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RESUMO

Sintese e avaliacdo da atividade antileishmania, an  titumoral e anticolinesterasica
de 1-fenilssubstituido- B-carbolinas contendo na posi¢do-3 o nucleo 1,2,4-

triazolico 4,5-dissubstituido

Palavras-chave: B-carbolina, 1,2,4-triazol 4,5-dissubstituido, sintese, atividade
biol6gica

No presente trabalho realizamos a sintese e avaliacdo da atividade
antileishmania, antitumoral e anticolinesterasica de uma série de derivados [-
carbolinicos-1-fenilssubstituidos contendo na posi¢do-3 o nucleo 1,2,4-triazol 4,5-
dissubstituido. As  1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)  B-
carbolinas 11, intermediarios para a sintese dos 1,2,4-triazois 4,5-dissubstituidos
propostos, foram obtidas a partir da reacdo de esterificacdo do L-triptofano comercial
(12), seguido da condensacéao de Pictet-Spengler do L-triptofano esterificado (63) com
aldeidos aromaticos substituidos. A oxidacdo das tetraidro--carbolinas (64), seguido
do tratamento das B-carbolinas (65) com hidrazina hidratada forneceu as 3-carbolina-
3-carboidrazidas (66), as quais forneceram as 1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-
mercapto-1,2,4-triazol-3-il) B-carbolinas (11) através da ciclizacdo intramolecular em
meio béasico dos correspondentes ditiocarbazatos (67). As bases de Schiff (76, 77, 79
e 80) foram obtidas a partir da condensagdo da 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-1,2,4-
triazol-3-il)-B-carbolina (75) com diferentes aldeidos aromaticos em micro-ondas. A
formacdo do heterociclo 1,2,4-triazolo-[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazol foi possivel através da
diazotagéo/ciclizagdo do intermediario 11, fornecendo os 3-(1-substituido-9H-B-
carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazdis (14) . As 3-(1-substituido-9H-3-
carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15) foram preparadas
pela reacdo dos 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazéis (11) com dissulfeto de carbono, na
presenca de hidréxido de sodio, em metanol. As condicdes testadas para introducao
do heterociclo fundido 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-tiadiazin-6-ona na posi¢do-3 do
nucleo -B-carbolinico, a partir da reagdo de 11 com &cido cloroacético ou bromoacetato
de etila forneceram apenas os produtos S-alquilados. A formacdo dos compostos
sintetizados foi confirmada com base nas analises dos dados espectroscopicos de EM,
RMN 'H, ®C e HSQC.Os compostos sintetizados 76,77 e 79 e 14a-c foram
submetidos a avaliagdo da atividade antitumoral in vitro frente a oito células tumorais
humanas: pulméo (NCI-460), colo (HT-29), préstata (PC-3), mama (MCF-7), rim (786-
0), glioma (U-251), ovario resistente (NCI/ADR-RES), ovario (OVCAR-3). Todos os



derivados testados apresentaram uma potente atividade frente a linhagem de células
tumorais de mama (MCF-7) com ICsy na faixa de 2,07-4,75 ym. Os compostos 11a-d
foram avaliados frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, sendo
mais ativo o derivado 11b com ICs, igual a 6,98 uM. O potencial anticolinesterasico in
vitro, como inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) revelou que todos os

derivados inibiram a enzima com valores de I1Cs, na faixa de 17,7 a 97,7 uM.



ABSTRACT

Synthesis and antileishmania, antitumor and anticho linesterase activities
evaluation of 1-phenyl substituted  B-carbolines bearing the 4,5-disubstituted-
1,2,4-triazole nucleus at position-3

In the present work we synthetized and evaluated the antileishmanial, antitumor and
anticholinesterase activities of 1-phenyl substituted B-carbolines bearing a 4,5-
substituted 1,2,4-triazole at position-3. The 1-phenyl substituted 3-(4-amino-5-
mercapto-1,2,4-triazol-3-yl) B-carbolines (11), intermediates for the preparation of the
proposed derivatives, were prepared by the Pictet-Spengler condensation, under acid
catalysis, of L-tryptophan methyl ester with aromatic aldehydes, followed by oxidation
of 3-carbomethoxy-tetrahydro-B-carbolines (64), to give the 3-carbomethoxy-3-
carbolines (65). Treatment of 65 with hydrazine hydrate gave the B-carboline-3-
carbohydrazides 66, which afforded the 1-phenyl substituted 3-(4-amino-5-mercapto-
1,2,4-triazol-3-yl) B-carbolines (11) by intramolecular cyclization of their corresponding
dithiocarbazates (67).The Schiff bases (76, 77, 79 e 80) were obtained from the
condensation of 1-phenyl-3-(4-amino-5-thiomethyl-1,2,4-triazol-3-yl) B-carboline (75)
with aromatic aldehydes, under microwave irradiation, in DMF. The diazotization
reaction, followed by cyclization, of the intermediates 11 with sodium nitrite, in acidic
medium, afforded the 3-(1-substituted-9H-B-carbolin-3-yl)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-
thiatriazoles (24). The 3-(1-substituted-9H-B-carbolin-3-yl)-1,2,4-triazolo[3,4-
b][1,3,4]thiadiazole-6-thiol/thiones (15) were prepared from the reaction of 4-amino-5-
mercapto-1,2,4-triazoles (11) with carbon disulfide in sodium hydroxide as base.
Attempts to introduce the fused heterocycle 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-thiadiazin-6-one
at position-3 of 3-carboline nucleus by reaction of 11 with chloroacetic acid or ethyl
bromoacetate afforded only the S-alkylated products. All compounds were
characterized by their spectroscopic data (MS, 'H and “*C NMR and
HSQC).Compounds 76, 77 and 79, and 14a-c, were evaluated for their antitumor
activity in vitro against eight human tumor cell lines: lung (NCI-460), colon (HT-29),
prostate (PC-3), breast (MCF-7), renal (786-0), glioma (U-251), resistant ovarian
(NCI/ADR-RES), ovarian (OVCAR-3). All compounds showed potent activity against
the tumor breast cells (MCF-7) with Glsg in the 2.07 to 4.75 yM. The derivatives 11a-d
were evaluated against promastigote forms of Leishmania amazonensis, being more
active the derivative 11b, with Glspof 6.98 uM. The assays results for compounds 1la-
d towards acetylcholinesterase inhibition showed that all derivatives inhibited the

enzyme with Glsg values in the range of 17,7 to 97,7uM.
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1. INTRODUGAO

Alcaldides tetraidro-B-carbolinicos (1) e B-carbolinicos (2) representam uma
grande classe de compostos inddlicos amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados em espécies vegetais, animais marinhos, insetos e mamiferos,

bem como em alimentos e em tecidos e fluidos corporais (Figura 1) [3].

Figura 1. Estruturas basicas do nucleo tetraidro--carbolina (1) e B-carbolina (2)

Devido ao amplo espectro de propriedades bioquimicas e farmacoldgicas
demonstradas por compostos desta classe, varias pesquisas tém sido desenvolvidas
para a obtencdo destes, seja pela sintese ou pelo isolamento a partir de produtos
naturais. Dentre as propriedades farmacoldgicas apresentadas, destacam-se suas
acOes como antivirais [4-9], antiprotozoérios [10-13] e, principalmente, antitumorais
[14-23]. Mais recentemente, os estudos tem enfocado a acdo desta classe de
compostos como inibidores da monoamina oxidase (MAQO), das enzimas
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, estas associadas a Doenca de Alzheimer
(DA), bem como os efeitos protetores devido a inibicAo enzimatica e as suas
propriedades antioxidantes [24-27].

