentos para estas doengas, compostos com diferentes nucleos tém sido
explorados, dentre eles, derivados triptaminicos, [-carbolinicos e triazino-indolicos. A
importancia da descoberta de novos agentes antitumorais e antivirais mais eficazes, com baixa
citotoxicidade e maior especificidade, bem como, denovos compostos que possam retardar e/ou
minimizar os sintomas causados pela Doenga de Alzheimer, associado a potencialidade de
compostos triptaminicos, B-carbolinicos e triazino-indélicos, nos levou o desenvolvimento do
presente trabalho. Na primeira parte do trabalho, realizamos a sintesee avaliagdo da atividadein
vitro, frente as linhagens de células tumorais humanas e ao virus Herpes simplex tipo 1, de uma
série de derivados triptaminicos e B-carbolinicos, tendo acoplado a suas estruturas o anel 4-
tiazolidinona. Os derivados 4-tiazolidinona-triptaminicos (51a-h) foram sintetizados a partir da
condensagdo ‘one pot' da triptamina, acido mercaptoacético e diferentes aldeidos aromaticos,
empregando-se DCC em THF (Metodologia A) ou DMF, sob irradiagdo de microondas
(Metodologia B). As séries de derivados betacarbolinicos 60-62, 64 e 73-80 foram obtidas a partir
das1-fenilssubstituido-p-carbolina-3-carboidrazidas (56), intermediarios estes comuns a todas as
séries. Os intermediarios 54, por sua vez, foram preparados pela condensacdo de Pictet
Spengler, catalisada por &cido, do L-triptofano esterificado com aldeidos aromaticos contendo



substituintes doadores ou retiradores de elétrons, seguido pela oxidagéodas tetraido-B-carbolinas
(54) com enxofre, em xileno, resultando nas B-carbolinas (55). A reagdo de 55 com hidrazina
hidratada forneceram os intermediarios desejados 56. As séries de derivados 3-
(carbonilidrazono-4-tiazolidinona)-B-carbolinicos 60, 61 e 62 foram obtidas através da rea¢dode
56 com tiocianato de potéssio, etilisotiocianato e fenilisotiocianato, respectivamente, seguido da
reacdo das tiossemicarbazidas correspondentes obtidas com bromoacetato de etila, na presencga
de acetato de sddio e hidroxido de potassio. Com excesso de bromoacetato de etila, na etapa de
condensacgéo das tiossemicarbazidas 57 obteve-se os derivados da série 64, contendo o grupo
acetoacetoxi de etila ligado ao nitrogénio do anel 4-tiazolidinona. Os derivados B-carbolinicos da
série 3-[amido-(2-arilssubstituido-4-tiazolidinona)] 73 - 80 foram preparados pela reagdo dos
intermediarios iminicos (65-72) com é&cido mercaptoacético, na presenga de &cido p-
toluenossulfénico, em tolueno. Todos os compostos obtidos foram caracterizados através da
analise de seus dados espectroscopicos de RMN de 'H de 3C, COSY e HMQC. Os resultados
dos ensaios de atividade biolégica in vitro mostraram que varios dos derivados triptaminicos e [3-
carbolinicos sintetizados apresentaram potente atividade frente ao virus Herpes simplex tipo 1 e
frente a diversas linhagens de células tumorais humanas testadas. A segunda parte desse
trabalho, desenvolvida na Technische Universitdt Darmstadt, na Alemanha, como parte do
doutorado sanduiche, visou a sintese e avaliagao da atividade inibitoria da enzima DYRK1A, que
constitui um alvo terapéutico para a Doenga de Alzheimer, de séries de derivados [1,2,4]-triazino-
indol-3-tiossubstituidos, contendo um grupo metoxila no anel benzénico da unidade inddlica. As
séries de derivados 7- e 8-metoxi-triazino-indol-3-tiossubstituidos (96 e 108) foram obtidos a
partir da reacdo da 5- e 6-metoxi-isatina (93 e 105) com tiossemicarbazida, seguido da reagéo
das tiossemicarbazonascorrespondentes com carbonato de potassio, em agua, para a formagéo
do anel triazino-indolo-3-tiol. Posterior reagdo dos triazino-indolo-3-tidis 95, 99, 107 e 111
obtidos, com brometos ou iodetos de alquila ou benzila em DMF forneceu os derivados 7- e 8-
metdxi-triazino-indol-3-tiossubstituidos. Para a obtencdo das séries de derivados 7- e 8-metdxi-
triazino-inddlicos contendo o S- e N-alquilados (100, 108 e 112), primeiramente fez-se a
alquilcdo no nitrogénio inddlico de 93 e/ou 105 e seguiu-se a mesma rota sintética empregada
para a obtengdo de 96 e 108. Os compostos sintetizados foram submetidos a estudos de
Docking moleculare aqueles que apresentaram uma boa interagdo com a proteina DYRK1A
foram avaliados quanto a atividade de inibigdo desta proteina. Dentre os compostos avaliados,
0S que possuem o0 grupo metoxila na posigdo-7 do anel benzénico do nucleo indolico,
apresentaram mais de 50% de inibicao proteina DYRK1A.



ABSTRACT

Synthesis and biological in vitro activity of tryptamines and p-carbolines derivatives
containing the 4-thiazolidinone ring against human tumor cells and the Herpes simplex
type 1 virus and, triazinos-indole for inhibition of DYRK1A related to Alzheimer’s disease

Keywords: B-carbolines, tryptamines, thiazolidinone, triazino-indole, anti-tumoractivity, anti-viral
activity, DYRK1A, Alzheimer’s disease

Despite the advances in the treatment of the cancer, many of available medicines are not
capable to eradicate the cancerous cells without affecting normal tissues. Also, no vaccine or
effective antiviral drugs are currently available for prevention/treatment of many viral infections. In
the same way, the medicines currently used in the treatment of the Alzheimer’s disease (AD)
cause several collateral effects, and have their effects minimized, in little time of use, in many
patients. In the search for novel agents to treat these diseases, compounds with different
skeleton have been explored, among them, triptamine, B-carboline and triazine-indole derivatives.
The importance of the discovery of new antitumor and antiviral agents with more efficacy, low
cytotoxicity and greater specificity, as well as, of new compounds that can retard and/or minimize
the symptoms of the Alzheimer’s disease, associated to the potentiality of triptamine, B-carboline
and triazine-indole derivatives, led us to the development of the present work. . In the first part of
the work, we carried out the synthesis and evaluation of the activity in vitro, towards human
cancer cells lines and to the virus Herpessimplex type 1, of a series of tryptamine and -carboline
derivatives, having a 4-thiazolidinone ring coupled to its structures. The synthesis of N3-(2-
phenylsubstituted-4-thiazolidinone)-tryptamine derivatives (51 a-h) was carried out via one-pot
three-component condensation involving tryptamine, a-mercaptoacetic acid and appropriate
aromatic aldehydes, by employing N,N-dicyclohexyl carbodiimide (DCC), in THF, as coupling
agent (Methodology A) or a microwave-assisted condensation, using DMF as solvent
(Methodology B). The synthetic routes for the B-carboline derivatives 60-62, 64, and 73-80
involved the preparation of the 1-(substituted phenyl)-B-carboline-3-carbohydrazides (56),
whichare the synthetic intermediate for all series of desired derivatives. For this, the methyl
tetrahydro-f3-carboline-3-carboxylates 54 were prepared through Pictet-Spengler condensation of
L-tryptophan methyl ester with appropriate aromatic aldehydes in acid media, and subsequent

oxidized with sulfur, under xylene reflux, to furnish the methyl B-carboline-3-carboxylates



(55).Conversion of 55 to 1-(substituted phenyl)-p-carboline-3-carbohydrazides 56 was carried out
by reaction with hydrazine hydrate in ethanol. The series of 3-(carbonilhidrazono-4-
thiazolidinone)-B-carboline derivatives 60, 61 and 62 were obtained through the reaction of 56
with potassium thiocyanate , ethyl isothiocyanate and phenyl isothiocyanate, respectively,
followed by the reaction of corresponding thiosemicarbazides with ethyl bromoacetate, in
presence of sodium acetate and potassium hydroxide. With excess of ethyl bromoacetate in the
condensation step of the thiosemicarbazides 57, a new series of derivatives (64), containing an
ethyl acetoacetoxyl group on the nitrogen of 4-thiazolidinone ring, was obtained. The derivatives
of the 3-[amide-(2-substituted phenyl-4-thiazolidinone)] series (73 — 80) were prepared by the
reaction of the imine intermediates 65-72 with mercaptoacetic acid, in the presence of p-
toluenesulfonic acid, under reflux in toluene. All the synthesized compounds were characterized
through the analysis of its spectroscopic data of RMN 'H, 13C, COSY and HSQC. The results of
the biological assays in vitro showed that various of the synthesized tryptamine and B-carboline
derivatives presented potent activity towards the virus Herpes simplex type 1 and against diverse
human cancer cells lines tested. The second part of this work, developed in the Technische
Universitat Darmstadt, in Germany, as part of the doctoral sandwich, aimed the synthesis and
evaluation of the inhibitory activity of DYRK1A of a series of 3-thiosubstituted -[1,2,4]-triazino-
indole derivatives containing a methoxyl group in the benzenic ring of the indole unit. The series
of 7- and 8-methoxy-3-thiosubstituted-triazino-indole derivatives (96 and 108) were obtained from
the reaction of 5- and 6-methoxyisatin (93 and 105) with thiosemicarbazide, followed by the
reaction of thiosemicarbazones corresponding with potassium carbonate, in water, for the
formation of the triazino-3-thiol ring. Further reaction of the triazino-indolo-3-thiols 95, 99, 107 and
111 with alkyl or benzyl bromides in DMF afforded the 7- and 8-methoxy-3-thiosubstituted-
triazino-indole 96, 100, 108 and 112. For the preparation of derivatives 7- and 8-methoxy-triazino-
indole S- and N-alkylated (100, 108 and 112), firstly was necessary the alkylation of the indole
nitrogen of 93 and 105, and the synthetic route used was the same that those for the preparation
of 96 and 108. The synthesized compounds were submitted to the Molecular Docking studies and
those that presented a good interaction with protein DYRK1A were evaluated for the inhibitory
activity of this protein. Among the evaluated compounds, those possessing the methoxy group at
position-7 of the benzene ring presented more than 50% of inhibition of the protein DYRK1A.
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Tese de Doutorado

ENFOQUE GERAL

O cancer continua sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo. Um
relatério (World Cancer Report - Relatorio Mundial sobre Céncer 2008) divulgado em dezembro
de 2008 pela Organizagcdo Mundial da Saude cita que sete milhdes de pessoas no mundo
morrem a cada ano e 12 milhdes se tornam portadoras da doenga. Os especialistas na area
também prevéem um acréscimo na incidéncia de cancer no Brasil para os proximos anos.
Apesar dos avangos no tratamento, muitos dos medicamentos disponiveis tém-se mostrado
incapazes de erradicar as células cancerosas sem afetar tecidos normais. Além disto, alguns
tumores s&o resistentes aos medicamentos existentes. Devido a isto ha a necessidade do
desenvolvimento de novos compostos que possam ser usados como agentes quimioterapicos
mais eficazes e especificos, com menor toxicidade e melhor tolerabilidade *. 2.

Em paralelo, as viroses também tém apresentado dados alarmantes no Brasil. Virus séo
agentes infecciosos bastante diminutos e como séo destituidos de células s6 tem metabolismo
quando estao no interior de células hospedeiras especificas. Na espécie humana ha uma grande
variedade de doengas causadas por virus que estdo dentre as mais simples como, catapora,
rubéola, sarampo, variola, poliomielite e raiva, as quais se encontram erradicadas ou em metas
de erradicagdo, como também herpes, dengue, febre amarela, gripe, caxumba, hepatites e AIDS.
Antibioticos e outros agentes antimicrobianos sdo pouco eficazes, uma vez que as viroses
mimetizam as fungdes bioldgicas das células hospedeiras. Certos compostos organicos
sintéticos como aciclovir e azidotimidina (AZT), por exemplo, inibem seletivamente o crescimento
de células infectadas. Nesse sentido a quimica tem sido de imenso valor no combate as viroses

que necessitam de novos farmacos especificos para o tratamento dessas doengas 3 4.5,

1 Pérez-Herrero, E.; Fernandez-Medarde, A.; Advanced targeted therapies in cancer: Drug nanocarriers, the future of
chemeotherapy. Europena Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 93, p. 52, 2015.

2 |nstituto Nacional de Cancer (Brasil). ABC do céncer: abordagens basicas para o controle do cancer [ Instituto
Nacional de Cancer. — Rio de Janeiro: Inca, 2011.

3 Klumpp, K. and Crépin, T.; Capsid proteins of enveloped viruses as antiviral drug targets. Current Opinion in
Virology, 5, p. 63, 2014.

4 Laxminarayan, R.; Duse, A.; Wattal, C.; Zaidi,A. K. M.; Wertheim, H. F. L.; Sumpradi, N.; Vlieghe, E.; Hara, G. L.;
Gould, I.; Goossens,H.; Greko, C.; So, A. D.; Bigdeli,M.; Tomson, G.; Woodhouse, W.; Ombaka,E.; Peralta,A. Q.;
Qamar,F. N.; Mir,F.; Kariuki,S.; Bhutta,Z. A.; Coates,A.; Bergstrom,R.; Wright,G. D.; Brown,E. D.; Cars, O,
Antibiotics resitence — the need for global solutions. The Lancet Infectious Diseases Commission, 13, p. 1057, 2014.

5 Brito, M. A,; Cordeiro, B. C.; Necessidade de novos antibi6ticos. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina
Laboratorial, v. 48, n. 4, p. 247, 2012.
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A Doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga degenerativa progressiva e irreversivel
sendo um dos maiores problemas de deméncia. A DA é a principal causadora de disturbios
cognitivos afetando principalmente os idosos. Os medicamentos utilizados atualmente causam
diversos efeitos colaterais, além de ter o efeito minimizado em pouco tempo de uso por muitos
pacientes 6.

Na busca de novos agentes potenciais para estas doengas, derivados com diferentes
nucleos tém sido explorados, dentre eles, derivados contendo o esqueleto triptaminico (1) e -
carbolinicos (ll) contendo o anel 4-tiazolidinona (lll) acoplado a esses esqueletos, e triazino-
indois (IV).
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Trabalhos descritos na literatura tem demonstrado que compostos contendo o esqueleto
[-carbolinico, os quais constituem uma ampla classe de produtos naturais e sintéticos,
apresentam uma vasta gama de atividades farmacoldgicas, incluindo atividade antitumoral e
antiviral 7. 8. Alcaléides triptaminicos constituem outra classe de compostos com importantes
propriedades biolégicas, dentre elas, atividade antiviral °.

A obtengdo de compostos constituidos do nucleo triazino-indol tem instigado grande

interesse de muitos pesquisadores visto que estruturas contendo esse anel tém apresentado

6 Anumala, H. R,; Gu, J.; Monte, F. L.; Kramer, T.; HauRen, R. H.; Holzer, J.; Goetschy-Meyer, V.; Schén, C.; Mall,
G.; Hilger, I.; Czech, C.; Schmidt, B.; Fluorescent rhodanine-3-acetic acids visualize neurofibrillary tangles in
Alzheimer's disease brains. Bioorganic & Medicinal Chemistry. 21, p. 5139, 2013.

7 Formagio, A. S. N.; Tonin, L. T. D.; Foglio, M. A.; Madjarof, C. ; Carvalho, J. E.; Costa, W. F.; Cardoso, F. P.;
Sarragiotto, M. H.; Synthesis and antitumoral activity of novel 3-(2-substituted-1,3,4-oxadiazol-5yl) and 3-(5-
substituted-1,2,4-triazol-3-yl) beta-carboline derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 16, n. 22, p. 4695, 2008.

8 Formagio, A. S. N.; Santos, P. R.; Zanoli, K.; Ueda-Nakamura, T.; Tonin, L. T. D.; Nakamura, C. V.; Sarragiotto, M.
H.; Synthesis and antiviral activity of beta-carboline derivatives bearing a substituted carbohydrazide at C-3 against
poliovirus and herpes simplex (HSV-1), Europena Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, n. 11, p. 4695, 2009.

9 Qu, S.; Wang, G.; Duan, W.; Yao, S.; Zuo, J.; Tan, C.; Zhu, D.; Tryptamine derivatives as novel non-nucleosidic
inhibitors against hepatitis B virus. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 19, p. 3120, 2011.
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uma gama de propriedades biologicas tais como antiviral'?, anti-inflamatéria't, antimalaria?2,
antimicrobial'3, antitumoral' e hepatoprotetora?s.

A importancia da descoberta de novos agentes antitumorais e antivirais mais eficazes,
com baixa citotoxicidade e maior especificidade, bem como agentes ativos frente a DA, visando
retardar e/ou minimizar os sintomas causados por esta doencga, associados a potencialidade de
compostos triptaminicos, B-carbolinicos e triazino-indélicos, nos levou o desenvolvimento do
presente trabalho, 0 qual se encontra apresentado em dois capitulos.

No Capitulo | estdo descritos os estudos relativos a sintese, caracterizacao e avaliagao
da atividade antitumoral em linhagens de células tumorais humanas, e da atividade antiviral,
frente ao virus Herpes simplex |, de derivados triptaminicos e B-carbolinicos contendo a unidade
4-tiazolidinona acoplada a esses esqueletos.

O Capitulo Il refere-se a uma parte do trabalho de doutorado sanduiche desenvolvido na
Alemanha com objetivo de sintetizar compostos ativos contra a Doenga de Alzheimer. Nessa
parte do trabalho foram sintetizados triazino-inddis, com intuito de avaliar a atividade destes
frente a enzima DYRK1A, que constitui um alvo terapéutico para a Doenga de Alzheimer. Para
0s compostos triazino-inddlicos sintetizados foi realizado também um estudo de Docking
Molecular com intuito de se verificar a interagdo destes com a enzima DYRK1A.

10 Gladych, J. M. Z.; Homby, R.; Hunt, J. H.; Jack, D.; Antiviral Agents. 5H-as-Trianizo[5,6-b] indoles. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 15, n. 3, 1972.

" Tomchin, A. B.; Uryupov, O. Yu.; Smirnov, A. V., Transformations, and Pharmacological Activity. Part Ill.
Antihypoxy and Antiinflammatory Activity of 1,2,4-Triazino[6,5-b]Indole derivatives. Pharmaceutical Chemistry
Journal, v. 31, n. 12, 1997.

12 Kgokong, J. L.; Smith, P. P.; Matsabisa, G. M.; 1,2,4-Triazino-[5,6-bjindole derivatives: effects of the trifluoromethyl
group on in vitro antimalarial activity, Bioorganic & Medicinal Chemistry, 13, p. 2935, 2005.

3 Holla, B. S.; Udupa, K. V.; Synthesis of Novel 5-Mercapto-s-triazo[3,4-c]-as-triazino[5,6-bjindoles and Theis
Manich Bases, Heterocycles, v. 32, n. 6, p. 1081, 1991.

14 Eshba, N. H.; Salama, H. M.; Labouta, I. M.; Omar, A. M.; Synthesis of some substituted-1,2,4-triazino[5, 6-bJindole
derivatives as potencial antiviral and anticancer agents, Pharmazie, 42, p. 664, 1987.

15 Tomchin, A. B.; Okovityi, S. V.; Velezheva, V. S.; Smimov, A. V.; Thiourea and thiossemicarbazide derivatives:
structure, transformations, and pharmacological activity. Hepatoprotective effect of triazino and imidazoindoles,
Pharmaceutical Chemistry Journal, v. 32, n. 7, 19998.
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11. INTRODUGAO

Os alcaloides tetraidro-B-carbolinicos e B-carbolinicos séo de suma importancia, visto
que apresentam uma ampla variedade de propriedades bioldgicas podendo ser encontrados em
diversas familias de plantas e até em mamiferos. Além disso, esta classe de alcaloides pode ser

encontrada em alimentos 16[LD]

Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando, desde o ano de 2003, com a sintese de
compostos B-carbolinicos com diferentes substituintes, principalmente nas posigdes-1, -3 € -9
desse nucleo, visto que pesquisas indicam que a substituicdo nestas posigdes, por grupos
apropriados, pode potencializar a atividade bioldgica. Compostos hterociclicos e seus derivados
na posi¢do-3 tém sido sintetizados por nosso grupo, visto que relatos da literatura mostram a
potente atividade exercida por heterociclos frente a uma gama de propriedades bioldgicas
principalmente a antitumoral 717. O Quadro | 1 mostra alguns derivados -carbolinicos, contendo
heterociclos na posicao-3, sintetizados por nosso grupo de pesquisa que apresentaram potente

atividade antitumoral.

16 DUSMAN, L. T. Sintese, estudos conformacionais e avaliagdo da atividade biolégica frente trypanosoma cruzi e
artemia salina de tetraidro-B-carbolinas-3-carbometoxi e 3-amido-1-benzossubstituidas. Dissertagdo de Mestrado.
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica. Universidade Estadual de Maringa, Maringa. 2005.

17 Savariz, F. C.; Formagio, A. S. N.; Barbosa, V. A.; Foglio, M. A.; Carvalho, J. E.; Duarte, M. C. T.; Dias Filho, B. P.;
Sarragiotto, M. H.; Synthesis, Antitumoral and Antimicrobial Activity of Novel 1-Substituted Phenyl-3-[3-
alkylamino(methyl)-2-thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl]3-Carboline Derivatives, Journal of The Brazilian Chemical Society,
v. 21,n. 2, p. 288, 2010.



Tese de Doutorado

Quadro 1. Exemplos de compostos B-carbolinicos com heterociclo na posi¢do-3 e seus respectivos
valores de Gls, frente as células tumorais humanas [FORMAGIO, A. S. N. et al. Bioorg.Med. Chem. 9660,
2008; SAVARIZ, F. C.etal. J. Braz. Chem. Soc. 288, 2010].

N—NH

N——NH
) O ‘\ NAS O I\ NTTS
~-N H N N [

H

/N ~N
\Yj Vi Vil
1,3,4-oxadiazol-2-tiona 1,2,4-triazol-5-tiona 1,2,4-triazol-5-metiltio
Ovario res. (NCI-ADR/RES) IC5, = 0,45 uM  Pulmao (NCI-460) IC5, 0,06 uM Ovario (OVCAR-03) IC5; = 0,01 uM

Rim (786-0) ICs0= 0,04 pM
N—NH N—N
LA L

NN NH NN NH,
H HCI

N OH

vl IX X
3-(benzi|a_minome_ti|)- 4-amino-1,2,4-triazol-5-tiona 4-amino-1,2,4-triazol-5-metiltio
1,3,4-oxadiazol-2-tiona Pulmao (NCI-460) ICsy 0,15 uM Leucemia (K-562) IC55=1,92 uM

Rim (786-0) IC5,= 0,38 uM

Paralelamente aos alcaloides [-carbolinicos, derivados contendo o esqueleto
triptaminico, o qual é quimicamente relacionado ao aminoé&cido triptofano Figura 1, também
podem ser encontrados na natureza em diversas plantas e animais, e em quantidades tragos no
cérebro humano. Esse alcaldide monoaminico e seus derivados tém levantado grande interesse

pelas suas propriedades biolégicas, mas sdo mais conhecidos pelos seus efeitos psicoativos?®:

19,

Figura I 1. Estrutura quimica de derivados triptaminicos e do aminoacido triptofano

R O
| N‘R | OH

: ” ” NH,
Derivados triptaminicos Aminoacido triptofano

18 Kikura-Hanajiri, R.; Hayashi, M.; Saisho, K.; Goda, Y.; Simultaneous determination of nineteen hallucinogenic
tryptamines [B-carbolines and phenethylamines using gas chromatography — mass spectrometry and liquid
chromatography — electrospray ionisation-mass spectrometry, Journal of Chromatography B, v. 825, p. 29, 2005.

19 Cunningham, N. Hallucinogenic plants of abuse, Emergency Medicine Australasia p.167, 2008.
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Compostos com o anel 4-tiazolidinona (Figura | 2) constituem uma classe de grande
interesse quimico por apresentar uma vasta gama de importantes propriedades biolégicas como

as atividades antiviral e antitumoral 20,21,

Figura | 2. Estrutura quimica do anel 4-tiazolidinona

O
R A,

3SN—-R

1S\<2
R

Além disso, os diferentes sitios ativos presentes no anel tiazolidinico possibilitam a
obtencao de derivados via diferentes reagdes quimicas, como por exemplo, reacdo de tionagéo
na carbonila 2, oxidagao do enxofre 23, reacao de condensacdo no C-5 24, alquilagdo ou base de
Mannich no nitrogénio 25.

Em continuidade as pesquisas de nosso grupo, as quais estdo relacionadas ao
desenvolvimento de novos agentes antitumorais e antivirais, nesta parte do trabalho
descrevemos a sintese de novos compostos B-carbolinicos e triptaminicos, contendo a unidade
4-tiazolidinona acoplada a esses esqueletos, com intuito de obter derivados mais ativos frente a

atividade antitumoral e antiviral e menos toxicos.

20 Balzarini, J.; Orzeszko-Krzsinska, B.; Maurin, J. K.; Orzeszko, A.;Synthesis and anti-HIV studies of 2- and 3-
adamantyl-substituted thiazolidin-4-ones, European Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, p. 303, 2009.

2t Gududuru, V.; Hurh, E.; Dalton, J. T.; Miller, D. D.; Synthesis and antiproliferative activity of 2-aryl-4-oxo-
thiazolidin-3-yl-amides for prostate cancer, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. v. 14, p. 5293, 2004.

22 Andrade, A. M.; Lima, W. T.; Rocha, M. P.; Lima, M. C.; Galdino, S. L.; Barbosa Filho, J. M.; Gées, A. J.; Pitta, .
R., Synthesis and structural study of substituted thioxothiazolidinones and thioxoimidazolidinones, Bollettino Chimico
Farmaceutico, v.141, p.428. 2002.

2 Johnson, M. R,; Fazio, M. J.; Ward, D. L.; Sousa, L. R.,Synthesis of .beta.-lactamas by the photochemical
extrusion of sulfur dioxide from 1,1-dioxo-4-thiazolidinones, The Journal of Organic Chemistry, v. 48 (4), p. 494, 1983

2 Singh, S. P.; Pamar, S. S.; Raman, K.; Stenberg, V. I.,Chemistry and biological activity of thiazolidinonesChemical
Reviews. v. 81(2), p. 175, 1981.

25 Hrib, N. J.; Jurcak, J. G.; Bregna, D. E.; Dun, RW.; Geyer, H. M. 3rd.; Hartman, H. B.; Roehr, J. E.; Rogers, K. IL.;
Rush, D. K.; Szczepanik, A. M.; 3[4-[1-(6-Fluorobenzeno[bjthiophen-3-yl)-4-piperazinyl] butyl]-2,5,5-trimethyl-4-
thiazolidinone: a new atypical antipsychotic agent for the treatment of schizophrenia, Journal of Medicinal Chemistry.
v. 35 (14), p. 2712, 1992.
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| 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 2.1. Compostos B-carbolinicos e suas atividades biolégicas

Devido a potencialidade terapéutica de alcaldides [-carbolinicos e tetraidro-f3-
carbolinicos varias pesquisas tém sido desenvolvidas para a obtencédo destes, seja pela sintese
ou pelo isolamento a partir de produtos naturais. O grande interesse pelo estudo desta classe de
compostos deve-se as propriedades farmacolégicas apresentadas pelos mesmos, tais como
antibacteriana 26, antisséptica 27, antiprotozoaria 28, alucindgena, sedativa, anti-inflamatoria 29,
antimicrobiana 26 27 antitrombotica 30, anti-Alzheimer 3'.32, além de atuarem como antivirais 33 8.

Além disso, esses alcaloides tém despertado grande interesse principalmente por
apresentarem potente atividade antitumoral 7-34.17.,

Os primeiros trabalhos relativos a atividade antitumoral desta classe de compostos foram
realizados com a norharmana (1) e harmina (2) (Figura | 3), alcaloides estes isolados da planta

% \Wu, S.; Fu, Y.; Yan, R.; Wu, Y.; Lei, X.; Ye, X.; Synthesis of neamine—carboline conjugates for RNA binding and
their antibacterial activities.Tetrahedron, v. 66, n. 19, p. 3433, 2010.

21 Nenaah, G. Antibacterial and antifungal activities of 8 -carboline alkaloids of Peganumharmala (L) seeds and their
combination effects.Fitoterapia, v. 81, n. 7, p. 779, 2010.

28 Tonin, L. T. D. Panice, M. R.; Nakamura, C. V.; Rocha, K. J. P.; Santos, A. O.; Ueda-Nakamura, T.; Costa, W. F.;;
Sarragiotto, M. H.; Antitrypanosomal and antileishmanial activities of novel N-alkyl-(1-phenylsubstituted- B-carboline)-
3-carboxamides, Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 64, n. 6, p. 386, 2010.

2 Martins, C. P. B.: Freeman, S.; Alder, J. F.; Passie, T.; Brandt, S. D.; Profiling psychoactive tryptamine-drug
synthesis by focusing on detection using mass spectrometry. Trends in Analytical Chemistry, v. 29, n. 4, p. 285,
2010.

% Lin, N.; Zhao, M.; Wang, C.; Peng, S., Synthesis and antithrombotic activity of carbolinecarboxyl RGD sequence.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 12, n. 4, p. 585, 2002.

3 Rook, Y.; Schmidtke, K.; Gaube, F.; Scherpmann, D.; Wiinsch, B.; Heilmann, J.; Winckler, T.,Bivalent beta-
carbolines as potential multitarget anti-Alzheimer agents, Journal of Medicinal Chemistry, v. 53, n. 9, p. 3611, 2010.

32 Wang, M.; Zheng, D. X.; Gao, M.; Hutchins, G. D.; Zheng, Q., Synthesis of carbon-11-labeled bivalent 3-carbolines
as new PET agents for imaging of cholinesterase in Alzheimer’s disease. Applied Radiation and Isotopes, v. 69, n. 4,
p. 678, 2011.

3 Wang, Y.; Tang, J.; Wang, R;; Yang, L.; Dong, Z.; Du, L.; Shen, X liu, J.; Zheng, Y.; et al. Flazinamide, a novel 3-
carboline compound with anti-HIV actions. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 355, n. 4, p.
1091, 2007.

¥ Mansoor, T. A.; Ramalho, R. M.; Mulhovo, S.; Rodrigues, C. M. P.; Ferreira, M. J. U.,Induction of apoptosis in
HuH-7 cancer cells by monoterpene and B-carbolines indole alkaloids isolated from the leaves of Tabernaemontana
elegans. Bioorganic & Medicinal Chemistryv 19, p. 4255, 2009.
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Peganum harmala (Zygophillaceae), e que exibiram propriedades mutagénicas e atividade

antitcancer, pela inibicdo da topoisomerase | 3536,

Figura | 3. Estruturas quimicas dos acaldides p-carbolinicos
norhamana (1) e harmina (2)

Pwe [

N N

N~ P >0 N~

H H
2
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A harmina (2) tem sido tradicionalmente usada em rituais e preparagdes medicinais no
Oriente Médio, Asia Central e Sul da América, e estd amplamente distribuida na natureza
podendo ser encontrado em diversas plantas, animais marinhos, insetos, mamiferos e em tecido
e fluidos corporais humanos.

Este alcaldide (2) apresenta uma gama de propriedades biolégica tais como
antimicrobiana, antiplasmadica, antifungica, antioxidante, antitumoral, antimutagénica, citotoxica

. 37-43
e alucinogena

% Cao, R.; Peng, W.; Wang, Z.; Xu, A.; B-Carboline Alkaloids: Biochemical and Pharmacological Functions Current
Medicinal Chemistry, v. 14, p. 479, 2007.

% Frison, G.; Favretto, D.; Zancanaro, F.; Fazzin, G.; Ferrara, D.; A case of -carboline alkaloid intoxication following
ingestion of Peganumharmala seed extract, Forensic Science Intemational, v. 179, n. 2-3, p. €37, 2008.

37 Egusa, H.; Doi, M.; Saeki, M.; Fukuyasu, S.; Akashi, Y.; Yokota, Y.; Yatani, H.; Kamisaki, Y.; The small molecule
harmine regulates NFATc1 and 1d2 expression in osteoclast progenitor cells. Bone, v. 49, n. 2, p. 264, 2011.

8 Réus, G. Z.; Stringari, R. B.; Goncalves, C. L.; Scaini, G.; Carvalho-Silva, M.; Jeremias, G. C.; Jeremias, G. C.;
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Compounds, Including Harmine, Inhibit DYRK1A and Tau Phosphorylation at Multiple Alzheimer’s Disease-Related
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Estudos de atividade bioldgica e mecanismos de agdo mostraram que [-carbolinas
apresentam agles inteiramente opostas as das benzodiazepinas ansioliticas e podem
potencializar as vias monoaminérgicas através da inibigdo de (MAO) A ou B 44 Nessa direg&o,
varios estudos foram realizados pela introducdo de diferentes substituintes no esqueleto B-
carbolinico, demonstrando que tais grupos influenciavam a atividade farmacologica. Assim, 0s
trabalhos posteriores foram direcionados para a sintese e avaliagdo da atividade de derivados
contendo substituintes no anel B-carbolinico (3), envolvendo as posi¢des C-1, N-2, C-3 e N-9
Figura | 4 Nesta revisdo abordaremos alguns trabalhos com o intuito de mostrar os principais

grupos utilizados como substituintes.

Figura | 4. Anel B-carbolinico (3) numerado com as principais posi¢oes
S 4
7 9 ~N2
9
o 8a N a f
H
3)

Algumas B-carbolinas com diferentes substituintes foram sintetizadas por Cao e col 45: 46
e avaliadas quanto as suas atividades antitumorais e citotoxicas in vitro. Os compostos (4), (5) e
(6), tendo o grupo benzila como substituinte nas posi¢des-2 e -9 foram os mais potentes com
valores de ICso, cuja definigdo se baseia na concentragdo necessaria para inibir o crescimento
celular em 50%, menores que 50 uM frente as células tumorais humanas testadas. O composto
(7) contendo um grupo metila na posi¢do-1, o grupo etoxicarbonila na posigéo-3 e um grupo
pentafluorobenzila na posigéo-9 foi 0 mais ativo com uma alta atividade citotdxica com valor de

ICs0 = 4uM contra as células de carcinoma gastrico.

43 Zaker, F.; Oody, A.; Arjmand, A.; A study on the antitumoral and differentiation effects of peganumharmala
derivatives in combination with ATRA on leukaemic cells. Archives of Pharmacal Researchv. 30 (7) p. 844, 2007.

4 Farzin, D.: Haghparast, A.; Motaman, S.; Baryari, F.; Mansouri, N.; Effects of harmane and other 3-carbolines on
apomorphine induced licking behavior in rat, Pharmacology Biochemistry and Behavior, (98) 2, p. 215, 2011.

4 Cao, R.; Peng, W.; Chen, H.; Hou, X;; Guan, H.; Chen, Q.; Ma, Y.; Xu, A.,Synthesis and in vitro cytotoxic
evaluation of 1,3-bisubstituted and 1,3,9-trisubstituted beta-carboline derivatives, European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 40, n. 3, p. 249, 2005.

4 Cao, R.; Chen, H.; Peng, W.; Ma, Y.; Hiu, X.; Guan, H.; Liu, X.; Xu, A.; Design, synthesis and in vitro and in vivo
antitumor activities of novel beta-carboline derivatives, European Journal of Medicinal Chemistry, v. 40, n. 10, p. 991,
2005.
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Ma e col 47 testaram a atividade citotdxica in vitro de B-carbolinas contra células tumorais
humanas. Os compostos (8) e (9) exibiram significante atividade citotoxica para células de
carcinoma renal com valores de ICso de 1,7 e 4,0 uM, respectivamente. O composto (8)
apresentou valor de ICsp de 8,2 uM para a célula de melanoma. Esses compostos mostraram
potente atividade em relagao ao controle, a cisplatina (ICso = 4,9 uM para carcinoma renal e 9,4
MM para melanoma).

O R
N N)\[(O\/
| & H
N _N 0]
I\?g Br

8 CH,CH,SHCH5(CHs), n-CsHe

R R9

9 CH(CHj3), (CH)3Ph

A sintese de compostos com grupos carboxamida ou amina, na posi¢ao-1, e estudos de
relacdo estrutura-atividade sugeriram que o grupo amina nessa posi¢ao e o grupo alquilaril na
posicdo-9 potencializam o efeito citotoxico, destacando-se o potencial antiproliferativo do
composto 10e com ICso = 2,2 uM (células renais-769-P), I1Cso = 2,9 uM (células de prdstata-

47Ma, C.; Cao, R,; Shi, B.; Li, S.; Chen, Z.; Yi, W.; Peng, W.; Ren, Z,; Song, H.,Synthesis and cytotoxic evaluation of
N2-benzylated quaternary beta-carboline amino acid ester conjugates. European Journal of Medicinal Chemistry, v.
45, n. 4, p. 1515, 2010.

11
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22Rv-1) e para células de cancer hepatico (HepG2) com ICso = 4,0 uM, valores comparaveis aos
da cisplatina (droga de referéncia)*.