O potencial farmacolégico de alcaloides tetraidro-B-carbolinicos e [-
carbolinicos despertou nosso interesse pelo seu estudo, tendo como foco inicial o
desenvolvimento de novos agentes parasiticidas e antitumorais a partir desta classe
de compostos. Esta linha de pesquisa vem sendo desenvolvida desde 2003, em
colaboracdo com pesquisadores do Departamento de Analises Clinicas da
Universidade Estadual de Maring& e do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Bioldgicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas, que sao
responsaveis pelos ensaios de atividade.

Nos trabalhos desenvolvidos, realizamos a sintese e a avaliagdo da atividade
biolégica in vitro de algumas séries de compostos contendo diferentes substituintes
nas posi¢des-1 e -3 do nucleo B-carbolinico, uma vez que, segundo a literatura, a

presenca de determinados substituintes nas posicbes -1, -2, -3 e/ou -9 do referido



nucleo pode dar origem a derivados mais ativos e com menor toxicidade. Na Figura 2
encontram-se as estruturas basicas das séries de compostos sintetizados.

Dentre os trabalhos realizados por nosso grupo, podemos citar a sintese e a
avaliacao da atividade antitripanossémica e antileishmania de uma série de alcaldides
tetraidro B-carbolinicos contendo o grupo fenil, com diferentes substituintes, na
posicdo-1 e o grupo carbometdxi (3) e N-alquilcarboxamida (4) na posicdo-3, com
resultados significativos de atividade frente a Trypanossoma cruzi e Leishmania
amazonensis [28,29,30,31].

Além disso, véarias séries de compostos B-carbolinicos contendo os grupos
benzilidenocarboidrazida (5), imida-carboxamida (6 e 7), 4-tiazolidinona (8), 1,3,4-tio-
oxadiazolil (9) e suas respectivas bases de Mannich (10), 4-amino-5-tioxo-1,2,4-
triazolil (11), na posicdo-3, foram sintetizadas e avaliadas in vitro frente a diferentes
linhagens de células tumorais humanas. Varios dos derivados obtidos apresentaram
potente atividade antitumoral, com valores de ICsy (concentracéo para a inibicdo de

50% do crescimento celular) inferiores a 5 uM [32-37].

Figura 2 . Estruturas de compostos tetraidro-p-carbolinicos e B-carbolinicos 1,3-dissubstituidos

sintetizados e avaliados biologicamente em estudos anteriores.




Dentre as séries de compostos apresentados na Figura 3, destaca-se o
potencial biolégico observado para a série de B-carbolinas contendo a unidade 4-
amino-5-mercapto-1,2,4-triazol (11) sintetizada no trabalho desenvolvido por Formagio
et al. (2008) [32]. Para os compostos sintetizados (11), os derivados contendo os
grupos: -fenila, o-clorofenila, p-N,N-dimetilaminofenila e p-hidroxifenila, na posi¢do-1
da unidade B-carbolina apresentaram valores significantes de inibicdo frente a
linhagens de células carcinogénicas de pulmao, ovério e rim com ICg na faixa de 0,26

a 6,80 uM, conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3. Derivados [B-carbolinas contendo a unidade 4-amino-5-mercapto-

1,2,4-triazol sintetizados por Formagio e col.(2008) [32].

R H o-Cl p-N(CHs), p-OH
G|50 1,59 lJ.M G|50 6,80 lJ.M G|50 0,97 lJ.M G|50 0,26 lJ.M
Pulméo (NCI-460) Ovério (OVCAR)  Rim (786-0) Rim (786-0)

Derivados 1,2,4-triazolinicos com substituintes nas posicdes-3 e -5 tém
chamado a atencdo dos pesquisadores nas Ultimas duas décadas. A presenca dos
centros nucleofilicos amino (posi¢do-4) e mercapto (posi¢do-5) no nudcleo triazolico,
como no caso da serie de derivados 11, fazem deste nacleo um importante material de
partida para a construcdo de novos derivados, incluindo derivados contendo sistemas
condensados (nucleos fundidos). Além disto, as atividades biolégicas de varios
derivados 1,2,4-triaz6is e seus analogos N-substituidos ou, contendo sistemas
fundidos, tem sido amplamente investigadas por possuirem diversas aplicacdes no
campo da Quimica Medicinal.

Os resultados promissores obtidos por nosso grupo em relacdo a atividade
antitumoral para a série de 3-(4-amino-5-tioxo-1,2,4-triazolil) p-carbolinas (11); o
potencial do nucleo 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol como precursor para Nnovos
derivados, além da necessidade de obtencdo de novos agentes antileishmania,
anticancer e anticolinesterdsicos motivaram a continuidade de estudos envolvendo a
sintese e a relagdo estrutura-atividade de compostos [(-carbolinicos contendo o

nucleo 1,2,4-triazol-4,5-substituido na posi¢éo-3.



2. OBJETIVOS

Geral:
v' Sintese, avaliacdo da atividade biolégica e estudos de relacao
estrutura-atividade de novos derivados [B-carbolinicos contendo o

heterociclo 1,2,4-triazol-4,5-dissubstituido na posigéo -3 (Esquema 1).

Especificos:

v' Preparacao de uma série de derivados 1-fenilssubstituido B-carbolinicos
contendo na posicdo-3 0 grupo 4-amino-5-tioxo/tio-1,2,4-triazol (11),
partir do L-triptofano (12);

v' Preparacao de uma série de 1-fenilsubstituido-3-(4-benzilidenoamino-5-
tio/tioxo-f3-1,2,4-triazol-3-il) B-carbolinas (13);

v' Preparacao de uma série de 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-
triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazdis (14);

v' Preparacao de uma série de 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-
triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15);

v' Preparacao de uma série de 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-
triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16);

v' Realizagdo de ensaios biolégicos in vitro para a avaliagdo das
atividades antileishmania, antitumoral e anticolinesterasica dos
compostos sintetizados;

v" Realizagdo de estudos de relagdo estrutura/atividade dos compostos

sintetizados.



Esquema 1. Estruturas das séries dos novos derivados (-carbolinicos-1,2,4-triazol-
4,5-substituidos propostos.




3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aspectos gerais sobre os alvos terapéuticos ab  ordados:

leishmaniose/cancer/Doenga de Alzheimer

3.1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por
parasitas do género Leishmania da familia Trypanosomatidae e que apresenta
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas diversas em cada area geogréfica. A doenga
esta associada a desnutricdo, condicdes precarias de habitacdo, sistemas
imunoldgicos comprometidos e aos locais aonde recursos financeiros ndo chegam
[38].

A contaminagdo ocorre através de protozodrios parasitas de mais de 20
espécies de Leishmania e as leishmanioses sdo transmitidas aos seres humanos por
insetos hematéfagos (fleb6tomos ou flebotomineos infectados femininos) conhecidos
popularmente, dependendo da localizacédo geografica, como mosquito palha, tatuquira,
birigui, entre outros. Os protozodrios sdo organismos dimorficos: promastigota ou
flagelada (encontrada no tubo digestivo do inseto vetor) e outra aflagelada ou
amastigota (observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados). O periodo de
incubacao da doenca no ser humano é, em média, de dois a trés meses, podendo
variar de duas semanas a dois anos [39,40].

Existem trés formas principais da doenca: visceral — Leishmaniose visceral (LV)
conhecida como kala-azar, forma mais grave da doenca e fatal, caracterizada por
ataques de febre irregulares, perda de peso, aumento do figado e baco, levando
também a anemia; cutédnea (LC) forma mais comum, formacao de Ulceras nas partes
expostas do corpo como, desfiguracdo e cicatrizes permanentes e a mucocutanea
(LM), forma mais destrutiva da doenca causando mutilacdo parcial ou total das
mucosas do nariz, boca e garganta [38].

As leishmanioses afetam 12 milhdes de pessoas no mundo e estdo distribuidas
em 88 paises. A incidéncia anual mundial de novos casos é de cerca de 2 milhdes,
sendo 1,5 milhdes de casos de LC e 500 mil de LV e, segundo a OMS, o numero de
casos de leishmaniose nado relatados é aproximadamente 5 vezes maior do que 0s
nameros oficiais. Estimam-se 1,3 milh6es de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes
anualmente [38].

O Brasil € um dos paises com as maiores taxas de dados reportados e

apresenta uma média de 28.000 novos casos de LC e 2.000 novos casos de LV por

6



ano. No ano de 2009, o estado do Parana notificou 409 casos de leishmaniose
tegumentar americana, representando 88% dos casos registrados na regidao Sul do
Pais [41,42].

Inicialmente o tratamento da doenca era feito com compostos a base de
antiménio (antimoniais pentavalentes — Sb>*) como o antimoniato de metilglucamina,
também utilizado nos primeiros casos de leishmania no Brasil. A necessidade de
alternativa farmacologica deve-se a elevada toxicidade e efeitos colaterais
indesejaveis quando administrado. Em outros lugares do mundo, essa ainda continua
sendo a alternativa para o tratamento nos casos de LV e LC [43].

Outros medicamentos vém sendo utilizados no tratamento das diversas formas
da doencga, entre 0s quais se destacam a pentamidina, anfotericina B, miltefosina e a
paromomicina (Tabela 1) [44].

Os medicamentos utilizados sdo na maioria téxicos e nao eliminam o parasita
de individuos infectados. As principais desvantagens associadas com Anfotericina B
sdo alto custo, risco de vida apos a primeira dose (anafilaxia) e nefrotoxicidade (efeito
venenoso sobre os rins). A pentamidina é inativa oralmente e pode apresentar
toxicidade renal, hepatica e pancreatica juntamente com hipotensdo e disglicemia.
Miltefosina, originalmente usada como anticancer, € o primeiro leishmanicida ativo
oral, que tem boa eficacia frente LV e LC, mas apresenta baixo indice terapéutico com
meia-vida extremamente longa (6-8 dias) e em pacientes com HIV apresenta baixa
eficiéncia, além da quimioresisténcia desenvolvida pelo parasita ao longo do tempo
[43,40].



Tabela 1. Medicamentos empregados na terapia da leishmaniose e seus respectivos

nomes quimicos/comerciais [44]

Formula estrutural

Nome Quimico/Comercial

CH,NHCH3*
HC——OH
HO——CH
_(OH),Sb,0
HC—OH

HC—OH

CH,0H

Antimoniato de N-metilglucamina /
Glucantima®

Isotionato de Pentamidina / Lomidina®

Anfotericina B (AmB)/ Fungizona®

Miltefosina®

Paromomicina / Humatina®




3.1.2 Cancer

O céncer é uma das principais causas de morte no mundo, Segundo relatério
publicado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), 6rgéo
especializado em cancer da Organizacdo Mundial da Saude, em 2012 os casos de
cancer atingiram cerca de 14 milhdes de pessoas, sendo que 8,2 milhdes desses
levaram a morte, um numero que deverd subir para 22 milhdes de novos casos por
ano nas préximas duas décadas. O relatério apontou que 0s canceres mais comuns
diagnosticados foram os de pulmé&o (1,8 milhdes de casos; 13,0% do total), de mama
(1,7 milhdes; 11,9%), e intestino grosso (1,4 milhdes; 9,7%). As causas mais comuns
de morte por cancer foram canceres de pulmao (1,6 milhdes; 19,4% do total), figado
(0,8 milhdes; 9,1%), e estbmago (0,7 milhdes; 8,8%) [45].

Como consequéncia do crescimento e envelhecimento populacional, os paises
em desenvolvimento sdo desproporcionalmente afetados pelo aumento do nimero de
casos. Mais de 60% do total de casos no mundo ocorrem na Africa, Asia, América
Central e América do Sul, e estas regibes sdo responsaveis por cerca de 70% das
mortes por cancer no mundo, uma situacdo que é agravada pela falta de deteccéo
precoce e acesso a tratamento [45].

Ainda segundo o relatério do IARC, cerca de 30% das mortes por cancer deve-
se a cinco principais riscos: alto indice de massa corporal, baixa ingestéo de frutas e
legumes, falta de atividade fisica, tabagismo e uso de &alcool. O uso do tabaco é
apontado como fator de risco mais importante, causando mais de 20% das mortes por
cancer globais e cerca de 70% das mortes no mundo por cancer de pulméo [45,46].

O termo céncer, também chamado de tumor maligno ou neoplasia, € utilizado
para um grande grupo de doencas que podem afetar qualquer parte do corpo, sendo
caracterizado pela criacdo rapida de células anormais, que podem invadir partes
adjacentes, espalhando-se para outros 6rgdos (metéstase) [45,46].

O tratamento quimioterdpico leva a destruicdo das células neoplasicas,
preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma ndo especifica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente
células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunolégico, o que explica os efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de
cabelo e imunidade baixa. Os antitumorais podem ser subclassificados em relagdo ao
mecanismo de acdo no DNA [47]:

- inibicdo da sintese de nucleotideos: através do uso dos analogos das bases

nitrogenadas;



- efeito direto no DNA: agentes alquilantes como as mostardas nitrogenadas,

nitrossuréias, complexos tipo cisplatina e outros;
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H3N cl H3N/ \o \_\ HOOC \
0 Cl cl
Cisplatina Carboplatina Mecloretamina Melfalan
(Mustargen) (Alkeran)
Carmustina
N (BCNU)

O R= ClI

VY
O
Lomustina
N N
e \ﬂ/ R Q (LCNU)
o]
HsC Semustina
(Metil CCNU)

Nitroso-uréias

- ligantes que interagem na fenda menor do DNA: berenil, pentamidina e

analogos;
R
HNY©/ \©YNH
NH, NH,

Berenil R = NH-N=N-
Pentamidna R =-O(CH,)s0-

- alterando as propriedades de pareamento das bases: intercalantes como a

\ \
= ‘
N NH,

=
HoN

N

ascridina, e proflavina;

Proflavina

Acridina

- inibindo a DNA-girase: doxorrubicina;

“ty
'/,
/NH,

\
HoNY

Ol
I

Doxorrubicina
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3.1.3 Doencga de Alzheimer (DA)

Doenca de Alzheimer (DA), Mal de Alzheimer ou simplesmente Alzheimer é
uma doenca neurodegenerativa caracterizada por distlrbio progressivo da memoaria e
de outras fungdes cognitivas, tais como atencéo, linguagem, habilidades visuespaciais
e funcbes executivas. Os sintomas ainda incluem alteragcbes do comportamento
(apatia, agressividade, desinibicdo), humor (depresséo), sensopercecéo e julgamento
(delirios, alucinagbes). A deméncia torna-se assim uma das principais causas de
dependéncia e incapacidade em idades mais avancadas.

Segundo os dados da Alzheimer’s Association (2014) [48] estima-se que mais
de 5,0 milhGes de americanos apresentam DA. Segundo dados fornecidos pelo
Relatorio de 2012 da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), realizado juntamente
com a associacao Internacional de Doenca de Alzheimer (ADI), estima-se que a cada
4 segundos, um novo caso de deméncia é detectado no mundo e a previsao € de que
em 2050, havera um novo caso a cada segundo.

Estimativas do Instituto Alzheimer Brasil (IAB) apontam que 1,2 milhdo de
pessoas sofram com a doenca e por ano surgem cerca de 100 mil novos casos. Estes
dados poderiam ser muito maiores uma vez que estes valores sao tomados com base
em pesquisas de outros paises e dados do IBGE [49].

Atualmente, ndo existe cura para DA, sendo assim, o desafio para o futuro esta
no desenvolvimento de novas terapias e alvos terapéuticos para a prevencao e cura
desta doenca.