10a R4=NH(CH>),NH, Rg=n-C4Ho
« 10b Ry=NH(CH,);NH, Rg=CH,CcHy(p-F)
| N 10c R1=NH(CH2)2NH2 R9=CH2C(3F5
N = 10d R1=NH(CH2)2NH2 R9=(CH2)3C(3H5
Re R, 10e Ry=NH(CH3);NH; Rg=(CH3)3CsHs
10f R4=NH(CH,)sNH; Rg=(CH>)3CgH5

Trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que derivados [3-
carbolinicos contendo um grupo fenil-substituido na posi¢cdo-1 e heterociclos como 1, 3,4-
oxadiazol (11) e 1, 2,4-triazol (12) na posi¢ao-3 apresentaram atividade antitumoral significativa’.

Em trabalhos recentes 4% 50 demonstramos que compostos B-carbolinicos contendo o
grupo carboidrazida (13), e aqueles com o grupo 2-tioxo-1, 3,4-oxadiazol (14-16), na posicéo-3,
apresentaram excelente atividade com valores de ICso menores que 10 uM para a maioria das
células tumorais testadas. O derivado 13 foi 0 mais ativo da série, com valor de ICso = 0,04 uM

para as células tumorais de rim. Esse derivado também foi avaliado quanto a atividade

48 Ma, C.; Cao, R,; Shi, B.; Zhou, X; Ma, Q.; Sun, J.; Guo, L,; Yi, W.; Chen, Z.; Song, H.,Synthesis and cytotoxic
evaluation of 1-carboxamide and 1-amino side chain substituted [-carbolines, European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 45, n. 11, p. 5513, 2010.

49 Barbosa, V. A.; Formagio, A. S. N.; Savariz, F. C.; Foglio, M. A.; Spindola, H. M.; Carvalho, J. E.; Meyer, E.;
Sarragiotto, M. H., Synthesis and antitumor activity of B-carboline 3-(substituted-carbohydrazide) derivatives.
Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 19, n. 21, p. 6400, 2011

% Savariz, F. C.; Foglio, M. A.; Carvalho, J. E.; Ruiz, A. L. T. G.; Duarte, M. C. T.; Rosa, M. F.; Meyer, E.;

Sarragiotto, M. H., Synthesis and evaluation of new B-carboline-3-(4-benzylidene)-4H-oxazol-5-one derivatives as
antitumor agents, Molecules, v. 17, n. 5, p. 6100, 2012.
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antineoplasica in vivo, no ensaio de carcinoma sélido de Erlich, mostrando uma inibigdo no
crescimento desse tumor. O derivado 16 foi 0 mais ativo com valor de ICsp de 0,48 uM para a

célula tumoral de glioma.

\ NO,
™ e 0
N-N N-N
o \Q N-N | >=o | =0
N= | >=o Xy o X0
NN N0 \ |
| § H | NN NN
NTY NN H H
e e 9 g
NO,
o) o
0.__0O - -
13 14 15 16

Com relagdo a atividade antiviral, alguns estudos mostraram que compostos [-
carbolinicos apresentam atividade anti-HIV (Human immunodeficiency virus) e que 0s mesmos
podem interagir com os &cidos nucléicos virais, que sdo essenciais para a replicagdo do virus.
Isto foi demonstrado a partir da sintese e avaliagdo da atividade biologica de derivados [3-
carbolinicos contendo o grupo guanidinico na posicao-3 (17a-f), os quais apresentaram potente
atividade anti-HIV 51,

S NH
N N(/\,%NJ\NHz
| H "H
NN
H R

17aR=Hn=2 17cR=Hn=3 17eR=Hn=6
17bR=Men=2 17dR=Men=3 17fR=Men=6

Devido & atividade anti-HIV apresentada pela harmina (2), varios derivados com
diferentes substituintes nas posicoes -1, -3, -6, -7 e -9 foram preparados e avaliados. Neste
estudo, alguns compostos apresentaram atividade anti-HIV, sendo a N-butil-harmina (18) o mais
potente com concentragéo efetiva, (ECso), capaz de proteger 50% das células contra a infecgao

do virus na concentragéo de 0,037uM 52,

51Yu, X; Lin, W,; Li, J;; Yang, M., Synthesis and biological evaluation of novel S-carboline derivatives as Tat — TAR
interaction inhibitors.Bioorganic& Medicinal Chemistry Letters, v. 14, p. 3127, 2004.

52 |shida, J.; Wang, H.; Oyama, M.; Cosentino, M. L.; Hu, C.; Lee, K., Anti-AIDS agents. 46." Anti-HIV Activity of

Harman, an anti-HIV Principle from Symplocos setchuensis, and Its Derivatives, Journal of Natural Products, 64(7)
p. 958, 2001.
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18

O composto flazina (19) isolado de Suillus granulatus apresentou boa atividade anti-HIV
e a modificagdo estrutural desse composto forneceu o derivado flazinamida (20). A converséo do
grupo carboxila na posi¢do-3 de flazina pelo grupo formamida melhorou a atividade antiviral,
inibindo a replicagéo de HIV-1 e HIV-23,

19 R=0H

20 R = NH,
As eudistominas constituem uma classe de compostos com significante atividade
antiviral. A eudistomina K (21a) apresentou uma potente atividade antiviral contra Herpes
simplex (HSV-1). Os derivados 21b e 21¢ também foram ativos contra o virus da estomatite

vesicular 3.

21a 21b 21c

Uma série de B-carbolinas foi sintetizada e avaliada para atividade anti-HIV humano. O
derivado 1-formil-3-carbometoxi-B-carbolina (22) mostrou inibicdo do virus de imunodeficiéncia

humana com ICsp = 2,9 uM 54,

83 Maarseveen, J. H.; Scheeren, H. W.; De Clercq, E.; Balzarini, J.; Kruse, C. G., EAntiviral and Tumor Cell
Antiproliferative SAR Studies on Tetracyclic Eudistomins-II. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 5, n. 5, p. 955,
1997.

5 Brahmbhatt, K. G.; Ahmed, N.; Sabde, S.; Mitra, D.; Singh, I. P.; Bhutani, K. K.,Synthesis and evaluation of f3-

carboline derivatives as inhibitors of human immunodeficiency virus, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 20,
n. 15, p. 4416, 2010.
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1 2.2. Compostos triptaminicos

Alcaloides triptaminicos e seus derivados estdo presentes em numerosos compostos
naturais e sintéticos, muitos dos quais exibem importante atividade farmacolégica. Triptaminas e
seus derivados sdo conhecidos principalmente pelas suas propriedades psicoativas. A N,N-
dimetil-triptamina (DMT) (23) € um composto tipicamente psicoativo (agonista serotoninérgico)
derivado da friptamina que existe em varias espécies de plantas. Existem compostos
estruturalmente relacionados, como 5-MeO-DMT (24), bufotenina (25), psilocibina (26) e
psilocina (27), os quais também s&o produtos naturais e que possuem propriedades
psicoativas's: 19,

(‘)H

o)
P2
| | | ;99 | oH |
| NG O NS Ho N ‘ NH_ | N
[T D I
N N N N
1 I N 1 I
H H H

23 24 25 26 27

T
T

Ayahuasca é uma bebida preparada a partir de uma mistura de duas plantas da regido
amazdnica, ambas as espécies vegetais contém alcaldides de nucleo harmano (da
Banisteriopsis caapi) e o nucleo triptaminico DMT (da Psychotria viridis) 9. Esta combinagéo é
importante porque a DMT presente na Ayahuasca € metabolizada rapidamente no organismo
pela monoamina oxidase (MAOQ) e, por isso, néo é psicoativa quando usada oralmente a menos
que combinada com algum inibidor da MAO8, como os alcaloides harmina e harmalina, que

contem o nucleo triptamina.

% Riba, J.; Rodriguez-Fornells, A.; Urbano, G.; Morte, A.; Antonijoan, R.; Montero, M.; Callaway, J. C.; Barbanoj, M.
J.,Subjective effects and tolerability of the South American psychoactive beverage Ayahuasca in healthy
volunteers.Psychopharmacology, 154, p. 85, 2001
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A 5-MeO-DIPT (28) também produz efeitos farmacoldgicos semelhantes aos da DMT,
porém é um alucinégeno por via oral 36
Dados recentes indicaram que o Serdemetran (29), um derivado triptaminico, pode ser
usado como radissensibilizador no tratamento com radioterapia. No caso de neoplasia, por
exemplo, esses agentes quimicos aumentam a sensibilidade das células hipdxicas (baixo teor de
oxigenagdo) a radiacdo 57. Derivados de bases de Schiff e seus complexos de niquel e cobre,
obtidos a partir da reagdo de condensagao da triptamina com 5-clorosalisaldeido apresentaram
atividade anti-ulcerogénica (30) 8.
HO
| Y : | Bl
o) N O N A N O N al
T Y Cy e, O O
N N N
| H |
H H

28 29 30
Compostos conhecidos como ‘Triptans’ (31 — 38) Quadro 2 s&o recomendados para o

I—=

tratamento em pacientes com ataques de moderada a severas enxaquecas € em pacientes de

leves a moderadas dores de cabegca que ndo séo controladas adequadamente por outros

agentes 7%

% Meatherall, R.; Sharma, P., Foxy, a Designer Tryptamine Hallucinogen, Journal of Analytical Toxicology. v. 27, p.
313, 2003.

57 Chargari, C.; Leteur, C.; Angevin, E.; Bashir, T.; Schoentjes, B.; Arts, J.; Janicot, M.; Bourhis, J.; Deustsch, E.;
Preclinical assessment of JNJ-26854165 ( Serdemetan’), a novel tryptamine compound with radiosensitizing activity
in vitro and in tumor xenograft,Cancer Letters, v. 312, n. 2, p. 209, 2011.

8 Mustafa, I. M.; Hapipah, M. A.; Abdulla, M. A.; Ward, T. R., Synthesis , structural characterization , and anti-
ulcerogenic activity of schiff base ligands derived from tryptamine and 5-chloro , 5-nitro , 3, 5-ditertiarybutyl
salicylaldehyde and their nickel (Il ), copper (Il ), and zinc ( Il ) complexes,Polyhedron, v. 28, n. 18, p. 3993, 2009

% Terrazzino, S.; Viana, M.; Flroriddia, E.; Monaco, F.; Mittino, D.; Sances, G.; Tassorelli, C.; Nappi, G.; Rinaldi, M.,
The serotonin transporter gene polymorphism STin2 VNTR confers an increased risk of inconsistent response to
triptans in migraine patients, European Journal of Pharmacology, v. 641, n. 2-3, p. 82, 2010.

6 Mufioz-Islas, E.; Lozano-Cuenca, J.; Gonzélez-Hernandez, A.; Ramirez-Rosas, M. B.; Sanchez-Lépez, A.;
Centurion, D.; MaassenVanDenBrink, A.; Villalon, C. M.; Spinal sumatriptan inhibits capsaicin-induced canine
external carotid vasodilatation via 5-HT1B rather than 5-HT1D receptors, European Journal of Pharmacology, 615, p.
133, 2009.

61 Williamson, D. J.; Shepheard, S. L.; Hill, R. G.; Hargreaves, R. J.; The novel anti-migraine agent rizatriptan inhibits
neurogenic dural vasodilation and extravasation, European Journal of Pharmacology 328, p. 61, 1997.

62 Vries, P. D.; Villalon, C. M.; Saxena, P. R.; Pharmacological aspects of experimental headache models in relation
to acute antimigraine therapy, European Journal of Pharmacology 375, p. 61, 1999.
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Quadro I 2. Estruturas quimicas dos compostos conhecidos como ‘Triptans’

- |
Ho | [ O\\S 0 N O\\S 0 N
B AW AR owhtEk| | oy
Ji] /
[e] N \=N N l‘\l [;j
) ) ! :
(31) Sumatriptan (32) Rizatriptan (33) Naratriptan (34) Eletriptan
0 0 [ 0 | H |
WA H H
.S N NH N_ N_= N
N ~ HoN ~Ng? N : ~
ot whooot Areoro, Ao
: : ,N ™ Ty
H H o ~N |-/1
(35) Almotriptan (36) Frovatriptan (37)Avitriptan ‘ (38) Zolmitriptan

Uma série de derivados triptaminicos foi sintetizada e avaliada frente ao virus da
hepatite B (HBV). Os compostos (39) e (40) apresentaram uma potente atividade antiviral com
valor de ICs0 = 0,4 e < 1,0 uM, respectivamente e baixa citotoxicidade (CCso = 40,6 e > 25,0 uM,

respectivamente) 8.

pd

N HO N
©j/\/ \/ﬁ/ W/\

39 40

T —

| 2.3. Tiazolidinonas: atividade biolégica e métodos de preparagao

Em um levantamento bibliografico verificou-se que derivados tiazolidinicos tém sido
usados extensivamente no desenvolvimento de novos farmacos 65, 66, Relatos indicaram que
compostos contendo o nucleo tiazolidinona (41), possuem uma gama de atividades
farmacoldgicas.

8 Bhalla, P.; Sharma, H. S.; Sharma, T.; Pauwels, P. J.; Saxena, P. R.; Molecular cloning and expression of the
porcine trigeminal ganglion cDNA encoding a 5-ht1F receptor, European Journal of Pharmacology 436, p. 23, 2002.

6 Qu, S.; Wang, G.; Duan, W,; Yao, S.; Zuo, J.; Tan, C.; Zhu, D.,Tryptamine derivatives as novel non-nucleosidic
inhibitors against hepatitis B virusBioorganic& Medicinal Chemistry, v. 19, n. 10, p. 3120-3127, 2011.

85 According to a November 2004 SciFinder (http://www. cas.org/SCIFINDER/) search.

6 Pulici, M.; Quartieri, F.; Traceless solid-phase synthesis of 2-amino-5-alkylidene-thiazol-4-ones, Tetrahedron
Letters 46, p. 2387, 2005.
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41 Anel 4-Tiazolidinona

Dentre as quais estdo atividade anti-inflamatoria - 68, antimicrobiana 69, anticonvulsante
70, antiturbeculose ™, anti-HIV 20. 72 ¢ antitumoral 21.

Compostos contendo grupos fenila substituidos por halogénios (cloro ou flior) ligados ao
grupo 4-tiazolidinona (42) mostraram uma potente inibicdo da enzima transcriptase reversa do
virus da imunodeficiéncia humana tipo (RT-HV-1) 73. 74,

67 Kumar, A.; Rajput, C. S.; Synthesis and anti-inflammatory activity of newer quinazolin-4-one derivatives, European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, n. 1, p. 83, 2009.

®Kumar, A.; Rajput, C. S, Bhat, S. K, Synthesis of 3-[4-(p-chlorophenyl)-thiazol-2"-yl]-2-
[(substitutedazetidinone/thiazolidinone)-aminomethyl]-6-bromoquinazolin-4-ones  as  anti-inflammatory  agent,
Bioorganic Medicinal Chemistry.v.15, p. 3089, 2007.

8 Vicini, P.; Geronikaki, A.; Incerti, M.; Zani, F.; Dearden, J.; Hewitt, M.; 2-Heteroarylimino-5-benzylidene-4-
thiazolidinones analogues of 2-thiazolylimino-5-benzylidene-4-thiazolidinones with antimicrobial activity : Synthesis
and structure - activity relationship, Bioorganic Medicinal Chemistry, v. 16, p. 3714, 2008.

0 Archana, V. K.; Srivastava, Kumar, A.,Synthesis of newer thiadiazolyl and thiazolidinonyl quinazolin-4(3H) - ones
as potential anticonvulsant agents, European Journal Medicinal Chemistry. v. 37, p. 873, 2002.

7 Babaoglu, K.; Page, M. A.; Jones, V. C.; McNeil, M. R.; Dong, C.; Naismith, J. H.; Lee, R. E.; Novel Inhibitors of an
Emerging Target in Mycobacterium tuberculosis; Substituted Thiazolidinones as Inhibitors of dTDP-rhamnose
Synthesis, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 13, p. 3227, 2003.

2 Rawal, R. K,; Tripathi, R.; Katti, S. B.; Pannecouque, C.; De Clercq, E., Design and synthesis of 2-(2,6-
dibromophenyl)-3-heteroaryl-1,3-thiazolidin-4-ones as anti-HIV agents3-thiazolidin-4-ones as anti-HIV agents.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 43, n. 12, p. 2800, 2008.

73 Barreca, M. L.; Chimirri, A.; De Luca, L.; Monforte, A.; Monforte, P.; Rao, A.; Zappala, M.; Balzarini, J.; De Clercq,
E.; Pannecouque, C.; Witvrouw, M., Discovery of 2,3-Diaryl-1,3-thiazolidin-4-ones as Potent Anti-HIV-1 Agents,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 11, p. 1793, 2001.

7 Barreca, M. L.; Chimirri, A.; De Clercq, E.; De Luca, L.; Monforte, A.; Monforte, P.; Rao, A.; Zappala, M., Anti-HIV
agents : design and discovery of new potent RT inhibitors, IL Farmaco, v. 58, p. 259, 2003.
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R R

(42) R=R'=F ou Cl
Estudos com esta classe de compostos mostraram que o derivado (43) apresentou uma
boa atividade antitumoral 75, principalmente para a linhagem de célula de cancer de colo, com

um ICso de 1,73 uM, e os derivados (44 - 46) mostraram importante atividade frente a diversas

linhagens de células de cancer de préstata 2.

;N o)
SO,N= ?O,
N /©/ ST s N\ﬁLN'H
R

44 R = C10H21
O 45 R = C14H29
43 Cl 46 R = C18H37

Gududuru e colaboradores 2!, em trabalhos recentes sintetizaram e avaliaram uma série
de tiazolidinonas e seus derivados em cinco tipos de células de cancer de préstata humana. Os
compostos sintetizados (47), (48) e (49) inibiram o crescimento de todas as células avaliadas.

0]

e e o
IniP O;S/_{\l P O;\S/_{l P

C1gH37 o C1gH37

47 48 49

5 Rostom, S. A. F. Synthesis and in vitro antitumor evaluation of some indeno [ 1,2-c ] - pyrazo( in)es substituted
with sulfonamide, sulfonylurea(-thiourea) pharmacophores, and some derived thiazole ring systems ,Bioorganic &
Medicianl Chemistry v. 14, p. 6475, 2006.
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A introdugéo de grupamentos adequados em posigdes apropriadas no anel tiazolidinona
tem apresentado grande potencial para obten¢do de novos compostos antitumorais e com uma
citotoxicidade relativamente baixa, como é o caso dos derivados 5-(4-metil-benzilideno)-
tiazolidin-2,4-dionas que foram ativos frente a todas as linhagens de células tumorais de
carcinoma avaliadas 7.

Numerosas rotas sintéticas tém sido desenvolvidas para obter este nucleo heterociclico
e seus derivados, por ser uma classe importante de compostos na quimica orgénica medicinal.
4-tiazolidinonas representam uma classe de grande interesse cientifico devido as suas
propriedades quimicas e atividades bioldgicas 7.

O anel 4-tiazolidinona possui varios sitios de substituicdo, o que leva a um grande
numero de analogos estruturais. Em geral esse nucleo € produzido com bons rendimentos
através de reagdes de ciclizagdo envolvendo &cido a-aceto halogenados como descrito por
Brown 78 e Singh 24,

As reagdes de tiouréias substituidas com acidos a-haloaceéticos, ou derivados destes,
produzem 2-imino-4-tiazolidinonas e reagGes com tiouréias assimétricas (1,3 dissubstituidas,

onde R é diferente de R2) podem formar dois regioisémeros 79, conforme Esquema | 1.

0] @]
i o EtsN //( /J{
_—
RTHN” “NHR2 * XJKOR CHCI, ta. g N=RT ., S NR?
L . " NR?2 NR'
Tiouréias acidos o—haloacéticos ou
ésteres halogenados 33% 67%
R' = arila ou heteroarila X=BrouCl
R? = alquila R =H, CHz ou C,Hs

Esquema | 1. Formagao dos regioisdomeros de 4-tiazolidinona

6 Chandrappa, S.; Prasad, S. B. B.; Vinaya, K.; Kumar, C. S. A.; Thimmegowda, N. R.; Rangappa, K. S.; Synthesis
and in vitro antiproliferative activity against human cancer cell lines of novel 5-(4-methyl-benzylidene)-thiazolidine-
2,4-diones, Invest New Drugs p. 437, 2008.

7 Kiiglikglizel, G.; Kocatepe, A.; De Clercq, E.; Sahin, F.; Glillice, M., Synthesis and biological activity of 4-
thiazolidinones, thiosemicarbazides derived from diflunisalhydrazide, European Journal of Medicinal Chemistry. v. 41,
p. 353, 2006

8 Brown, F. C.,4-Thiazolidinones,Chemical Reviews, v. 61(5), p. 463, 1961

7 QOttana, R.; Maccari, R.; Barreca, M. L.; Bruno, G.; Rotondo, A.; Rossi, A.; Chiricosta, G.; Di Paola, R.; Sautebin,

L.; Cuzzocrea, S.; Vigorita, G.,5-Arylidene-2-imino-4-thiazolidinones: Design and synthesis of novel anti-inflammatory
agents, Bioorganic& Medicinal Chemistry. v. 13, p. 4243, 2005.
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No entanto a proporgéo dos regioisdmeros formados depende do solvente utilizado e do
tempo de reacao. Utilizando o cloroférmio como solvente a temperatura ambiente, observou-se a
formagao na propor¢do de 1:2 dos regioisdmeros (Esquema | 1), j& em meio metandlico sob
refluxo, obteve-se somente um regioisbmero aquele indicado no Esquema | 1 de menor
quantidade. A explicagdo para esse fato baseia-se na existéncia de um rearranjo intramolecular
0 qual converte um regeoisémero no outro 79,

Trabalhos desenvolvidos por Kigiikgizel e colaboradores 77. 80, apresentaram
metodologia semelhante para obtengdo de 2-imino-4-tiazolidinonas a partir de reagbes
envolvendo aciltiossemicarbazidas e a-bromoacetato de etila, conforme Esquema | 2.

Contudo, com o emprego de aciltiossemicarbazidas substituidas com grupos volumosos
em NH (R?), como por exemplo, os grupos fenila e p-metdxi-fenila, foram obtidos 1,3,4-
oxadiazdis ao invés dos derivados 4-tiazolidinonas esperados Esquema | 2.

2 S\A
RH]/ NH-NH% BrCH,CO,C,H5 ©
0 NHR?  AcONa/ EtOH

2-imino-4-tiazolidinona

b)
aciltiossemicarbazidas R

N’N
% D—NHR?
0]
! 1,3,4-oxadiazo6is

\ < >
1=
v N;_@O/ a) R? = CH3 ou CH2CH2CH3 ou CHch:CHz

o b) R2 = C6H5 ou C6H4_CH3 ou C6H4_OCH3

Esquema | 2. Rota sintética para a obtengéo de 4-tiazolidinonas e 1,3,4-oxadiazois

Kavitha e colaboradores 8 demonstraram que reagdes de acido a-mercaptoacético com
aminas primarias e aldeidos ou cetonas podem ser realizadas quando assistidas por
microondas. Um estudo comparativo mostrou que, além de se obter um maior rendimento dos

compostos, as reagdes em microondas ocorrem em intervalo de tempo muito menor do que

80 Kiiglkgiizel, S. G.; Orug, E. E.; Rollas, S.; Sahin, F.; Ozbek, A.,Synthesis, characterization and biological activity
of novel 4-thiazolidinones, 1,3 4-oxadiazoles and some related compounds European Journal of Medicinal
Chemistry. v. 37, p. 197, 2002.

81 Kavitha, C. V.; Basappa, S.; Swamy, N.; Mantelingu, K.; Doreswamy, S.; Sridhar, M. A.; Prasad, J. S.; Rangappa,

K. S.,Synthesis of new bioactive venlafaxine analogs : Novel thiazolidin-4-ones as antimicrobials, Bioorganic &
Medicinal Chemistry v. 14, p. 2290, 2006.
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quando empregada metodologia convencional. Além disto, a utilizagdo minima de sovente
contribui com a quimica verde.

Outro método de preparagéo de 4-tiazolidinonas € através da reacdo de compostos que
apresentam a fungao tioamida, como as tiossemicarbazonas, com compostos carbonilados a, 3-
insaturados, como acetilenodicarboxilato de dimetila (DMAD) 8 ou anidrido maléico & (Esquema
13).

T CHC /OM
+ HCly NH
temp. ambiente \ O
(O] H

R=Et, NMe, NHCgH3Cl, NHCgH,OMe, 1-piperidinil ou 4-morfolinil

0
N.
r/ N NHR (O] /N:<
Ar H tolueno /IDMF /:N S
Dean-Stark Ar
refluxo HO™ ~o

R = alquila ou arila

Esquema | 3. Métodos de obtengao de 4-tiazolidinona

8 Berseneva, V. S.; Tkachev, A. V.; Morzherin, Y. Y.; Dehaen, W.; Luyten, |.; Toppet, S.; Bakulev, V. A.; Synthesis of
novel thiazolidin-4-ones by reaction of malonthioamide derivatives with dimethyl acetylenedicarboxylate, Journal of
the Chemical Society Perkin Transactions 1.p.2133, 1998.

8 Tenorio, R. P.; Carvalho, C. S.; Pessanha, C. S.; Lima, J. G.; Faria, A. R.; Alves, A. J.; Melo, E. J. T.; Gées, A. J.

S.; Synthesis of thiosemicarbazone and 4-thiazolidinone derivatives and their in vitro anti-Toxoplasma gondii activity,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters . v. 15, p. 2575, 2005.
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Além dos diversos métodos empregados para a sintese do anel 4-tiazolidinona, ha
diversas reacdes envolvendo os sitios ativos desse nucleo. As reagdes quimiosseletivas
possiveis podem ocorrer: a) nas posigcdes-1 (enxofre) em reagbes de oxidagdo 2 8; b) na
posi¢do-3 (nitrogénio) em reagdes de N-alquilagdo e em reagbes de Mannich 25 85 24: ¢) na
posi¢do-4 (carbonila) em reagbes de tionagdo via reagente de Lawesson 22 86. 87, 8 ¢ d) na
posicao-5 (carbono metilénico) em reagdes de condensagdo com aldeidos, cetonas ou com sais

de diazonio 24:89,% o Quadro | 3 mostra alguns exemplos dessas reagdes.

& Fuchigami, T.; Narizuka, S.; Konno, A., Electrolytic partial fluorination of organic compounds. 4. Regioselective
anodic monofiuorination of 4-thiazolidinones and its application to the synthesis of monofiuoro .beta.-lactams, The
Journal of Organic Chemistry, v. 57 (14), p. 3755, 1992.

8 Graciet, J. C.; Niddam, V.; Gamberoni, M.; Trabaud, C.; Dessolin, J.; Medou, M.; Mourier, N.; Zoulim, F.; Borel, C.;
Hantz, O.; Camplo, M.; Chermann, J. C.; Kraus, J. L.,. Modelisation, synthesis and antiviral evaluation of new 2,3-
dissubstituted thiazolidinone nucleoside analogues, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. v. 6 n. 15 p. 1775,
1996

8 Clausen, K.; Thorsen, M.; Lawesson, S. O.,Synthesis of N-Benzyloxycarbonylendo-Thiodipeptide Esters
Tetrahedron v. 37, p.3635, 1981

87 Cava, M. P.; Levinson, M. I, Thionation Reations of Lawesson’s Reagents, Tetrahedron, v. 41, p. 5061, 1985

8 Souza, M. V. N; Ferreira, S. B.; Mendonga, J. S.; Costa, M.; Rebello, F. R., Métodos de ObtenGéo e AplicaGao
sintética de Tiazéis, uma Importante Classe de Compostos Heterociclicos, Quimica Nova v. 28, p. 77, 2005

8 Subba Rao, Y. V. Choudary, B. M., Knoevenagel Condensation Catalysed by New
Montmorillonitesilylpropylethylenediamine, Synthetic Communications, v.21, p.1163, 1991

% Vicini, P.; Geronikaki, A.; Anastasia, K.; Incerti, M.; Zani, F., Synthesis and antimicrobial activity of novel 2-
thiazolylimino-5-arylidene-4-thiazolidinones, Bioorganic Medicinal Chemistry v. 14, p.3859, 2006

23



Tese de Doutorado

Quadro | 3. Exemplos de reagdes que ocorrem no anel 4-tiazolidinona

a) Reacgao de oxidagao
0
S0
A3

O N" ou MCPBA/ CHCls O N

s KMnO4/ AcOH

b) Reacéo de N-alquilagdo e de Mannich

S
I 1. ROH /DMF OI)

H 2. BrCH,CH,Br N
25°C H
Br
RNH
S 2 HCHO S S
LD JHero o LD A3
O™"N ou N O
H MeOH P
RNH RHN RN

R = alquil ou aril

¢) Reacao de tionagéo

S reagente de Lawesson
A3 I 3

O™™N

H dioxano anidro
refluxo
d) Reacao de condensagao Ar
s CH3;CO,Na N\ S
3 + arcHo CHCOMH - L D
O™ ™N H

ou piperidina/EtOH
refluxo
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I 3. OBJETIVOS

13.1. Geral

Realizar estudos de relacdo estrutura/atividade de compostos triptaminicos e f-
carbolinicos, contendo o nucleo 4-tiazolidinona acoplado a essas estruturas frente as atividades

antitumoral e antiviral.

| 3.2. Especificos

Preparagao e caracterizagéo de:

v" Uma série de derivados N3-(2-aril-4-tiazolidinona)-triptaminicos

v' Uma série de derivados [-carbolinicos-1-fenilssubstituidos-3-(carbonilidrazono-4-
tiazolidinona)

v" Uma série de derivados f-carbolinicos-1-aril-3-carbonilidrazono contendo um grupo etila
na unidade 4-tiazolidinona

v' Uma série de derivados B-carbolinicos-1-aril-3-carbonilidrazono contendo um grupo
fenila na unidade 4-tiazolidinona

v Uma série de derivados B-carbolinicos-1-fenil-subssubstituidos-3-carbonilidrazono
contento o grupo acetoacetoxi de etila no anel 4-tiazolidinona

v" Uma série de B-carbolinico-1-fenil-3[amido-N3-(2-arilssubstituido)-4-tiazolidinona]

Avaliacéo dos ensaios bioldgicos in vitro
v" Frente a atividade antitumoral de dez linhagens de células tumorais humanas e duas
células normais

v" Frente a atividade antiviral do virus Herpes simplex tipo 1.
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| 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1 4.1. Preparagéo e caracterizagao dos compostos

14.1.1. Sintese e caracterizagao dos derivados N3-(2-aril-4-tiazolidinona)-triptaminicos (51
a-h)

Reacdes envolvendo acido a-mercaptoacético com aminas primarias e/ou secundarias e
aldeidos, para a sintese do nucleo tiazolidinona, sdo denominadas reagdes de condensagado de
trés componentes “one pot”. Recentemente, Kavitha e colaboradores 8! demonstraram que esse
tipo de reacdo pode ser otimizado através do uso de microondas. Estudos comparando os
procedimentos indicam uma gama de vantagens para o emprego de microondas. Essa é uma
forma eficaz de conduzir reagfes organicas, uma vez que a energia é transferida diretamente
para os reagentes e\ou solventes, ndo havendo contato fisico com a fonte de aquecimento,
possibilitando a melhoria nos rendimentos, maior seletividade e menor decomposi¢ao térmico,
além da reducdo do tempo reacional, utilizagdo de uma quantidade menor de solventes
organicos ou, até mesmo, a realizagao de reagdes sem solventes.

Para a preparagdo das N3-(2-arillssubistituido-4'-tiazolidinona)-triptaminas (51 a-h)
utilizou-se a triptamina (50) como material de partida e foram empregadas duas metodologias ( A
elou B) conforme Esquema | 4.

5 3 2 5 a 3 '\! 81'
i: : H AouB 6 R
N + S\)J\ »

o g NO, Cl R
oo (Ol oo 1) 94 v
6 5

Metodologia A: DCC, THF, temperatura ambiente 24h
Metodologia B: DMF, microondas (60% da Poténcia, 3min)

Esquema | 4. Rota Sintética para obteng&o dos derivados N3-(2-aril-4-tiazolidinona)-triptaminicos
(51 a-h)
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Na Metodologia A utilizou-se dicicloexilcarbodiimida (DCC), acido mercaptoacético,
diferentes aldeidos aromaticos e THF como solvente. O mecanismo de ciclizagdo, empregando-
se essa metodologia, envolve a ativagdo do acido mercaptoacético pelo DCC para produzir o-
aciliureia, a qual reage com aminas para fornecer a amida desejada e a DCU como subproduto.
Uma proposta mecanistica esta ilustrada no Esquema | 5 1.

1. Formacgao da imina in situ

NH, o Ny R
| - |
N + R)]\H N
H H

2. Ativacao do acido mercaptoacético com DCC Q
HS/\(OH N=C=N ON
. =c- — WYY
0o O HN

3. Reacao entre a imina e o acido mercaptoacético ativado

N\R Q

Co O T O T o

Triptaminas-4-tiazolidinona DCU

Esquema | 5. Mecanismo proposto para obtengao dos derivados 51 (a-h) com emprego de DCC via
metodologia A

Na metodologia B, utilizou-se acido mercaptoacético, diferentes aldeidos aromaticos em
DMF e um forno de microondas doméstico foi empregado para a sintese dos derivados
desejados.

Ambas as metodologias empregadas forneceram os produtos (51 a-h) em rendimentos
similares (na faixa de 61 — 75%), mas com o emprego do forno de microondas foi possivel obter

91 Montalbetti, C. A. G. N.; Falque, V.; Amide bond formation and peptide coupling, Tetrahedron 61, p. 10827, 2005.
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0s compostos com um tempo de reacdo de 1 a 3 minutos, enquanto que com a utilizagdo da
metodologia A, levou um tempo de aproximadamente 24 h. Além disso, com o emprego de
microondas (metodologia B), a maioria dos compostos foi obtida de forma pura, ao contrario da
metodologia A, na qual os derivados tiveram que ser purificados por coluna cromatografica em
silica gel, utilizando solventes combinados em diferentes polaridades, e mesmo assim, parte do
subproduto da reag&o, dicicloexiluréia (DCU), manteve-se nos produtos finais.

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados com base nos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de ®C/DEPT e IV além dos dados espectroscopicos
bidimensionais HSQC e COSY.

A formag&o do anel 2’-arilssubstituido-tiazolidinona foi confirmada com base nos dados
de RMN de 'H, pelo sinal do hidrogénio metinico H-2' em o1 5,23 - 5,93 (sloud, J=15-18
Hz); sinais dos hidrogénios metilénicos Ha -5 e Hb -5’ em 61 3,60 — 3,84 (dd, J = 15,3 - 15,6 Hz
eJ=18-21Hz) e 353 -372(d, J=153-156 Hz e um dd, J = 15,6; 1,0 Hz,
respectivamente, além dos sinais adicionais na regido de hidrogénios aromaticos dos grupos
arililssubstituidos ligados ao C-2’. Para a maioria dos compostos dessa série foi possivel
observar o acoplamento 4J, também conhecido como acoplamento W, entre 0 Ha-5" e 0 H-2’
(ANEXO 01 a 08 RMN de 'H). Também foram observados sinais em &¢ 32,2 — 33,5 referentes
aos carbonos metilénicos C-5'; em d¢ 57,1 — 64,5 atribuidos ao carbono C-2’ e sinais na faixa de
oc 170,0 — 170,9, atribuidos & carbonila da unidade tiazolidinona. Os sinais adicionais de
carbonos aromaticos do grupo arilssubstituido ligados a C-2" também foram observados (ANEXO
01 a 08 RMN de *3C). Nos espectros de |V foram observadas bandas na faixa de 1656 a 1670
cm-! referentes & carbonila do anel tiazolidinona (ANEXO 01 a 08 IV). A titulo de ilustragdo estéo
apresentados abaixo os espectros de RMN de 'H (Figura | 5.) e de 3C (Figura | 6.) do derivado

43a, indicando a formag&o do anel desejado.