Através da combinacédo de critérios clinicos € possivel realizar um diagnéstico
prévio de DA. O diagnéstico definitivo se da através da observacdo de alteracdes
histolégicas caracteristicas da doenca junto a biopsia cerebral (exame post morten). A
deteccdo da presengca de placas neuriticas; presenca de proteinas B-amil6ide
extracelular em placas difusas; emaranhados neurofibrilares, sobretudo nas regifes de
hipocampo e neocoértex, caracterizam esta doenca [50].

O neurotransmissor acetilcolina (ACh) é considerado o principal
neurotransmissor envolvido em processos motores, cognitivos e de memoria. A DA
leva a degradacdo desses neurdnios diminuindo a atuacdo da ACh que é degradada
pela acdo de enzimas.

A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE) sdo enzimas
presentes no sistema nervoso e periférico responsaveis pela finalizacdo da
transmissdo dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas pela hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (ACh). A inibicdo destas levaria a estabilizacdo e

restauracdo dos niveis de ACh no cérebro. Isto se caracteriza como uma das
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principais estratégias de tratamento da DA e é conhecida como “Hipdtese Colinérgica”.
A grande maioria dos farmacos disponiveis no tratamento de DA atuam no sentido do
retardamento ou a amenizacdo do déficit colinérgico, através da inibicdo parcial da
atividade da AChE e BChE [51].

Anticolinesterasicos, ou inibidores das colinesterases (I-ChE), sé&o
considerados medicamentos eficazes no tratamento de DA; apresentam melhora nos
sintomas cognitivos atuando na fenda sinaptica e inibindo as enzimas AChE e BChE
[52].

Atualmente existe uma série de farmacos comerciais bastante usados por
pacientes com DA como a fisostigmina (primeiro inibidor da AChE; Tabela 2 e Figura
4), porém seu emprego foi limitado pela meia-vida curta, cerca de 30 minutos,
necessitando assim de administrac@es frequentes, além de causar efeitos colaterais
[53]; Tacrina (THA, Cognex®), inibidor reversivel da AChE com meia-vida mais longa
que a fisostigmina, porém exige 4 doses diarias; Donepezil (Aricet®), inibidor reversivel
(segunda droga aprovada pela FDA — 1996) com vantagens em relacdo a tacrina com
meia-vida longa de aproximadamente 70 horas; Rivastigmina (Excelon®), inibidor
pseudo-irreversivel (dissociacdo enzimética mais lenta) com eficacia semelhante a do
donepezil e da tacrina; Galantamina (Reminyl®), que apresenta duas acoes
farmacoldgicas, atuando como inibidor de AChE e como agonista nicotinico e o
Metrifonato (Triclorfon®), Figura 4 ), uma pré-droga que se torna um inibidor irreversivel
gquando convertido em forma ativa.

As estruturas e suas classificagcbes quanto a reversibilidade e duracdo da

inibicdo das colinesterases estdo apresentadas na Tabela 2 [52,54].

Tabela 2. Caracteristicas gerais dos inibidores das colinesterases.

‘ o
)

NH,
o]
. .
q \ LNLOQ\(N\ |
- ) !

N

. Nome Tacrina Donepezil Rivastigmina Galantamina
D'igog‘r:‘c’)e' 1993 1997 1998 2000
qculiarrfiscz Acridina Piperidina Carbamato i:lr:: ZT(;ESQ;)
Se(lztrzli)ﬁ?e Nao Sim Sim Sim
inl)iigg(? za Reversivel Reversivel : Pseudp ) Reversivel
colinesterase irreversivel
IEnrl‘gl';“aa: AChE/BChE AChE AChE/BChE AChE
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Figura 4. Farmacos comerciais usados no tratamento de Alzheimer

\o OH
/o\l cl
I

cl
0] cl

Fisostigmina Triclorfon

3.2 Atividades antileishmania, anticAncer e anticol  inesterasica reportadas

para derivados B-carbolinicos

3.2.1 Atividade antileishmania de alcal6ides tetrai  do e B-carbolinicos

Di Giorgio e col. (2004) [55] investigaram a atividade das B-carbolinas harmana
(17), harmina (18) e harmalina (19) e os resultados mostraram a eficiéncia destas
frente as formas promastigotas de L. infantum com ICsy de 19,2; 3,7 e 116,8 uM
respectivamente. O composto 19 mostrou atividade especifica frente a forma

amastigota com ICso 1,16 uM.

— —

N
\_/ \_/ \ 4
N CHa HaCO N crts HsCO H e
17 18 19

Gohil e col. (2012) [56] sintetizaram uma série de 22 novos derivados 1-aril-B-
carbolinicos e avaliaram seu potencial in vitro frente L. donovani (causador da L.
visceral). O derivado 20 foi 0 mais potente da série com valor de ICs igual a 2,16 +

0,26 uM quando comparado ao padrdo mitelfosina (ICs, 12,07 + 0,82 uM).

Gellis e col. (2012) [57] reportam a sintese de uma série de 20 novos derivados
tetraidro-B-carbolinicos 1-fenilssubstituidos e avaliaram sua atividade in vitro frente as
formas promastigotas de L. donovani. Para os compostos testados, o melhor valor de

ICs, foi obtido para o derivado 21 (6,1 yM), com o substituinte p-bromofenil na posi¢do
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-1 da unidade B-carbolina, sendo tdo potente quanto a pentamidina (6,3 uM). Ainda, os
estudos de estrutura-atividade mostraram que os derivados com o grupo fenil para-

substituido na posi¢éo-1 do anel B-carbolinico exibiram melhor perfil biolégico.

21

(J

Outro derivado tetraidro-p-carbolinico, contendo na posicdo-1 o grupo fenil
para-substituido e o grupo N-butilcarboxamida na posicéo-3 (22) foi sintetizado pelo
nosso grupo de pesquisa e estudos adicionais revelaram o potencial desse derivado,
inibindo o crescimento das formas promastigotas do parasita além de causar
alteracbes morfologicas e ultra-estruturais, especialmente nas mitocdndrias,
confirmando o potencial farmacoldgico frente a L. amazonensis [29,58]

Nosso grupo de pesquisa sintetizou ainda outra série de novos derivados -
carbolinicos  1-fenilssubstituido-p-carbolina-3-N-butilcarboxamida com  potencial
leishmanicida [30]. O derivado 23 apresentou menor valor de ICsy (0,25 pM) frente a
forma promastigota de L. amazonensis e estudos complementares revelaram o
potencial contra as formas amastigotas axénicas e intracelulares, exibindo alta

seletividade para o parasita, independente da forma evolutiva avaliada [59].

N(CHa), OCH;3

22 23
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3.2 .2 Atividade antitumoral de alcaléides  B-carbolinicos

A capacidade de intercalacdo com o DNA, juntamente com a inibicdo da
enzima nuclear topoisomerase | pela harmina (18) e seus derivados foi reportada por
Cao e col. (2005) [15], demonstrando o potencial de compostos 3-carbolinicos frente a
células tumorais humanas. A série de 3-carboxamidas (24) sintetizadas apresentou
potente atividade antitumoral, com destaque para o derivado 24f, ativo frente as
células tumorais de figado (HepG2), gastricas (BGC-823) e cervical (Hela). Outra série
de compostos contendo uma metila na posi¢do-1 e diferentes grupos na posi¢ao-3
(25a-b) foi também sintetizada, sendo que o mais ativo dos compostos foi o 3-
carboetoxi 25b com ICsy de 83 uM frente células de colo (LOVO) e 86 uM frente
células de figado (HepG2). Ainda, verificaram que a presenca do grupo benzil nas
posicdes -2 e -9, como nos casos de 26 e 27, resultaram no aumento da atividade
antitumoral (Figura 5).