Figura | 5. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de 51a em CDCls

Ha
OWHb
N S
|

H




Tese de Doutorado

Figura | 6 Espectro de RMN de "*C/DEPT (75,5 MHz) de 51a em CDCl;

Ll g Laiats e

L ,L\\,‘“klk H l |

l. 4.1.2. Sintese e caracterizagao dos derivados B-carbolinicos com os grupos 3-
(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) (60), 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona) (61) e 3-
(carbonilidrazono-3-fenil-4-tiazolidinona) (62)

A rota sintética proposta inicialmente para a preparagdo dos novos derivados [-
carbolinicos contendo o grupo carbonilidrazono-(4-tiazolidinona) (60), grupo carbonilidrazono-(4-
etiltiazolidinona) (61) e carbonilidrazono-(4-feniltiazolidinona) (62) na posicao-3 esta ilustrada de

forma geral no Esquema I 6.
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W1 MeOH/ H,S0, S/xneno W NHNHHO,
EtOH

2. DCM/ TFA/ R'CHO

[ (52)R=H 54 (a g, i-k) 55 (a-g, i-k)
(53) R = Me

NHNH, NHNH NHR2 NHN:< L
KSCN/ H2 BrCHZCOZCZ ¥ 1 _N
8a 9a
AcONa/ KOH/ EtOH

ou R%-NCS/ EtOH

56 (a-g, i-k) 57 (ag) R2 60 (a-g) R?=
58 (a-g, i-k) R2 Etil 61 (a-g, i-k) R2 Etil
59 (b-e, g, i, k) R? = Fenil 62 (b-e, g, i, k) R? = Fenil

NO,

=a)J@‘iOMe b)@ c)@ O O
D D O a0

Esquema | 6. Rota sintética para obtengao dos derivados 3-(carbonilidrazono-4-tiazolidinona)- -
carbolinicos (60, 61 e 62)

Para sintese desses novos compostos [-carbolinicos substituidos na posigéo-3
empregou-se como reagente de partida o L-triptofano comercial (52) o qual foi esterificado na
presenca de metanol, em meio acido, para fornecer o L-triptofano esterificado (53). O triptofano
metil éster (53) foi condensado via reacdo Pictet Spengler 9. 9. 9. 95 com diferentes aldeidos
aromaticos, (a-g, i-k), contendo grupos doadores de elétrons por ressonancia (a, d, e, j) ou
retiradores de elétrons por efeito indutivo (c, f, g, i), na presenca de &cido trifluoroacético em
diclorometano, para obtencdo dos derivados tetraidro-B-carbolinicos como uma mistura de
diasteroisémeros (cis; 1S, 3S) e (trans; 1R, 3S) (54 a-g, i-k).

%2 Bailey, P. D.; Hollinshead, S. P.; McLay, N. R., Exceptional Stereochemical Control in The Pictet-Spengler
Reaction, Tetrahedron Letters v. 28, p. 5177, 1987.

9 Bailey, P. D.; Cochrane, J.; Férster, A. H.; Morgan, K. M.; Pearson, D. P. J.; Synthesis of Polycyclic Indolic
Structures, Tetrahedron Letters, v.40, p. 4597, 1999.

% Kusurkar, R. S.; Alkobati, N. A. H.; Gokule, A. S.; Puranik, V. G.; Use of the Pictet - Spengler reaction for the
synthesis of 1,4-disubstituted-1,2,3,4-tetrahydro-p-carbolines and 1,4-disubstituted-S-carbolines: formation of -
carbolines, Tetrahedron, v. 64, p. 1654, 2008.

9% Maresh, J. J.; Giddings, L. A.; Friedrich, A.; Loris, E. A.; Panikar, S.; Trout, B. L.; Séckigt, J.; Peters, B.; O’Connor,

S. E.; Strictosidine Synthase: Mechanism of a Pictet-Spengler Catalyzing Enzyme, Journal American Chemical
Society, v. 16, p. 710, 2008.
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O mecanismo da reacdo de condensagdo de Pictet-Spengler é essencialmente uma
reagdo em duas partes 92 - %, Segundo Kusurkar % o0 mecanismo envolve um intermediario do
tipo espiroindolenina Esquema | 7. (etapa 3a). Contudo, Casnati % e Maresh 95 mostraram que a
ciclizag&o pode ocorrer por ataque direto do C-2 do indol ao carbono iminico (etapa 3). Ambos

o0s caminhos propdem a formagéo de um ion iminio como intermediario.

COOMe COOMe
@U/\( etapa 1 W
NH N—H
N o 2 H N |
H \_/\c H H—Cc—R
—t) !
/ OH
R carbinolamina
+
H
etapa 2
COOMe H,O
NH etapa 3a 3 COOMe
4 s
intermediario
spiroindolenina iminio
etapa 3
etapa 3b
+
H
\ NH N NH
HH R etapa 4 H R
tetraidro-p-carbolina

Esquema | 7. Mecanismo para a condensagao de Pictet Spengler

Em seguida os derivados (54 a-g, i-k) foram oxidados na presenga de enxofre em xileno
para obteng&o das B-carbolinas (55 a-g, i-k).
Apbs obter os derivados 1-arilssubstituidos- B-carbolinicos (55 a-g, i-k), 0s mesmos

foram tratados com hidrazina hidratada em etanol, para fornecer as carboidrazidas (56 a-g, i-k),

% Casnati, G.; Dosena, A.; Pochini, A., Electrophilic Substitution in Indoles: Direct Attack at the 2-Position of 3-
Alkylindoles, Tetrahedron Lett.eters v.13, p. 5277, 1972.
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que séo os intermediarios-chave para a preparagao das [-carbolinas 3-substituidas propostas
60, 61 e 62.

Para a sintese das B-carbolinas 57 (a-g), 58 (a-g, i-k) e 59 (b, e, g, i e k), as
carboidrazidas (56 a-g, i-k) foram submetidas a reagdo com tiocianato de potassio, na presenga
de é&cido cloridrico, em @&gua, para fornecer as tiossemicarbazidas 57 (a-g). As
tiossemicarbazidas N-substituidas (58) e (59) foram obtidas pela reagéo das carboidrazidas 56
(a-g, i-k) com etilisotiocianato e fenilisotiocianato, respectivamente, em etanol. Os compostos 57,
58 e 59 foram condensados com bromoacetato etila, na presengca de acetato de sodio e
hidréxido de potassio, para fornecer as B-carbolinas contendo o grupo carbonilidrazono-(4-
tiazolidinona) (60 a-g), carbonilidrazono-(4-etiltiazolidinona) (61 a-g, i-k) e carbonilidrazono-(4-
feniltiazolidinona) (62 b, e, g, i e k) na posi¢éo-3 do anel -carbolinico.

A sintese dos derivados B-carbolinicos-tiazolidinonas 60j, 62a e 62j, os quais possuem o
grupo 3-metoxi, 4-hidroxifenila (j) e metoxifenila (a) na posi¢ao-1 do anel B-carbolinico, néo foi
possivel devido a baixa solubilidade dos respectivos intermediarios [B-carbolinicos-
tiossemicarbazidas 57j e 59a, 59j em etanol que foi 0 solvente utilizado para a sintese dessas
reagoes.

Os intermediarios 57 (i e k), 59 (c, d e f) foram sintetizados, porém foi observado através
de CCD como mistura de compostos o que dificultou a purificagdo dos mesmos.

O mecanismo para a formagao do anel 4-tiazolidinona esta ilustrado no Esquema | 8 97.

OH R? OH R?

A~ S NaUNH E SN B
NN Sv§o O N N sy&o
H N\

Q Q)

S

R - R!

CoH R f\E)Et Q R?
N N N5 N NN
| Y=o | NN =0
N s N S

H H

Esquema | 8. Mecanismo para a formagdo do anel 4-tiazolidinona

9 Liesen, A. P.; de Aquino, T. M.; Goes, A. J. S.; Métodos de Obtengdo, Reatividade e Importéncia Biologica de 4-
Tiazolidinonas, Quimica Nova, v. 31, n. 2, p. 369, 2008.
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Todos os compostos sintetizados, 60(a-g), 61(a-g, i-k) e 62(b-e, g, i, k), foram obtidos
em bons rendimentos (62-81%) e caracterizados com base em seus dados espectroscopicos de
IV e RMN de 'H, de 3C/DEPT e espectros bidimensionais de HSQC e COSY.

A formagdo das 3-(carbonilidrazono-4-tiazolidinona)--carbolinas (60) foi evidenciada,
principalmente, pelos sinais em 0n 3,52 — 4,05 (s, 2H) referentes aos hidrogénios da unidade
metilénica do anel tiazolidinona, no espectro de RMN de 'H. Nos espectros de RMN de 3C, a
formacao do anel tiazolidinona foi caracterizada, principalmente, pelos sinais em &c 34,2 — 38,0
referentes ao carbono da unidade metilénica desse anel, além dos sinais na regi&o de dc 172,1 -
182,4 e dc 162,7 — 167,3 referentes ao carbono carbonilico do anel 4-oxo-tiazolidinona e ao
carbono carbonilico da unidade carboidrazida, respectivamente. Os sinais na regido de dc 150,8
- 162,7 foram atribuidos ao carbono iminico. Para a maioria dos derivados dessa série n&o foi
observado sinal de carbonilas tanto referente a carbonila da unidade carboidrazida como para a
unidade tiazolidinona. Os demais sinais de hidrogénios bem como de carbono do esqueleto (-
carbolinico foram evidenciados e mostraram-se concordantes com os dos produtos formados.
Nas Figuras | 7 e | 8 estdo mostrados os espectros de RMN de 'H e de RMN de '3C de 60b,
como exemplo de elucidagéo dessa série. (ANEXO 09 a 15 RMN de 'H/ 3C e HSQC).

Figural 7. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de 60b em DMSO-ds
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Figura | 8. Espectro de RMN de 3C (75,5 MHz) de 60b em DMSO-ds
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Os  derivados  3-(2"-carbonilidrazono-3"-etil-4"-tiazolidinona)-B-carbolina  (61),
apresentaram sinais na regido de on 3,86 — 4,19 (s ou m, 2H) referentes aos hidrogénios
metilénicos (H-5") da unidade tiazolidinona; sinais em &y 3,76 — 4,00 (m ou quart. J =6,1-7,0
Hz; 2H), e valores na faixa de dx 1,20 — 1,33 (t, J = 6,3 — 7,2 Hz; 3H) referentes aos hidrogénios
metilénicos e metilicos da unidade etila, respectivamente, nos espectros de RMN de 'H, os quais
confirmaram a formag&o do anel 3"-etil-4"-tiazolidinona. Este foi confirmado também pelos sinais
na faixa de dc 29,6 — 38,7, referentes ao carbono metilénico da unidade tiazolidinona; ¢ 32,9 -
38,9 e de dc12,1 — 14,5 referentes aos carbonos metilénicos e metilicos do grupo etila ligado ao
atomo de nitrogénio do anel formado, nos espectros de RMN de '3C. Sinais de dois carbonos
carbonilicos, das unidades 4-tiazolidinona e carbonilidrazono, e sinal do carbono iminico (C=N),
foram observados na faixa de 6c 170,7 — 171,5; ¢ 159,6 — 162,7 e em dc 151,1 — 161,9,
respectivamente. Os espectros de RMN de 'H e de '°C do derivado 61a estdo mostrados nas
Figuras 19 e 110, respectivamente. (ANEXOS 16 a 24 RMN de'H/ 13C e HSQC).
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Figura 1 9. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de 61a em CDCIl3/CDs0D
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Figura | 10. Espectro de RMN de "3C DEPT (75,5MHz) de 61a em CDCI,/CD;0D
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A formagdo do anel tiazolidinona nos derivados, 3-(2"-carbonilidrazono-3"-fenil-4-
tiazolidinona)-B-carbolinas (62), foi caracterizada pelos sinais na faixa de 6x 3,04 - 4,33 (s, 2H),
referentes aos hidrogénios metilénicos da unidade tiazolidinona; hidrogénios aromaticos do anel
fenila ligado ao atomo de nitrogénio também foram evidenciados, bem como a presenga dos
demais hidrogénios do esqueleto B-carbolinico, nos espectros de RMN de 'H. Nos espectros de
13C foram observados sinais na faixa 6¢ 33,0 — 33,2, referentes aos carbonos metilénicos do anel
tiazolidinona (C-5"), além da presenca de sinais adicionais de carbonos aromaticos do grupo N-
fenila. Os sinais em &¢ 170,5 — 171,2 e &¢c 158,3 —160,5, referentes as carbonilas das unidades 4-
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tiazolidinona e carbonilidrazona, respectivamente. Sinais em d¢ 159,1 — 160,3 referentes aos
carbonos iminicos (C=N), e para os demais carbonos aromaticos também foram observados. As
Figuras | 11 e | 12 correspondem aos respectivos espectros de RMN de 'H e de 13C para o
derivado 62b (ANEXOS 25 a 31 RMN de'H/ 13C e HSQC).

Figura | 11. . Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de 62b em DMSO-ds
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Figura | 12. Espectro de RMN de 3C DEPT (75,5 MHz) de 62b em DMSO-d;s
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Curiosamente, ao repetirmos a reagao para a obtengdo de maior quantidade do derivado
62e, obteve-se um produto diferente daquele anteriormente obtido, cujos dados
espectroscopicos ndo foram compativeis com a presenga da unidade 4-tiazolidinona. O espectro
de RMN de 'H indicou auséncia do singleto na regiéo 61 4,13 — 4,33 referentes aos hidrogénios
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metilénicos presente no anel 4-tiazolidinona, e a presenga de sinais adicionais na regiéo de
hidrogénios aromaticos referentes ao grupo fenila (NH-fenil). No espectro de RMN de '3C
observou-se a auséncia dos sinais das carbonilas e a presenca de carbonos quartenarios em dc
160,0 e dc 158,8 (ANEXO 32 'H/ 13C e HSQC). Com estas informagdes, constatou-se que ndo
houve a formag&o do anel 4-tiazolidinona desejado, mas sim a formag&o do anel 1,3,4-oxadiazol

substituido 63, conforme mostrado no Esquema I 9.

S

r/YOEt

X N_N)J\NH B
| H H o -
_N
N AcONa

EtOH
OH

5%e 63

Esquema | 9. Obteng&o do derivado 1,3,4-oxadiazol (63)

A formagéo de 1,3,4-oxadiazol, ao invés de 4-tiazolidinonas, a partir de reagdes de
tiossemicarbazidas contendo grupos volumosos ligados ao nitrogénio da unidade
tiossemicarbazida (como grupos fenila, por exemplo), ja encontra-se descrita na literatura 77. O
mecanismo para a formagao do derivado 1,3,4-oxadiazol 63 consiste na S-alquilagéo da forma
tiol da tiossemicarbazida, seguido da ciclizag&o intramolecular, com perda de mercaptoacetato
de etila e formagdo do heterociclo. O mecanismo para a formagéo do anel 1,3,4 oxadiazol

substituido esté ilustrado no Esquema | 10.
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Esquema | 10. Mecanismos para a formagéo do anel 1,3,4-oxadiazol substituido

Os espectros de RMN de 'H e de '3C do derivado 63 estdo apresentados nas Figuras |

13 e 1 14, respectivamente.

Figura | 13. Espectro de RMN de'H (300 MHz) de 63 em DMSO-ds
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Figura | 14. Espectro de RMN de'C/DEPT (75,5 MHz) de 63 em DMSO-ds
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Durante a otimizag&o das condi¢des reacionais para a preparagao dos compostos (60 a-
g) foram testadas diferentes quantidades de bromoacetato de etila. Com o emprego de um
pequeno excesso de bromoacetato de etila (1,2 eq.), na etapa de ciclizagdo do anel do derivado
57a, ocorreu também a alquilagdo do nitrogénio do anel tiazolidinona, com a formagdo do
derivado 64a (Esquema | 11.). Com a obtencdo desse derivado foi possivel sintetizar outros
derivados para essa série 64 (b, f, g, i), empregando-se apenas um excesso de bromoacetato de
etila. Os novos compostos foram obtidos com bons rendimentos na faixa de 78 a 86%. Todos os
derivados sintetizados foram caracterizados com base nos dados espectroscopicos de RMN de
'H e de °C/ DEPT.

0 S o 0 <
| X NHNH)J\NHZ 2 eq Br\)J\OEt i 7 ONHN=( l
_N - NN NS0
N AcONa/ KOH/ EtOH N
R'] R1 O
O >
57 (a, b, f g, i) 64 (a b, f, g i)

R1=a)—®—OMe b)@ @ g)@ O

Esquema | 11. Rota sintética para obtengao dos derivados B- carbollnlcos 4-tiazolidinonas

N-alquilados (64 a, b, f, g, i)
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A introducdo do grupo acetoacetoxi de etila no anel tiazolidinona foi caracterizada,
principalmente, pela presenga de sinais adicionais na faixa o1 4,53 — 4,68 (s, 2H) referentes aos
sinais de hidrogénios metilénicos ligados ao nitrogénio do anel tiazolidinona (N-CH>), além dos
sinais em 01 4,19 — 4,25 (quarteto, J = 7,0 - 7,1 Hz, 2H) e em 0y 1,25 — 1,38 (tripleto, J = 7.0
Hz, 3H) referentes aos hidrogénios metilénicos e metilicos da unidade etoxila (O-CH2-CHs). Nos
espectros de RMN de 13C foram observados sinais em d¢ 43,3 — 43,8 referentes aos carbonos
metilénicos (N-CHz); em dc 61,4 — 62,3 e dc 14,0 — 14,2 referentes aos carbonos metilénicos e
metilicos, respectivamente, do gupo etoxila. Sinais na faixa de d¢ 160,6 — 161,9, referentes a
carbonila de éster, também foram observados (ANEXOS 33 a 37 RMN de 'H/ 13C e HSQC).

As Figuras 1 15 e | 16 ilustram os espectros de RMN de 'H e de 3C do derivado 64b,

respectivamente.

Figura | 15. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de 64b em CDCIs/CDs0D
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Figura | 16. Espectro de RMN de 3C (75,5 MHz) de 64b em CDCIl3/CD30OD

| 4.1.2. Sintese e caracterizagao das 1-fenilssubstituido-3-[amido-N3-(2-arilssubistituido-4-

tiazolidinona) B-carbolinas (73 - 80)

A sintese dos derivados N3-(2-arilssubstituido-4-tiazolidinona) B-carbolinas (73 - 80) foi
inicialmente visualizada pela reagéo “one pot” direta das carboidrazidas 56, com aldeido, acido
mercaptoaceético, conforme procedimento mostrado no Esquema | 12 semelhante ao utilizado

para a obtengao das 4-tiazolidinona-triptaminas.

o)
O 0 }—\
X" “NHNH, N N/NYS
N R,CHO oy H D
N - NN R
H R H

HSCH,COOH
56 73-80

Esquema | 12. Reagéo “one pot” para obtengéo das 4-tiazolidinonas B-carbolinas 73 — 80

Diferentes condi¢des foram testadas para a pereparagdo dos compostos desejados

conforme ilustrado na Tabela | 1.
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Tabela | 1. Reagentes e condi¢bes para obtengéo do nucleo 4-tiazolidinona

Material Partida Reagentes Solvente Condigoes Referéncias

P=30W t=60, 120 e 180s
DMF MW %

P=60W t=60, 120 e 180s
EtOH MW P=60W t=60, 120 e 180s %
THF T~009C/DCC ~36h %
MeOH T~009C/DCC e DMAP ~24h %

54 SHCH,COOH ° °
Tolueno Refluxo ~30h /remogao de agua 100
(a'd, f’ 9, k) RZCHO

EtOH ZnCl; tamb —» refluxo 12h 101
DMF ZnCl, /tamb— refluxo 12h 82
MeOH ZnCl; refluxo ~24h 20
Tolueno Refluxo ~30h 7
Tolueno ZnCl, tamb—,.  refluxo 12h 68

% Bondock, S.; khalifa, W.; Fadda, A. A.; Synthesis and antimicrobial evaluation of some new thiazole, thiazolidinone and thiazoline derivatives starting from 1-chloro-3,4-dihydronaphthalene-2-carboxaldehyde,

European Journal of Medicinal Chemistry, v. 42, p. 948, 2007.

9 Qttana, R.; Maccari, R.; Ciurleo, R.; Paoli, P.; Jacomelli, M.; Manao, G.; Camici, G.; Laggner, C.; Langer, T.; 5-Arylidene-2-phenylimino-4-thiazolidinones as PTP1B and LMW-PTB inhibitors, Bioorganic &

Medicinal Chemistry, v. 17 p. 1928, 2009.

100 Dandia, A.; Singh, R.; Khaturia, S.; Mérienne, C.; Morgant, G.; Loupy, A.,Efficient microwave enhanced regioselective synthesis of a series of benzimidazolyl/triazolyl spiro [indole-thiazolidinones] as potent

antifungal agents and crystal structure of spiro[3H-indole-3,2-thiazolidine]-3'(1,2,4-triazol-3-yl)-2,4’(1H)-dione, Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 14, p. 2409, 2006.

101 Chen, H.; Jiao, L.; Guo, Z.; Ba, C.; Zhang, J.; Synthesis and biological activity of novel thiazolidin-4-ones with a carbohydrate moiety, Carbohydrate Research, v. 343, p. 3015, 2008.
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No entanto, o emprego das metodologias descritas acima para a formagdo do anel
tiazolidinona, utilizando os derivados 56 (a-d, f, g, k) como material de partida, ndo forneceu os
produtos desejados. Com essas rotas sintéticas foi possivel apenas obter os intermediarios
iminicos (65 - 72).

Conforme relatos da literatura 23, 0 uso dessa estratégia conduz a formagéo de iminas in
situ, a partir de reagdes entre aminas e aldeidos, e posterior condensacao destas com acido
mercaptoacético, formando o anel 4-tiazolidinona.

Diante da obtengdo somente dos intermediarios iminicos com o emprego das
metodologias descritas, a nova tentativa para a obtencdo dos derivados desejados foi utilizar o
intermediario iminico para a sintese dos compostos propostos. Para isso, utilizaram-se
metodologias descritas na literatura 8, além das condigdes citadas anteriormente que também
foram empregadas. Todas as reagdes foram acompanhadas por CCD, sendo também realizada
analise espectroscopica de RMN de 'H 3C/DEPT do material obtido ap6s as reagdes.

No entanto somente o material de partida, nesse caso o intermediério iminico,
permanecia no meio reacional. A rota sintética que visa a obteng¢do dos compostos desejados a
partir das iminas n&o foi eficiente nesse caso.

A obtengdo dos compostos 3-[amido-N3-(2'-arilssubistituido-4'-tiazolidinona)]  B-
carbolinicos 73 — 80 somente foi possivel com a adigao de acido p-toluenossulfénico (catalitico)
a reagdo dos compostos iminicos (65 - 72) com acido mercaptoacético (Esquema | 13).

o}

0 o o
Ny R® E/\s
X NHNH, X N x NG \(
W R’CHO | n H HSCH,COOH \ N ke
N = - N Z T . N N
How DMF/ MW Ho g p-TsOH! tolueno H g
56 (b-d, f, g) 65 -72 73-80
65R"=b R’=b 73R'=b R3=b
66R'=d R’=b 74R'=d R®=b
67R'=g R*=b 75R'=g R®=b
88R'=b R’=k 76R'=b R3=k
69R"=c R3=b 77R'=¢c R3=b
70R"=b R®=d 78R'=b R3=d
TR'=f R’=b 79R'=f R®=b
72R'=b RP=f 80R'=b R3=f

R%= [ 9) K)—/
NO, Cl F

Esquema | 13. Rota sintética para obtencéo dos derivados B-carbolinicos 3-[amido-(2-arilssubstituido-4-
tiazolidinona)] 73 - 80
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A protonag&o do nitrogénio iminico, na presenca desse acido, facilita o ataque do atomo
de enxofre ao carbono iminico e, em seguida, contribui com a etapa de elimina¢do de molécula
de agua. Os intermediarios iminicos (65 — 72) foram preparados pela reagéo das -carbolina-3-
carboidrazidas (56 b-d, f, g) com diferentes aldeidos aromaticos em DMF em microondas
domestico conforme mostrado no Esquema | 13. Todos os produtos, (73 — 80), foram obtidos
com rendimentos na faixa de 67 — 83%.

Os novos compostos 73 - 80 foram caracterizados com base nos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de '*C/DEPT. A formagao do anel foi evidenciada pelos sinais
em oy 3,78 - 3,84 (dd, J=1,5-1,8 e 15,0 Hz, 1H) do hidrogénio Hb (H-5"), acoplado em W com
0 H-2". Também foram observados sinais em dx 3,92 - 4,00 (d, J = 15,0 — 15,9, 1H) para a
maioria dos compostos, referente ao hidrogénio Ha (H-5") da unidade metilénica do anel
tiazolidinona. Para dois compostos foi ainda observado o acoplamento de Ha com H-2", com
valores de 64 3,93 (dd, J = 1,5, 15,0 Hz, 1H) e &x 3,95 (dd, J = 1,3, 15,0 Hz, 1H). Sinais em &y
6,01 - 6,57 (s, 1H, H-2")) foram atribuidos ao hidrogénio metinico H-2" nos espectros de RMN de
'H (ANEXOS-38 a 45 RMN de "H). Nos espectros de RMN de '3C foram observados sinais em
0c29,5-30,5 (C-5"), 8¢ 60,2 - 63,7 (C-27), além dos sinais em d¢c 169,2 — 170,9 e em 6¢ 162,9 —
165,1 referentes as carbonilas do anel tiazolidinona e da unidade carboidrazida, respectivamente
(ANEXOS-38 a 45 RMN de '3C/DEPT e HSQC). Os sinais para os demais hidrogénios e
carbonos aromaticosdo nucleo B-carbolinico também foram observados nos espectros de RMN
de 'H e de 3C, e apresentaram-se coerentes com as estruturas dos produtos formados. As
Figuras | 17. e 1 18. correspondem aos espectros de RMN de 'H e de 13C, respectivamente, do
derivado 79, apresentado como exemplo de caracterizacdo e elucidagdo para os derivados
dessa série.

Figura 1 17. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) de 79 em DMSO-ds
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Figura | 18 Espectro de RMN de ®C/DEPT (75,5 MHz) de 79 em DMSO-ds
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| 5. ENSAIOS BIOLOGICOS

15.1. Avaliagao da atividade antitumoral

Os ensaios para a avaliagéo in vitro da atividade antitumoral foram realizados no CPQBA
(Unicamp), sob responsabilidade do professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e Dra. Mary Ann
Foglio. Os ensaios foram realizados pelo método colorimétrico com sulforrodamina B e a
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Os compostos sintetizados foram avaliados frente a dez linhagens de células tumorais
humanas de glioma (U251), melanoma (UACC-62), mama (MCF7), ovario resistente (NCI/ADR),
rim (786-0), pulm&o (NCI-460), prostata (PCO-3), ovario (OVCAR), colo (HT29), leucemia (K-
562), e frente as linhagens de células normais de rim de macaco verde (VERO) ou células
normais humanas — queratinocitos (HaCaT). Os valores de Glso, que & a concentragao da droga
que inibe 50% do crescimento celular, foi calculado a partir da curva de concentragao versus
porcentagem de crescimento. Compostos com valor de Glso = 100 uM foram considerados n&o

ativos. O grafico do controle positivo, doxorrubicina, pode ser visualizado na Figura 119.

Figura | 19 Grafico de concentragéo versus porcentagem de crescimento celular para o controle positivo
(doxorrubicina) no ensaio de atividade antitumoral
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15.1.1. Atividade antitumoral das N3-(2-aril-4-tiazolidinona)-triptaminas (51 a-h)

Os valores de Glsp obtidos nos ensaios da atividade antitumoral para os derivados da
série das 4-tiazolidinona-triptaminas (51 a-h) estdo apresentados na Tabela | 2. Os derivados
51a, 51c, 51f e 51g, foram os mais ativos com valores de Glso menores que 20 uM. O derivado
51f foi 0 mais ativo frente a todas as linhagens de células tumorais testadas com Glso na faixa de
0,50 a 13,15 puM, apresentando potente atividade para glioma, ovario resistente, prostata e ovario
com valores de Glso variando de 0,46 a 0,53 pyM para essas linhagens de células tumorais
humana. As Figuras | 20 e | 21 Mostram os graficos de concentragdo versus porcentagem de
inibigdo celular para os derivados 51f e 51a.

Figura | 20. Grafico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de

avaliagao da atividade antitumoral do derivado 51f
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Figura | 21. Gréfico de concentragéo versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
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Com excegdo do derivado 51b, todos os derivados triptaminicos sintetizados foram
ativos para glioma com Glso na faixa de 0,08 a 6,12 yM. O composto 51¢ foi 0 mais ativo para

glioma com valor de Glso igual a 0,08 pM. Além disso, esse derivado também apresentou baixa

citotoxicidade, sendo mais de cem vezes mais toxico para células tumorais de glioma do que
para as celulas normais VERO (Glso 10,46 pM). Na Figura | 22 estd apresentado o grafico da

concentragao versus a porcentagem de inibig&o do crescimento celular para o derivado 51c.

Figura | 22. Gréfico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
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A presenga do grupo 4-dimetilaminofenil, p-hidroxifenil e o-furil nos compostos 51d, 51e,
e 51h, respectivamente, levou a um decréscimo da atividade antitumoral em relagdo aos
derivados com os grupos p-metdxifenil 51a e m-nitrofenil 51c, mostrando que aqueles
substituintes né@o contribuem para atividade. No entanto, foram observadas atividade e
seletividade frente a células tumorais de ovario para 51d, com valor de Gls 0,45 uM. Além disso,
esse derivado apresentou baixa toxicidade, com Glso maior que 100 pM para as células normais
VERO. O derivado 51e também apresentou seletividade frente as células de glioma, com valor
de Glso de 0,87 puM. Seletividade para as células de glioma também foi observada para os
derivados 51a e 51g com valores de Glsp de 0,26 e 0,31 pM, respectivamente. Os graficos
referentes ao resultado do ensaio da atividade antitumoral dos derivados 51g, 51d e 51e estdo
mostrados nas Figuras | 23 a | 25. A falta de atividade observada para o derivado 51b (Glso
>100 uM para todas as linhagens testadas) indica que a presenga de um substituinte doador ou
retirador de elétrons, no anel fenila ligado ao grupo tiazolidinona, € importante para a atividade
antitumoral.

Figura | 23. Gréafico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
avaliagao da atividade antitumoral do derivado 519
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Figura | 24. Gréfico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
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Figura | 25. Gréafico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
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Tabela | 2. Valores de Glso (M) obtidos nos ensaios de avaliagdo da atividade antitumoral dos compostos (51 a-h)

composto R U251
Glioma
51a p-OCHs-CeHs 0,26
51b CeHs 100
51c m-NO2- CeHs 0.08
51d p-N(CHs)2- CeHs 6.12
51e p-OH-CeHS 0.87
51f 0-Cl- CeHs 0.50
51g 0-F- CeHs 0.31
51h C4Hs0 252

a=\ERO - células normais de rim de macaco verde

UACC-62
Melanoma

13.80
100
18.02
53.92
24.77
9.27
16.55
80.21

s
DA

MCF7
Mama

10.93
100
12.22
73.58
17.46
11.71
11.66
19.80

0

NCI/ADR
Ovario res.

741
100
4.62
9.03
2.81
0.53
13.63
4.70

NCI-460
Pulmao

14.92
100
17.33
>100
26.77
13.15
11.22
83.38

PCO-3
Prostata

3.83
100
8.61
39.52
5.44
0.46
0.33
13.96

OVCAR
Ovario
3.68
100
1.23
0.45
9.75
0.50
477

11.06

HT29
Colo

18.12
100
18.73
>100
85.89
10.83
9.98
48.40

Células nao
tumorais 2

8.66
100
10.46
>100
3,28
2,67
8,22
97,40
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| 5.1.2 Atividade antitumoral dos derivados p-carbolinicos com os grupos 3-
(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) 60 (a-g), 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona) 61 (a-
g, i-k), 3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-tiazolidinona) 62 (b-e, g, i, k) e 3-(carbonilidrazono-3-

acetoacetdxi de etila-4-tiazolidinona) 64 (a, b, f, g, i).

Os valores de Glso para os derivados da série 60 (a-g) estédo apresentados na Tabela |
3. A analise dos resultados para esta série mostrou que, com exce¢do de 60c e 60e, os demais
compostos apresentaram significante atividade para pelo menos cinco das oito células tumorais
testadas, com Glsp menores que 20 uM. Dentre os derivados desta série, o 60f apresentou uma
potente atividade antitumoral para seis das oito linhagens testadas, com valores de Glso na faixa
de 0,01 a 10,81 uM. O gréfico referente ao ensaio da atividade antitumoral, concentragdo versus
crescimento celular, para o derivado 60f esta apresentado na Figura |1 26. O composto 60d
também apresentou potente atividade antitumoral, sendo ativo para cinco linhagens de células
tumorais avaliadas, com valores de Glso na faixa de 0,22 a 14,59 UM sendo seletivo para células
de mama resistente com valor de Glso de 0,22 uM (Figura | 27). Todos os derivados mostraram-
se ativos e seletivos frente a linhagens de células tumorais especificas. O 60a foi seletivo para
células tumorais de mama com valor de Glsode 0,49 uM (Figura | 28); 60b e 60g foram seletivos
para leucemia com valores de Glso de 0,31 e 0,15 UM, respectivamente. Os derivados 60c e 60e
foram ativos e seletivos para células tumorais de ovario resistente com valores de Glsp 0,62 e

0,05 uM, respectivamente.

Figura | 26. Grafico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
avaliagéo da atividade antitumoral do derivado 60f
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Figura | 27. Gréfico de concentragéo versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
avaliagéo da atividade antitumoral do derivado 60d.
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Figura | 28. Grafico de concentragao versus porcentagem de crescimento celular para o ensaio de
avaliacdo da atividade antitumoral do derivado 60a.
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Tabela | 3. Valores de Glso (M) obtidos nos ensaios da atividade antitumoral para os derivados B-carbolinicos com o grupo 3-(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) 60 (a-g)

(@]
S
N NHN
N :/\Nko
N 0
H R
composto R U251 MCF7 NCI/ADR 786-0 NCI-460 OVCAR HT29 K-562 Células nao
Glioma Mama Ovario res. Rim Pulmao Ovario Colo Leucemia tumorais

60a p-CH30-CeHs4 nt 0,49 100 9,98 7,15 1,12 16,52 84,09 nt
60b CeHs 15,75 11,40 28,12 16,33 18,18 9,88 19,54 0,31 20,252
60c m-NO2--CgHs4 nt 40,07 0,62 16,11 100 100 100 100 nt
60d p-N(CHs)2--CeHa nt 8,80 0,22 nt 14,03 0,44 14,59 nt nt
60e p-OH-CeHq4 nt 68,63 0,05 8,30 100 22,60 91,91 100 nt
60f 0-Cl-CgH4 nt 1,42 100 6,10 3,85 0,01 10,81 9,26 nt
60g 0-F-CeHs 9.57 11,87 66,42 20,33 21,07 12,30 32,41 0,15 12,302

nt = ndo testado

a=VERO - células normais de rim de macaco verde
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Dentre a série dos compostos contendo o grupo 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-
tiazolidinona) 61 (a-g, i-k), o composto 61a foi 0 mais ativo, apresentando valores de Gls na
faixa de 1,95 a 12,16 pM, frente a todas as linhagens de células tumorais avaliadas. Os valores
de Glsp para os derivados da série 61 estdo apresentados na Tabela | 4. O gréfico de
concentragao versus porcentagem de inibigdo de crescimento celular para o derivado 61a esta
mostrado na Figura | 29. O derivado 61f também se mostrou ativo frente a maioria das células
tumorais, com valores de Glso na faixa de 0,25 — 6,84, exceto para células tumorais de colo, cujo
Glso foi de 88,87 uM (Figura | 30). O 61j foi ativo para as células tumorais de glioma, mama e
ovario com valores de Glsode 0,70, 1,66 e 3,76 uM, respectivamente.

Embora a introdugéo do grupo etil no d&tomo de nitrogénio do nucleo tiazolidinona tenha
fornecido compostos menos ativos, estes derivados foram seletivos frente a algumas linhagens
de células, como no caso do derivado 61b, que apresentou valor de Glso para células de glioma
de 0,46 uyM (Figuras | 31). Os derivados 61c, 61d, 61g e 61i, foram seletivos para células de
leucemia com valores de Glso na faixa de 0,34 a 5,52 pM. O derivado com o grupo 2-tiofeno
posicao-1 do anel -carbolinico (61k) apresentou potente atividade frente a linhagem de células
de ovario resistente com valor de Glso de 0,41 uM.

Figura | 29. Grafico da concentragdo versus porcentagem de inibigéo do crescimento celular para o
derivado 61a.
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Figura | 30. Grafico da concentragdo versus porcentagem de inibigéo do crescimento celular para o
derivado 61f
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Figura | 31. Gréfico da concentragéo versus porcentagem de inibicdo do crescimento celular para o
derivado 61b
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Tabela | 4. Valores de Glso (uM) obtidos nos ensaios da atividade antitumoral para os derivados B-carbolinicos com o grupo 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona) 61(a-g,

i-k)
composto R U251
Glioma

61a p-OCHs-CeHs 1,95
61b CeHs 0,46
61c m-NO2--Ce¢Hs 100
61d p-N(CH3)2--CgHa 63,33
61e Nt nt
61f 0-Cl-CeHs 0,74
61g 0-F-CeH4 100
61i p-F-CeHa 100
61j m-OCH3-p-OH-CgH3 0,70
61k 2-S-C4Hs 67,90

nt = No testado

a=VERO - células normais de rim de macaco verde

MCF7
Mama
6,52

17,21
100
54,87
nt
6,84
100
97,47
1,66
97,20

|
H R

NCI/ADR
Ovario res.
12,16

8,89
3,27
2,60
Nt
0.25
100
100
100
041

(e}
S
N NHN
N :<NL0
[ -
786-0 NCI-460
Rim Pulmao
nt 8,56
nt 100
100 100
6,61 58,95
nt Nt
nt 412
100 100
100 100
nt 72,04
5,31 84,21

OVCAR
Ovario
6,52
100
100
242
nt
3,97
100
84,45
3,76
58,83

HT29
Colo
9,62

100
100
65,65
nt
88,87
100
100
100
100

K-562 Células nao
Leucemia  tumorais
nt 12,192
nt 64,51 =
2,02 100 =
0,34 4,96
nt nt
nt 0,232
0,97 100 =
5,52 100 =
nt 0,70 =
4,60 72,96
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Os valores de Glsp para os compostos da série 3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-
tiazolidinona) 62 (b-e, g, i, k) estdo apresentados a Tabela I 5. O derivado 62¢, que possui 0
grupo m-NO--fenil na posi¢ao-1 do anel -carbolinico foi 0 mais ativo frente a todas as linhagens
de células tumorais avaliadas, com valores de Glso na faixa de 0,19 a 2,36 uM. Na Figura | 32
estd mostrado o grafico da concentragao versus porcentagem de inibigdo do crescimento celular
do derivado 62c.