Figura 5: Derivados sintetizados por Xiao e col [15] ativos frente a células tumorais
humanas

AN (24a)  R'=COOCH,CHs (24e)  R'=NHCOOCH,CH;
‘ (24b)  R'=COONHNH, (24f)  R'=CONHCH,CH,NH,
N (24c)  R'=NH; (24g)  R'=CH,OH
N (24d)  R'=NHCOOCH; (24h)  R'=CH,COOCHs;
1 X
\ R
N Br

Iz

CH,CgHs

CHs

CH,CgHs CH3

(25a) R'=H

(25b) R'=COOCH,CHs (26) @27)

Ishida e col. [14] também constataram o potencial in vitro desta classe de
compostos frente as células de nasofaringe, pulméo, rim, ovario, entre outras, com
valores de EDsq (dose efetiva: quantidade de droga requerida para produzir uma
resposta em 50% das células testadas) entre 1,6-2,4 ug/mL (7,6-11,3 uM).

Os trabalhos reportados na literatura revelam ainda que diferentes grupos
ligados no esqueleto B-carbolinico, geralmente envolvendo as posi¢cdes C-1, N-2, C-3
e N-9, influenciam suas atividades farmacoldgicas.

Uma série de derivados B-carbolinicos com diferentes substituintes na posi¢do
-3, como grupos aminodcidos [16] (28-29) ou carboxamida (30-33) [17], foram

sintetizados e avaliados frente a diferentes linhagens de células tumorais. Os
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derivados 28 e 29 apresentaram potente atividade frente ao carcinoma cervical com
valores de ICso de 4 e 1 yM. Da série das carboxamidas, o composto 33c apresentou
alta atividade frente as células humanas de cancer géastrico e leucemia. A introducéo
de grupos hidrofébicos e volumosos na posi¢ao -3, no caso dos derivados 30, 31 e 32

ndo melhorou a atividade citotoxica para as linhagens de células testadas (Figura 6 ).

Figura 6: Derivados sintetizados por Cao e col. [16 e 17] ativos frente a células
tumorais humanas

CH,

Iz

(32)
(28) R=Lis
(29) R=Arg o
(30) R= NH,NH, NG "
(31) R=NH(CH),NH, 2 \T/
RZ
\ /N n R' R

(B33) 2 H H
(33b) 2 C,Hs CoHs
(33) 4 H H
(33d) 4 CHs; CHs
(33d) 6 H H

Iz

CHgz

Estudos de 3D-QSAR auxiliaram na selecdo dos compostos 34a e 34b que
foram sintetizados e avaliados, apresentando valores de ICs, de 7,5 e 4,7 uM,
respectivamente, frente as células tumorais de mama (MCF-7). Os compostos 35a e
35b sem substituinte na posicdo-9 e com substituinte fenilpropil na posi¢ao-2,

apresentaram ICspde 3,5 UM e 7,1 uM para células tumorais gastricas (BGC-823) [21]
(Figura 7).
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Figura 7: Derivados sintetizados por Chen e col. [21] ativos frente & células tumorais
humanas

R3
[
/ N
N
F|a9 RY
34 @ R'=CHg R%=n-C4Hg R®=CONH(CH,),NH, 35 a) R'=CHj R?=(CH,)3C¢Hs R3=R"=H
b) R'=CHz R®=CH,CgHs R®=CONH(CH,),NH, b) R'=R3=R"=H R?=(CH,)3C¢Hs

A partir de docking molecular, Wu e colaboradores [60] sintetizaram e
avaliaram a atividade de dezoito compostos 1,3,9-substituidos (36a-r). A avaliacdo da
atividade antitumoral in vitro frente 5 linhagens de células tumorais e testes in vivo
(inducdo de tumor solido com células S180 em ratos) indicaram que o composto 360
apresentou ICspde 11,1 uM frente as células tumorais humanas de melanoma (B16) e
no teste in vivo este foi mais eficiente que o padrdo de referéncia, a citarabina. Além
disso, a partir de andlise de espectros de UV e fluorescéncia em ensaios com CT-DNA
sugeriram que o0 mecanismo de ac¢do desses compostos é de intercalacdo no DNA e a
andlise por estudos de 3D QSAR demonstram que a atividade in vivo tem significativa

dependéncia eletrostética e estérica do aminoacido terminal [22,60].

o8 a R=H j R=CH;0OH
‘ b R=CHs3 k R =CH(OH)CH3
¢ R =CH(CHjy), I R = CH,CONH,
= N d R = CH,CH(CHj3), m R = CH,CH,CONH,
H R e R = CH(CH3)CH,CH3 n R =p-OHCH,CgHy
H : f R= CH2CH25CH3 0 R=CH»CO,Bz
P H g R=NH= NCH2CH2CH2 ] R= CH2(CH2)4NH2
2 h R = CH,CgHs g R =imidazol-3-iimetileno
r

i R =indol-3-ilmetileno R = CH,CH,CO,BzI

36

3.2.3 Atividade anticolinesterasica de alcaloides B-carbolinicos

Apesar de DA ainda ndo ter cura, os tratamentos utilizados hoje, focados na
inibicdo das colinesterases (I-ChE), tem sido eficazes no sentido de diminuicdo de
sintomas da doenca, porém os efeitos colaterais causados levam a necessidade do
desenvolvimento de novos farmacos com baixa toxicidade.

Nesse contexto podemos citar alguns trabalhos referentes a sintese de novos
compostos contendo o nucleo B-carbolinico que quando avaliados frente a I-ChE
foram potencialmente ativos.
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No trabalho recente apresentado por Otto e col. (2014) [61], o autor sintetiza
nove derivados 3- e y-carbolinicos (37 e 38), contendo substituintes metil-, propargil- e
feniletil. O derivado B-carbolinico sem substituinte na posicéo-9 (37a), ndo apresentou
efeito de inibicdo consideravel (ICso >100 mM para AChE e BChE) enquanto que o
derivado y-carbolinico (38) mostrou inibicdo de colinesterase moderada com ICs, de
19,8 e 1,2 uyM para AChE e BChE, respectivamente. A presencga do grupo feniletil- no
derivado y-carbolinico 38b, conduziu a um aumento de 10 vezes de inibicdo frente
AChE e 2 vezes em relacdo a BChE, enquanto que a presenga do grupo propagil-
(38c) resultou numa perda de atividade para frente a AChE. A formacdo do sal
quartenario em 38d levou a uma potencializacdo no carater inibitério, alcancando

valores na ordem de nanomolar para inibicao frente BChE (Tabela 3).

Tabela 3: Dados de inibicdo frente AChE e BChE publicados por Otto e col.

(2014)
— ——N
N
N \_/
N N
37 R 38 \R
ICs0 (M)
AChE BChE AChE BChE
a— H >100 >100 19,8 1,2
b)

x@ 4,2 3,8 1,6 0,7

c) _ECH 2,0 7.2 >100 6,9

®
d) N—CHs, 5,6 0,8 3,2 0,9

Lan e col. (2014) [62] apresentaram a sintese de uma série de novos derivados
hibridos tacrina-B-carbolina. O estudo apresenta significantes potenciais de inibicdo de
colinesterases para os novos derivados em ensaios in vitro, especialmente para o
derivado 39, com valor na ordem de nanomolar para AChE (ICs, = 21,6 nm) sendo
ainda superior aos compostos de referéncia, como a prépria tacrina (ICsq = 260 nM) e
galantamina (ICsq = 2670 nM).
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Contribuindo para os estudos de novos derivados B-carbolinicos com potencial
inibicdo in vitro frente AChE e BChE, Schott e col (2006) [63] sintetizaram uma série
de derivados da harmana (40) e norharmana (41), metoxilados e hidroxilados na
posicao -6 e metilados ou ndo na posi¢ao -9. Os sais B-carbolinicos quartenarios (41e-
h) foram os mais ativos dentro da série com valores de ICg, na faixa de 0,8-4,2 uM
para AChE, atingindo os valores proximos aos padrdes galantamina e fisostigmina,
ICsy 0,6 M e 0,5 pM, respectivamente. Cabe ressaltar ainda que ndo houve
diferencas na atividade inibitéria para a mudanca do grupo metéxi/hidroxi na posicao -

6 da unidade B-carbolinica (Figura 8).

Figura 8: Derivados sintetizados por Shott e col. [63] com potencial inibicdo in vitro
frente AChE e BChE

RL R}
— —
\ \ "
Y/ L/ CHs
N N
©oA Co
R2 R?
40 41
a:R; =0OCH3; R =Rz =H e:R;=OH;R;=R3=H
b: Ry = OCHj; Ry = CHg Ry =H f: Ry=OH; R, =CH3;R;=H
¢t Ry = OCHs; Ry = H; Rz = CH3 g: Ry = OH; R, =H; Ry = CHy
d: Ry = OCHg; R = R3 = CH3 h: Ry = OH; R, = Rg = CHy

Derivados B-carbolinicos bivalentes (42), conectados com espacadores
alquilicos variando de 2-12 carbonos entre os atomos de nitrogénios piridinicos (N-2) e
outros conectados via nitrogénio inddlico (N-9) (43), exibiram valores de ICso na ordem
de nanomolar para inibicdo de colinesterases. O estudo mostrou que dependendo do
espacador entre as unidades B-carbolinicas, as propriedades de inibicdo variavam de
forte para moderada. Compostos com espacadores menores do que seis a&tomos de
carbonos foram moderados, enquanto que mais do que seis atomos apresentavam

melhores valores (Tabela 4) [64].
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Tabela 4: Dados de inibicdo para AChE publicados por Rook e col. (2010)

\ /N+\CH3
N
o R | oS 21 (:CHZ)n
Ny R T B N
42 “SC\E%
43
n IC50— AchE (nM) n IC50— AchE (nM)
2-6 248-7661 5 280
7-12 81-125 9; 12 57,4,0

3.3 Derivados 1,2,4-triazélicos 4-5-dissubstituidos

Derivados 1,2,4-triaz6licos com substituintes nas posi¢des -3 e -5 tém chamado
a atencdo dos pesquisadores nas Ultimas duas décadas. O nucleo heterociclico 4-
amino-5-mercapto-1,2,4-triazéis € considerado excelente material de partida para

sintese de novos derivados menos toxicos e com maior atividade bioldgica.

! H
2 N N
N/\5 Nl
A= —
3 —_—
N
R™ RN
NH, NH,

A presenca dos grupos amino (posicdo-4) e mercapto (posi¢do-5) no ndcleo
triazdlico, como no caso dos compostos 11, leva a possibilidade da construcdo de
séries de novos derivados, contendo sistemas condensados (nucleos fundidos).
Triazois fundidos com outros heterociclos possuem diversas aplicagcfes no campo da
Quimica Medicinal.

A literatura relata a sintese de varios heterociclos N-ligados a partir do 4-
amino-5-merecapto-1,2,4-triazéis, como triazolo-tiadiazois (44-46) (Esquema 2) [65-
67]; triazolo-tiadiazinas (47, 48) (Esquema 3) [68,65,66] e triazolo-tiadiazepinas (49 e
50) (Esquema 4) [69,70].
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Esquema 2. Sintese de triazolo-tiadiazéis a partir do 4-amino-5-merecapto-1,2,4-
triazois
N—N N—N
g s S
SH S
N CH3COOH N
N—N \ N—N \ /
/4 A NH, POCI, /4 /\\ N/k
R N ) R T ) CHs
l\lle NH,
44 - [65]
R = CH3 CH,CgHy, CH,C6H4Cl(p), CgHs
Cl Cl Cl
N—N N—N N—N
NN NN NN
N sH DMF N sH H 3
S | - S \ H _2> S N\
NH, R0 N=—— N
N(CHs), N(CHa)z
45 - [66]
H3CS. HsCS
N—N N—N
8 amcon QA \
—_—
POCI, N 3
\
NH, N
46 - [67]

/ N

— "R

Esquema 3. Sintese de triazolo-tiadiazinas a partir do 4-amino-5-merecapto-1,2,4-

triazois

N—N

R!=H; p-CH3-CgH,

1) BrCH,COPh

/& >\SH Il) CICH,COCH3 /4 )\
S
RY N 1) CICH,CN R N
| silica gel 3% H,SO, \
NHZ N>

47- [68]
cl cl
N—N N—N
\ / >\SH CICH,COOEt \ / >\s
_—
S T Et3N, EtOH S ’\<
NH, N

48 - [66] OEt

R? = CgHs ; -CHg; NH,
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Esquema 4. Sintese de triazolo-tiadiazepinas a partir do 4-amino-5-merecapto-1,2,4-
triazois

N—N

tBI—N=——=——R .+ /@AN% SH  MeoH /@/&N%s
N r\\le —BUNH N ’LJR

R = CgHs; t-Bu

49 - [69]
R
N—N Q / A N)\ /R1
N / >\ E < > R N = l|\1
/ [\\] SH + / \ S=CH —_—
EtOH
N NH, R =
R! = - 3,4,5-trimetéxi; 2,4-Dicloro
R? = - H,- Br, -Cl, -F, -CHz -OCHj
RZ
50 - [70]

Derivados contendo esses ndcleos, quando avaliados biologicamente,
apresentaram um amplo espectro de atividades como: antituberculose [71], antitumoral
[72-75], propriedades moluscicidas [76], anti-inflamatéria [76-78], analgésica [79],
anticonvulsiva [80] e antimicrobiana [67,65].

A insercdo de mais um grupo tiol no heterociclo 4-amino-5-merecapto-1,2,4-
triazol, originando um novo ndcleo fundido, como nos casos dos derivados 1,2,4-
triazol-1,3,4-tiadiazolicos (51-53) (Esquema 5) também tem sido reportada. Esses
novos derivados quando avaliados apresentaram potencial: antimicrobiano [81], anti-

inflamatorio [82] e antifdngico [83].
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Esquema 5. Sintese de 1,2,4-triazol-1,3,4-tiadiazélicos a partir do 4-amino-5-
merecapto-1,2,4-triazéis

3 SN
@AN%SH —> OA
N
= l\\le
51- [81]
N— N—
CS,/ KOH
EtOH
R = H, 4-Cl; 3-Cl; 4-Br; 4-F; 4-Cht 4-OCH,
52 - [82]
HyC N—
% / >\
SH C52 \ s
EtOH / KOH \
NH2 HN/§
H3CO S
- [83]

Compostos contendo o esqueleto triazol-tiatriazol, como o0 caso do composto
54 induziram melhoras nas atividades moluscicidas frente ao caramujo Biomphalaria
alexandrina quando comparados com 0s precursores contendo o heterociclo 1,2,4-
triazol [76].