A introdugé@o de um anel aromatico ao nucleo tiazolidinona forneceu compostos seletivos
com bons valores de Glso, como por exemplo, os derivados 62b, 62e que foram ativos para
celulas de leucemia com valores de Glso de 0,20 e 0,12 pM, respectivamente. O composto 62k,
cujo grupo na posigéo-1 do esqueleto -carbolinico é o 2-tiofeno, foi inativo para todas as células
tumorais humanas testadas, exceto para leucemia (Glso de 0,40 uM), o que lhe conferiu
seletividade frente a essa linhagem celular.

Figura | 32. Grafico da concentragdo versus porcentagem de inibigéo do crescimento celular para o
derivado 62¢
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Tabela | 5. Valores de Glso (1M) obtidos nos ensaios da atividade antitumoral para os derivados B-carbolinicos com o grupo 3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-

tiazolidinona) 62 (b-e, g, i, k)
@)
S
N NHN:/\k
| N"So

N/N

composto R U.251 MCF7 N(}I/.ADR 78§-0 NCI-4§0 OV(,M.‘R
Glioma Mama Ovario res. Rim Pulméo Ovario
62b CeHs 17,54 27,96 313 13,64 37,25 17,54
62c m-NO3- CgHs 1,59 2,36 0.19 1,61 3,91 0,83
62d p-N(CHs)2- CeHs 12,51 14,97 35,42 3,97 17,92 100
62e p-OH-CeHs4 12,14 13,04 70,42 12,14 97,25 15,61
629 0-F- CeHs 100 100 100 100 100 100
62i Nt Nt nt Nt nt Nt nt
62k 2-S-C4Hs 100 100 100 100 100 100

nt = N&o testado
b = HaCat - células humanas normais (queratinocitos)

HT29
Colo

100
2,28
38,06
39,67
100
Nt

100

K-562
Leucemia

0,20
2,12
19,95
0,12
100
nt

0,40

Células nao
tumorais

25110
1,90
7,30

20,80 °
100 ®

nto

100°
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Dentre a série dos derivados 3-(carbonilidrazono-3-acetoacetoxi de etila-4-tiazolidinona)
64 (a, b, g, i), todos os compostos sintetizados e avaliados, mostraram uma potente atividade e
seletividade frente as linhagens de células cancerigenas de ovario. Os derivados apresentaram
valores de Glso na faixa de 0,11 a 6,44 pM. Na Tabela | 6 observa-se os valores de Glso (UM)
para os derivados dessa série e, como exemplo, a Figura | 33 mostra o grafico da concentragdo
versus porcentagem de inibigdo do crescimento celular para o derivado 64g. Pode-se concluir
que a introdugdo do grupo acetoacetoxi de etila no nucleo tiazolidinona contribuiu
significativamente para fornecer compostos ativos e seletivos, especificamente para essa
linhagem de células tumorais humanas.

Figura | 33. Grafico da concentragdo versus porcentagem de inibigéo do crescimento celular para o
derivado 64g
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Com relacdo a citotoxicidade para células normais os derivados 64b, 61b, 61k,
mostraram-se muito pouco toxicos, apresentando Glsy de 49,80, 64,51 e 72,96 UM,

respectivamente e valores de Glso maior que 100 uM para os compostos 61c, 61g, 61i, 62k e
64a.
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Tabela | 6. Valores de Glso (uM) obtidos nos ensaios da atividade antitumoral para os derivados B-carbolinicos com o grupo 3-(carbonilidrazono-3-acetoacetdxi de
etila-4-tiazolidinona) 64 (a, b, g, i)

composto R Glljii?:a
64a p-OCHs3-CeHs 100
64b CeHs 37,37
649 0-F-CgHs 60,27
64i p-F-CeHa 8,28

nt = Nao testado

MCF7
Mama

100

30,14

36,48

11,03

b = HaCat — células humanas normais (queratinécitos)

N
H

NCI/ADR
Ovario res.

92,74
41,62
16,57

13,20

_N

O

786-0
Rim

100
19,59
48,60

5,58

NHN:<zl

NCI-460
Pulmao

100

98,45

89,43

10,64

OVCAR
Ovario

o
—
N

HT29
Colo

100

85,29

80,31

100

K-562
Leucemia

100

0,05

27,38

100

Células nao
tumorais

100°

49,80 °

27,38 "

6,67°
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| 5.1.3 Atividade antitumoral dos derivados 1-fenil-3-[amido-N3-(2-arilssubistituido-4-
tiazolidinona) B-carbolinas (73 - 77, 80).

Os dados para o ensaio de atividade de 73 - 77, 80 estdo apresentados na Tabela | 7. Os
derivados [-carbolinicos da série 3-amido-(2-arilssubstituido-4-tiazolidinona) perderam a
atividade com a mudancga do anel da tiazolidinona em comparagao aos derivados das séries das
B-carbonilas carbonilidrazono-4-tiazolidinona 60 - 62, e os derivados [-carbolinicos
carbonilidrazono-3-acetoacetoxi de etila-4-tiazolidinona 64. No entanto, foi observada uma
significante atividade e especificidade para determinadas células, como as células cancerigenas
de glioma (U251), ovario (OVCAR) e leucemia (K-562). O derivado 73, o qual contém o anel
fenila ligado tanto ao grupo tiazolidinona como na posi¢do-1 do anel B-carbolinico, mostrou
potente atividade e seletividade para a linhagem de células tumorais de glioma, com valor de
Glsode 0,25 uM. Esse derivado também foi ativo para a linhagem de células de ovario com valor
de Glso de 1,58 uM. O grafico da atividade antitumoral de concentragdo versus porcentagem de
inibigdo do crescimento celular esta apresentado na Figura | 34. O derivado 75, com o anel fenil
no grupo tiazolidinico e o o-fluorofenil na B-carbolina, apresentou uma potente atividade e
seletividade para as linhagens de células tumorais de ovario e leucemia com valores de Glso de
0,73 e 0,66 uM, respectivamente (Figura | 35). O derivado 77 com o anel fenil acoplado a
unidade tiazolidinona e o grupo m-nitro fenila ligado a posi¢ao-1 do anel B-carbolinico apresentou
excelente atividade/seletividade frente a linhagem de célula de leucemia com valor de Glso de
0,11 uM.

Outro dado interessante para esses derivados foi 0 resultado da avaliagdo da toxicidade
frente a linhagem de células normais, ou de rim de macaco verde (VERO), ou frente a linhagem
de células normais humanas queratindcitos (HaCaT). Todos os derivados avaliados
apresentaram um valor de Glsp maior que 100 uM o que significa que esses derivados ndo s&o
toxicos frente a células normais. Além disso, ha uma relagdo com os grupos ligados a posi¢do-5
do anel tiazolidinona e a atividade antitumoral. Os derivados cujo grupo substituinte na posicao-5
do anel tiazolidinona ¢ diferente do grupo fenila, apresentaram valores maiores que 100 pM,
frente a todas as linhagens de células tumorais humanas testadas. Isso pode indicar que a
natureza dos substituintes ligados ao anel 4-tiazolidinona exerce influéncia sobre a atividade

antitumoral.

62



Tese de Doutorado

Figura | 34. Gréfico da concentragéo versus porcentagem de inibicdo do crescimento celular para o
derivado 73
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Figura | 35. Grafico da concentragdo versus porcentagem de inibigéo do crescimento celular para o

derivado 75
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Composto

73

74 p-

75

76

77

80

nt = Nao testado

Tabela | 7. Valores de Glso (M) obtidos nos ensaios de avaliagéo da atividade antitumoral dos derivados 73 - 77, 80

(@]
s
X N~ \(
| /N H R3
N
H R
R , U251 UACC-62 MCF7 NCI/ADR 786-0 NCI-460 PC-3 OVCAR HT29 K-562 Células nao
Glioma Melanoma Mama Ovariores. Rim Pulmao Prostata Ovario Colo Leucemia Tumorais
CeHs CeHs 0,25 80,42 19,10 18,37 100 100 7,23 1,58 100 nt 100 ©
N(CHa)2- CeHs CeHs 64,49 nt 100 64,49 100 100 nt 100 100 25,37 100 =
0-F-CsHs4 CeHs 84,13 nt 63,15 100 100 100 nt 0,73 100 0,66 100 =
CeHs 0-S-C4Hs 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 =
m-NO,-CgHy CeHs 100 nt 100 100 100 100 nt 1,25 100 0,11 100 ©
CeHs 0-Cl-CgHs 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 ©

a=VERO - células normais de rim de macaco verde
b=HaCaT - células normais humana queratinécitos
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15.2. Avaliagao da atividade antiviral

A avaliagdo da atividade antiviral foi realizada no Departamento de Analises Clinicas da
Universidade Estadual de Maringd, sob a supervisdo da professora doutora Tania Ueda
Nakamura. O ensaio bioldgico foi realizado frente ao Herpes simplex tipo | (HSV-1). O virus
Herpes simplex (HSV) pertence a familia Herpesviridae e subfamilia Laphaherpesvirinae, & um
virus envelopado cujo genoma é formado por DNA de fita dupla. O HSV-1 é conhecido como
Herpes virus hominize e é responsavel por infec¢des como gengivo-estomatite, encefalite e
lesdes na face, labios e olhos 102,

Os resultados dos ensaios foram dados em termos de CCso (concentragdo em que 50%
de citotoxicidade é observada); ECso (concentragdo em que 50% da eficacia no ensaio antiviral é
observada); IS que corresponde ao indice de seletividade (CCso/ ECsp). Os compostos que
apresentaram valores de ECso maiores que 100 uM foram considerados n&o ativos.

15.2.1. Avaliagao da atividade antiviral dos derivados N3-(2-aril-4-tiazolidinona)-triptaminas
(51 a-h)

Com excegdo apenas dos derivados 51d e 51g, os demais derivados triptaminicos-4-
tiazolidinona avaliados foram ativos contra o virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1). Os dados
resultantes desse ensaio estdo apresentados na Tabelal 8.

Os derivados com os grupos fenila (51b) e furil (51h) ligados ao anel 4-tiazolidinona
foram os mais ativos dessa série, com valores de ECsp de 0,03 e 0,06 uM, respectivamente. Os
derivados 51a, 51e e 51f, apresentando grupos doadores ou retiradores de elétrons no anel
benzénico, também apresentaram potente atividade antiviral. No entanto, como indicado pelos
valores de ECso na faixa de 0,36 a 0,50 uM, estes derivados foram cerca de dez vezes menos
ativos que 51b e 51h.

Além disso, o indice de seletividade (IS) para a maioria dos derivados dessa série foi
>1000, o que pode indicar que compostos contendo o anel 4-tiazolidinona acoplado ao esqueleto
triptaminico podem ser indicados como candidatos a agentes antivirais.

102 Silvano, G.; Lazzari, G.; Resta, F.; Buccoliero, G.; Pezzella, G.; Pisconti, S.; A Herpes simplex virus-1 fatal
encephalitis following chemo-radiotherapy, steroids and prophylactic cranial irradiation in a small cell lung cancer
patient, Lung Cancer, v. 57, p. 243, 2007.
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Tabela | 8. Atividade HSV-1 (ECs), citotoxicidade (CCso) e do indice de seletividade (IS) dos compostos que apresentaram resultados significativos da série N3-(2-aril-4-

Composto
512
51b
51c
51d
51e
51f
519

51h

R
p-OCH3-CeHs
CeHs
m-NO-CeHs
p-N(CHs)2-CeHs
p-OH-CgHs
0-Cl-CgHs
0-F-CeHs

2-0-C4H3

aConcentragao em que 50% de citotoxicidade é observada;

bConcentragdo em que 50% da eficacia do ensaio antiviral & observada;

¢indice de seletividade (CCso/ ECso)

DP = desvio padréao

tiazolidinona)-triptaminicos (51 a-h)

OE/\S
Smas

CCse? £ DP (uM)
880 + 96,090
791 + 15,490

1103 + 114,273
1903 + 7,071
1494 + 3,615
618 9,610
1205 + 84, 852

801 + 81,317

ECszb + DP (M)
0,36 + 0,005
0,03  0,00025
0,33 + 0,006
>1903 + 7,071
0,50 +0, 090
0,36 + 0,004
>1205 + 84, 852

0,06 + 0,002

48
>1000
>1000
>1000

<1
>1000
>1000

<1

>1000
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| 5.2.2 Avaliagao da atividade antiviral para os derivados B-carbolinicos com os grupos 3-
(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) (60a-g) 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona) (61a-g,
k) e 3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-tiazolidinona) (62 b-e, g, k).

Os dados do ensaio da atividade antiviral para os derivados das séries 60, 61 ¢ 62
podem ser visualizados na Tabela | 9. Dentre os derivados B-carbolinicos com o grupo 3-
(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) (60 a-g) o derivado 60g com o p-fluorofenil na posi¢ao-1, foi o
mais ativo dessa série, apresentando valor de ECso de 19,57uM.

No caso dos derivados com o grupo 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona) (61 a-g,k)
0 derivado 61d, o qual possui o grupo p-dimetilaminofenil na posicdo-1 do esqueleto -
carbolinico, foi 0 mais ativo, mostrando valor de ECsp de 6,78 uM. O derivado 61a, que possui 0
grupo p-metoxifenil na posicdo-1 do esqueleto B-carbolinico, também apresentou atividade
antiviral significativa, com valor ECs de 26,57 uM.

Para os derivados da série (62 b-e, g, k) com o anel fenil ligado ao nitrogénio do grupo
tiazolidinona, apenas o derivado 62¢ com o grupo m-nitrofenil ligado & posi¢ao-1 do anel B-
carbolinico, apresentou atividade antiviral significativa, com valor de ECso de 17,24puM.

A introdug&o de um grupo etila ou grupo fenila ao anel tiazolidinona, n&o forneceu, de
forma geral, derivados mais ativos, mas o grupo etila foi diferencial para os derivados com o
grupo p-dimetilaminofenil na posi¢ao-1 do anel B-carbolinico, uma vez que o derivado 61d,

contendo ambos 0s grupos, apresentou potente atividade antiviral.
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Tabela 19. Atividade HSV-1 (ECs), citotoxicidade (CCso) e indice de seletividade (IS) dos compostos que

apresentaram resultados significativos da série 60, 61 e 62

Composto R!
60b CeHs
60d p-N(CH3)2CHs
60f 0-Cl-CeHs
60g 0-F-CeHs
612 p-OCH3.CsHa
61c m-NO2.CeHs4
61d p-N(CHz)2.CsHs
61f 0-Cl-CeH4
61g 0-F-CeHs4
61j m-OCH3p-OH-CeH3
61k 0-S-C4Hs
62b CeHa
62c m-NO,.CeHs
62d p-N(CH3)2CHs
629 0-F-CgHs
62k 0-S-C4Hs

nd = n&o determinado;

R2

CoHs
CoHs
CoHs
CoHs
CoHs
CoHs
CoHs
CeHs
CeHs
CeHs
CeHs
CeHs

R1

CCso2t DP (uM)

2493 £70,71
1744 + 23,54
766 + 6,35
1073 £ 61,03
1731 £ 5,77
1792 + 47,16
1649 + 11,015
1404 + 88,0
2980 17,678
399 +£14,849
414 £14,142
1478 £ 14,14
1168+ 56,568
817 £ 14,142
339 +17678
297 +7,071

aConcentracdo em que 50% de citotoxicidade € observada;
b Concentracdo em que 50% da eficacia do ensaio antiviral é observada;
¢ Indice de seletividade (CCso/ECso)

DP = Desvio Padréo

Y

o s
| = NHNé/\
N AN

H

o}
N
R2

ECsb+ DP ([.I M)

102,22+1,732
96,82+2,0
>100
19,57%1,170
26,57 ,600
86,48 £1,040
6,78 £ 0,517
>100
>100
84,12 £4,242
82,74 £657
78,87 £1,607
17,24 +0,985
49,98 +0,913

155,52 +12,728

>100

IS¢
24,390
18,023

nd
54,878

65,2
20,732
2434
nd
nd
4,75

18,75
67,778
16,346
2,182

nd
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15.2.3. Avaliagao da atividade antiviral para os derivados da série 1-fenil-3-[amido-N3-(2-
arilssubistituido-4-tiazolidinona) B-carbolinas (73-75 e 80)

Os dados dos derivados da série (-carbolinicos-4-tiazolidinoa (73-75 e 80) avaliados
estdo apresentados na Tabela 1 10.

A maioria dos derivados da série 1-fenil-3-[amido-N3-(2-arilssubistituido-4-tiazolidinona)
B-carbolinas avaliados apresentou potente atividade antiviral contra o virus HSV-1. Os derivados
avaliados contém o grupo fenila ligado ao C-2 da unidade 4-tiaozolidinona e diferentes grupos
aromaticos na posigao-1 do anel B-carbolinico. O derivado 74, cujo grupo na posigéo-1 € o p-
dimetilaminofenil, foi o derivado mais ativo dessa série, mostrando valor de ECs de 0,80 uM. Os
derivados 73 e 80 também foram ativos apresentando valor de ECso de 2,15 e 2,02 pM,
respectivamente. O derivado 75, o qual possui o grupo o-fluorofenil na posicao-1 apresentou
moderada atividade com valor de ECso de 30,28 pM. Diante dessas informagdes, é possivel
observar que grupos apropriados tanto na posi¢do-1 como na posi¢ao-3 do anel -carbolinico
influenciam na atividade. Mantendo o mesmo grupo acoplado na unidade 4-tiazolidinona,
verificou-se que o derivado com um grupo doador de elétrons no anel fenila ligado ao C-1 foi o
mais ativo dentre os derivados desta série.
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Tabela 1 10. Atividade HSV-1 (ECsy), citotoxicidade (CCso) e indice de seletividade (IS) dos compostos 73-75 e 80

o O,

A s

| NH—?”\
A4 T

R!

Composto R! R2 CCso2* DP (uM) ECsob £ DP (uM)
73 CeHs CeHs 506 + 6,429 2,15 + 0,424
74 p-N(CHs)2 CeHe CeHs 467 + 14,142 0,80 +0,117
75 o-F CeHs CeHs 637 + 26,501 30,28 + 1,628
80 m-NOz CeHs CeHs 1080 + 37,859 2,02 + 0,494

nd = ndo determinado;

aConcentracdo em que 50% de citotoxicidade € observada;

b Concentragdo em que 50% da eficacia da atividade antiviral € observada;
¢indice de seletividade (CCso/ ECso)

DP = desvio padréao

235,0

592,5

21,0

613,9
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| 6. PARTE EXPERIMENTAL

1 6.1. Instrumentagao

Os espectros de RMN 'H e 3C foram obtidos em espectrometro VARIAN modelo Mercury PlusBB,
operando a 300,0 MHz para 'H e 75,5 MHz para ®C tendo como referéncia interna o tetrametilsilano
(TMS). Os deslocamentos quimicos foram obtidos em ppm e os solventes utilizados foram CDCl3 mistura
de CDCI3/CD30D e DMSO-ds. A interpretagdo dos dados foi realizada com ajuda da técnica de DEPT, em
CHs/CH = sinal positivo (+), CH2 = sinal negativo (-) e técnicas bidimensionais de COSY e HSQC.

Os espectros de absor¢do na regido do IV foram registrados em um espectrofotometro BOMEN,
modelo MB-100, em pastilha de KBr, na regido de 400 a 4000cm-!. Utilizou-se absorgdo em 1601 cm! de

um filme de poliestireno como referéncia.

1 6.2. Materiais e Métodos

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas em laminas de vidro,
utilizando-se silica gel 60 (GF 254) (0,063 - 0,200mm) da Merck. As eluicdes foram feitas em solventes
organicos puros ou combinados. As revelagdes das placas foram obtidas por irradiagdo com lémpada
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 didmetro interno e a altura das colunas variaram de acordo com a
quantidade de material a ser cromatografado. As eluigdes foram feitas em solventes organicos puros ou
combinados em ordem crescente de polaridade e as fragdes coletadas foram evaporadas, a pressao

reduzida, em evaporador rotativo.

73



Tese de Doutorado

1 6.3. Sintese dos compostos

16.3.1. Sintese das N*-(2’-aril-4-tiazolidinona)-triptaminas 51 (a - h)

Metodologia A: A uma solucdo de triptamina (1 mmol) (50) em THF (10 mL), foi adicionado o
aldeido aromatico (2 mmol) e &acido mercapto acético (3 mmol). A mistura reacional foi resfriada a
temperatura de 00a 4°C, seguindo-se a adi¢do de DCC (1,2 mmol) e agita¢éo, a temperatura ambiente por
um periodo de 24h. O so¢lido formado (DCU) foi filtrado e a fase organica concentrada sob vacuo. Em
seguida, adicionou-se acetato de etila (30 mL) e lavou-se essa fase orgénica com uma solugéo 5% de
acido citrico (2x20 mL), agua (2x20 mL), solugdo 5% de carbonato de sddio e por ultimo (1 x 20 mL),
solu¢do saturada de cloreto de sddio (1x10 mL). A fase orgénica foi tratada com sulfato de sodio anidro,
filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. Os produtos purificados em CC de silica gel,
utilizando-se como eluentes hexano/acetato de etila, combinados em diferentes polaridades. Os
rendimentos obtidos estao apresentados na Tabela | 11.

Metodologia B: A uma solugéo de triptamina (50) (1 mmol) em DMF (3,0 mL), foram adicionados
os aldeidos (1,2 mmol): a) p-metdxibenzaldeido, b) benzaldeido, c) m-nitrobenzaldeido, d) p-
dimetilaminobenzaldeido, €) p-hidroxibenzaldeido, f) o-clorobenzaldeido, g) o-fluorobenzaldeido e h) 2-
furaldeido e acido mercaptoaceético (2,0 mmol). A reagéo foi feita em frasco aberto no forno de microondas
domestico Consul empregando 60% da potencia com intervalos de tempo de 1,0 a 3,0 minutos, as reagoes
foram acompanhadas por CCD. Ap6s resfriada a reacdo foi tratada com uma solugdo de carbonato de
sadio 5% até pH 7. O precipitado formado foi filtrado em funil de vidro sinterizado e lavado abundantemente
com agua destilada. Os produtos foram obtidos na faixa de 65 - 75%. Os dados dos derivados da série 51

(a-h) sintetizados estdo apresentados na Tabela | 11.
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Tabela | 11. Dados e rendimentos dos derivados 51 (a-h)

O \\]‘/\S

Dwi

N
H
Rendimento
Massa Molecular
Derivados R Formula Molecular metodologia
(g/mol)
A B
51a p-OCH3C6H4 ConzoNzOzS 352,45 60% 68%
51b CeHs C1gH1sN2OS 322,11 65% 65%
51c m-NOZCeH4 C19H17N3038 367,42 63% 65%
51d p-N(CHs)2CsHs C21H23N30S 365,16 62% 68%
51e p-OH-CeH4 C19H13N2028 332,48 57% 61%
51f 0-Cl-CgH4 C1gH17CIN20S 356,87 71% 73%
519 0-F-C¢Hs4 C1gH17FN20S 340,41 55% 68%
51h 2-0C4Hs C17H16N20,S 312,39 61% 61%
16.3.2. Sintese do triptofano metil-éster 53
Formula Molecular C12H14N202
O Massa Molecular 218,25 g/mol
o~ (g/mol)
N | NH, Rendimento 95%
H

A uma suspenséo de 2,04 g (10 mmol) de L-triptofano comercial 52 em 30 mL de MeOH foi
adicionado, gota a gota, acido sulfurico concentrado até completa solubilizagdo. A mistura foi mantida sob
refluxo e agitagdo por 48 horas e a seguir, resfriada, neutralizada com uma solugéo de carbonato de sodio
a 5% e extraida com acetato de etila (3 x 35 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e
apos filtragdo, o solvente foi removido em evaporador rotatorio. O produto foi obtido puro em 95% de

rendimento.
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1 6.3.3. Sintese das cis + trans 1-(aril-substituido)-3-carbometdxi-tetraidro-B-carbolinas 54 (a-g, i-k)

A uma solugdo de 1,09 g (5 mmol) de triptofano metil éster 53, em CHxCl, (25 mL), foram
adicionados 5 mmol do aldeido apropriado e 2 equivalentes de acido trifluoroacético. A mistura reacional foi
mantida a temperatura ambiente por 48 horas e apds evaporagao do solvente e do acido trifluoroacético
remanescente, o produto bruto foi neutralizado com uma solugdo de carbonato de sodio 5% e
posteriormente extraido com acetato de etila (3 x 35 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio
anidro e apos filtragem o solvente foi removido em evaporador rotatério. O sélido obtido foi lavado
exaustivamente com metanol, fornecendo a mistura dos isémeros cis e frans 1-(fenil-susbstituidos)-3-

carbometdxi-tetraidro-3-carbolina, com rendimentos na faixa de 80% Tabela | 12.

Tabela | 12. Dados e rendimentos dos derivados 54 (a-g, i-k)

0
| OMe
N NH
H R’
Massa
Formula
Reagente (aldeido) Derivados R Molecular  Rendimento
Molecular
(g/mol)
p-anisaldeido 54a p-OCH3.CeHs4 C20H20N203 336,38 91%
Benzaldeido 54b CeHs C1gH1sN20; 306,36 80%
m-nitrobenzaldeido 54c m-NO2-CgHq C19H17N304 351,35 85%
p-dimetilaminobenzaldeido 54d p-N(CHs)2-CgHs Ca1H23N30, 349,43 83%
p-hidréxibenzaldeido 54e p-OH-CeH4 C19H18N203 322,35 80%
o-clorobenzaldeido 54f 0-Cl-CeH4 C1gH17CIN202 340,80 87%
o-fluorobenzaldeido 549 0-F-CgHs C19H17FN202 324,35 78%
p-fluorobenzaldeido 54i p-F-CeHq CigH17FN202 324,35 2%
Vanilina 54j m-OCHsp-OHCeHs CaoH2oN204 352,38 85%
2-tiofenocarboxaldeido 54k 2-SC4Hs; C17H16N202S 312,39 90%
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1 6.3.4. Sintese das 1-(aril-substituido)-3-carbometdxi-B-carbolinas 55 (a-g, i-k)

Uma suspensd@o da correspondente mistura cis + trans 1-(fenil-susbstituidos)-3-carbometdxi-

tetraidro-3-carbolinas 54 (a-g, i-k) (5 mmol) e enxofre (15 mmol), em xileno (50 mL), foi mantida sob refluxo

por 48 horas e posteriormente a 0 °C por 3 horas. O precipitado formado foi entao filtrado e lavado com

éter de petroleo fornecendo as B-carbolinas 55 (a-g, i-k). Os dados dos produtos obtidos constam na

Tabela | 13.
Tabela | 13. Dados e rendimentos dos derivados 55 (a-g, i-k)
o)
| \N OMe
NN
H R
Produto Massa Molecular .
R! Formula Molecular (glmol) Rendimento

55 p-OCH3.CeHa4 CaoH16N203 332,35 85%
55b CeHs C1gH14N20; 302,32 81%
55¢ m-NO-CeHa C1gH13N304 347,32 70%
55d p-N(CHz)2-CsHs C21H19N30; 345,39 90%
55e p-OH-CgHs C1gH14N203 318,32 80%
55f 0-Cl-CeHs4 C1gH13CIN202 336,77 87%
55g 0-F-CgHs C1gH13FN20; 320,32 78%
S5i p-F-CeHs CisH13FN20; 320,32 87%
55j m-OCH3p-OHCgHs CaoH16N204 348,35 83%
55k 2-SC4H3 C17H12N202S 308,35 90%

1 6.3.5 Sintese das 1-(arilssubstituido)-3-carboidrazidas-p-carbolina 56 (a-g, i-k)

A uma suspensé&o de 4,0 mmol das -carbolinas 55 (a-g, i-k) em etanol (30 mL) foram adicionados

61 mmol de hidrazina hidratada 51%. Esta mistura foi mantida sob refluxo por 72 horas e a 0° C por 3

horas, para a completa precipitagao. O precipitado formado foi filtrado e lavado com etanol, o que forneceu

os correspondentes produtos puros 56 (a-g, i-k). Os dados dos produtos obtidos constam na Tabela | 14.
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Tabela | 14. Dados e rendimentos dos derivados 56 (a-g, i-k)

o]

WNHNHz
HoT
Massa Molecular

Produto R! Formula Molecular (g/mol) Rendimento
56° p-OCH;.CeHa4 C20H16N4O2 332,35 90%
56b CeHs C1gH1aN4O 302,33 7%
56¢ m-NO2-CeHs4 C1gH13Ns03 347,32 72%
56d P-N(CH3)2-CeHas CaoH19NsO 345,39 90%
56e p-OH-CeH4 C1gH14N4O2 318,32 80%
56f 0-Cl-CeHs C1gH13CIN4O 336,77 82%
569 0-F-CeHs4 C1gH1sFN4O 320,32 68%
56i p-F-CeHs C1gH1sFN4O 320,32 72%
56j m-OCHsp-OHC¢H3 C19H16N4O3 348,35 83%
56k 2-SC4H3 C16H12N4OS 308,36 91%

1 6.3.6. Sintese das 1-fenilssubstituidos-p-carbolina-3-tiossemicarbazidas 57 (a - g)

A uma suspenséodas 1-fenilssubstituidos- B-carbolina-3-carboidrazidas (1 mmol) (56 a - g) em agua
destilada (30 mL), foi adicionado tiocianato de potassio (4 mmol) e gotas de acido cloridrico concentrado. A
reacdo foi mantida sob agitagéo e refluxo pelo periodo de 48h. O precipitado formado foi filtrado em funil de
vidro sinterizado e lavado com agua destilada. Os rendimentos obtidos estao apresentados na Tabela | 15.
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Tabela | 15. Dados e rendimentos dos derivados 57 (a - g)

@) S
| N NHNH™ “NH,
N _N
H R
Massa Molecular
Derivados R Formula Molecular Rendimento
(g/mol)
57a p-OCH3CeH4 391,42 CaoH17Ns02S 70%
57b CeHs 361,42 C19H1sNs0S 75%
57c m-NO2CeHs4 406,42 C19H14NgO3S 78%
57d p-N(CHs)2CsHs 404,14 C21H20NsOS 80%
57e p-OHCeH4 377,09 C1gH15N50,S 65%
57f 0-Cl CgH4 395,06 C1gH14CINsOS 85%
579 0-F CHs 379,41 C19H14FNsO3S 62%

16.3.7. Sintese das 1-aril-B-carbolina-3-tiossemicarbazidas 58 (a-g, i-k) e 59 (b - e, g, i, k).

A uma solugéo das 1-(arilssubstituido)-3-carboidrazidas-3-carbolinas 56 (a-g, i-k) (1 mmol) em etanol (20
mL) foram adicionados etiltioisocianato e/ou fenilisotiocianato (1 mmol). A reacao foi mantida sob agitagéo
e refluxo por um periodo de 48h. O precipitado formado foi filtrado e lavado com etanol. Os rendimentos

obtidos estdo apresentados na Tabela | 16.
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Tabela | 16. Dados e rendimentos dos derivados 58 e 59

@) S 0
A NHNH/\LN/\ X NHNH/U\N/©
N _N H N | _N H
H g 58 Ho 59
Derivados R Massa Molecular Formula Molecular Rendimento
(g/mol)
58a p-OCH3CeH4 419,14 C22H21Ns0S 1%
58b CeHs 389,13 C21H19NsOS 85%
58¢c m-NO2CeHs4 434 47 Ca1H1gNsO3S 88%
58d p-N(CH3)2CeHs 43217 C23H26NsOS 85%
58e p-OHCeH4 405,47 Ca1H1gNs02S 70%
58f 0-Cl CgH4 423,92 C21H1sCINsOS 88%
589 0-F CeHs 407,46 Ca1H1sFNsOS 75%
S8i p-F CeHa 407 46 C21H1sFNsOS 71%
58] m-OCHsp-OHC¢H3 435,50 C22H21N503S 72%
58k 2-SC4H3 395,50 C19H17Ns0S2 1%
59b CeHs 437,52 CasH1gNsOS 68%
59¢ m-NO2CeHs4 482,51 CosH1sNsO3S 1%
59d p-N(CH3)2CeHs 480,58 CarH2sNsOS 70%
59 p-OHCeH4 461,52 CasH1gNs02S 62%
599 0-F CeHs 455,51 CasH18FN5sOS 68%
59i p-F CHs 455,51 CasH18FN5sOS 65%
59k 2-SC4H3 44354 C23H17Ns0S2 68%

| 6.3.8. Sintese das B-carbolinas com os grupos 3-(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) (60 a-g) 3-

(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona) (61 a-g, i-k) e 3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-tiazolidinona) (62

b-e,g.ik)

A uma solug&o das B-carbolina-3-tiossemicarbazidas (57, 58, 59) (1 mmol) em etanol (5 mL) foram

adicionados bromoacetato de etila (1,0 mmol), acetato de sédio (4,0 mmol) e hidréxido de potassio (1,0

mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitacéo e refluxo por 48h. O precipitado formado foi filtrado e

lavado com etanol. Os rendimentos obtidos estao apresentados na Tabela 117.
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Tabela 1 17. Dados e rendimentos dos derivados 60, 61 e 62

i S 7 s i 5/>:
‘ \ NHN/A/?:O ‘ X NHN%/N>:O | ~ NHN%N ©
N | N N
N & 60 . N Z 61 ) N 6
R b

Derivados R Massa Molecular Formula Molecular Rendimento

(g/mol) (%)
60a p-OCH3CgHs 431,47 C2oH7Ns03S 62
60b CeHs 401,44 Ca1H1sNs02S 70
60c m-NO>CgHs 446,44 Ca1H1sNg03S 81
60d p-N(CHz)2CeHs 44414 Ca3HaoNsO02S 75
60e p-OHCgH, 417,09 C21H15Ns05S 69
60f 0-Cl CgHs 435,89 C21H14CIN5O3S 72
60g 0-F CeHs 419,09 C21H14Ns0,S 65
61a p-OCH3CgHs 459,52 C24H21Ns05S 62
61b CeHs 429,49 Ca3H1gNs02S 72
61c m-NO2CeHs4 474,49 Ca3H1sNs04S 71
61d p-N(CHs)2CeHs 472,56 C2s5H24Ns02S 73
61e p-OHCgHs 44549 C21H14Ns02S 75
61f 0-Cl CgHs 463,94 C23H1Ns02S 82
61g 0-F CHs 447 48 CasH1sFNsO,S 67
61i p-F CeHs 447 48 CasH1sFNsO,S 68
61j m-OCH3p-OHCgH3 475,52 C24H21N504S 68
61k 2-SC4H3 435,52 C21H17N502S; 73
62b CeHs 477,13 C27H19N502S 65
62c m-NO2CeHs4 522,61 CorH18N604S 75
62d p-N(CHs)2CeHs 520,17 CogH24N602S 68
62e p-OHCgHs 493,54 CarH1gNs03S 74
62g 0-F CHs 495,12 CarH1gFNsO2S 63
62i p-F CoHs 495,12 CarH18FNsO2S 65
62k 2-SC4H3 483,56 C2sH17N50,S2 78

16.3.9. Sintese de 1-(p-hidréxifenil)-3-(2-N’-fenil-1,3,4-oxadiazolil)-B-carbolinas (63)

A uma solugdo da -carbolina-3-tiossemicarbazida (57e) (1 mmol) em etanol (5 mL) foram
adicionados bromoacetato de etila (1 mmol), acetato de sddio (4 mmol) e hidrdxido de potassio (1 mmol). A
mistura reacional foi mantida sob agitagéo e refluxo por 48h. O precipitado formado foi filtrado e lavado com
etanol. Na Tabela | 18 estdo apresentados dados e rendimento do produto.
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Tabela 1 18. Dados e rendimento do composto 63

_ Massa Molecular _
Derivado R Formula Molecular ~ Rendimento (%)

(g/mol)
63 p-OHCeH4 419,43 CasH17Ns0; 75

| 6.3.10 Sintese das 1-fenilssubstituidas-3-(carbonilidrazono-3’-acetoacetéxi de etila-4'-

tiazolidinona)-B-carbolinas 64 (a, b, f, g, i).

A uma solugéo das 1-fenilssubstituidas-B-carbolina-3-tiossemicarbazidas (57 a, b, f, g, i) (1 mmol),
foram adicionados bromoacetato de etila (2 mmol), acetato de sddio (4 mmol) e hidroxido de potassio (1
mmol). A reacao foi mantida sob agitagao e refluxo por 48h. O precipitado formado foi filtrado e lavado com

etanol. Os rendimentos obtidos estéo apresentados na Tabela | 19.