Cl N—N Cl N—N
O\/( >\SH NaNOz \/Q )\
’\l‘ HC| o°C
NH,
Cl
- [76]

Além de derivados triazolicos contendo sistemas fundidos, 4-benzilidenoamino-
substituidos-1,2,4-triaz6is, como por exemplo, 0s compostos 55-57, também
denominados bases de Schiff (Esquema 6) [84,85,86], tem recebido um grande
interesse quimico e bioldgico, tanto pela facilidade de sintese, como por suas
propriedades, incluindo atividades biol6égicas como: antibacteriana [85],

antiprofilerativa [86], anti-inflamatoria e analgésica [87].
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Esquema 6. Sintese de 1,2,4-triazol-tiadiazois a partir do 4-amino-5-merecapto-1,2,4-
triazois

55 - [85] N
R

R = (-0; -p) - H; -F; -Cl; -Br; -OH; -OCHg; -CH;3

—N N/N
\ \
/ N>\SH Ar-CHO / N>\SH
\ EtOH \
NH, N \
=

N \R 56 - [86]

R = p-CHj3; 2,5-Dimetoxi; 3,4,5-Trimetoxi; p-NO,;
p-N(CHs)y; p-Cl; p-OH; 0-CF3; -3-OCHg, -4-OH

N/

ﬁ 3 o\/LN>\ s 2)2:(;:20% C>7 \/L

R - N
\ “Eon/Ho \
NH, N
R =-H; 2,4-Cl,
7
Jn
X

R® = -H; p-CHg; p-NO,; p-OCHg; p-OH; 2,4-Cl;
R? = -H; -CH,COOH

57 - [87]

Ji e col. (2013) [1] publicaram a sintese e avaliacdo biolégica de uma série de
4-benzilidenoamino-1,2,4-triazéis (58) (Esquema 7) com significativas atividades
antimicrobianas, antibacterianas e antifungicas, destacando 58a- b, com valores de
MIC (concentracdo minima inibitéria) igual a 16 pg/mL frente ao fungo Monilia

albicans.
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Esquema 7. Sintese descrita por Ji e col. (2013) [1] para obtengcdo de

benzilidenoamino-1,2,4-triaz6is

CHO

s A

N
N —_—
| EtOH / HCI |
NH, N
R =-OH;-H
R! =-OH; -H R

R? = -OH; -H; -Cl; -Br
R3 = -H; -Cl; -Br

R® R?
OAc OAc
—N
AcO e} R N \ o OAc
CAcO / >\ OAc
AcO
AcO N S
Br ‘
H,0 / KOH / CHZCOCH, N
Rl
R® R?
R-a)R=OH; R*=OH; R?=Br; R®=Br
58 - [1] b) R=H; R'=OH; R?=Br;R®=Br

Ciceklim e col. [85] mostram em seus trabalhos o potencial antibacteriano para
uma seérie de bases de Schiff, destacando-se o derivado 59 com valor de MIC=128

pug/mL frente & Mycobacterium tuberculosis .

Br

59

Recentemente, Al-Harbi [2] reportou uma série de e benzilidenoamino-triazois
(61) e de 1,2,4,-triazol[3,4,-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol (62) (Esquema 8), a partir de 60,
empregando micro-ondas, 0 que resultou nos compostos desejados de forma rapida e

com bons rendimentos.
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Esquema 8. Sintese descrita por Al-Harbi [2] para obtencdo benzilidenoamino-triazéis

(61) e de 1,2,4,-triazol[3,4,-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol (62)

1) CHgl/ NaOH - ta

2) CHO 0, NH o
COOH N—N
o Ik
» R NN SH

z—2

0 NH 20 PrOH / MW
\’/ N—N “
I/N\/( >\SH 61
R N
b

2
R=a)H
b) CHy

60 N—N

o] NH o]
CS; / \
EtOH / KOH /MW N
R N
\
62 HN

Y

S

COOH

S
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em Resultados e Discussdo abordamos a preparacdo, caracterizacdo e
ensaios biolégicos dos novos derivados 1-fenilssubstituido-B-carbolinicos contendo na

posicao-3 o grupo triazolo-4,5-substituido.

4.1 Sintese e caracterizacdo dos novos derivados 1-f  enilssubstituido 3-(1,2,4-

triazolo-4,5-dissubstituido)  B-carbolinicos

Inicialmente foram preparados os intermediarios 11a-d, contendo na posicdo-3
0 grupo 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol, que constituem o material de partida para a
sintese dos novos derivados propostos no Esquema 1. A partir dos intermediarios 11
foram empregadas diferentes metodologias para a preparacdo das 3-(4-
benzilidenoaminosubstituidas-5-tio/tioxo-1,2,4-triazolil)  B-carbolinas (13); 3-[1,2,4-
triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil] pB-carbolinas (14); 3-[1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-
tiadiazol-6-tiol] B-carbolinas (15) e 3-[1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-tiadiazin-6-ona] [3-

carbolinas (16).

4.1.1 Sintese dos intermediarios 11a-d

A rota sintética para preparacdo dos derivados 1-fenilsubstituidos-3-(4-amino-

5-tioxo-1,2,4-triazolil)-B-carbolinicos (11) estd mostrada no Esquema 9.
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Esquema 9. Rota para a sintese dos derivados 1-fenilsubstituidos-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazolo-3-il)-
B-carbolina (11)

COOR

OCH,

e x OCHs
H
\ ~ TFA \ NH S/ xileno ‘
Y T simn D
N X X CH,Cl, t.amb i " Refluxo N
H R
|:1z R=H 7 \ = ‘
63 R=CH, -95% \\\R N
R
64 a-g - 80% 65 a-g - 85%
o
NH; o]
\ N/ HN
NH,.NH,. H,0 ‘ A N/ Skt
P \ SN N Y
Fon-Tore g —CS; KOH N s 1) NH,.NH,. H,0 / Refluxo
y EtOH, 50 °C N A s
| o
AN \R \
66 a-g - 80% S \R
67
N—N N—NH R
/ >\SH / >§S a-H
0N ~ X b - oCl
\ N NH, \ N NH, ¢ - mNO,
h i d - pN(CHy),
7 7 e - p-OCH;
\ “ \ f - p-OH
~u
\R \R g-pF

11a-d - 65-80%

Para a sintese dos 1,2,4-triaz6is 11 utilizou-se o procedimento descrito por
Formagio e col. [32]. O L-triptofano comercial (12), utilizado como substrato, foi
esterificado com metanol, na presenca de H,SO, concentrado, obtendo-se o L-
triptofano metil éster (63).

Para a formacado do ndcleo B-carbolinico 1-fenilssubstituido, o L-triptofano metil
éster (63) foi submetido a reacdo de condensacdo de Pictet-Spengler, catalisada por
acido, com benzaldeido (a) e, também, com outros aldeidos aromaticos contendo
diferentes substituintes no anel benzénico, como: o-clorobenzaldeido (b), m-
nitrobenzaldeido (c), p-dimetilaminobenzaldeido (d), p-metdxibenzaldeido (e), p-
hidroxibenzaldeido (f) e p-fluorbenzaldeido (g). Esta reacdo forneceu as 1-
fenilssubstituido-3-carbometoxi-1,2,3,4-tetraidro-3-carbolinas  (64a-g), como misturas
de diastereoisébmeros, que nao foram separados.

A reacdo de Pictet-Spengler € o método mais utilizado para sintese de B-

carbolinas, na qual, a condensacao do triptofano metil éster (63) ou da triptamina (68)
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com aldeidos, leva a formagé&o de tetraidro-B-carbolinas 70 e 71, respectivamente, via

formacéo de uma imina 69 como intermediario da reacao [88] (Esquema 10).

Esquema 10. Obtencao de tetraidro-B-carbolinas via condensacédo de Pictet-Spengler.

1 1
R R R2 R!
NH, N% NH
\ _RCHQ. \ " \
N N R?
H H H
64 R'= CO,CHj; 69 70 R = CO,CHj,4
68 R1=H 71RY=H

O mecanismo da reacdo de condensacado de Pictet-Spengler [89,90,91] ja é
bem descrito na literatura. Nas publicacdes mais recentes, 0 mecanismo é proposto
por dois caminhos distintos. Segundo Kusurkar e col. [90] este envolve um
intermediario do tipo spiroindolenina como apresentado no caminho A (Esquema 11).
Maresh e col. [91], utilizando célculos computacionais, demonstraram que a ciclizacao
ocorre preferencialmente por ataque direto do C-9a do indol ao carbono iminico
(caminho B) . Ambos os caminhos propde a formacdo de um ion iminio como

intermediario.