Tabela | 19. Dados e rendimentos dos derivados 64 (a, b, f, g, i).

o]
S
X NHN%O
| N
P N
i ‘ﬁ)
R 64 °
~

Derivado R Massa Molecular (g/mol)  Formula Molecular Rendimento
64° p-OCH;CgH4 517,14 C26H2sN505S 80%
64b CeHs 487,13 CasH21N504S 86%
64f 0-Cl CgH4 521,98 C25H20CINsO4S 85%
649 0-F CeH4 505,52 CosH20FN504S 83%
64i p-F CeHs 505,52 CosH20FN504S 78%
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1 6.11. Sintese das N’-arilideno-(1-fenilssubstituido)-B-carbolinas-3-carboidrazidas 65 — 72.

A uma solugéo das carboidrazidas 56 (b-d, f, g e k) (1 mmol) em DMF (3,0 mL) foram adicionados
os respectivos aldeidos aromaticos, benzaldeido, m-nitrobenzaldeido, p-dimetilaminobenzaldeido, o-
clorobenzaldeido, o-fluorobenzaldeido e tiofeno-2-carboxaldeido (1,2 mmol). A mistura reacional foi levada
ao forno de microondas doméstico utilizando 60% da potencia com intervalo de tempo de 1,0 a 3,0
minutos. As reagdes foram acompanhadas por CCD até o consumo total do material de partida. Apos
resfriada, a mistura reacional foi vertida em agua gelada. O precipitado formado foi filtrado em funil de vidro

sinterizado e lavado com agua. Os rendimentos obtidos estéo apresentados na Tabela | 20.

Tabela | 20. Dados e rendimentos dos derivados 65 — 72

D
P
Derivados R R? Massa Molecular Formula Molecular Rendimento

(g/mol) (%)
65 CeHs CeHs 390,44 CasH1N4O 68
66 p-N(CH3)2-CeHas CeHs 433,19 CarH2sNsO 70
67 0-F-CeHs CeHs 408,43 CasHi7FN4O 67
68 CeHs 0-SC4H3 396,46 Ca3H1sN4OS 82
69 m-NO,-CeHs4 CeHs 435,43 CasH17Ns03 80
70 CeHs p-N(CHs)2 CeHs 433,19 C27H23Ns0 83
7 0-Cl-CgHs CeHs 424,11 Ca5H17CIN4O "
72 CeHs 0-Cl C¢Hs 424,88 CasH17CIN4O 83

| 6.3.12. Sintese das 1-fenilssubstituido-3-carboidrazida-N’-(2-arilssubstituido-4-tiazolidinona)-f-

carbolinas (73 - 80)

A uma suspens&o das benzilideno-carboidrazidas (65 - 72) (1 mmol) em tolueno (10,0 mL) foi
adicionado, lentamente, acido mercaptoacetico (2 mmol) e acido p-toluenossulfonico catalitico. O meio
reacional foi mantido sob agitagdo e refluxo e o desenvolvimento das reagdes foi monitorado por CCD.
Apbés o consumo do material de partida (12h a 48h), a reacdo foi tratada com uma solugdo 5% de
carbonato de sodio até pH 8. O precipitado formado foi filtrado em funil de vidro sinterizado e lavado com

agua. Para os derivados 78 e 79 n&o houve a formagdo de precipitado apds o tratamento com a base.
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Nestes casos, a mistura reacional foi extraida com acetato de etila (3x20 mL). A fase orgénica foi seca com
sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente evaporado a vacuo em evaporador rotativo. Os rendimentos

obtidos estdo apresentados na Tabela | 21.

Tabela | 21. Dados e rendimentos dos derivados 73-80

Massa Molecular Rendimento
Derivados R R: Formular Molecular

(g/mol) (%)
73 CeHs CeHs 464,13 CarH2oN402S 67
74 p-N(CHs)2 CeHs4 CeHs 49414 CagH22N403S 78
75 0-F CeHs CeHs 482,12 CarH19FNsO2S "
76 CeHs 2-SC4H3 470,09 C2sH1sN40,S2 70
77 m-NO, CeH. CeHs 509,54 CarH19Ns04S 83
78 CeHs p-N(CHs)2-CgHs 507,17 CagH25N502S 69
79 0-Cl CeHs CeHs 498,09 C2rH19CIN4O2S 80
80 CeHs 0-Cl-CeHs 498,09 C2rH19CIN4O2S 78

| 6.4. PROCEDIMENTOS GERAIS PARA 0S ENSAIOS BIOLOGICOS

16.4.1. Atividade Antitumoral

As linhagens de células foram cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos EUA, e utilizadas
na triagem da atividade antitumoral. Estas foram cultivadas em meio de cultura denominada RPMI-1640
suplementando com 5% de soro fetal bovino inativo (SFB). Todos os procedimentos foram realizados sob
condicbes estéreis, segundo metodologia descrita por Monks e col. 193 Os compostos foram avaliados em
culturas de células tumorais humanas de glioma (U251), melanoma (UACC-62), mama (MCF7), ovario
resistente (NCI/ADR), rim (786-0), pulmé&o (NCI-460), prostata (PCO-3), ovario (OVCAR), colo (HT29),
leucemia (K-562), e frente as linhagens de células normais de rim de macaco verde (VERO) ou normais
humanas - queratinocitos (HaCarT).

Foram plaqueados em 100 yM de células, em meio de cultura denominada RPMI-1640
suplementando com 5% de soro fetal bovino inativo (SFB) e gentamicina (meio RPMI/SFB/gentamicina),

103 Monks, A.; Scudiero, D.; Skehan, P.; Shoemaker, R.; Paull, K.; Vistica, D.; Hose, C.; Langley, J.; Cronise, P.; Vaigro-Wolff, A.;
Gray-Goodrich, M.; Campbell, H.; Mayo, J.; Boyd, M.; Feasibility of a High-Flux Anticancer Drug Screen Using a Diverse Panel of
Cultured Human Tumor Cell Lines, Journal of The National Cancer Institute, v. 83, p. 757, 1991.
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nas suas respectivas densidades de inoculagéo em placas de 96 compartimentos. Estas foram incubadas
por 24 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 e 100% de umidade. Para cada linhagem foi utilizado
um numero estipulado de placas, além da placa To (placa controle), dependendo da quantidade de células
obtidas na contagem.

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

Para o ensaio da SRB, as placas de 96 compartimentos foram centrifugadas por 3 minutos a 2000
rpm, e foram fixadas com 50 WL de acido tricloroacético a 50% para as células aderidas. Para completar a
fixacdo celular, as placas foram incubadas por 1 hora a 40 °C. Apds esse tempo, foram submetidas a
quatro lavagens consecutivas com agua destilada para a remogéo dos residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios. Estas placas foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem completa.
Em seguida, as placas foram coradas pela adi¢do de 50uL de SRB a 0,4% (massal/volume) dissolvido em
acido aceético a 1%. Estas foram incubadas a 40 °C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solugao de acido acético 1%. O residuo da solugao 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 TrizmaBase na concentracdo de 10 uL e pH 10,5
por 5 minutos em ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 560 nm em um
leitor de microplacas.

Para obtencéo dos resultados foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus
respectivos brancos e através da formula abaixo, foi determinada a inibigdo de crescimento (IC) de cada
amostra testada.

Se T>C a substéncia estimulou o crescimento, néo apresenta IC.

Se T = To mas < C, a substancia foi citostatica e a formula utilizada & 100*[(T-T0)/(C-T0)).

Se T<To a substancia foi citotoxica, a formula utilizada é 100*[(T-T0)/(C-T0)].

Sendo que T é a média da absorbancia da célula tratada; C é o controle de célula; To € o controle
das células no dia da adi¢do das substancias. O resultado obtido foi subtraido de 100% obtendo-se entao a
porcentagem de inibigdo de crescimento. As amostras foram consideradas ativas quando apresentaram
inibicao de crescimento maior que 50% e ainda de forma dose dependente.
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1 6.4.2. Atividade Antiviral

Os compostos sintéticos foram avaliados quanto ao potencial citotdxico in vitro segundo a técnica
colorimétrica da sulforrodamina B descrita por Skehan e colaboradores 1% Células VERO foram tratadas
com varias concentragdes dos compostos (1000 ug/ml, 500 pg/ml, 100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml e 0,1
pg/ml) em triplicata. Como controle utilizou-se células sem a droga e o aciclovir foi utilizado como padrao
HSV-1. Através do resultado do ensaio da atividade antiviral € possivel analisar a concentragédo oefetiva —
ECs0 que € a concentragdo necessaria para proteger 50% das células contra infecgdo pelo HSV-1; a
concentracao citotoxica — CCso que € referente a dose toxica para 50% das células; e o indice de
seletividade — IS valor que se refere a quantas vezes o composto analisado € mais ativo para infecgéo.
Sendo assim, sdo ativos 0s compostos que apresentarem 1S>1

A citotoxicidade foi determinada frente a linhagem celular VERO - células de rim de macaco verde
africano (ATCC CCL81). Essas células foram cultivadas em DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®) e gentamicina e mantidas em estufa a 37°C
com tensdo de 5% de CO.. Para a obtengdo das suspensdes virais as monocamadas de células VERO

foram cultivadas e infectadas com Herpes simples tipo | cepa KOS.

104 Skehan, P.; Storeng, R.; Scudeiro, D.; Monks, A.; McMahon, J.; Vistica, D.; Warren, J. T.; Bokesch, H.; Kenney, S.; Boyd, M.
R.; New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening, Journal of the National Cancer Institute, 82, p. 1107, 1990.
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| 7. CONCLUSOES

Esta parte do trabalho consistiu na sintese, caracterizagdo de derivados triptaminicos e f-
carbolinicos inéditos contendo o anel 4-tiazolidinona acoplado a essas estruturas. Posteriormente foi
realizadas atividades in vitro das atividades, atitumoral, frente a dez linhagens de células cancerigenas
humanas e atividade citotoxica frente as células normais VERO e HaCaT e, antiviral frente ao virus Herpes
simplex tipo 1.

O emprego de um forno de microondas foi a metodologia mais eficiente e pratica para a
preparagdo dos derivados N3-(2-arilssubstituidos-4-tiazolidinona)-triptaminicos 51(a-h), os quais foram
obtidos em bons rendimentos (61 - 73%) com um tempo reacional de aproximadamente 3 minutos.

No ensaio da atividade antitumoral para os derivados triptaminicos-4-tiazolidinona, o derivado 51f
foi 0 mais ativo da série frente a todas as linhagens avaliadas com valor de Glso na faixa de 0,50 a 13,15
UM. O composto 51c¢ foi 0 composto mais ativo para glioma com valor de Glso igual a 0,08 uM, e sendo
mais de dez vezes mais toxico para as células tumorais de glioma do que para as células normais.

No ensaio da atividade antiviral a maioria dos derivados triptaminicos-4-tiazolidinona avaliados
apresentaram potente atividade, porém os derivados com os grupos fenila (51b) e furila (51h) ligados ao
anel 4-tiazolidinona foram os mais ativos dessa série, com valores de ECsy de 0,03 e 0,06 uM,
respectivamente.

A maioria dos compostos dessa série apresentou o indice de seletividade (IS) >1000, o que pode
indicar que compostos contendo o anel-tiazolidinona acoplados ao esqueleto triptaminico podem ser
indicados como candidatos a agentes antivirais.

As B-carbolinas 3-carboidrazida (56), intermediarios para a sintese dos derivados B-carbolinicos
com o nucleo 4-tiazolidinona foram obtidas a partir da reagao de Pictet Spengler do L-triptofano esterificado
com uma série de aldeidos aromaticos, seguido da oxidagdo das tetraido [B-carbolinas e posterior
tratamento com hidrazina hidratada. Foram obtidas as seguintes séries:

A reagdo das B-carbolinas-3-carboidrazidas (56) com isocianatos apropriados forneceu:
v"1-(fenilssubstituidos)-3-(carbonilidrazono-4-tiazolidinona)-B-carbolinicos 60 (a-g);
v"1-(arilssubstituidos)-3-(carbonilidrazono-3-etil-4-tiazolidinona)-B-carbolinicos 61 (a-g, i-k);

V' 1-(arilssubstituidos)-3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-tiazolidinona)-B-carbolinicos 62 (b - e, g. i k);

A reacéo de 57e com bromoacetato de etila forneceu o derivado

V" 1-(p-hidroxifenil)-3-(2-N'-fenil-1,3,4-oxadiazol-5il)-B-carbolinico 63;

A reacao dos derivados 57 (a, b, f, g, e i) com excesso de bromoacetato de etila forneceu:

v" 1-(fenilssubstituidos)-3-(carbonilidrazono-3'-acetoacetoxi de etila-4-tiazolidinona)-B-carbolinas 64

(a,b,f, g,i);
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Somente com o emprego catalitico de acido p-toluenossulfonico a reagdo dos intermediérios iminicos
(65 - 72) com acido mercaptoacético forneceu:
v" 1-(fenilssubstituidos)-3-carboidrazida-(N'-2-arilssubstituido-4-tiazolidinona)-B-carbolinas (73 - 80).

Os resultados dos ensaios de atividade antitumoral mostraram que:

Para a série dos B-carbolinicos com o grupo 3-(carbonilidrazono-4-tiazolidinona) (60 a-g) o derivado 60f e
60d, os quais possuem o grupo o-clorofenil e p-dimetilaminofenil, respectivamente na posi¢ao-1 do
esqueleto B-carbolinico apresentaram uma potente atividade antitumoral, com valores de Glsp na faixa de
0,01 a 14,59 uM.

Os derivados 60a, 60b, 60g, 60c e 60e apresentaram potente seletividade frente a linhagens de
celulas tumorais de mama, leucemia e ovario resistente.

A introducdo de um grupo etila e/ou fenila ao atomo de nitrogénio do anel tiazolidinico né&o
contribuiu para aumentar a atividade antitumoral dos derivados da série de 3-(carbonilidrazono-3-etil-4-
tiazolidinona) 61(a-g, i-k) e 3-(carbonilidrazono-3-fenil-4-tiazolidinona) e 62 (b-e, g, i, k), mas forneceu
derivados com seletividade especifica. Os derivados com os grupos fenil (61b), m-nitrofenil (61c), p-
dimetilaminofenil (61d) e o-fluorofenil (61g) na posi¢éo-1 do anel B-carbolinico foram seletivos frente as
linhagens celulares de glioma e leucemia com valor de Glso inferior a 1,00 uM. O derivado com o
heteroatomo na posicao-1 do anel B-carbolinico (61k) apresentou potente atividade frente a linhagem de
células de mama resistente com valor de Glso de 0,41 pM.

Os derivados com os grupos fenil (62b), p-hidroxifenil (62e) e 2-tiofeno (62k) na posigao-1 do
esqueleto B-carbolinico foram ativos para células de leucemia.

A introdugdo do grupo acetoacetdxi de etila no nucleo tiazolidinona dos derivados 3-
(carbonilidrazono-3-acetoacetoxi de etila-4-tiazolidinona) 64 (a, b, f, g, i), contribuiu significativamente para
fornecer compostos ativos e seletivos, especificamentepara a linhagem de células tumorais de ovario.

Dentre a série 1-fenil-3-[amido-N3-(2-arilssubistituido-4-tiazolidinona) [-carbolinas (73-80) os
derivado 73, 75 e 77 apresentaram atividade especifica frente as linhagens celulares de glioma, ovario e
leucemia e todos os derivados dessa série apresentaram ndo toxicos frente as células normais.

Os compostos (-carbolinicos-4-tiazolidinona 60g, 61d e 62c apresentaram atividade significativa
frente ao virus Herpes simplex tipo 1.

Os derivados da série 1-fenil-3-[amido-N3-2-(-arilssubstituido-4-tiazolidinona]-8-carbolinas (73-75 e
80) apresentaram boa atividade antiviral, mas o derivado 74 foi 0 mais ativo dessa série com valor de ECso
de 0,80 pM.

Com isso, é perceptivel que a presenca de grupos apropriados nas posi¢oes-1 e -3 do anel -
carbolinico exerce grande influencia nas atividades biologicas.
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Capitulo Il

Sintese e avaliagao da atividade anti-Alzheimer de derivados triazino-indélicos
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Il 1. INTRODUGAO

I11.1. Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) também conhecida como Mal de Alzheimer ou simplesmente
Alzheimer € um dos maiores problemas de deméncia em todo mundo. Descoberta em 1907, pelo
neuropatologista Alois Alzheimer, € uma doenga neuro-degenerativa, progressiva, irreversivel, aumenta
exponencialmente com o passar dos anos e atinge, principalmente, as pessoas com mais de 60 anos de
idade. A DA causa grandes transtornos as suas vitimas e entre os sintomas mais conhecidos estdo a perda
de memdria recente, irritabilidade, agressividade, alteragdes de humor, problemas na fala e com o passar
do tempo também pode apresentar sintomas como depressao. No estagio terminal, o idoso perde parte ou
totalmente os movimentos fisicos tornando-se totalmente dependente de outra pessoa; infecgdes, como
pneumonia também & comum nessa fase.

No Brasil cerca de 6% das pessoas com mais de 60 anos sofrem com a DA, segundo dados da
Associagao Brasileira de Alzheimer (Abraz). A Figura Il 1. ilustra a progressé@o da DA no cérebro 1.

Figura Il 1. As placas e emaranhados, em azul, tendem a se espalhar pelo cérebro, conforme o avango da
doenca.

105 http://www.alz.org/brain acessado em 18/06/2003
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I11.2. Génesis e o tratamento da Doenga de Alzheimer

Embora a causa da doenga de Alzheimer ainda seja essencialmente desconhecida, ha varias
hipoteses sendo estudadas com intuito de explicaro génesis desse mal.

Sabe-se que DA é uma doenga neurodegenerativa e estudos apontam que essa doenga pode ser
caracterizada pelos depositos chamados de amildides juntamente com a presenca de emaranhados
neurofibrilares (NFT, do ingles neurofibrillary tangles) elou placas senis (SP) 19 NFT sao agregagdes intra-
neuronais, compostas principalmente de proteina Tau fosforilada anormal. SP s&o extracelulares e o
principal componente destas lesdes é o peptideo -amildide (AB). Os mecanismos moleculares e celulares
responsaveis pela formagao destas lesdes ainda séo obscuros.

Uma das maiores evidéncias da ocorréncia da doenga € a deposigéo do peptideo B-amildide em
placas que causam a destruicdo de neurdnios por criar um processo inflamatério crénico nas regides
afetadas, alterando a regulagdo de célcio, o qual € essencial para a condugao dos estimulos nervosos, e
aumento da producdo de radicais livres, 0s quais sao toxicos para as células nervosas 107: 108,109 Em outras
palavras, os peptideos B-amildides insoluveis juntam-se, inicialmente para formar filamentos longos, e
entao, se unem a residuos de neurdnios que estdo morrendo para formar as placas observadas na DA.

A fosforilagdo da proteina Tau, a qual € um componente particular dos emaranhados
neurofibrilares, em um paciente com Alzheimer, é diferente da fosforilagdo da proteina tau em cérebro
normal. Essa pode ser a causa da disfuncdo celular que daria inicio a doenga de Alzheimer 110, 111,

Eventualmente, formam-se emaranhados neurofibrilares dentro de corpos de células nervosas 2. Quando

106 Kidd, M.; Paired Helical Filaments in Electron Microscopy of Alzheimer’s Disease, Nature, v. 197, p. 192, 1963.

107 Demarian, V.; Zavoreo, |.; Kes, V. B.; Simudic, A. M.; Biomarkers in Alzheimer’s disease, Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine, v. 49, p. 773, 2011.

108 \iegas Jr., C.; Bolzani, V. S.; Furlan, M.; Produtos Naturais como Candidatos a Farmacos Uteis no Tratamento do Mal de
Alzheimer, Quimica Nova, v. 27, p. 655, 2004.

109 Good, P. F.; Werner, P.; Hsu, A.;Warren Olanow, C.; Perl, D. P.; Evidence for Neuronal Oxidative Damage in Alzheimer’s
Diesease, American Journal of Pathology, v. 149, p. 21, 1996.

10 Hardy, J.; Allsop, D.; Amyloid deposition as the central event in the aetiology of Alzheimer, Trends in Pharmacological
Sciences, v. 12, p. 383, 1991.

111 Mudher, A.; Lovestone, S.; Alzheimer’s disease-do tausists and Baptists finally shake hands?, Trends in Neurosciences, v. 25,
p. 22, 2002.

112 Nikolaev, A.; McLaughlin, T.; O'Leary, D. M.; Tessier-Lavigne, M.; APP binds DR6 to trigger axon pruning and neuron death
via distinct caspases, Nature, v. 457, p. 981, 2009.
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isso ocorre, 0s microtibulos, que sdo uma associagdo da proteina tau 113 114 115 se desintegram e ocorre
um colapso do sistema de transporte dos neurdnios 116, Isso pode resultar, em primeiro lugar, em mau
funcionamento da comunicagdo bioquimica entre os neurbnios e, posteriormente, na morte das células.
Dessa forma, compreender os modos de regulagdo da fosforilagéo da proteina Tau € de grande interesse
para a determinagédo das possiveis causas da origem da formag&o de agregados dessa proteina e assim,
elaborar estratégias de protegdo para combater ou amenizar as lesdes causadas pela Doenga de
Alzheimer. A Figura Il 2. ilustra neurdnios saudaveis e neurdnios com indicios da DA, ou seja, presenca de

emaranhados neurofibrilares e placas de amildide.

Figura Il 2. Exemplos de células nervosas com placas e emaranhados neurofibrilares (figura maior) e
células nervosas normais (figura menor)10s:

Uma das mais antigas hipdteses, e na qual a maioria das terapias atuais esta envolvida, baseia-se
na hipotese colinérgica #, que propde que a DA é causada pela redugéo na sintese do neurotransmissor
acetilcolina, visto que os pacientes com DA apresentam niveis reduzidos deste neurotransmissor. Existem
trés classes de neurotransmissores: colinérgicos, adrenérgicos e os neuropeptideos. O principal

neurotransmissor colinérgico € a acetilcolina (Figura Il 3).

Figura Il 3. Estrutura da acetilcolina

|
)ko/\; NC

3 Francis, T. P.; Palmer, A. M.; Snape, M.; Wilcock, G. K.; The cholinergic hypothesis of Alzheimer’s disease, Journal Neurol
Neurosurg Psychiatry, v. 66, p. 137, 1999.

114 Michaelis, M. L.; Drugs targeting Alzheimer’s disease: some things old some things new, Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, v. 304, p. 897, 2003.

115 Gooch, M. D.; Stennett, D. J.; Molecular basis of Alzheimer’s disease, American Journal of Health-System Pharmacy, v. 53, p.
1545, 1996.

116 Goedert, M.; Spillani, M. G.; Crowther, R. A., Tau Proteins and Neurofibrillary Degeneration, Brain Pathology, v.1, p.279, 1991
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Os agentes colinérgicos s@o farmacos que direta ou indiretamente produzem efeitos similares aos
causados pela acetilcolina. Segundo seu mecanismo de agéo, estas substéncias se dividem em duas
classes principais: colinérgicos diretos e colinérgicos indiretos 7. 118, Os de agéo direta sdo farmacos que
devido a sua semelhanga com acetilcolina, tanto no ponto de vista estrutural, quanto na distribuicdo de
cargas, exercem agao analoga a deste transmissor quimico. Os agentes colinérgicos de ag&o indireta ou
simplesmente anticolinesterasicos, séo drogas que inibem a agdo da acetilcolinesterase; deste modo,
impedem a enzima de hidrolisar a acetilcolina, tendo como conseqUéncia, o acumulo deste transmissor
quimico nos sitios de transmissdo colinérgica. A acetilcolina participa de varios processos fisiologicos e
mentais, tais como sono, motricidade, aprendizagem e memoria. Em algumas doengas degenerativas
neurologicas como a disautonomia familiar, doenga de Huntigton, mal de Alzheimer e sindrome de
Parkinson, existem alteragdes da funcao colinérgica *°.

Logo, uma maneira de diminuir os sintomas e/ou retardar a doenca é aumentar a disponibilidade
sinaptica de acetilcolina. Esse processo € possivel pela inibigdo das principais enzimas responsaveis pela
sua catalise: a acetil e a butirilcolinesterase. A butirilcolinesterase também esta envolvida na manutencéo
das placas neuriticas e sua inibico pode representar beneficios adicionais ao tratamento 120, O tratamento
baseia-se no uso de farmacos inibidores da AChE (anticolinesterasicos) para evitar a degradagéo da ACh,
embora os medicamentos destinados a tratar essa deficiéncia sejam ainda pouco eficazes.

Atualmente existe uma série de farmacos anticolinesterasicos comerciais que tém sido bastante
usados por pacientes com DA. Como é o caso da substancia Fisostigmina (81), Donepezil (Aricet®) (82),
Galantamina (Reminyl®) (83), Rivastigmina (Exceton®) (84) e Tacrina (THA, Cognex®) (85). As estruturas
dessas substancias estao apresentadas no Quadro 11 1.

117 Korokovas, A.; Burckhatter, J. H.; Quimica Farmacéutica, Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, Cap. 13, 14, 15 e 16, p. 280-
317. 1988.

118 Gualtieri, F.; Cholinergic receptors and neurodegenerative diseases, Pharmaceutica Acta Helvetiae, v. 74 p. 85, 2000.
119 Zanini, A. C.; Olga, S.; Farmacologia Aplicada, Ateneu, S&o Paulo, 167, 84 1994.

120 Mesulam, M.; Geula, C.; Butyrylcholinesterase reactivity differentiates the amyloid plaques of aging from those of dementia,
Annals of Neurology, v.36, p.722, 1994.
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Quadro Il 1. Inibidores de AChE utilizados no tratamento da DA
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Mais recentemente, outros alvos terapéuticos tém sido objeto de novas pesquisas contra a doenga
de Alzheimer. Uma hipotese para causa da DA esta relacioanda com a dual-specificity tyrosine
phosphorilation-regulated kinase 1A (DYRK1A).

DYRK1A em mamiferos é homdlogo ao gene conhecido como “mini-cérebro”(mnb) de Drosofila
responsavel pelos defeitos de aprendizagem das moscas, e é essencial para a neurogénese pos-
embrionario normal. A quinase DYRK1A é expressa em toda parte de tecidos fetais e adultos, com uma
forte expressado no cérebro e no coragao 21,

Pesquisas recentes tém sugerido que DYRK1A também pode estar relacionada com os
mecanismos patolégicos de APP - proteina precursora de amildide e Tau, podendo acelerar a formagéao de
placas de amiléide e NFTs, proporcionando assim o inicio precoce da DA em pacientes com Sindrome de
Down (SD) 122, A proteina DYRK1A é uma serina / treonina-quinase conhecida por desempenhar um papel
critico no desenvolvimento neural, e é ativada por autofosforilagdo do residuo Tyr-321 123, Isso foi
observado porque pacientes portadores de SD apresentavam os sintomas da DA aos 40 anos. Sabe-se

121 Liu, F.; Liang, Z.; Wegiel, J.; Hwang, Y.; Igbal, K.; Grundke-Igbal, I.; Ramakrishna, N.; Gong, C., Overexpression of DYRK1A
contributes to neurofibrillary degeneration in Down syndrome, The FASEB Journal, v. 22, p. 3224, 2008.

122 Ryoo, S.; Jeong, H. K.; Radnaabazar, C.; Yoo, J.; Cho, H.; Lee, H.; Kim, I; Cheon, Y.; Ahn, Y. S,; Chung, S.; Song, W.;
DYRK1A-mediated Hyperphosphorylation of Tau: A Functional Link Between Down Syndrome and Alzheimer Disease, The
Journal of Biological Chemistry, v. 282, p. 34850, 2007.

123 Altafaj, X.; Dierssen, M.; Baamonde, C.; Marti, E.; Visa, J.; Guimera, J.; Oset, M.; Gonzalez, J. F.; Fillat, C.; Estivill, X;;

Neurodevelopmental delay, motor abnormalities and cognitive deficitis in transgenic mice overexpressing DYRK1A (minibrain), a
murine model of Down’s syndrome, Human Molecular Genetics, v. 10 p. 1915, 2001.

94



Tese de Doutorado

que a Sindrome de Down é uma anomalia genética situada no cromosso humano 21 124 e durante as
investigacdes das causas da DA associada com a SD, a proteina DYRK1A foi isolada do cromossomo
humano 21 1%,

Assim, o desenvolvimento de agentes terapéuticos com atividade inibitéria da DYRK1A podera
beneficiar individuos com SD, focando no tratamento de atraso mental relacionado adoenga de Alzheimer.
Nesse ambito, muitas pesquisas tém se direcionado para a descoberta de novos inibidores potentes da
DYRK1A, tendo como exemplo os compostos apresentados no Quadro Il 2 126 127, 128, 129, 130 que

apresentaram atividade inibitoria significativa.

124 Lejeune, J.; Gautier, M.; Turpin, R.; Study of somatic chromosomes from 9 mongoloid children, Comptes rendus
herdomadaires des séances de I'’Académie des sciences, v. 248, p. 1721, 1959.

125 Guimera, J.; Casas, C.; Pucharcds, C.; Solans, A.; Doménech, A.; Planas, A.; Ashley, J.; Lovett, M.; Estivill, X.; Pritchard, M.
A.; A human homologue of Drosophila minibran (MNB) is expressed in the neuronal regions affected in Down syndrome and
maps to the critical region, Human Molecular Genetics, v. 5, p. 1305, 1996.

126 Bain, J.; Plater, L.; Elliott, M.; Shpiro, N.; Hastie, C. J.; McLauchlan, H.; Klevernc, I.; Arthur, J. S. C.; Alessi, D. R.; Cohen, P.;
The selectivity of protein kinase inhibtors: a further update, Biochemical Journal, v. 408, p. 297, 2007.

106Bain, J.; McLauchlan, H.; Elliott, M.; Cohen, P.; The specificities of protein kinase inhibitors: an update, Biochemical Journal, v.
371, p. 199, 2003.

127 Bain, J.; McLauchlan, H.; Elliott, M.; Cohen, P.; The specificities of protein kinase inhibitors: an update, Biochemical Journal, v.
371, p. 199, 2003.

128 Kim, N. D.; Yoon, J.; Kim, J. H.; Lee, J. T.; Chon, Y. S.; Hwang, M.; Ha, |.; Song, W.; Putative therapeutic agents for the
learning and memory deficits of people with Down syndrome, Bioorganic & Chemistry Letters, v.16, p.3772, 2006.

129 Ogawa, Y.; Nonaka, Y.; Goto, T.; Ohnishi, E.; Hiramatsu, T.; Kii, I.; Yoshida, M.; Ikura, T.; Onogi, H.; Shibuya, H.; Hosoya, T.;
Ito, N.; Hagiwara, M.; Development of a novel selective inhibitor of the Down syndrome-related kinase DYRK1A, Nature
Communications, v. 1, p. 86, 2010.

130 Adayev, T.; Wegiel, J.; Hwang, Y. W.; Harmine is an ATP-competitive inhibitor for dual-specificity tyrosine phosphorylation-
regulated kinase 1A (Dyrk1A), Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 507, p. 212, 2011.
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Quadro Il 2 Inibidores conhecidos da DYRK1A
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No entanto, mesmo apresentando atividade inibitoria significativa frente a DYRK1A, esses
compostos ndo s@o usados como agentes terapéuticos principalmente pela falta de seletividade e de
potencia apresentada pelos mesmos, dados que ainda faltam para esses compostos agirem como
inibidores DYRK1A.

Os trabalhos de Wang Di 13! e colaboradores relataram a descoberta de seis inibidores DYRK1A
via screening virtual, em combinagdo com bioensaios. Dentre os seis compostos avaliados in vitro, 0s

N e

DYRK1A, mais potentes que o controle positivo epigalocatequina-3-galato (EGCG), cujo valor de ICsq foi de

13,44 pM.
/O S O = |N @)
W[::[%?_4% [O \N/kN
cr 7 H
o
87

131 Wang, D.; Wang, F.; Tan, Y.; Dong, L.; Chen, L.; Zhu, W.; Wang, H., Discovery of potent small molecule inhibitors of DYRK1A
by structure-based virtual screening and bioassay, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.22, p.168, 2012
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Um estudo de Docking dos compostos 86 e 87 na estrutura cristalina DYRK1A foi também
realizados pelos autores. A Figura Il 4 mostra o alinhamento de modelagem por homologia da estrutura
dessa quinase e das estruturas cristalinas de 86 e 87.

Figura Il 4 Estudo de Docking para os compostos 86 e 87131

A >

Met240
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J ‘ b/ 5
ﬁv’ Met240 |
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Através desses estudos de Docking, observou-se que ha duas ligagdes de hidrogénios formadas
entre DYRK1A e os compostos 86 e 87, localizada no aminoacido Lys 188 and Leu 241, respectivamente.
Com a analise dos ligantes j& conhecidos nas estruturas cristalinas de DYRK1A, observou-se que o
composto 86 possui 0 esqueleto semelhante e mesmo modo de ligagédo como o do potente inibidor (12)-1-
(3-etil-5-hidroxi-2(3H)-benzotiazoilideno)-2-propanona  codificado como INDY (inibidor de DYRK1A),
(Figura Il 5A), o composto 87 possui semelhanga e mesmo modo de ligagéo do inibidor mais potente, a
harmina (Figura Il 5B), o que pode justificar as potentes atividades exibidas para ambos os compostos.

Varios relatos da literatura tém mostrado a potente atividade exercida pelo composto harmina 2,
um alcaléide B-carbolinico natural que mostrou atividade inibitéria da quinase. Com inspiragdo na fusao-
6,5,6 do esqueleto triciclicoda harmina, Loidreau e col 132 sintetizaram uma série de derivados
benzofurano-pirimidinas 88 e benzotieno-pirimidinas 89 e avaliaram a atividade inibitéria destes frente a

cinco quinases protéicas.

NHR

R=H,Ar

132 L oidreau, Y.; Marchand, P.; Dubouilh-Benard, C.; Nourrisson, M.; Duflos, M.; Loaec, N.; Meijer, L.; Besson, T.; Synthesis and
biological evaluation of N-aryl-7-methoxybenzo[bjthieno[3,2-d]pyrimidin-4-amine analougues as dual inhibitors of CLK1 and
DYRK1A kinases, European Journal of Medicinal Chemistry, v. 59, p. 283, 2013.

97



Tese de Doutorado

Dentre os compostos sintetizados e avaliados, foi observado que derivados de metoxi-benzotieno-

N ey

de quinase DYRK1A. Os derivados 90 e 91 foram os mais ativos, apresentando valores de ICso de 0,68 e
0,5 uM (para 90) e de 0,79 e 0,66 uM (para 91), para CLK1 e DYRK1A, respectivamente. Ambos os

derivados também foram seletivos para ambas as quinases.

Seguindo a hipotese colinérgica, e com o objetivo de desenvolver compostos anti-DA direcionados
para a inibigdo de acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE), bem como, para a inibigao da
formagdo de emaranhados B-amildides, derivados com o esqueleto 1,4-substituido 4-(1H)-piridileno-
hidrazona foram avaliados nesse contexto. A maioria dos compostos inibiram a AChE em baixas
concentracdes, na ordem de micromolar para nanomolar. O derivado 92 foi 0 mais potente, com valor de
ICs0 (AChE) de 90 nM e valor de ICso (fibrilas) de 1,6 uM 133,

/N‘N/ Z

92

Segundo Prinz e colaboradores 3% a combinagdo de um substituinte retirador de densidade
eletronica anexado a unidade hidrazona, nesse caso 0 grupo p-nitrobenzil, e um grupo propilfenila
acoplado ao anel piridinico, parece ser vantajosa para a inibigdo da AChE e para a destruicdo de
emaranhados fibrilares pré-formados.

Embora néo exista cura para DA, o tratamento atualmente mais empregado esta diretamente
relacionado com a inibicdo dos efeitos colinesterasicos, visando melhorar a saude, retardar o declinio
cognitivo, tratar os sintomas e controlar as alteragdes de comportamento do idoso. No entanto as

substancias anticolinesterasicas empregadas atualmente para diminuir os sintomas ou retardar o progresso

133 Prinz, M.; Parlar, S.; Bayraktar, G.; Alptiiziin, V.; Erciyas, E.; Fallarero, A.; karlsson, D.; Vuorela, P.; Burek, M.; Forster, C.;
Turunc, E.; Armagan, G.; Yalcin, A.; Schiller, C.; Leuner, K.; Krug, M.; Sotriffer, C. A.; Holzgrabe, U; 1,4-Substituted 4-(1H)-
pyridylene-hydrazone-type inhibitors of AChE, BuChE, and amyloid-B aggregation crossing the blood-brain barrier, European
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 49, p. 603, 2013.
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causado pela DA, apresentam uma gama de efeitos colaterais, além de ter o efeito minimizado em curto

prazo de uso.

Diante disso, estudos com foco em outras possiveis hipoteses para o tratamento da DA tém
despertado grande interesse, como € o caso da atividade inibitéria DYRK1A. Por isso a necessidade de
busca por novos e eficazes candidatos a essa atividade podem contribuir, principalmente, para a

diminuicao dos casos de pacientes com sindrome de Down que desenvolvem DA precocemente.
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I12. OBJETIVOS

Essa parte do trabalho de doutorado sanduiche desenvolvido naTechnische Universitat Darmstadt
(TU-Darmstadt) na Alemanha teve como objetivos:
v' Sintetizar derivados de 1, 2, 4-triazino-indol-3-tiol, mais especificamente:
e 8-metdxi-5-alquillbenzil-[1, 2, 4]-triazino-indol-3-tiossubstituido
o 7-metdxy-5-alquil/benzil-[1, 2, 4]-triazino-indol-3-tiossubstituido
v' Realizar estudos de Docking molecular dos derivados sintetizados com o objetivo de avaliar a
interagdo destes com aproteina DYRK1A

v’ Avaliar a atividade anti-Alzheimer dos derivados que forem mais promissores nos estudos de

N e
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Il 3. PREPARAGAO E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS

I13.1. Sintese e caracterizagao dos derivados 8-metéxi-5-alquil/benzil-[1,2,4]-triazino-indol-3-
tiossubstituidos 96 (a - d) e 100 (a, b)

A rota sintética para a preparagao dos derivados [1,2,4]-triazino-inddlicos desejados esta mostrada
no Esquema Il 1. Para a obtengdo dos derivados 8-metdxi-triazino-inddlicos 96 (a — d) empregou-se como
material de partida a 5-metoxi-isatina (93). A reacdo desta com tiossemicarbazida, na presenga de acido

acético (cat.), em etanol, forneceu a tiossemicarbazona 94.

o} N
1 - N
s DMF rt NN SR
o} N,
_© O NHCSNHNH, O /N\NJ\NH2 KCO;  ~ | N H 96 (a-c)
bl N —_ P
0 CH3COzH, Etanol NTo H,0, MW N™ "SH

N MW
H o

1
0.8 2 9a % N\\Nz
93 94 95 CHyl, KxCO3 s 4 Ja
sl RoCDs
1 DMF. rt 653’T‘43N S
R'Br, KoCO3 96 d
DMF rt
S
o) N\
O NH,CSNHNH, ~© /N‘NJ\NHZ KaCOs  ~ [N CHal.keCOg KaCOs~
H E— / )\ -
o CchOZH Etanol NN H,0, MW N° 'N° "SH DMF.rt
R! R!
97(aeb) 98 (aeb) 99 (aeb) 100 (ae b)

R'=a) /\/k b) SN c)/\@

Esquema Il 1 Rota sintética para preparagéo dos derivados 8-metoxi-5-alquil/benzil-[1,2,4]-triazino-indol-3-
tiossubstituidos 96 e 100

O mecanismo para obtenc¢éo do intermediario 94 é semelhante ao de formagao de iminas. Primeiro
ocorre a protonagdo da carbonila da isatina para formar o intermediario ion ox6nio; em seguida o ataque do
par de elétrons do N da tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal protonado. Com a perda
de uma molécula de agua e apds a neutralizagao forma-se a tiossemicarbazona 94.

O intermediario 94, sem purificacdo, foi tratado com base em meio aquoso, sob irradiacdo de
microondas, para a formagéo do triazino-indol 95, o qual na presenca de brometos de alquila ou benzila
forneceu os derivados 96 (a — ¢). Quando se fez uso de iodeto de metila, ambos os grupos, indol e tiol,
foram metilados fornecendo o derivado 96d. Como era de interesse obter derivados com diferentes grupos
alquila no nitrogénio inddlico e grupo metila ligado ao enxofre 100 (a e b), foi necessario, primeiramente,
alquilar o N-inddlico no nucleo da isatina e, em seguida, continuar com a rota sintética como descrito

anteriormente.
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Il 3.1.1. Sintese e caracterizagao dos derivados 7-metoéxi-[1, 2, 4]-triazino-indol-3-tiossubstituidos
108 (a, b) e 112 (a, b)

Para obteng&o dos derivados 7-metoxi-triazino-indol 108, 112 alquilados, primeiramente, sintetizou-
se a isatina com um grupo metoxila na posicéo-5, devidos ao alto custo desse reagente e a facilidade de

sua obtengao via sintese.

A isatina (1H-indol-2,3-diona) 101 é um heterociclo que possui duas carbonilas com reatividades
diferentes, uma cetonica e outra amidica, um grupo NH suscetivel as reagdes de alquilagdo e acilagéo e
um anel aromatico que pode sofrer reacdes de substitui¢do eletrofilica. A isatina também é encontrada na
natureza, como por exemplo, em plantas do género /satis; nas espécies Calanthe discolor Lindl. e coroupita
guianenses Aubl. '3, e ainda distribuida em diferentes regides do cérebro e em fluidos corporais de seres

humanos 35.

O método mais comum de obtengéo da isatina 101 é pelo processo de Sandmeyer 13¢ (Esquema Il

2)
CI3CH(OH),
0]
@ (NHOH). H,S0, @L L/NOH HS0; Q\i
NH2 NaSO4 N (@] N @]
H H
- HCI / H,0
Anilina isonitrosoacetanilida 101

Esquema Il 2 Reagédo de Sandmeyer para obteng&o do nucleo isatina 101.

134 Silva, J. F. M.; Garden, S. J.; Pinto, A. C.; The Chemistry of Isatins: a Review from 1975 to 1999, Journal of The Brazilian
Chemical Society, v. 12, p. 273, 2001.

135 Watkins, P.; Clow, A.; Glover, V.; Halket, J.; Przyborowska, A.; Sandler, M.; Isatin, Regional Distribution in rat brain and
tissues, Neurochemistry International, v. 17, p. 321, 1990.

136 Taylor, A. Journal of Chemical Research, Miniprint, 10, 4154, 1980.
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Nessa metodologia, a isatina é obtida a partir da anilina com hidrato de cloral e sulfato de
hidroxilamina (ou outro sal de hidroxilamina), na presenca de uma solugéo saturada de sulfato de sédio,
para formar isonitrosoacetanilida, a qual na presenca de &cido sulfurico sofre ciclizagédo para formar a
isatina.

Mas, sabe-se que a sintese de metdxi-isatinas, especialmente as dimetoxi-isatinas, segundo
Sandmeyer, conduz a baixos rendimentos devido a baixa reatividade ou a formagéo de subprodutos
dificultando a purificagao 137. 134,

Mason, e colaboradores 138 exploraram outras vias sintéticas com o objetivo de sintetizar metdxi-
isatinas com melhores rendimentos e com intuito de encontrar um procedimento que suprisse 0 uso de
hidrato de cloral, o qual € um componente essencial na rea¢do de Sandmeyer.

Dessa forma, seguindo o procedimento utilizado por Mason 138 a m-anisidina 102 foi utilizada como
material de partida, obtendo-se o intermediario etil (metdxi-fenila) amino-oxoacetato 103, a partir da reagéo
de substituigdo nucleofilica na presencga de cloreto de etil-oxalila, em dietiléter. Em seguida, o composto
103 foi convertido nas correspondentes morfolina-oxoacetamidas 96 pelo aquecimento em morfolina.
Finalmente a metoxi-isatina 105 foi preparada pelo aquecimento dos intermediarios 104 em cloreto de
fosforila Esquema Il 3.

o
HN
NH2  Eioco) EI0(CO)CI %o/\ m)L POC; @\_/E
Eto2 K/O 65°C ? N ©

ref luxo [

A Et0,0°C
102 105

Esquema Il 3. Obteng&do 5-metoxi-isatina 105

A rota sintética para obtengéo dos derivados 108 (a, b) e 112 (a e b) (Esquema Il 4) é similar a
utilizada na preparacdo dos derivados 96 e 100. Os triazino-inddis metoxilados na posi¢ao-7 foram
preparados inicialmente a partir da reacdo da 6-metdxi-isatina 105, previamente sintetizada, com
tiossemicarbazida, em etanol e sob catélise acida, em forno de microondas fornecendo os intermediarios
tiossemicarbazonas 106 e 110 (a e b). Estes foram ciclizados na presenga de K2CO3 aquoso, sob radiagéo
de microondas. Os derivados alquilados 109 (a - ¢), 108 (a e b) e 112 (a e b) foram obtidos pelo

tratamento de 105, 107 e 111 (a, b) com brometos ou iodetos de alquila, em dimetilformamida.

137 Popp, F. D.; The Chemistry of Isatin, Advances in Heterocyclic Chemistry, v. 18, p. 1, 1975.

138 Mason, J. J.; Janosik,T.; Bergman, J.; A New Approach Methoxyisatins Leading tot he Total Synthesis of Ophiuroidine and
other Hydroxytryptathrins, Synthesis, p. 3642, 2009.
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Esquema Il 4 Rota sintética de obtengéo dos derivados triazinos alquilados ou benzilados 108 e 112

Todos os derivados sintetizados foram caracterizados com bases nos dados espectroscdpicos de
RMN de 'H e de "C/DEPT. Foram observados sinais em &u 2,77 (s; 3H) referentes aos hidrogénios
metilicos dos compostos que contém o grupo S-metil; sinais em & 3,82 — 3,99 (s; 3H) foram atribuidos aos
hidrogénios metilicos referentes a metoxila no anel benzénico do indol; hidrogénios aromaticos em &4 6,92
- 8,31 também foram observados com as correspondentes multiplicidades e as constantes de
acoplamento; sinais dos grupos alquila ligados aos atomos de nitrogénio e/ou enxofre, foram observados
em oy 4,31 -4,36 (, J = 7,1 - 7,4 Hz; N-CH2); os compostos com substituintes 3-metilbutila apresentaram
sinais em &y 1,40 — 1,77 (quart, J = 6,9 Hz; CH2), 1,62 — 1,64 (non.; J = 6,3 Hz; CH), 64 1,03 - 1,05 (d; J =
6,6 Hz, (CHs)2). Os compostos com o grupo N-butila ou S-butilssubstituido apresentaram sinais em ox 1,89
(quint.; J = 7,3 Hz; CHy); 61 1,38 — 1,40 (sext.; J = 7,3 Hz; CHy) e sinais em &k 1,00 (t.; J = 7,4 Hz; CHs)
atribuidos aos hidrogénios metilénicos nos espectros de RMN de 'H.

Nos espectros de RMN de '3C foram observados sinais em &¢ 166,99 — 168,40 referentes ao C-3
Oc 155,86 — 156,27 atribuidos ao C-8 e d¢ 162,67 — 162,73 atribuidos ao C-7. Os sinais dos carbonos dos
grupos S-3-metilbutil e N-3-metilbutil foram observados em &¢ 39,71 - 39,84 para carbono metilénico, ¢
25,83 atribuidos aos carbonos metinicos (CH), dc 22,39 — 22,40 aos carbonos metilicos CHj; referentes.
Para os compostos com S-butila e N-metila foram observados sinais em 8¢ 39,71 — 41,14 (N-CHz), 8¢ 30,42
- 36,86 (CH2), 6¢c 20,13 — 25,83 para carbonos metilénicos e d¢c 13,62 — 22,40 atribuidos aos carbonos

metilicos.
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I14. DOCKING MOLECULAR

I14.1. Docking Molecular dos derivados sintetizados

Atualmente o uso de Docking molecular tem sido uma ferramenta muito importante principalmente
na area de Quimica Medicinal. Essa técnica de modelagem molecular baseia-se na compreenséo de dados
computacionais e teoricos que tem como objetivo entender e prever o comportamento de sistemas reais,
em outras palavras, € uma simulagdo de interacdo substrato e macromolécula, nesse caso, ligante e
proteina.

Os estudos de Docking receptor-ligante sdo métodos computacionais que podem identificar o
melhor modo de interagdo de substancias candidatos a farmacos. Esses estudos de modelagem fornecem
valores de energias geradas no sitio ativo de proteinas, as quais s@o consideradas como alvo para o
tratamento de doengas, e essa energia esta relacionado com as interagdes, eletrostaticas, de ligagdes de
hidrogénios, estéricas, e hidrofébicas sendo entdo possivel avaliar a melhor orientagéo e conformagéo
entre receptor e ligante.

O valor de energia obtido por meio de estudos de modelagem é uma combinagdo entre a
orientagao/conformagédo e uma fungdo de pontuagdo que nada mais é que a afinidade atdbmica e as
diversas possibilidades de variagao do substrato na presenca da proteina 1%,

Atualmente existe uma gama de programas utilizados para modelagem molecular - Docking,
comerciais e gratuitos, como por exemplo, GOLD, FlexX, AutoDock, Glide, ICM, Molegro Virtual Docker,
entre outros 140,

Nesse trabalho foi utilizado o Molegro virtual Docker como programa para realizar os estudos de
Docking molecular dos compostos sintetizados. A estrutura tridimensional da proteina DYRK1A em
complexo com a harmina foi obtida no banco de dados Protein Data Bank (PDB) do Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics (RSCB, http://www. rcsb.org/) 141. Os resultados foram avaliados
segundo a orienta¢do e/ou conformagéo (pose) da interagao dos ligantes com os aminoacidos da proteina

Os valores de energia com bases nos dados de Docking dos derivados sintetizados estdo
ilustrados na Tabela Il 1.

139 Verdonk, M. L.; Cole, J. C.; Hartshorn, M. J.; Murray, C. W.; Taylor, R. D. Improved protein-ligand docking using GOLD.
Proteins-Structure Function and Genetics,2003, 52, 609

140 Klebe, G. Virtual ligand screening: strategies, perspectives and limitations. Drug Discovery Today, 2006, 11, 580.

141 Berman, H. M.; Westbrook, J.; Feng, Z; Gilliland, G.; Bhat, T. N.; Weissig, H.; Shindyalov, I. N.; Bourne, P. E. The Protein
Data Bank.Nucleic Acids Research, 28, 235, 2000
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Tabela Il 1. Resultados com base nos estudos de Docking Molecular dos derivados sintetizados

Derivados

96a /Omgzs
N
o ; S
96b g CE«\H%
N
N=N
96¢ mr\?/
N

N=N a
O / ]
96d g mf
N
\
N=N Y

gess
100a &
=N 2
Aessh
100b N

L
108a o y

N=N /\/\
ioacy
108b ~o );
N=N /

S
mr\?/
112a ~o N
=N
jontad
112b ~o N

* Sem interagao com a proteina

Energia

-113.428*

-99.6083

-113.265

-100.499

-119.64

-111.224

-136.013*

-120.611*

-115.910

-115.29

Os derivados, segundo os estudos de modelagem molecular, apresentaram de maneira geral,

6timos valores de energia. No entanto, mesmo com esses resultados, alguns compostos ndo apresentaram
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boa interagdo com a proteina quando comparados a interagdo da harmina (2) com a proteina, ja que esta
foi usada como paréametro devido a sua potente atividade de inibigdo da DYRK1A.

Durante o processo de modelagem, 10 poses de cada derivado analisado s&o geradas com seus
respectivos valor de energia. Os melhores valores juntamente com a melhor interacdo (ligante/proteina)
foram selecionados, conforme observado na Tabela Il 1. A titulo de ilustrar melhor esses dados, o derivado
96b foi usado como exemplo. A Figura Il 5 mostra o derivado 96b com a proteina, ou seja, a melhor
relacdo de energia/interagdo das 10 conformagdes geradas durante a modelagem. A Figura Il 6 mostra
essa pose, juntamente com o esqueleto da harmina, e a Figura Il 7 mostra o alcaloide harmina (2) com a
proteina.
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Figura Il 5 Derivado 96b no sitio da proteina DYRK1A

N

Com base nos resultados da modelagem molecular, somente os derivados que apresentaram bons
valores de energia e boa interagdo com a proteina DYRK1A foram avaliados quanto a atividade inibitéria

dessa quinase. Os compostos selecionados foram 96 (a-d), 100 (a, b) e 112 (a, b).

108



Tese de Doutorado

Il 5. ATIVIDADE BIOLOGICA
I15.1. Atividade frente a inibigado da quinase Dyrk1A

O ensaio in vitro da atividade biologica inibitoria da quinase DYRK1A foi realizada no Cerep, na
Franga, sob a supervisdo do Ph.D Thierry JOLAS. Foram considerados resultados significativosa inibi¢éo
considerados inativos.

Os valores da inibigdo da atividade quinase DYRK1A (em %) pelos derivados avaliados estio
apresentados na Tabela Il 2.

De forma geral, os derivados avaliados mostraram-se inativos, com valores inferiores a 50% de
inibicdo da quinase DYRK1A. O derivado 96a, mesmo nao apresentando boa interagdo com a proteina nos
estudos de modelagem, foi avaliado frente ao ensaio da inibicdo da atividade DYRK1A, porém o derivado
96a nao apresentou atividade. Com isso pdde-se concluir a importancia de se realizar previamente um
estudo de modelagem molecular, o qual pode indicar qual ou quais melhores estruturas quimicas podem
apresentar atividade biolégica.

Dentre os compostos avaliados, apenas os derivados 112b e 112a, foram ativos, ou seja, inibiram
a a atividade da quinase em 57,1% e 67,4%, respectivamente. A atividade inibitoria pode estar relacionada,
principalmente, com a presenga do grupo metoxila na posigéo-7 do anel triazino-indolico, ja que os unicos
derivados ativos possuem o grupo metoxila nessa posi¢do. Um dado interessante é que o grupo metoxila
também & presente na posigé@o-7 da harmina, composto este usado como referéncia devido a sua potente

atividade de inibigéo dessa quinase (ICso = 80 nM in vitro).

Tabela Il 2. Avaliagéo da atividade inibitéria da quinase DYRK1A (%)

Inibi¢ao da quinase
DYRK1A (%)

N=|
96" /Om,f/s Na
N

Derivados

5
o AT
96b N Na
N
b
N=N
96¢ N Na
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96d

100°

100b

112*

112b

Na = ndo ativo

Na

Na

Na

67,4

57,1
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I16. PARTE EXPERIMENTAL

I16.1. Sinteses dos compostos

Il 6.1.1. Sintese dos intermediarios metdxi-(2-oxoindolin-3-ilideno)-tiossemicarbazona, 94, 98 (a,b),
106 e 110 (a,b)

A uma solugéo de metdxi-isatina 93, 105 e/ou metoxi-isatina N-alquilada 97 (a, b), 109 (a, b) (1,2
mmol) em etanol (10 mL) foram adicionados tiossemicarbazida (2,4 mmol) e uma gota de acido acético. A
mistura reacional foi agitada em forno de microondas a uma temperatura de 80°C por 2h. O solvente foi
removido em evaporador rotativo e o intermediario obtido foi utilizado na préxima etapa sem prévia

purificagdo. Os rendimentos obtidos estdo mostrados na Tabela Il 3.

Tabela Il 3. Rendimentos obtidos para os compostos 94, 98 (a,b), 106 e 110 (a,b)

S
N
R1// RN , ©

Compostos R R? Rendimento (%)
94 5-OMe H 77
98a 5-OMe C4Hs-3CHs 90
98b 5-OMe CsHg 81
106 6-OMe H 89
110a 6-Ome C4Hs-3CHs 90
110b 6-OMe CsHg 82

I16.1.2. Sintese dos intermediarios metdxi-triazino-indol-3-tiossubstituidos 95, 99 (a, b), 107 e 111 (a,
b)

A uma suspensao dos derivados 94, 98 (a, b), 106 e 110 (a, b) em agua (10 mL), foi adicionado
K2COs (2,0 mmol). A mistura reacional foi agitada em forno de microondas a 100 °C por 2,5h. Apés resfriar,
a reacdo foi neutralizada com acido acético a pH 2 e o precipitado formado foi filtrado e lavado com agua e
secos a vacuo. Os derivados foram utilizados na proxima etapa sem prévia purificagdo. Os rendimentos

obtidos estdo mostrados na Tabela Il 4.
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Tabela Il 4. Rendimentos obtidos dos compostos 95, 99 (a, b), 107 e 111 (a, b)

T 1)
R/ = 22 N” sH
Compostos R? R? Rendimento (%)
95 8-OMe H 88
99a 8-OMe C4Hs-3CH3 93
99b 8-OMe CsHg 71
107 7-OMe H 90
111a 7-Ome C4Hs-3CH3 97
111b 7-OMe CsHo 68

I1 6.1.3 Sintese dos derivados metoxi-triazino-indol-3-tiolssubstituidos 96 (a-d), 100 (a, b), 108 (a, b) e

112 (a, b)

A uma solugéo dos intermediarios 95, 99 (a,b), 107 e 111 (a, b) (0,13 mmol) em DMF (15 mL) foi
adicionado, brometo de 3-metilbutila, brometo de butila, brometo de benzila e/ou iodeto de metila (0,16
mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 3h a 12h.
As reagbes foram acompanhadas por CCD e HPLC e apds a observagédo da formagao dos produtos foi
adicionado agua ao meio reacional. O precipitado de coloragdo amarelo-alaranjada formados foi coletado
por filtragao e lavados com &gua. Os rendimentos obtidos estdo mostrados na Tabela Il 5.
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Tabela Il 5. Rendimentos obtidos para os compostos 96 (a-d), 100 (a, b), 108 (a, b) e 112 (a, b)

SR3
R’ F\<2
Compostos R? R? R? Rendimento (%)
96a 7-OMe C4Hs-3CH3 75
96b 7-OMe CsHg 62
96¢ 7-OMe CH2CeHs 71
96d 7-OMe CHs CHs 92
100a 7-OMe C4Hs-3CH3 CHs 60
100b 7-OMe CsHg CHs 61
108a 8-OMe C4Hs-3CHs C4Hs-3CHs 77
108b 8-OMe CsHg CsHo 65
112a 8-OMe C4Hs-3CHs CHs 72
112b 8-OMe CsHg CHs 70

I16.1.4. Sintese dos derivados metéxi-isatina N-alquilado 97 (a, b) e 109 (a, b)

A uma solugéo das metdxi-isatinas, 93 e/ou 105 (1,0 mmol) em DMF (15 mL) foi adicionado K2CO3

(2,0 mmol) e os respectivos haletos de alquilas, brometo de 3-metilbutila e brometo de butila (1,5 mmol). A

mistura reacional foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 24 h. A mistura reacional foi

neutralizada com acido acético e extraida com acetato de etila (3x20 mL). A fase organica foi seca com

sulfato de sodio anidro e apds a filtragao, o solvente foi removido em evaporador rotativo. Os produtos com

aspecto oleoso foram obtidos em bons rendimentos e foram utilizados nas proximas etapas sem prévia

purificagdo. Os rendimentos obtidos estdo mostrados na Tabela Il 6.
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Tabela Il 6. Rendimentos obtidos dos compostos 97 (a, b) e 109 (a, b)

A
R1|/ d
derivados R? R? Rendimento (%)
97a 5-OMe C4Hs-3CH3 90
97b 5-OMe CsHg 93
109a 6-OMe C4Hs-3CH3 88
109b 6-OMe CsHg 90
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Il 7. CONCLUSOES

Essa parte do trabalho de doutorado sanduiche consistiu na sintese das séries de derivados:
v' 8-metoxi-5-alquillbenzil-[1, 2, 4]-triazino-indol-3-tiossubstituido 96 (a-d), 100 (a, b)
v’ T-metoxi-5-alquillbenzil-[1, 2, 4]-triazino-indol-3-tiossubstituido 108 (a, b) e 112 (a, b).
Os compostos 96 (a-d), 100 (a, b) e 112 (a, b) foram os mais promissores nos estudos de Docking
molecular e foram escolhidos para serem testados frente a atividade de inibigdo da enzima DYRK1A.
Apenas os derivados 7-metoxilados-S-metilados 112a possuindo um grupo 3-metilbutila no
nitrogénio inddlico e 112b, com o grupo butila no nitrogénio inddlico, foram ativos apresentando inibigao da
quinase DYRK1A em 67,4% e 57,1%.
A potente atividade anti-Alzheirmer de 112a e 112b pode estar diretamente ligada a presenga da
metoxila na posic¢do-7 do anel triazino-inddlico. As caracteristicas estruturais desses derivados podem ser

uteis para estudos de agentes anti-Alzheimer que sejam mais eficazes e menos toxicos.
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ANEXOS
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H/C Ou (multipl.; J=Hz) Oc
1NH 8,04 (s) - Anexo 1: 3-etil-indol-2'-(p-metdxifenil)tiazolidin-4-ona (51a)
2 CH 6,99 (d: 24; 1H)  122,2
3 Co : 12,7
3a Co : 1273 O 1 oHb
4CH 735(d:751H) 1188 w
5CH  7,19(td:82:12:1H) 1223 4 s 3 B3NSt
6 CH 707 (d:69:1H) 1196 5 7 =
7CH 7,33 (d: 6,9;1H) 114 . 1 4
7a Co 136,4 7a H
10,CH 385391 (m AH) 64,1
10, CH 3,03 (m, 1H)
12 CH 3,03 (m, 1H) 23,0
1B CH  2,76-2,85 (m, 1H)
2’ CH 5,32 (sl 1H) 436
4 C=0 171,3 -
5CH. 379 (dd;15,3; 21:1H) 333
5CH» 3,69 (dd; 15,6; 0,9; 1H)
1 Co . 131,0
27/6"CH  7,09(c:9,0:2H) 1290 "
3"15"CH  685(c:87;2H) 1144
47 C, i 160,4
OCH; 3,81 (s) 55,5 . oo
| |
. 3.85 3.80 3.75 . 3.65
/ 7€mlcal Shift (ppm)
S / /1) J / /S
A; " }A-L:' ‘) - L L A JL_
4.44 10.16 5.28 15.82 4.99 10.51 5.09 3.98 18.31 11.64 11.19 5.58
N — = — N e e e —
8(; ' 7.5! ' 7.I ' 65! ' 6.0 ' 5.5 ' 5.0 ' 45! ' 4(; ' 35! ' 3(; ' 25! ' 2(; ' 1.5: ' 1.(; ' 0.5 ' 0l

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H - 1: Espectro de RMN "H (300,0 MHz) de 51a em CDCls.
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ERMN 13C - 1: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 51a em CDCls.
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EHSQC -1: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51a em CDCls.
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EIV - 1: Espectro no infravermelho (KBr) de 51a.
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HIC 6u (multipl., J=Hz) 6¢ Anexo 2: 3-etil-indol-2'-(fenil)tiazolidin-4-ona (51b)
1NH 8,01 (s) 2

2CH 6,99 (d; 2,4; 1H) 122,2

3Co - 112,6

3a Co - 127,3

4 CH 7,31-7,37 (m, 1H) 114 4 B

5 CH 706(t751H) 1196 ; 3a 3

6 CH 7,14-7,21 (m, 1H) 122,3 ] |

7 CH 7,31-7,37 (m H) 1187 6 NN 2

7Ta Co 136,4 7 H
10,CH  388-397 (m AH) 643
10,CH  2,98-3,10 (m, 1H)
18.CH  2,98-3,10(m, 1H) 230
1BoCH  2,78-2,90 (m, 1H)

2’ CH 534 (15 1H) 437
4 C=0 - 1714
5 CH. 3,81(dd;15,6;2,1;1H) 33,3

5CH, 3,70 (d: 153; 1H)

1” Co - 1394

2” CH 7,31-7,37 (m, 1H) 1291

3” CH 7,14-7,21 (m, 1H) 127 4

4” CH 7,31-7,37 (m, 1H) 129,4

5” CH 7,14-7,21 (m, 1H) 127 4

6"CH 731737 (m 1H) 1291

S / /I I / v
J [ Wl - 1

4.5
Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H - 2: Espectro de RMN 'H (300 MHz) de 51b em CDCls.
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ERMN 13C - 2- Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 51b em CDCls.
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EHSQC - 2: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de $1b em CDCls.
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HIC Ou (multipl.; J=Hz) dc

1NH nao obs.

23%” 7.01(d.24; 1H) ﬁgg Anexo 3: 3-etil-indol-2'-(m-nitrofenil)tiazolidin-4-ona (51¢)
0 - y

3a C : 127,0

4CH  741(d:631H) 1116

5CH  7,04-707(m 1H) 1198

6CH 7,20 (d: 7,0;0,9; 1H) 1226 4 B

7CH 7,79-7,80 (m,1H) 1225 5 3a_ 3

7a Co 136,4 .

1a, CH 3,95-4,05 (m;1H) 634 6 2N 2

10,CH  2,90-3,11 (m; 1H) 7 " H

18.CH  290-3,11 (m; 1H) 234

1B, CH  2,90-3,11 (m; 1H)

2CH  523(d:151H) 438
4 C=0 i 171,3
5CH, 383 (dd:156;2,1) 330
5CH,  3,72(c; 158)

1" Co i 1419
2” CH 7,37 (s; 1H) 118,5
3 Cy i 1485

4” CH 8,12 (m, 1H) 1241
5” CH 7,45 (t,7,8; 1H) 130,1
6” CH 7,33(d;7,8;1H) 1333

Ll A4
5 JM ) N

10.93 565 23.78 592 11.69 5.89 6. 15 12.48 0.64 18.87
- (4] I e o oy (4] —_ — 4 | S—
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)
ERMN "H-3: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 51¢c em CDCls.
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ERMN 13C-3: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 51c em CDCls.
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EHSQC - 3: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51¢c em CDCl3
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HIC Ou (multipl.; J= z) dc

1 NH 8,05 (s/) -
2CH 6,98 (d; 2,1; 1H) 122,2 Anexo 4: 3-etil-indol-2'-(p-dimetilaminofenil)tiazolidin-4-ona (51d)
3Co - 12,7
3aCo - 125,7
4CH 7,34 (d; 7,5; 1H) 118,9 :
5CH 7,17 (£, 7,5, 1H) 122,2 4 s 3 P »
6 CH 705(t 63 1H) 1194 5©j/\g
7CH 7,32 (d; 6,3; 1H) 11,3 6 17, .
7a Co . 136,3 ;72 N
102 CH 3,82-3,88 (m; 1H) 64,5
105 CH 3,00-3,12 (m; 1H)
182 CH 3,00-3,12 (m; 1H) 23,0
18, CH 2,75-2,85 (m; 1H)
2’CH 5,35 (s, 1H) 43,5
4’ C=0 171,3

5CH. 3,78 (dd: 15,3 1,8; 1H) 335
5'CH 3,53(c; 15,3; 1H)

1" Cq i 127,3
27/6"CH 7,07 (d:8,7:2H) 1288
3"/5"CH  6,66(d:87;2H) 1124

4" Cq . 151,2
N(CHa) 2,96 (s, 6H) 40,5

;o |

/
Y T YO |

444  10.16 5.28 15.82 4.99 10.51 5.09 3.98 18.3111.64 11.195.58
— [ Ty = H [ oo I
llIIllll]lllllllll]lllllllll]llllIllll]lllllllll]llllIllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]lllllllll]llllll
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H - 4: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 51d em CDCls.
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ERMN - 13C-4: Espectro de RMN ®C/DEPT (75,5 MHz) de 51d em CDCls.
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EHSQC - 4: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51d em CDCls.
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EIV-4: Espectro no infravermelho (KBr) de 51d.
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HIC Ou (multipl.; J=Hz)  &¢c

1NH 10,8 (s))
2CH  7,02-7,08 (m;1H) 121,0
3Co . 110,8
3a Co . 126,8

4 CH 7,31(d;78;1H) 1114
5CH 6,91 (t7,3;1H)  118,2
6 CH 7,02-7,08 (m, 1H)  122,7
7CH 7,26 (d; 8,1;1H) 118,0
7aCo 136,2
10.CH  3,79-3, 84 (m;1H) 62,3
10 CH  2,79-2,95 (m; 1H)
1BaCH  2,79-295(m;1H) 22,5
1B CH  2,55-2,65 (m; 1H)

2'CH 5,67 (Sl, 1 43,0
4 C=0 170,2
5 CHa. 3,60-3,68 (m;1H) 32,2
5 CH,  3,60-3,68 (m; 1H)

~— = A A

17 Co i 129,6
27/6"CH  7,9(d:8,1;2H) 1289
3"15"CH 6,77 (d:8,1;2H) 1154
4 Cq . 157,9
OH 9,67 (sl) i

|

5.15 5.33 12.61 11.30 12.08
[ [ L [

Anexo 5: 3-etil-indol-2'-(p-hidroxifenil)tiazolidin-4-ona (51e)

il

10 9 8 7

ERMN *H-5: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 51e em DMSO-ds.
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ERMN 13C-5: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 51e em DMSO-(.
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EHSQC-5: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51e em DMSO-db.
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HIC Ou (multipl.; J=Hz) dc

1NH 8,04 (s)) ) Anexo 6: 3-etil-indol-2'-(o-clorofenil)tiazolidin-4-ona (51f)
2CH 7,03(d:2,1;1H) 1221
3Co - 112,4
3a Co - 127,2
4CH 746 (d;751H) 1184 4 B
5CH 707 (td;7,6;09;1H) 119,7 5 3a_ 3
6 CH 7,18 (m; 1H) 122,4 . 1
7CH 7,37 (m; 1H) 111,3 Z7a N 2
7aCo - 133,0
10.CH  4,03-4,16 (m;1H) 62,3
105 CH  2,92-3,13 (m; 1H)
1B.CH  292-313(m;1H) 232
1B CH  2,92-3,13 (m; 1H)
2'CH 5,93 (s/:1H) 44,0
4 C=0 171,9

5 CH. 3,76 (dd: 15,3;1,8; 1H) 32,6
5CH,  365(c; 153; 1H)

1" Co 136,4
2" Cy i 127,2
3" CH 7,37 (m; 1H) 130,2
4” CH 7,26 (m; 1H) 130,4
5" CH 7,26 (m; 1H) 1276
6” CH 7,18 (m; 1H)

/ i

493 544 10.39 12.29 9.46 10.03 4.44 5.02 10.83 16.17
(- - | M— | S—
LI o o e e e e e T T T LI o o e e e e e T L e e T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-6: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 51f em CDCls.
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-6: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 51f em CDCls.
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EHSQC-6: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51f em CDCls.
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Tese de Doutorado
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Tese de Doutorado

Anexo 7: 3-etil-indol-2'-(o-fluorofenil)tiazolidin-4-ona (51g)
H/C Ou (multipl.; J=Hz) Oc
1 NH 8,03 (s/) -
2CH 7,02 (d; 2,4; 1H) 122,3
3Co : 112,5 4 2a 3 L
3a Co - 127,0 > |
4 CH 742 (d;7,8; 1H) 118,7 6 2> ;\l 2
5CH 7,05-7,14 (m, 1H) 119,6 7 H
6 CH 7,19 (t, 7,6; 1H) 122,1
7CH 7,35 (d; 8,0; 1H) 11,3
7aCo - 136,4
10, CH 3,95-4,05 (m; 1H) 57,7
10, CH 2,98-3,11 (m; 1H)
18 CH 2,98-3,11 (m; 1H) 23,1
18, CH 2,84-2,93 (m; 1H)
2’ CH 5,74 (d; 1,8; 1H) 43,9
4 C=0 - 171,5
5 CH. 3,84 (dd;154;2,0;1H) 33,0
5 CHp 3,67(d; 15,3; 1H)
1” Co - 127,2
2” Co - 162,3
3”CH 7,28-7,32 (m; 1H) 130,8
4” CH 7,05-7,14 (m; 1H) 116,3
5” CH 7,05-7,14 (m; 1H) 1249
6” CH 7,05-7,14 (m; 1H) 128,5
s / { S E /
A . M L . A
5.33 7.08 42.55 6.79 744 7.16 22.80
] [T o (M (S
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm) 135

ERMN 'H-7: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 51g em CDCls.



Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
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ERMN 13C-7: Espectro de RMN 8C/DEPT (75,5 MHz) de 51g em CDCls.
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EHSQC-7: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51g em CDCl3
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Tese de Doutorado
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EIV-7: Espectro no infravermelho (KBr) de 51g.
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Tese de Doutorado

_ Anexo 8: 3-etil-indol-2'-(2-furil)tiazolidin-4-ona (51h)
HIC Ou (multipl.; J=Hz) dc

1 NH 8,04 (s/) - O
2CH 7,03 (d; 2,1; 1H) 122,2 §/5\

4 B3NSy
3 Co - 112,3 5 a3
3a Co - 127,2 1 | a "
4 CH 7,36 (d; 8,1; 1H) 1114 6 ~7a H 2

5CH 711(td73;12;1H) 119,6
6CH 720(td;7,5;1,2;1H) 122,3
7CH 7,52 (d; 8,1; 1H) 118,8
7aCo 136,4
10, CH 3,84-3,94 (m; 1H) 57,1
1ap CH 3,13-3,22 (m; 1H)

18a CH 2,99-3,09 (m; 1H) 23,3
1B, CH 2,76-2,85 (m; 1H)

2'CH 5,38 (d; 1,8; 1H) 439
4 C=0 - 171,0
5 CH, 3,84 (dd;15,0;1,5;1H) 32,8
5 CHp 3,60 (d; 15,3; 1H)

1” Co - 1511
2” _ _
3”CH 7,41 (m; 1H) 1438
4”CH 462(dd;3,3;3,3;1H) 110,7
5"CH 6,18(m;3,0;09;1H) 1095

QA | G B

p—]
524 619 590 610 633 630 607 592 598 600 7.74 5.04 6.64 13.53 7.00
= J Ud I —

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN "H-8: Espectro de RMN 'H (300.00 MHz) de 51h em CDCls.
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-8: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 51h em CDCls.
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EHSQC-8: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 51h em CDCls.
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Tese de Doutorado
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EIV-8: Espectro no infravermelho (KBr) de 51h.
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Tese de Doutorado

CH &y (multipl.; J=Hz) 3 Anexo 9: 1-(p-metoxifenil )-B-carbolina-3-carbonilidrazono-4-tiazolidinona (60a)
1Co - 141,5
3Co - 138,5
4 CH 8,83 (s, 1H) 112,9
4a Co - 128,6
4b Co - 121,2
5CH 8,43 (d; 8,1; 1H) 122,1
6 CH 7,32 (t,7,3; 1H) 120,3
7CH 7,51 (t,7,6; 1H) 129,7
8 CH 7,71 (d; 1H) 112,7
8a Co - 140,7
9 (NH) 11,91 (s, 1H) -
9a Co - 134,1
1’ Co - 129,9

2/6'CH 8,16 (d, 8,7) 130,1
5CH  7,21(d,8,7) 114,3

&' Co 160,1
C=0p - N&o obs. (
NH 10,66 (s) - ;
2" C=N : |
5” CH, 4,05 (s, 2H) 34,6 !
C=Oiaz. - N&o obs. IK f
NH 11,99 (s) - ! ;’
OCH; 3,90 (s) 55,4 P
4 - r | | { [ i
| r . I
/ .) /! J N J A
o
\ JJ { | | ! J\ 1. lu {
\n T | S PUNEE [ iz i\ AR | A
T”W'"r*‘r—ffvf T | B gRE= 2 smeioci [ e ldar ol mmres DO | I T 3 T B | T T g 5 T ] R 8 T | N . NI R s R r" T T T T ‘ B § T T "T"fT O CEEY RSP e G 'T*Y"‘*'—'Y—""" "I | . B ""Y"T’
12 11 10 9 8 7 6 S 4 3 2 1 pPpm
508 . 63 12les 5T 856 -

ERMN *H-9: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 60a em DMSO-ds.



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-9: Espectro de RMN 8C/DEPT (75,5 MHz) de 60a em DMSO-ds.
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EHSQC 9 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 60a em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

CH Ou (multipl.; J=Hz) Oc Anexo 10: 1-(fenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-4-tiazolidinona (60b)
1Co - 1415
3 Co - 138,5
4CH 8,83 (s, 1H) 112,9
4a Co - 128,6
4b Co - 121,2
5CH 8,43 (d; 8,1; 1H) 1221
6 CH 7,32 (£, 7,3; 1H) 120,3
7CH 7,51 (t;7,6; 1H) 129,7
8CH 752-760(m;1H) 1127
8a Co - 140,7
9NH - -
9a Co - 1341
1’ Co 129,9

2/6'CH  816(d,8,7:2H)  130,1
35CH  7,21(d,87;2H) 1143
#CH 752-760(m:1H)- 1290

C=0g - N&o obs.
NH -
2" C=N - 162,7
5” CH; 4,05 (s, 2H) 34,6
C=0taz. - 182,2 J '
NH - |

' .
wh_ I
T r § l = 3 r l B ‘[ T — T [ — e = T '1 I~ R T _1'——TAV N B o R | . T I
11 10 9 8 7 6 5 a 3 2 ! ppm
- - W L5 g -
0.31 6.52 33.21 13.72 )
6.28 12.29 16.00 "5.67

ERMN "H-10: Espectro de RMN H (300,00 MHz) de 60b em DMSO-ds. 143



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-10: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 60b em DMSO-ds.
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EHSQC 10 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) 60b em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

1CICI-:) On (multipl.; J=Hz) 151‘:7 Anexo 11: 1-(m-nitrofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-4-tiazolidinona (60c)
3Co - 138,8
4 CH 9,0 (s, 1H) 114,4
4a Cy - 130,5
4b Co - 121,2
5CH 849(d;781H) 1223
6 CH 7,36 (7,5, 1H)  120,6
7CH 7,65(t7,5;1H) 1291
8CH 7,71(d;81;1H) 1127
8a Co - 139,0
9NH 12,10 (s, 1H) -
9a Co - 138,3
1’ Co - 134,5
2’CH 8,59 (s, 1H) 123,7
3’ Co 148,3
#CH 864(d;78;1H) 1353
5CH 795(78 1H) 1304
6’CH 842(d;7,81H) 1236
C=Op - -
NH 10,80 (s, 1H)
2” C=N - 161,4 [
5"CH,  404(s,2H) 346 |
C=0az . 172,1 | ‘
NH 12,0 (s, 1H)
’ 1
Jf/ J 1 l
L/L bL A JLL L il Jk
12 e 10 9 s 7 6 s a0 Ts 2 1 ppm
9.7s 145

ERMN *H-11: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 60c em DMSO-ds.



Tese de Doutorado
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ERMN 3C-11: Espectro de RMN '8C/DEPT (75,5 MHz) de 60c em DMSO- db.
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Tese de Doutorado

CH o (multipl. J=Hz) 5 Anexo 12: 1-(p-dimetilaminofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-4-tiazolidinona (60d)
1Co - 138,3
3 Co - 141,3
4 CH 8,76 (s; 1H) 112,1
4a Co - 119,8
4b Co - 129,3
5CH 8,22 (d; 8,1; 1H) 121,8
6CH  7,32-7,34 (m; 1H) 120,6
TCH 755764 (m2H) 1283
8CH  7,55-7,64(m2H) 1127
8a Co - 141,3
9NH N&o obs. -
9a Co - 133,8
1" Co - 133,5
2’/6°CH  7,98(d; 9,0; 2H) 129,3
JI5CH 6,96 (d; 9,0; 2H) 112,1
4' Co - 150,7
C=0g - N&o obs.
NH -
2” C=N - 150,8
5 CH, 3,97 (s;2H) 34,2
C=0Otiaz. - Nao obs.
NH - - | [
N(CHs). 3,10 (s; 6H) 39,6 '
I B [ ‘
r i / J J/ ’l A S
(1|
! ' 1 | f |
L Uk ANN Ju MLJ Jp.\_,,_*_.__.d./’t
3 I 6 5 a0 T T s 2 1 ppm
147

ERMN *H-12: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 60d em DMSO-dé.



Tese de Doutorado

T o T T T T T : T T T 1 T T Tttt
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
Hy
1 T e T T L e e e LI I o T Tt I
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

IR W |

ERMN 13C-12: Espectro de RMN 3C/DEPT (75.5 MHz) de 60d em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

CH  &u(multipl.; J=Hz) B¢ Anexo 13: 1-(p-hidroxifenill)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-4-tiazolidinona (60e)
1Co - 1415
3Co - 138,4
4 CH 8,88 (s, 1H) 112,7
4a Co - 128,1
4b Co - 121,2
5CH 8,42 (d; 7,8; 1H) 122,0
6 CH 7,32 (t,7,5; 1H) 120,2
7CH 7,60 (t, 7,5; 1H) 128,6
8 CH 7,71 (d; 8,4; 1H) 112,6
8a Co - 1411
9 NH 11,99 (s, 1H) -
9a Co - 134,0
1’ Co - 129,6
2’16’ CH 8,05(d; 8,4; 2H) 130,1
315 CH 7,04 (d; 8,4 2H) 115,6
4’ Co - 158,5
Cc=0 - N&o obs.
NH 10,60 (s, 1H)
2” C=N - -
5” CH: 4,05 (s, 2H) 34,7
C=0tiaz. - N&o obs. ( it
NH 11,90s, 1H) - (
OH  990(s H) ; | / |
j ( | P/I {
| [ o [ [
/ | !‘ e
l J e B R , i
/JL J&L \ 'H ‘(L (L ‘\\ L_L
/ JL_J‘J L o o/ \ J L
B R D R T R s o RO i) RO S L A e s T RS 1

. - )
11.61

L e eyl R e ATV "
6.96 6.87 14.17 13:70
6.5S 18.36 6.97 12.90

ERMN *H-13: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 60e em DMSO-ds.



Tese de Doutorado

it i S o G o L LD X 2 5 7, T ) )

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

LB T 51 = R O LG s i e | LY 2 ) I i R ERLIGRLYR i 2 i e T |

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

ERMN 13C-13: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 60e em DMSO-d.
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EHSQ-13 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 60e em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

C/H  du(multipl.; J=Hz) dc
1Co - 141,3
3Co - 138,2
4 CH 8,95 (s, 1H) 1141
4a Co - 130,0
4b Co - 121,0
5CH 8,46 (d; 7,8; 1H) 122,3
6 CH 7,34 (t,7,3; 1H) 120,3
7CH 7,77 (£ 7,7, 1H) 128,9
8CH 7,72-779(m,2H) 1124
8a Co - 1414
9NH 11,93 (s, 1H) -
9a Co - 139,7
1’ Co 1321
2'Co - 135,3
FCH 760-765(m 3H) 1325
#CH 760-765(m 3H) 130,0
5CH 760-765(m,3H) 130,7
6CH 7,72-7,79(m,2H) 129,2
C=0g - N&o obs.
NH 10,46 (s, 1H) -
2” C=N - 161,2
5”CH> 4,01 (s, 2H) 34,5
C=0Otiaz. - N&o obs.
NH 11,93 (s, 1H)
/7
4 s
A~ A

13.09
.37 4.33

151
ERMN 'H-14: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 60f em DMSO-db.



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-14: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 60f em DMSO-d.
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EHSQC - 14 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 60f em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

1C/(|:'| Ou (multipl.; J=Hz) 1;55°0 Anexo 15: 1-(o-fluorofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-4-tiazolidinona (60g)
0 - :
3Co - 136,4
4 CH 8,88 (s, 1H) 113,3
4a Co - 120,9
4b Co : 128,6
5CH 8,45 (d; 7,8; 1H) 122,1
6CH 7,29 (td: 7,05 1,8:1H) 1199
7CH 7,44 — 7,50 (m, 2H) 1249
8 CH 7,44 - 7,50 (m, 2H) 116,3
8aCo - 140,4
9NH 11,0 (s, 1H) -
9a Cy - 141,2
1’ Co - N&o obs.
2'Co - 157,1
¥CH 754-768(m3H) 131,
4’ CH 7,54 - 7,68 (m, 3H) 129,1
5 CH 7,75 (£ 6,9; 1H) 131,8
6’ CH 7,54 - 7,68 (m, 3H) 112,3
C=0; = 167,3
NH 11,6 (s, H) . |
2” C=N - 158,1 ;'/ H |i
5” CH: 3,52 (s, 2H) 38,0 [ i |
C=Otiaz : 1824 ] | |
f y /r / :l)‘ r} / )& “
J l [ S I | q
| “ ] |
I i { I ;‘ »{’ ﬂrl i ; | |
— . a/ U] A }‘ I\ |
—J! . J__JV*Ui e JUNC
- e e : :
B :1 10 Lo 87 6 5 4 3 2 ppm
N 6.70 2 &.01 738 248 89 1283

ERMN *H-15: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 60g em DMSO-dé.



Tese de Doutorado
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EHSQC - 15 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 60g em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

C/H  du(multipl; J=Hz) &c
1Co - 134,9
3Co - 138,2
4 CH 8,84 (s, 1H) 113,3
4a Co - -
4b Co - -
5CH 8,22 (d;8,1;1H) 1219
6 CH 7,35 120,7
7TCH  756-7,64 (m 1H) 1288
8CH 756-7,64 (m 1H) 1122
8a Co - 141,2
9NH - -
9a Co 130,4
1’ Co - 130,3
2/6°CH 7,16(d;9,0;2H) 1144
3I5CH 8,02(d;8,7;2H) 1296
4’ Co - 160,4
C=0g - 162,1
NH -
C=N - 154,2
4”C=0 - 170,8
5"CH,  3,86-4,00 (m, 4H) 33,2
CH2 3,86-4,00 (m, 4H) 38,7
CH3 1,32 (t7,2;3H) 123
OCH; 3,93 (s; 3H) 55,4
10 9

Anexo 16: 1-(p-metoxifenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61a)
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ERMN 'H-16: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 61a em CDCIs/CD3OD.




Tese de Doutorado
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EHSQC 16 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) 61a em CDCIl3/CD30D
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Tese de Doutorado

CIH__O (multipl; JoHz) _Oc Anexo 17 1-(fenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61b)

1Co 137,6
3 Co - 138,0
4 CH 8,84 (s, 1H) 113,6
4a Co - -
4b Co

5CH  820(d;81;1H) 121,7
6CH  731(t73;1H) 1206
TCH  748754(m 1H) 1287
8CH  748754(m 1H) 1122

8a Co 1414
9NH -

9a Co - 137,6
1’ Co 130,4

2/6'CH  802(d:7,9;1H) 1282
35 CH  7,57-7,61 (m, 2H) 1289
#CH 757761 (m 1H) 1291

C=0p 162,1
NH i i
C=N . 154,3

4"C=0 170,8

5"CH,  3,89-3,96 (m, 2H) 33,1
CH, 389396 (m 2H) 385

CHs; 1,28 (t7,2;3H) 121 .

-
f l ’ /V
( « / 1
/ / =
|
| J 1 ] | |
[l 3 Al { ( |
— _ _ L J "Jv. )L . . . JANA _ I WA
i ) I , P ——  — S — R
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
2.9 1068 T RS
5.73 28.47 23.18 " 19.45 157

ERMN 'H-17: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 61b em CDCIs/CD30D.



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-17: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 61b em CDCIs/CD30D.
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EHSQC 17 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 61b em CDCls/CD30D
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Tese de Doutorado

1 ppm

C/H  du(multipl; J=Hz) &c _ _ _ . o .
1Co N 1388 Anexo 18: 1-(m-nitrofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61c)
3 Co - 138,1
4 CH 8,92 (s, 1H) 1141
4a Co - -
4b Co - -
5CH 864(d,6,9;1H) 1352
6 CH 7,34 (t7,0;1H) 1204
7CH 7,60-7,71 (m 1H) 129,0
8CH 7,60-7,71 (m 1H) 1127
8a Co - 1411
9NH 12,13 (s) 145,9
9a Co - 1411
1’ Co - 130,3
2'CH 8,96 (s) 123,6
3’ Co - 148,3
4CH 848(d;7,5;1H) 1211
5CH 793(t76;1H) 1305
6'CH 840(d; 7,5 1H) 1223
C=0g - 160,0
NH 10,82 (s) -
C=N - 158,7
4”C=0 - 1711
5"CH, 3,78(q;6,6;2H) 37,6
CH2 4,10 (s; 2H) 32,7 s [ ;o
CH:  121(t6,6;3H) 12,2 [
( I N |
/ J /Ji J J jl J - Jl f.‘} ‘
” A '4 ‘“ ,',l "U 'l‘
N J\ UUILJU UL ACAA YA
1;2 11 ‘ 1:U 9 8 7 6 5 4 3 -

ERMN *H-18: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 61¢c em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-18: Espectro de RMN de '3C/DEPT (75,5 MHz) de 61¢ em DMSO-ds.
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EHSQC 18 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 61¢ em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

1C ICI-:) O (multl;_)l., J=Hz) 1368’0 Anexo 19: 1-(p-dimetialminofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61d)
3 Co - 1411
4CH 8,85 (s, 1H) 112,7
4a Cy -
4b Co - 125,5
5CH 8,23 (d; 7,8; 1H) 120,8
6CH 7,36 (dt15,7,0;1H)  120,6
7CH 7,53-7,61 (m, 1H) 128,5
8CH 7,53-7,61 (m, 1H) 1121
8a Co - 142,0
9 NH 10,50 (s, 1H) -
9a Co - 134,9
1’ Co - 122,0
2'/6’ CH 7,94 (d; 9,0; 2H 129,1
3'/5’ CH 6,94 (d; 9,0; 2H 112,5
4’ Co - -
C=0g - N&o obs.
NH -
C=N - 151,1
4” C=0 - Nao obs. §
5” CH: 3,92 (s, 2H) 29,6 i
CH: 3,98 (q; 7,0; 2H) 38,6
CHs 1,33 (£, 7,0; 1H) 12,2 s \ j
N(CH:). 3,07 (s, 6H) 40,3 : ! ;,/
/ , / ‘1 :
- | | |
l I fl “ \ i | 1“ jl_ i / ‘[h J
A I A A M LA L e I LWL . NP !
s . x ) 5 . . - — . . — . — . y . — . . SN, ¢
- 1:0 ' 7:”" s %7 ] sﬁﬁf ’ 5 a 3 2 1 ppm

161
ERMN *H-19: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 61d em CDCI3/CD30D.



Tese de Doutorado

ERMN 13C-19: Espectro de RMN de'3C/DEPT (75,5 MHz) de 61d em CDCI3/CD30D.
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EHSQC 19 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 61d em CDCls/CD30D
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Tese de Doutorado

C/H  Odu(multipl; J=Hz) &¢
1Co - 140,3
3Co - 136,5
4CH 8,94 (s, 1H) 114,6 Anexo 20: 1-(o-clrofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61f)
4a Co - 130,4
4b Co - 122,0
5CH 827(d;81;,1H) 1221
6 CH 7,35 120,9
7CH 748753(m 1H) 1275
8 CH 748-753(m 1H) 112,6
8a Co - 1419
9NH 8,95 (s, 1H) -
9a Co - 1379
1’ Co 133,7
2'Co 136,3
3’ CH 758772 (m,1H) 131,8
4#CH 758-7,72(m, 1H) 130,7
5CH 7587,72(m 1H) 130,7
6°CH 7,58-7,72(m, 1H) 129,22
C=0p 162,7
NH N&o obs. .
C=N - 1555 [
4” C=0 - 171,5 , }
5”CH, 3,92-3,99 (m, 2H) 33,5 | |
CH,  392-399(m,2H) 389 | I
CHs 1,31(t7,0;3H) 124 } -
I
J / W/ .} i | J
| | (I A
! Ml 4 nooA ! f |
Y R | G A VA ANEDAW 1 . A __JL
) , 8 s s T 4 3 2 R - BEw.
163

ERMN *H-20: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 61f em CDCIs/CD30D.



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-20: Espectro de RMN de 3C/DEPT (75,5 MHz) de 61f em CDCIl3/CD30D.
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Tese de Doutorado

CH Ou (multipl.; J=Hz)  &c (J=Hz)
1Co - 136,0
3Co - 136,9 Anexo 21: 1-(o-fluorofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61g)
4 8,95 (s, 1H) 1143
4a Co - 121,6
4h Co - 130,3
5CH 8,26 (d; 7,8; 1H) 121,9
6CH 7,31-7,36 (m; 3H ) 120,8
7CH 7,53-7,61(m; 2H ) 1291
8CH  7,53-7,61 (m; 2H) 112,6
8a Co - 138,2
9 NH 11,02 (s, 1H) -
9a Co - 141,3
1 Co : 1254 (14,8)
2' Co i 156,8(283,0)
FCH 731736 (m3H)  1163(21.9)
4CH 741(td;7,6;1,2;1H)  131,1(8,2)
5CH 7,88 (td:75,1,8;1H)  131,8(3,9)
6CH 731736 (m3H)  1249(33)
C=0; i 162,1
NH 11,65 (s, 1H) -
C=N - 161,9
4” C=0 - 171,0 / L I
5CH,  3,95(s: 2H) 387 ; U |
CH: 397 (q;6,1; 2H) 33,2 T i‘ |
CH; 1,33 (£ 7,0:3H) 123 [ | h
( / ( ///"‘; [ ‘l
J ,{ /[ / Jl/l;/ ) A t ‘t
o | a |
| | :',A“Jv | | “ I
I I T A R I I
" /LY — U\ —
11 10 g 8 7 6 5 4 PR AT) "1 mom
el 6.70 PatE i 3 FEA 12783 165

ERMN *H-21: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 61g em DMSO-(.



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-21: Espectro de RMN de ®C/DEPT (75,5 MHz) de 61g em DMSO-ds.
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EHSQC 21 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 61g em DMSO-dé.

166



Tese de Doutorado

%H O (multipl.; J=Hz) 561(:(;22) Anexo 22:1-(p-fluorofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61i)
0 = ;

3 Co - 141,0

4 CH 8,89 (s, 1H) 1138

4a Co - N&o obs.

4b Co = 135,1

5CH 8,24 (d; 7,8; 1H) 121,9

6CH  7,29-7,39 (m, 1H) 120,8
7CH  7,57-7,69 (m, 1H) 129,0
8CH  7,57-7,69 (m, 1H) 112,3

8a Co - 145,0
9 NH Nao obs. -
9a Co - 138,1
1’ Co - 1321
2’6’ CH 130,3 (8,2)
35 CH  7,29-7,39 (m, 1H)  116,0 (21,4)
& C : 163,5 (247,5)
C=0p - 161,7
NH Nao obs. -
C=N - 154,5
4” C=0 - 170,9
5"CH, 397 (s, 2H) 38,7
CH:  3,97(q:7.0,2H) 332 |, i
CH:  1,33(£7,0;3H) 1230 | i
I
’/ /
S J/ /[ /f s J{
THY | | | l
A RN J‘LL_,“‘\ _JI-“' \\\,M_/’}L_;:'L _/“;LL ,/JL
9 s o, T T T e T s

ERMN 'H-22: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 61i em CDCI3/CD30D.



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-22: Espectro de RMN de ®C/DEPT (75,5 MHz) de 61i em
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EHSQC 22 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) 61i em CDCI3/CD30D.
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Tese de Doutorado

CH  ou(multipl.; J=Hz) ¢ Anexo 23:1-(p-hidroxi,m-metoxifenil)-p-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)
1Co - 138,5 4-tiazolidinona (61j)

3Co - 141,2

4CH 8,80 (s, 1H) 112,5
4a Co - 1214
4b Co 128,5

5CH 844 (d:84;1H) 122,1
6CH  731(t671H) 1202
7CH  759-7,64 (m 1H) 1285
8CH  770(d:84;1H) 1127

8a Co - 141 4
9NH 11,88 (s, 1H) -

9a Co - -

1’ Co - 1341
2CH 759-7,64 (m,1H) 1212
3 Co - 1478
4’ Co 1479

5CH  704(c811H) 1155
6 CH 7,59-7,64 (m 1H) 121,2

C=0g - 160,6
NH 10,70 (s, 1H) -
C=N - 156,3
4” C=0 . 170,9 ) J ;
5" CH, 4,13 (s, 2H) 37,6 -' |
CH  378(q;63;2H) 329 " )
CH:  122(t63;3H) 126 y | ? |
OH 0,49 (s 1H) s o |
OCH; . 396(s3H) , 557 - o |7 / | ]
J ' - «‘] t /‘I | / J 4 4/ /f
' it ! o ! ? (| |
h ‘ (] ‘
—_— — L LI &) {\« \_/ .\.___.,»/5 —— -
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

ERMN *H-23: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 61j em DMSO-.



Tese de Doutorado
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EHSQC 23 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) 61j em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

C/H  Odu(multipl; J=Hz) &¢
1Co - 141,6
3Co - 134,9
4CH 8,82 (s, 1H) 1131
4a Cy - 130,7
4b Co - 121,0
5CH 8,45 (d;7,8;1H) 1222
6CH 731-740(m,1H) 120,7
7CH 763 (£ 7,5 1H) 1290
8CH 7,70(d;8,1;1H) 112,8
8a Co - 141,9

9NH 12,92 (s, 1H) -
9a Co - 1379
1’ Co 1321
3FCH 821(d; 3,6, 1H)  127,0
#CH 784(d;51;1H) 1296
5CH 7,31-740(m,1H) 128,38
C=0g - 159,6

NH 10,40 (s, 1H) -
C=N - 153,9
4” C=0 - 170,7
5” CH2 4,19 (s, 2H) 33,2
CH; STbg T EHy 316
CH3 120 (t;7,0;3H) 122

1 )

L

l

Ane

exo 24: 1-(2-tiofenila)-p-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-etil)4-tiazolidinona (61k)

A

A LJL L

| A . I L

12 11

k'J
4.34

R

5.51 5881216

5.78 5.98

T 1 T T T T T T T
4 3
L.'J
11.08 1.58
0.87  10.92

ERMN 1H-24: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 61k em DMSO-dé.
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40 20 ppm

ERMN 13C-24: Espectro de RMN "3C/DEPT (75,5 MHz) de 61k em DMSO-ds.
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EHSQC 24 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 61k em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

H/C Ox (multipl.; J=Hz) ¢
;gz ggg Anexo 25: 1-(fenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62b)
4 CH 8,83 (s; 1H) 113,2
4a Co - 121,1
4b Co - 130,0
5CH 8,44 (d; 7,2; 1H) 122,2
6 CH 7,32 (t, 1H) 120,3
7CH 7,57-7,61 (m, 1H) 128,7
8 CH 7,65-7,69 (m, 1H) 112,7
8a Co - 141,5
9 NH 12,9 (s, 1H) -
9a Co - 137,3
1’1" Co - 134,3/134,9
216'CH  8,19(d, 6,3; 2H) 129,1
315 CH  7,30-7,54 (m, 1H) 128,6
414" CH  7,30-7,54 (m,1H)  Né&o obs.
2”’/6”” CH  7,30-7,54 (m, 1H) 128,9
3”5 CH  7,30-7,54 (m, 1H) 128,3
C=0g - 160,5
NH 10,6 (s, 1H) -
4” C=0 - 171,2
5” CH, 4,27 (s, 2H) 33,1 ﬂ
A - [ J J—
3.68 4.15 433 454 965 54.42 9.36
[ — [ | —
2 om0 9 & 54 N 2 10

ERMN *H-25: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 62b em DMSO-ds.

Chemical Shift (ppm)
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-25: Espectro de RMN de 3C/DEPT (75,5 MHz) de 62b em DMSO-ds.
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EHSQC-25: Espectro de RMN HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 62b em DMSO-db.
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Tese de Doutorado

H/C Ou (multipl.; J=Hz) Oc
1Co - 138,1
3 Co - 139,0
4 CH 8,87 (s; 1H) 1141
4a Cy - 120,5
4b Co - 1344
5CH 8,47 (d; 7,5; 1H) 122,3
6 CH 7,30-7,37 (m, 1H) 120,1
7CH 7,62-7,70 (m, 1H) 128,7
8 CH 7,62-7,70 (m, 1H) 112,6
8a Co - 141,6
9NH 12,1 (s, 1H) -
9a Co - 138,7
1’1"’ Co - 130,5/135,2
2’'CH 8,96 (s, 1H) 123,5
3 Co - 148,3
4 CH 8,40 (d; 7,5; 1H) 123,6
5 CH 7,93 (£, 7,8; 1H) 130,3
6’ CH 8,63 (d; 7,8; 1H) 1349
2’16 CH 7,54 (d,7,6;2H) 129,1
3”5 CH 741 (d;7,6;2H) 128,3
4” CH 7,47-7,49 (m; 1H) 129,0
C=0g - 160,4
NH 10,8 (s, 1H) -
C=N - 159,7
4” C=0 - 171,2
5”CH; 4,25 (s, 2H) 33,0
_ S
) )
BIIEEI ’19.9"1_—8.13_7,—’;2.10H

_ —
T

10.07  21.40 18.59 37.36
[ [ [ [S—

26: 1-(m-nitrofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62c¢)

T R e —

9

ERMN *H-26: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 62¢ em DMSO-(.

Chemical Shift (ppm)
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-26: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 62¢ em DMSO-d.
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EHSQC-26: Espectro de RMN HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 62¢ em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

H/C Ou (multipl.; J=Hz) Oc
1Co : 138.1 Anex
3 Co i 139,0
4 CH 8,87 (s; 1H) 1141
4a Cy i 120,5
4b Cy . 134,3
5CH 847 (d: 7,5 1H) 122.3
6CH  7,30-7,37 (m 1H)  120,1
7CH  7,62-7,70(m, 1H) 1287
8CH  7,627,70(m, 1H) 1126
8a Cy i 1416
9 NH 12,80 (s, 1H) .
9a Co : 138,7
111 C . 130,5/135,2
2’ CH 8,96 (s, 1H) 1235
3 Co - 1483
#CH 840 (d: 75 1H) 1236
5CH  7,93(t78; 1H) 130,3
6CH 863 (c:7.8 1H) 134.9
276" CH 7,54 (d: 7,6; 2H) 1291
375" CH 7,41 (d: 7,6; 2H) 128,3
#"CH 747749 (m;1H) 1290
C=0; i 1604
NH 10,64 (s, 1H) .
C=N : 159,7
4" C=0 . 171.2
5 CH, 4,29 (s, 2H) 33,0
N(CHa)z 3,04 (s; 6H) 40,0
s S /
‘;35\ 3.79 4.04"J4.32 8.77H
L . .I_.I (] I L

IhL/ )
445 2804 441 858 8.50
[ gy S— (] [

27: 1-(p-dimetilaminofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62d)

7

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-27: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 62d em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-27: Espectro de RMN de 3C/DEPT (75,5 MHz) de 62d em DMSO-ds.
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EHSQC-27: Espectro de RMN HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz) de 62d em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

1C/(|:'| JH (multipl.; J=Hz ) 1 3§g4 Anexo 28: 1-(p-hidroxifenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62e)
0 = ] 1
3 Co - 141,0 O Sz
4CH 8,72 (s; 1H) 112,3 N/NQ<314"
4a Co - 120,2 H N™ o
4b Co - 133,9 NG
5CH 8,40 (d: 7,5; 1H) 122,0 5 2
6 CH 7.29 (£ 7,6; 1H) 121,2 ik
7 CH 7AT7 (£ 7,3; 1H) 1287
8 CH 7,68 (d:7,8; 1H) 112,7
8a Co - 158,0
9NH 11,80 (s; 1H) -
9a Co - 1387
111" Co - 134,9/141,4

2/6'CH 8,00 (d: 8,4; 2H) 130,0
35CH  7,02(d: 8,4; 2H) 115,6
& Co : 1585
2716” CH  7,41(d; 7,2; 2H) 128,3
3”5 CH 7,53-7,60 (m;3H)  129,1
4 753760 (m;3H) 1296

C=0g 160,4
NH 10,6 (s; 1H) -
C=N - Nao obs.
4” C=0 - 1711 — .
5” CHz 4,26 (S; 2H) 33’1 7.7 YIBChemicaI S?.i?l o) 7.4 7.3
OH 9,92 (s; 1H) -

ST f//////

[l Rk
—

= — — e —
9 6.52 5.66 6.93 8.61 13.96 11.06 30.84 19.62 11.53 15.31 15.01
[ [ Hhodd -l [ [ 3]

Chemical Shift (ppm)

ERMN "H-28: Espectro de RMN de H (300,00 MHz) de 62e em DMSO-ds. 179



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-28: Espectro de RMN de'3C/DEPT (75,5 MHz) de 62e em DMSO-ds.
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EHSQC-28: Espectro de RMN HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 62e em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

CH Su (multipl.; J=Hz) &c (J=Hz)

1Co 138,6 Anexo 29: 1-(o-fluorofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62g)
3 Co - 136,4
4 CH 8.87 (s; 1H) 113,7
4a Cy - 120,8
4b Co - 1251
5CH 8,45 (d; 7,8; 1H) 122,3
6CH 7,31(td;7,2;1,5; 1H) 120,3
7CH 7,45-7,50 (m, 3H) 128,7
8CH 7,62-7,69 (m, 3H) 1124
8a Co - 141,3
9 NH/NH 11,8 (s, 1H) -
9a - 135,3
11 - 134,8/133,2
2'Co - 159,2 (247,8)
K 7,45-750 (m,3H)  116,3 (209,0)
4 7,93 (td, 7,5; 1,5; 1H) ~ 132,0 (3,3)
5 7,62-7,69 (m, 3H) 131,3 (8,4)
6’ 7,45-7,50 (m, 3H) 1249 (3,15)
2’16 7,53 (d, 7,5; 2H) 129,1
37I5"” 7,40 (d, 7,6; 2H) 128,3
4”7 7,62 -7,69 (m, 3H) 128,9
C=0g - 158,3
NH 10,5 (s, 1H) -
C=N - 160,3
4” C=0 - 1711
5” CH2 4,23 (s, 2H) 33,1
s 1 S / J
A e )
3.68 4.06 aas 500 o1 495 B 54 8.90
'II_II T T T T L | T 'I-} T 'I_'Il = T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-29: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 62g em DMSO-d. 181



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-29: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 62g em DMSO-ds.
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EHSQC-29: Espectro de RMN HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 62g em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

H/C Sy (multipl.; J=Hz) B¢ Anexo 30: 1-(p-fluorofenil)-B-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62i)
1Co - 138,6

3Co - 139,6

4 CH 8,80 (s; 1H) 113,2
4a Co - 121,1
4b Co - 130,1

5CH  844(d;7,8; 1H) 122,2
6CH 7,31 (t7.2 1H) 120,3
7CH 745748 (m 1H) 1287
8CH  7,68(d;8,1;1H) 12,7

8a Co - 1416
9 NH 11,9 (s) i
9a Co - 1349
1’11” Cy - 134,2/133,7
2’16’ CH 7,41 (d, 7,2; 2H) 128,3
PIFCH  754(d,7,22H) 11591156
4 Cy - 150,5
2”[6” CH 8,22-8,27 (m,2H) 131,0/130,9
3”I5" CH  7,61(d,7,2;2H) 129,1
4” CH 7,57-7,60 (m, 1H) 128,8
C=0; i 160,5
NH 10,5 (s, 1H) i
C=N - 159,1
4” C=0 - 1711
5'CH,  4,25(s,2H) 33,1
A
/ / f ) // J
4.15 4.87 501 56; 562 42.30 L-F 10.10
1] 1] (] (]
P ARRARRARETARRAARARRTREREERRRRF AR s'" 7' 6 ' 5 ARV RN 3 ' 2 ' ! '

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-30: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 62i em DMSO-de.
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-30: Espectro de RMN de 3C/DEPT (

R

e 62i em DMSO-de.
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EHSQC-30: Espectro de RMN HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 62i em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

C/H Su (multipl.; J=Hz ) d¢ Anexo 31: 1-(2-tiofenil)-p-carbolina-3-carbonilidrazono-(3-fenil)4-tiazolidinona (62k)
1Co - 137,7 .

3Co - 134,7 o) 5

4CH 8,72 (s; 1H) 12,7 N/NQ<3&'
4a Co - 121,0 H N~ >0
4b Co - 130,7 e 1"

5CH 8,35 (d; 7,8; 1H) 122,2 5® 2

6 CH 7,30-7,34 (m; 2H) 120,9 a3

7CH 7,13-1,77 (m; 7,5; 1H) 128,5

8 CH 7,52 (d; 7,8; 1H) 112,8
8aCo - -
9 NH 11,94 (s, 1H) -
9aCo - 136,7
1’11’ Cy - 132,1/141,8
3'CH 7,56-7,61 (m; 3H) 126,7
4 CH 7,56-7,61 (m; 3H) 128,9
5 CH 8,18-8,21 (m; 2H) 129,0
2”16”” CH 7,82 (d; 8,1; 2H) 129,2
3”/5"” CH 7,41 (d; 7,5; 2H) 1284
4" CH 7,56-7,61 (m; 3H) 128,8
C=0p - 159,4
NH 10,41 (s, 1H) -
C=N - 1554
4’ C=0 - 170,9
5” CH, 4,33 (s; 2H) 33,3
f Il 1]l |
I -

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-31: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 62k em DMSO-de.
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Tese de Doutorado
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ERMN-31: Espectro de RMN de ®C/DEPT (75,5 MHz) de 62k em DMSO-de.
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EHSQC-31: Espectro de RMN de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 62k em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

CH Su (multipl.; J=Hz ) Sc Anexo 32: 1-(p-hidroxifenil)-B-carbolina-3-(-1,3,4-oxadiazol-2-il) (63)
1Co - 138,8
3 Co - 142,7
4 CH 8,82 (s; 1H) 112,0
4a Co - 120,9
4b Co - 128,2
5CH 8,42 (d; 7,8; 1H) 122,0
6 CH 6,98-7,04 (m; 1H) 121,7
7CH 7,59 (t 7,2; 1H) 128,6
8 CH 7,65-7,69 (m; 3H) 112,6
8a Co - 1415
9NH/NH 11,70 (s; 1H)/10,8(s; 1H) -

9a Co - 1294

1’1" Co - 132,4/133,3
2'/6’ CH 7,91 (d; 8,7; 2H) 129,9
3’/5’ CH 7,02 (d; 8,7; 2H) 115,5
4' Co - 158,3
2’16 CH 7,65-7,69 (m; 3H) 116,9
315" CH 7,38 (d; 7,5; 2H) 129,0
4” 7,28-7,34 (m; 1H) 120,1
2” Co - 160,0
5” Co - 158,8

/ I / /]//
L J.Hg AR N |

4.04 4.74 5.64 4.71 5.91 10.27 16.457.31 18.37 16.57

U u 4 i u 4 H o4 d
rFryrrgrrrrryrrrrrrrrr|rrrrgrrrrr[rrrr[r1r1rr[rrrr [ rrrr [ r [T PP [T [ T [T T [T [ rr T[T r [ T g
1" 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)
ERMN 'H-32: Espectro de RMN de H (300,00 MHz) de 63 em DMSO-ds. 187



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-32: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 63 em DMSO-ds.
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EHSQC-32: Espectro de RMN de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 63 em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

Anexo 33: 1-(p-metoxifenil)-B—carbolina-3-carbonihidrazono (3"-aceto acetoxi de etila)-

|

/

H/C ou (multip.; J=Hz)  &¢
1Go - 138,5 4-tiazolidinona (64a)
3Co : 140,6
4 CH 881(s;1H) 1127
4a Cy - 121,2
4b Co - 129,7
5CH 844 (d; 78 1H) 1221
6CH  732(t7.3;1H) 1203
7CH  760(t75 1H) 1286
8CH  7,71(d;81;1H) 1128
8a Cy : 1415
9 NH 11,92 (s; 1H) -
9a Cy : 134,1
1 Co - 129,7
2/6'CH 816 (d:8,7;2H) 130,0
5CH  721(d8,7;2H) 1142
4 Cy - 156,0
=0 - 166,8
NH 10,72 (s; 1H) :
C=N - 160,0
4” C=0 : 170,9
5" CH, 428(s;1H) 329
N-CH, 453(s;2H) 433
OCHz-CHs 4,19(q;7,0;2H) 61,4
OCH»CH; 1,25(t7,0;3H)  140,0
C=0¢st. - 160,6
OCH; , 390(s;3H) 554 ,
] | |
L
1r2 1‘1 10 9 é ;
3?;7 420 4‘.Y2)6 4:88 :7 4\;6‘13:74‘8;;;8

ERMN *H-33: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 64a em DMSO-de.
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Tese de Doutorado
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ERMN 13C-33: Espectro de RMN de ®C/DEPT (75,5 MHz) de 64a em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

H/C &u (multipl.; J=Hz) d¢ . . . . .-
1Co : 138.1 Anexo 34: 1-(fenil)-f—carbolina-3-carbonihidrazono(3"-aceto acetoxi de etila)-4-thiazolidinona
3Co - 141,2 (64b)
4CH 8,85 (s; 1H) 113,8
4a Co - N&o obs.
4b Co - 130,5
5CH 8,21 (d; 7,8; 1H) 121,9
6 CH 7,33-7,38 (m; 1H) 120,8
7CH 7,52-7,60 (m; 1H) 128,9
8Co/8aCo 7,64-7,66 (m; 1H) 112,2/141,3
9NH N&o obs. -
9a Co - 137,6
1’ Co - 135,0
2'/6’CH 8,03 (d; 6,9; 2H) 128,3
3ICH  7,62(d;7,5;2H) 129,1
4 CH 7,52-7,66 (m; 5H) 129,2
C=0g - 167,2
NH N&o obs. =
C=N 152,9
4” C=0 - 170,5
5” CH; 4,01 (s; 2H) 39,1
N-CH. 4,67 (s; 2H) 43,6
OCH.CHs  4,25(q; 7,1; 2H) 62,2
OCHCHs  1,31(t7,2; 3H) 14,0
C=0s¢ster = 1 60,2
(
|
J
l ]
" | JL \ J UL " J A
10 s s s s a g 7T Tz T ppm
017 4‘.-:1 400‘-:.8 2_7;27?;4 8?‘;3 1:%67_101 1;1 191

ERMN *H-34: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 64b em CDCls.



Tese de Doutorado
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EHSQC 34 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 64b em CDCls.
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Tese de Doutorado

Hie O (multip; J=Hz) ¢ Anexo 35: 1-(o-clorofenil)-—carbolina-3-carbonihidrazono
1Co - 139,3 - ) , ) o
3 Co i 1356 (3"-aceto acetoxi de etila)-4-thiazolidinona (64f)
4 CH 9,00 (s; 1H) 1149
4a Co - 122,1
4b Co - 130,7
5CH 8,25(d; 7,8, 1H) 122,4
6CH 739(t7,2;1H) 1214
7CH  744-751(m;2H) 1275
8CH 744751 (m2H) 1222
8a Co - 141,2
9 NH 10,51 (s; 1H) -
9a Co - 138,6
1" Co - 135,5
2’ Co - 133,2
3CH 755764 (m;3H) 1307
4’ CH 7,68-7,71 (m; 1H) 1319
5 CH 7,55-7,64 (m; 3H) 129,6
6CH  7,55-7,64 (m;3H) 130,8
C=0g - 166,7
NH 8,83 (s; 1H)
C=N - 154,1
4” C=0 - 170,4
5” CH; 3,96 (s; 2H) 33,2
N-CH; 4,58 (s; 2H) 43,8 :
OCH:CHs  4,19(q;7,0;2H) 62,1 ,
OCH.CHs 128 (£7.2:3H) 142 r
C=0est. o 161,1 'l ‘,'
[ (1
J T ,/,'*,u
A e J\L_-Jk ﬁf l JLL _
Y T 5 a R

ERMN *H-35: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 64f em CDCls.




Tese de Doutorado
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ERMN 13C-35: Espectro de RMN de ®C/DEPT (75,5 MHz) de 64f em CDCls.
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EHSQC 35 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 64f em CDCls.
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Tese de Doutorado

Anexo 36: 1-(o-fluorofenil)-f—carbolina-3-carbonihidrazono

:I/éi On (multl{) ; J=Hz) 132(2‘1(-6225)9) (3 -aceto acetoxi de etila)-4-thiazolidinona (64g)
3 Co - 130,4
4CH 8,94 (s; 1H) 1144
4a Co - 121,7
4b Co - N&o obs.
5CH 8,23 (d; 8,1) 122,0
6 CH 7,33-7,44 (m; 3H) 120,9
7CH 7,52-7,58 (m; 3H) 1291
8CH  7,52-7,58 (m; 3H) 112,1
8a Co - 138,4
9 NH 10,46 (s; 1H) -
9a Co - 141,0
1 Co ! 1253 (14,4)
2' Cy 156,1 (361,6)
3 CH 7,33-7,44 (m; 3H)  116,3(21,7)
#CH  787(t75:1H)  1319(39)
§CH 733744 (m3H)  1250(33)
6CH  752758(m:3H) 1312 (825)
C=0; : 1671
NH 9,73 (s; 1H) .
c=N : 161,8 -
4” C=0 - 170,6 J ;
5" CH, 4,01 (s; 2H) 33,1 / | [
N-CH 4,67 (s; 2H) 437 [ L "
OCH.CHs 4,24 (q;7,1: 2H) 62,1 | [
OCHCHs  1,31(t;7,0; 3H) 14,1 ‘ ( / / ( ;
C=0gster - 161,8 ( / | J l
- v / / 7 J ’
| \ | |
' JJI b Jl , j h I\ 1
NS W . WA A UL L J A
L 10 I R D DR DR DT AT R ™
195

ERMN *H-36: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 64g em CDCls/ CD30D.



Tese de Doutorado
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EHSQC 36 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 64g em CDCls/ CD30D.
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Tese de Doutorado

H/IC Su (multipl.; J=Hz) d¢ Anexo 37: 1-(p-fluorofenil)-—carbolina-3-carbonilidrazono
1Co - 140,7 (3 -aceto acetoxi de etila)-4-tiazolidinona (64i)

3 Co - 141,8

4 CH 8,84 (s; 1H) 114,0
4a Co - N&o obs.
4b Co - 130,8

5CH  821(d: 7.8 1H) 122,0
6CH  7,30-7,35 (m; 3H) 120,9
7CH 7,597,684 (m; 2H) 129,1
8CH  7,59-7,64 (m; 2H) 1125

8a Co - 153,6
9NH Nao obs. -
9a Co - 138,0

1’ - 134,7 (90,4)

2/6'CH  804(d:81;2H) 1305 (84)
35 CH  7,30-7,35 (m:3H) 1161 (21,4)

4 C - 164,8 (337,5)
C=0g - 167,5
NH N&o obs. -
C=N - 162,3
4” C=0¢az. - 171,0 .
5” CH; 4,04 (s; 2H) 33.37
N-CH: 4,68 (s; 2H) 438
OCH:CHs  4,25(q; 7,0; 2H) 62,3 - /
OCH.CHs 1,32 (t;7,0; 3H) 14,1 / f
C=Oéster - 1619 j p A
j Jl | |
|
U __ N - JU
VT "'}'"7"%"'_*_5"" T i o

. W77
6.26 11.47 8.85 10.82

ERMN 'H-37: Espectro de RMN de "H (300,00 MHz) de 64i em DMSO-ds. 197
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ERMN 13C-37: Espectro de RMN 8C/DEPT (75,5 MHz) de 64i em DMSO-ds.
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EHSQC 37 Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 64i em DMSO-de.
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Tese de Doutorado

HIC Su (multipl.; J=Hz) 3¢ Anexo 38: 1-(fenil)-p—carbolina-3-(amido-N3-(2-fenil)4-tizolidinona (73)
1Co - 140,9
3 Co - 137,5
4 CH 8,27 (s; 1H) 113,8
4a Co - 134,8
4b Co - 121,9
5 CH 8,07 (d: 7,8; 1H) 122,0
6 CH 7,35-7,46 (m; 1H) 121,1
7CH 7,71-7,74 (m; 1H) 129,2
8 CH 7,49-7,64 (m; 1H) 112,6
8a Co - 140,6
9 NH 9,29 (s; 1H) :
9a Co - 137,3
11" Co : 137,2
26’ CH 7,49-7 .64 (m; 1H) 129,0
3'/5' CH 7,49-7,64 (m; 1H) 128 4
4 CH 7,49-7,64 (m: 1H) 129,6
216" CH 7,35-7,46 (m; 1H) 129,2
3"/5” CH 7,35-7,46 (m; 1H) 128,1
4" CH 7,35-7,46 (m; 1H) 129,3
C=0p - 163,6
NH 9,22 (s; 1H) -
2" CH 6,07 (s; 1H) 63,6
4” C=0 : 1704

5”CH2 Ha 3,99 (d; 15,0; 1H) 30,6
Hb 3,83 (dd; 15,0; 1,5; 1H)

JJ / / 1 /
,JL JUPVL . ﬂUJL . L
4.27 4.30 4.09 491 9.16 27.09 31.49 4.91 10.59
[ u oy Iy | (- | I—
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN "H-38 Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 73 em CDCls. 199



Tese de Doutorado
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ERMN 13C-38: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 73 em CDCls.
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F1 Chemical Shift (ppm)
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EHSQC-38: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 73 em CDCls.
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Tese de Doutorado

H/C ou (multipl.; J=Hz) dc
1Co - 139,5
3Co - 140,7
4CH 8,14 (s; 1H) 114,9
4a Co - 120,4
4b Co = 131,5
5CH 8,03 (d; 7,8; 1H) 122,4
6 CH 6,94 (£, 7,5; 1H) 1221
7CH 7,58-7,64 (m;1H) 128,5
8 CH 7,58-7,64 (m;1H) 113,7
8a Co - 1441

9NH 9,35 (s; 1H) -
9a Co - 136,7

1’1" Co - 132,1141,8

2'/6' CH 7,90 (d; 9,0; 2H) 131,1
3’15’ CH 7,15 (d;8,7; 2H) 155,5
4’ CH 7,49-7,64 (m;1H) 160,2
2’6" CH 7,82 (d; 8,1; 2H) 125,9
35" CH 7,25 (d; 8;1; 2H) 129,0
4 CH 7,33 (m; 1H) 129,8
C=0p - 162,9

NH 9,16 (s; 1H) -
2” CH 6,11 (s; 1H) 63,4
4” C=0 - 170,2
5”CH2  Ha 4,00 (dd; 15,3; 1,0; 1H) 30,4

Hb 3,83 (dd; 15,3; 1,0; 1H)

OCH; 3,93 (s; 3H) , 557

/7 v W]

) JM

4.38 4.53 4.74 491 9.62 11.48 31.09 9.59 4.59 26.11
(S [ = e R e =] 1] —
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0

— N =

I §

Chemir-:al Shift (ppm)

ERMN *H-39: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 74 em CDCI3/CD30D.
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Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-39: Espectro de RMN 8C/DEPT (75,5 MHz) de 74 em CDCls/CD30D.

T

=0
_ a - 20
“a0
— — = 8
i . g =
=60 &
F ©
c Q
-8 2
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=100
- a o & ;
] ~120
= 2

0
F2 Chemical Shift (ppm)

EHSQC-39: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 74 em CDCI3/CD30D.
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Tese de Doutorado

CH Su (multip.; J=Hz) oc
1Co = 141,5
3 Co - 141,3
4 CH 8,75 (s; 1H) 114,0 Anexo 41: 1-(fenil)-p—carbolina-3-(amido-N3-(2-(2-tiofenil))4-tizolidinona (76)
4a Co - 121,0
4b Co = 130,1
5CH 8,40 (d; 8,1; 1H) 1221
6CH 7,30-7,38 (m; 5H) 120,7
7CH  7,58-7,63 (m; 5H) 1291
8 CH 7,74 (d; 8,4; 1H) 112,9
8a Co - 135,3
9NH 11,86 (s;1H) -
9a Co - 138,1 .
11 - 132,6/137,3 4
216°CH 7,60 (d,7,8; 2H) 127,6
3/5° CH 7,30-7,38 (m; 5H) 128,5
4CH 7,30-7,38 (m; 5H) 128,4
3”CH 8,12(d;4,0; 1H) 1271
4”CH 7,82(d;5,1;1H) 128,9
5”CH 7,30-7,38 (m; 5H) 128,9
C=0g - 169,2
NH 10,19 (s; 1H) -
2”CH 6,04 (s; 1H) 62,2
4” C=0 - 163,1
5"CH, Ha 3,94 (d; 15,9) 29,5
Hb 3,82 (d; 15,9)
s S I _/- f /f /
A M\
4.00 6.81 065 1028 104 957 1083 %3 mf2 o 21.44
o o I ¥ e e gy —

Chemical Shift (ppm)

ERMN "H-41: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 76 em DMSO-de.
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Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

ERMN 13C-41: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 76 em DMSO-de.

N lllﬂu l nl]\
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10 8 6 4 2 0
F2 Chemical Shift (ppm)

s

EHSQC-41: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 76 em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

1C’(':" 8 (multipl.; J=Hz ) 13§9°7 Anexo 42 1-(m-nitrofenil)-B—carbolina-3-(amido-N3-(2(fenil))4-tizolidinona (77)
0 = y

3Cq : 1375

4CH 869 (s; 1H) 115.1

4a Cy : 1217

4 Cq . 130.2

5 CH 795 (d: 8,1; 1H) 121.9

6 CH 751-7,59 (m; 3H) 1212

7 CH 737-7 44(m: 2H) 128,0

8 CH 7.37-7.44(m: 2H) 1128

8a Co : 1419

9 NH 10,0 (s; 1H) :

9a Cy : 1388

111°Cq : 134,01139,3

2CH 751-7,59(m: 3H) 1239

3Co : 1493

#CH 771 (td: 1,2, 7,5 1H) 1238

5'CH 7.83 (dt: 15: 8.1; 1H) 129.9

6'CH 8,15 (8,1; 1H) 1348
276" CH 747 (d: 84: 2H) 129.2
5" CH 741 (d:7.8: 2H) 1283

4 751-7,59 (m; 3H) 1290

C=0y : 1644

NH 951 (s; 1H) :

2°CH 6,15 (s, 1H) 63,6

4 C=0 i 170.7

5"CH, Ha403(dd, 16212 1H) 304

Hb 3,89 (dd, 16,0; 1,5 1H
/ L [ /1) ‘ /
| | MW\MJ | [ W U U |

—
4.00 4.1 4.30 4.674.54 4.6%.2741.32 417 10.02
H H H H d d e H —
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-42; Espectro de RMN H (300,00 MHz) de 77 em CDCl5/CDsOD. 205



Tese de Doutorado
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150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
Chemical Shift (ppm)
ERMN 13C-42: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 77 em CDCI3/CD30D.
s 0
- 20
= 40
—— ;
- 60
- []
=100
- L. ~ 120
= 8 @ -0 C
j D@W C
‘HHUH\‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HHUH\‘HHUH\‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘HH\HH‘\?
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

20

20

F1 Chemical Shift (ppm)

EHSQC-42: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 77 em CDCI3/CD30D.
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Tese de Doutorado

C/H Su (multipl.; J=Hz) dc _ _ _ 3 o _ o
1Co 3 1416 Anexo 43: 1-(fenil)-B—carbolina-3-(amido-N°-(2-(p-dimetilaminofenil))4-tizolidinona (78)
3Co - 137,7
4 CH 8,65 (s; 1H) 114,3
4a Co - 121,9
4b Co - 123,5
5CH 8,16 (d; 7,8; 1H) 121,8
6 CH 7,30-7,35 (m; 1H) 120,9
7CH 7,49-7,54 (m; 1H) 129,3
8 CH 7,78-7,81 (m; 1H) 112,6
8a Co - 160, 1
9 NH N&o obs. -
9a Co - 137,3
1’1" Co - 130,2/135,5
2'[6’ 7,55-7,62 (m; 2H) 129,5
315 7,51 (d; 7,5; 2H) 128,9
4'CH 7,48-7,62 (m; 1H) 129,0
2"’[6”" CH 7,34 (d; 9,0; 2H) 129,5
3’5" CH 6,70 (d; 9,0; 2H) 112,6
4" Co - 151,6
C=0g - 164,8
NH N&o obs. -
2” CH 6,01 (s/,1H) 63,7
4” C=0 - 170,5
5” CH2 Ha 3,95 (dd;15,0; 1,3; 1H) 30,5
Hb 3,78 (dd; 18,0; 1,8, 1H)
N(CH3). 2,95 (s; 6H) 40,5
LMJL e Ll
7. 83 12. 50 45 34 20 37 12. 66 15.24
L | S—
R 's'.sl 0 78 """'7'.6""""e'.s'.""""e'.d""""5'.51""'"'s,'.d""""4'.5'.""""4'.6""'"'3'.5'."""'5'.6""""2Ts'."" 20 15 1005 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-43: Espectro de RMN 'H (300,00 MHz) de 78 em CDCls/CD30D.
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Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

170 160 150 140 130 120 110 100 9 8| 7 [§ 5 4 3 2 1 0
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-43: Espectro de RMN 8C/DEPT (75,5 MHz) de 78 em CDCls/CD30D.

\_J‘Mﬂ\__l 1 Mx Fara e J
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- 80 g
S
£ 100
— = b @ @ ;
= o o E 120
ﬁ =D G Do i
\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\\\\\\‘7
8 7 6 5 4 3 2 1 0

F2 Chemical Shift (ppm)

EHSQC-43: Espectro de HSQC (300,00 MHz/75,5 MHz) de 78 em CDCI3/CD30D.
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Tese de Doutorado

CH 3 (multipl.; J=Hz ) dc Anexo 44:1-(o-clorofenil)-f—carbolina-3-(amido-N3-(2-(fenil))4-tizolidinona (79)
1Co - 1374
3 Co - 138,0
4 CH 8,84 (s; 1H) 115,0
4a Co - 122,0
4b Co = 130,0
5CH 8,19 (d; 8,1; 1H) 122,3
6 CH 7,33-7,38 (m; 4H) 1213
7CH 7,33-7,38 (m; 4H) 129,4
8 CH 7,38-7,33 (m; 6H) 112,0
8a Co - 140,6
9 NH 9,42 (s: H) -
9a Co - 135,9
1’11 Co - 135,7/139,6
2’ Co - 133,0
3'CH 7,43-7,50 (m; 6H) 130,5
4’ CH 7,54-7,58 (m; 2H) 130,7
5 CH 7,54-7,58 (m: 2H) 126,6
6’ CH 7,43-7,50 (m: 6H) 1274
2’16 CH 7,49 (d; 7,8; 2H) 1291
3/5" CH 7,33-7,38 (4H) 128,1
4" Cy 7,43-7,50 (m; 6H) 132,0
C=0; i 163,8
NH 8,38 (s; 1H) :
2"CH 6,12 (s, 1H) 63,2
4” C=0 - 170,0
5" CH: Ha 3,92 (d, 15,9, 1H) 30,4
Hb 3,78 (dd, 15,0; 1,5, 1H)
J I J / / / /'/
] X \
4.02 4.03 35}9‘_}%2 9.87'—__2|7.44IE'12 4&; Q} — Jt
U " R I u [
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm) 200

ERMN 'H-44: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 79 em CDCls.



Tese de Doutorado

mﬁmwmmmwmmmmmmwm
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Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-44: Espectro de RMN de 3C/DEPT (75,5 MHz) de 79 em CDCls.

L.LLLJML | f W l

1 o= 0
- 20
40 £
C Q
E &
] P - 60 &
: T
o S
E =
~80 @
E (@)
- =
— 100
- . ° 3
. 5 - 120
=5 ki 2
\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
8 6 4 2 0

F2 Chemical Shift (ppm)
EHSQC-44: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz) de 79 em CDCls.
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Tese de Doutorado

H/C ou (multipl.; J=Hz) dc
1Co - 137,8 _ . . 3 . g
3 Co ) 141.8 Anexo 45:1-(fenil)-—carbolina-3-(amido-N~-(2-(o-clorofenil))4-tizolidinona (80)
4 CH 8,72 (s; 1H) 114,6
4a Co - 122,0.
4b Co - 130,4
5CH 8,17 (d; 8,1; 1H) 121,9
6 CH 7,28-7,42 (m; 5H) 121,0
7CH 7,51-7,54 (m; 2H) 129,4
8 CH 7,28-7,42 (m; 5H) 112,7
8a Co - 142,0
9 NH Né&o obs. -
9a Co - 135,7
1’1" Co - 135,6/137,4
2'/6’ CH 7,58 (d; 7,5; 2H) 129,1
3’15’ CH 7,86 (d; 7,5; 2H) 128,7
4’ CH 7,28-7,42 (m; 5H) 130,5
2" Co - 133,9
3 CH 7,68 (dd; 7,6; 2H) 128,7
4" CH 7,28-7,42 (m; 5H) 130,4
5" CH 7,28-7,42 (m; 5H) 128,5
6"’ CH 7,51-7,54 (m; 2H) 1291
C=0g - 165, 1
NH N&o obs. -
2” CH 6,57 (sl; 1H) 60,2
4” C=0 170,9
5"CH: Ha 3,92 (d; 15,6; 1H) 30,0
Hb 3,83 (dd; 15,0; 1,0; 1H
f( 7 TV ) 7 S
I | MM Bl Il
4.02 4.52 8.6'?4.;9 2?33 16.50 3.92 10.39
H N Sy N —
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0
Chemical Shift (ppm)
211

ERMN *H-45: Espectro de RMN de 'H (300,00 MHz) de 80 em CDCls/CD30D.



Tese de Doutorado
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Chemical Shift (ppm)
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ERMN 13C-45: Espectro de RMN 3C/DEPT (75,5 MHz) de 82 em CDCls/CD30D.
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EHSQC-45: Espectro de HSQC (300,0 MHz/75,5 MHz) de 80 em CDCI3/CD30D.
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Tese de Doutorado

HIC _ Bu(multipl; J=Hz)  &c Anexo 46 3-(3-metilbutiltio)-8-metoxi-[1,2,4]indol-triazino (96a)
3Co i 1675 1
4a Co i 141,3 08 2 9a ap No 2
5a Co - 147,1 ;@\5—/[ JE “)\
6CH  749(d:88;1H) 1140 g Saf 4aN S
7T(H 729 (dd: 88;20: 1H) 1199 H
8 Cq i 1558
9CH  7.80(c:251H) 1044 ] |
9a Cy . 134,9 H | U_JUL
9b Cq : 1187 L
OCH; 3,90 (s; 3H) 56,2 e R T
SCH2 3’27 (t, 7’1, 2H) 38,3 7.57.06.56.05.55.0%2:?]?6:?.80&&5252;;)51.00.5(
CH, 164 (quart: 7,0;2H) 285
CH 1,75 (m: 1H) 275
2CH; 0,96 (c:63:6H) 22,65 L(
f

[ [ J / / 4

J _ L Y -

1.94 2.002.04 7.26 5.76 2.334.47 15.15

TR TRY L U W L

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-46: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 96a em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

LI B I I I L I L L L L L L L L L L L L L L R L R B R B N R R R RN R R R AR R LRy
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Chemical Shift (ppm)

LI B I I I L I L L L L L L L L L L L L L L L R R B R R N R R R RN R R AR Ry ARy
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-46: Espectro de RMN 3C/DEPT (125,7 MHz) de 96a em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

HIC  &n(multipl.; J=Hz) dc
3 Co i 1675 Anexo 47: 3-(butiltio)-8-metoxi-[1,2,4]indol-triazino (96b)
4a Cq - 134,9 08 2.9 o N, ,
5 NH 12,47 (s; 1H) - m N
5a Co . 141,2 [N R BN NN
6 CH 749 (d: 1H) 114,0 Hoo4
7CH 730 (dd;88;25; 1H)  120,0
8 Co - 156,2
9CH 7,80 (d;2,2; 1H) 104,4
9a Co - 118,7
9b Co - N&o obs.
OCH; 3,99 (s; 3H) 56,2
SCH, 326t 7,3; 2H) 31,4
CH: 1,74 (quint 7,3;2H) 30,0
CH: 147 (sext7,3:2H) 219
CH: 094 (t 7,4 3H) 14,0
175 170 165 160 155 r
Chemical Shift (ppm)
(

/ (W] )

A Jh.
Ol.fl5 ‘1.10_3l ‘1.2[5)l 0.58 1.2L7l Om 6[.0;l 3.08 2.52.45 31521

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-47: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 96b em DMSO-d.

215



Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 4 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

ol | o e it e i, X e S e bl ol U il bt A M L ot ot Mt

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-47: Espectro de RMN 3C/DEPT (125,7 MHz) de 96b em DMSO-db.
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Tese de Doutorado

HIC  du(multipl.; J=Hz)  &¢

3C, - 166.9 Anexo 48: 3-(benziltio)-8-metoxi{1,2,4]indol-triazino (96c)

5 NH N0 obs. i /OWN\\N 2
- 5 3

5a Co 147,1 RN s

6 CH 751 (m;3H) 1141 !

7CH 751 (m;3H)  120,1

\

IS

8 Co - 155,8
9 CH 781(s;1H) 1044
9a Co - 135,0
9b Co : 118,6

OCHs 389 (s;3H) 56,2
SCH; 456 (s;2H) 344
1 Co - 138,0
2/6'CH 730 (m4H) 1295
5CH 730 (m4H) 1289
4’ CH 751 (m;3H) 1276

s
B
1.00 3.124.42 2.11 3.36
= [ =
| RJLILINLIN LU L LI L L L L L L O L L L LN L L B L L L L L L L L L L L L L L L L L L L LB L LB L |
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-48: Espectro RMN 'H (500,1 MHz) de 96¢ em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 4 30
Chemical Shift (ppm)

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-48: Espectro de RMN 3C/DEPT (125,7 MHz) de 96¢ em DMSO-ds.

20

20
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Tese de Doutorado

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-49: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 96d em DMSO-dk.

HIC __ Ou(multipl; J=Hz) & Anexo 49 8-metoxi-5-metil-3-metiltio-[1,2,4]-indol-triazino (96d)
e i 168,4 1
4a Cy 140,9 0.8 % 9 9 N\\N 2
5a Co - 146,6 m 2
7 S R~
6CH  735(c:881H) 1106 5NN
7CH 728 (dd: 88,25 1H) 1195
8 Cq i 1561
9CH  788(d;251H) 1046
9a Co i 1359
9b Co - N&o obs.
OCH; 3,82 (s;3H) 56,0
SCH; 2.77 (s 3H) 14,1
NCH; 396 (s; 3H) 27,2
g
y,
M e e
4.66 4.785.61 16.30
] [ —
T T, 65 | e0 | s5  s0 45 40  3s 30 25 20 15 10 o5

219



Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-49: Espectro de RMN 3C/DEPT (125,7 MHz) de 96d em DMSO-ds.
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Tese de Doutorado

HIC  &u(multipl.; J=Hz) dc

3Co - 168,2 Anexo 50: 8-metoxi-5-(3-meti|buti|)I-3-meti|tio-[1 ,2,4]-indol-triazino (100a)
4a Co - 135,3

5a Co - 140,6 b
6 CH 7,39 (d; 8,8; 1H) 11,1 \©\—/[
7CH 730 (m; 1H) 119,8 4al
8 Co - 156,2 /ﬁ
9CH 7,93 (d; 2,2; 1H) 104,9

9a Co - N&o obs.

9 Co - 119,0

OCH; 3,97 (s; 3H) 56,0

SCH3 2,77 (s; 3H) 14,0

NCH; 4,36(t; 7,4, 2H) 39,8

CHz 1,78 (quart; 6,9; 2H) 37,0
CH 1,62 (nonet, 6,3;1H) 258
2CHs; 1,04 (d; 6,6; 6H) 22,3

’
/ y ] / ]
S
3.52 3.654.83 7.52 11.59 7.513.86 24.19
L (N (W ] (S L
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-50: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 100a em CDCls. 221



Tese de Doutorado

(R R R R R R R R R AR R AR AR R RN RN
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm]

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-50: Espectro de RMN 8C/DEPT (125,7 MHz) de 100a em CDCls.
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Tese de Doutorado

HIC 8 (multipl; J=Hz)  Oc Anexo 51 8—metoxi—5—butiI—3—metiltio—[1 2 4}-indol-triazino (100b)
3Co : 1683
4a Cy : 140.7 a
5a Cq . 146,5 @\—/E P
6CH  7.39(d:88 1H) 1111 5a N4 s
7CH  720(m 1H) 1196
8 Co : 156,1
OCH  7.92(d:25.1H) 1048
9a Co - 135,4
9 Cq : 119,0
OCH;  397(s:3H) 56,0
SCH:  277(s:3H) 14/
NCH:  434(t7.1,2H) 411
CH: 189 (quint;7.3;2H) 304
CH2 1,38 (sext;7,3;2H) 20,1
CH:  100(t74:3H) 136
‘II'éZISI I :I'éOIOI I :I'é7I5I I ‘IIBISI( 1.4‘25 1.4100 1375 1.3‘50
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
)
; J [/
UL I rk }L
1.00 1.07 1.39 217 3.36 217 2.28 3.57
] (M] - (- (- —_ —
A S S e s P A

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-51: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 100b em CDCls.
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Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

m
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-51: Espectro de RMN 8C/DEPT (125,7 MHz) de 100b em CDCls.
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Tese de Doutorado

HIC  du(multipl.; J=Hz) dc

3Co - 168,4

4a Co - 140,9 Anexo 52 8—metoxi—5—benziI—3—metiltio—[1 2,4]-indol-triazino (100c)
5a Co - 146,6 9a 9b N

6 CH 6,66 (d; 8,5; 1H) 110,6 N
7TCH 6,82(dd;85;25;1H) 1195 53 N 4a “
8 Co - 156,1 4
9CH 7,27 (d; 2,5; 1H) 104,7 ©)

9a Co - 135,9

9 Co - Nao obs.

CH2 4,94 (s;2H)

OCH; 3,83 (s; 3H) 56,0

SCH3 2,61 (s; 3H) 141

1’Co = 136,4

206 7,30-7,36 (m;2H) 1288
35 7,30-7,36 (m;2H)  127,3
£  730-736(m1H) 1278

— =
4.54 0.95 0.85 0.79 1.54 2.83 2.26 5.11
[ [ H H [ (=] H -
T

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

ERMN "H-52: Espectro RMN 'H (500,1 MHz) de 100c em CDCls.
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Tese de Doutorado

mwmwmwmwmwmmm
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm|

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-52: Espectro de RMN "8C/DEPT (125,7 MHz) de 100c em CDCls.
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Tese de Doutorado

HIC— &n(multipl; J=Hz) ¢
L . 1637 Anexo 53: 7-metoxi-5-(3-metilbutil)-3-(3-metilbutiltio)-[1,2,4]-indol-triazino (108a)
4a Co N&o obs. =T Y
5a Co - N&o obs. o 1
6 CH 6,92 (s; 1H) 95,6 8 N 9N, o o
7Co - 153,7 }©\5—/[ 3 3 s
8CH 7,02(c:J=76,1H) 1099 ¢ AN S
9CH 831(cd;J=851H) 1237 5o O
9a Co - 148,1 g L
9b Co - N&o obs.
O CH; 3,99 (s; 3H) 55,8
5aNCH; 4,31 (t 7,5, 2H) 39,7
5bCH2  163-186 (m;2H) 36,8
5cCH  1,63-186(m;1H) 277
5d2CH; 1,05 (d; 6,0; 6H) 22,3
3aSCH, 337 (7,6, 2H) 38,2
3bCH;  1,63-186 (M 2H) 29,0
3cCH  163186(m2H) 259
3d2CH; 1,01 (d; 7,0; 6H) 22,4
/ /
| | A ~
1&2 1&3 1371&4 3I_5|7 6I._2|7 3I_9|0 Iﬁl 2I4_|.83
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 o5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN *H-53: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 108a em CDCl3
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Tese de Doutorado

L L B B B R B R R R R R R R R EEEREERERRE
128 120 112 104 96 88 80 72 64 56

48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

o ettt Ao

128 120 112 104 96 88 80 72 64 56 48 40

32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-53: Espectro de RMN 8C/DEPT (125,7 MHz) de 108a em CDCls.
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Tese de Doutorado

Anexo 54 7-metoxi-5-butil-3-butiltio{1,2,4]-indol-triazino (108b)

H/C On (multipl.; J=Hz)  &¢
1
3Co - 167,0 s 9 g ey 2
4a Cq : 1430 m
5 3 3a 3¢
5a Co - 147,2 0" ¢ Ba N 4aN” 8T N gy
6 CH 692(s;1H) 955 b e 3
7Co - 162,6 50
8CH  730(c:7,3:1H) 1099 >
9 CH 8,30(c;8,5;1H) 1236
9a Co . 140,7
9b Co - 11,5
OCH; 3,99 (s; 3H) 55,8
5aNCH, 430 (t69;2H) 41,1
5bCH,  1,82-1,91 (m:2H) 30,7
5¢CH;  141(sext 7,5;2H) 22,1
5d/3dCH; 1,00 (m;6H) 13,6
3a SCH:2 3,37 (t; 7,4; 2H) 31 ,4 1.60 155 o 1;>0|Sh‘f (145) 140 135
3bCH,  1,82-1,91 (m;2H) 30,2 "
3cCH; 1,56 (sext 7,5;2H) 20,1 (
/ J ) / / )
1.87 1.96 1593 4.00 6.16 4.00 8.19 4.123.94 12.58
(. [N} L (. [ [ Ty S Iy -
U g0 7s o el "o 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 A
Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-54: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 108b em CDCls.




Tese de Doutorado

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-54: Espectro de RMN 3C/DEPT (125,7 MHz) de 108b em CDCls.
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Tese de Doutorado

HIC — dw{multipt; J=Hz) B¢
3Cq i 167.1
4a C, 1450 Anexo §5:7-metoxi-5-(3-metilbutil)-3-metiltio-[1,2,4]-indol-triazino (112a)
5a C i 1471 . 1
6CH  692(d:19:1H) 956 WNQN 2
7Co : 162,6 7 s I _ls
8CH 7,02 (dd: 85,22 1H) 1099 S0 s N N, s”
9CH  831(c:851H) 1237 j\
9a Cy i 1429
9b Co : 1114
OCH; 3,99 (s:3H) 55,3
SCH; 2,77 (s: 3H) 14,1
NCH,  432(t7.4,2H) 397
CH, 1,77 (quart6,7:2H) 36,8
CH 1,64 (m; 1H) 258
2CH;  1,04(d;66;6H) 224
r
L] f
2.10 2.']8‘)l 2I?|6 4.27 G;JSL) l l ‘ Jk 42‘3) 1?8 13J1E
(] [} [} - 1] [} - -
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-55: Espectro RMN 'H (500,01 MHz) de 112a em CDCls.
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Tese de Doutorado

170

170

160

160

150

150

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
Chemical Shift (ppm)

140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-55: Espectro de RMN 8C/DEPT (125,7 MHz) de 112a em CDCls.
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Tese de Doutorado

HIC  ®u(multipl.; J=Hz) dc

Anexo 56: 7-metoxi-5-butil-3-metiltio-[1,2,4]-indol-triazino (112b)

3Co - 167,0
4a Cq - 1431 o 1
9  op N
5a Co - 1471 8 | SN2
. . 7 3
6 CH 6,92 (d; 1,9; 1H) 95,6 ~o % 5N ™ N
7Co - 162,7 a 4
8CH 7,02(dd;8,8;1,9; 1H) 110,0
9CH  831(d;851H) 1237
9a Co - 1429
9b Co - 1114
OCHs 3,99 (s; 3H) 55,8
SCH; 2,77 (s; 3H) 14,1
NCH,  431(t71,2H) 397
CH,  140(sex.;7,0;2H) 36,8
CH, 189 (quint 7,3;2H) 258
CHs 1,00 (f7,4:3H) 224
\ 4.40 | | 448
1925 1900 1.875 = 1.850 "TTT 425 1400 1375
Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)
g 8
/ J | ﬂ
) _ A
— =
2.10 217 219 440 6.71 4.45 4.50 6.74
[ ] [ _ — —_ I—
8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 'H-56: Espectro RMN 'H (500,1 MHz) de 112b em CDCls. 233



Tese de Doutorado

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
Chemical Shift (ppm)

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Chemical Shift (ppm)

ERMN 13C-56: Espectro de RMN 3C/DEPT (125,7 MHz) de 112b em CDCls.
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