Esquema 11. Mecanismo para sintese das tetraidro--carbolinas via reacéo de Pictet-Spengler.

COOCH, COOCH,

NH, H NH
\ ¥,>:o Eta:)ft 1 \ H_%_R
R OH
” N

H
Carbinolamina

H* || Etapa2

H;CO0C
-H0 COOCH,

NH

Intermediario
spiroindolenina

COOCH,3

S NH

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

29




Em seguida, as tetraidro--carbolinas 64a-g foram submetidas a reacdo de
oxidacdo com enxofre em xileno, resultando nos compostos 3-carbometoxi-p-
carbolinicos (65a-g). A partir do tratamento desses intermediarios com hidrazina
hidratada foram obtidas as correspondentes carboidrazidas (66a-g) (Esquema 9).
Como esses compostos ja foram sintetizados e caracterizados por nosso grupo de
pesquisa a caracterizacdo dos mesmos foi feita através de comparacdes com o0s
dados de RMN 'H e *C/DEPT publicados anteriormente por Formagio e
colaboradores [92].

Na sequéncia, as carbiodrazidas 66a-g foram submetidas a reagcdo com
dissulfeto de carbono, em meio basico, para conversao destes nas correspondentes 1-
fenilssubstituido-3-(4-amino-5-tio/tioxo-1,2,4-triazolo-3-il)-B-carbolinas (11) (Esquema
9). Esta metodologia tem sido amplamente empregada na literatura [93,94,95,96,97] e
ja foi utilizada em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa [32].

A reacdo de B-carbolina-3-carboidrazidas com dissulfeto de carbono em meio
basico leva a formacdo de ditiocarbazatos de potassio (A), que sofre posterior
ciclizacdo com excesso de hidrazina hidratada e tratamento com acido cloridrico,
formando inicialmente intermediarios 3-(1,2,4,5)-tetrazil-B-carbolinas (B) (Esquema
12). Posterior rearranjo destes intermediarios resulta na formacao do heterociclo 4-

amino-5-tioxo-1,2,4-triazolico (C).
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Esquema 12 . Mecanismo proposto para formacéo do nucleo 4-amino-5-tioxo-1,2,4-triazolico

N H/ YS K . \ \ & H,0 \ N N y SH
\ N (S N 7 Prototropismo yZ N
N 7 H N
H
7 7
A w ) S
< \Rl .

Assim, os ditiocarbazatos de potassio (67) formados pela reacdo de 66a-g com
dissulfeto de carbono foram submetidos, sem purificagdo prévia, a tratamento com
hidrazina hidratada sob refluxo, seguida de adi¢édo de acido cloridrico. Com o emprego
desta metodologia foi possivel a obtencéo dos 1,2,4-triazéis 11a-d. A formacado dos
derivados 11e-g, com os grupos p-metéxifenil, p-hidroxifenil e p-fluorfenil, na posicéao-
1, ndo foi observada. Nestes casos verificou-se apenas formacdo de produtos
intermediarios e recuperacao dos precursores.

Como os compostos 11a, 11b e 11d j& foram sintetizados e caracterizados pelo
nosso grupo de pesquisa, a identificacdo foi feita através de comparacbes com o0s
dados de RMN de *H e **C, HSQC publicados anteriormente por Formagio (2008) [32].

Os espectros estdo apresentados em anexo (Anexo A.1-A.6 - Pgs. 98-104)

A sintese do novo derivado 11c foi evidenciada através dos sinais no espectro
de RMN de 'H (Figura 9) em &4 13,9 e & 6,53 atribuidos aos hidrogénios ligados ao
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grupo mercapto e amino e no espectro de RMN de **C (Figura 10) em &¢ 149,2 e &
163,7 para os carbonos 3” e 5” do anel triazol. O singleto em &, 13,9, juntamente com

o sinal em &¢ 163,7 para o grupo C=S, caracteriza o equilibrio tautomérico tiona-tiol do
derivado 11c em solucéo (Tabela 5).

Figura 9. Espectro de RMN de "H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 11c.

BRI
_.___J,JL__,J\“__,MH\JK J\ — l '\ N |r
Ji
- L
J

Figura 10 . Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-ds) para 11c.
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Tabela 5. Dados de RMN de *H e **C (300/75,5 MHz) para 3-(4-
amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-3-nitro-B-carbolina (11c)

5
C/H Sc (multiplicidade, J em  Hz)
1 1425 .
3 138.0 i
4 1136 8,78 (s)
4a 129.6 i
4b 120.9 :
5 122.0 8,36 (d — 6,0)
6 120.2 7119-7,31 (m)
7 128.9 7,60 (m)
8 112.8 7,68 (d — 6,0)
8a 141.6 i
9a 134.2 :
1 1332 i
> 114.9 6,76 (d)
3 147.3 i
4 1295 719-7,31 (m)
5 113.8 7.19-7.31 (m)
6 115.9 719-7.31 (m)
3 149.2 :
5 163.7 :
SH i 13,90 (s)
NH, : 6,59 (s)
NH i 11,70 (s)

4.1.2 Preparagdo e caracterizacao das 1-fenilssubst  ituido-3-(4-

benzilidenoamino-5-tio/metiltio-1,2,4-triazolil) [B-carbolinas (13).

A literatura relata diferentes metodologias para preparacéo das bases de Schiff
de (4-benzilidenoamino-5-mercapto-1,2,4-triazéis) (72) a partir dos 4-amino-5-
mercapto-1,2,4-triaz0is. Dentre estas, podemos citar a reagcao do 4-amino-5-mercapto-
1,2,4-triaz6is com diferentes aldeidos, em etanol ou metanol, sob refluxo [97,98,99].
Em alguns casos emprega-se catalise &cida com &cido sulfurico [98,100], acido
acético sob refluxo [101,102,103] ou acido p-toluenossulfonico em DMF [104]

(Esquema 13).
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Esquema 13. Metodologias para sintese de derivados 4-benzilidenoamino-substituidos a partir
de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazéis

N—NH

N—NH R/4 \A\S

/ Aldeidos subst. / EtOH / MeOH N
Refluxo |
R N s 1) HySO, - cat. N
| 1) CHz3COOH
NH, 11l) TSOH/ DMF
/ |
\\

Bai e col.(2008) [105] e Tabatabae e col.(2007) [106] sintetizaram uma série de
derivados, a partir de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triaz6is e aldeidos apropriados, na
auséncia de solventes empregando micro-ondas. Outros autores por sua vez fazem o
uso de acido acético [85] ou DMF/acido acético [2].

Com o objetivo de obter as bases de Schiff a partir das 1-fenissubstituido-3-(4-
amino-5-mercapto-1,2,4-triazolil) B-carbolinas 11la-d, em nosso trabalho submetemos
inicialmente o intermediario 11a a reacdo com benzaldeido, sob diferentes condicbes
descritas na literatura e apresentadas na Tabela 6. No entanto, em nenhum dos casos
foi possivel a obtencdo dos produtos esperados. Os resultados obtidos, com a

discussado dos possiveis produtos formados, estao apresentados na sequencia.

Tabela 6. Condicdes testadas nas tentativas de obtencéo dos derivados 13

N—N ’;"N>\
I o]
N N>\SH \a N N sH
O A ' H 74 | NNy
H = 2 \ H
QO
g .
R
1la 13
Entrada % (Condigoes) Ref.
1 1l1a + benzaldeido (1eq), AcOH, refluxo [101]
5 1l1a + benzaldeido (1eq), EtOH/H,0, H,SO, cat., [100]
refluxo
3 11a + benzaldeido (1 eq), EtOH, H,SO, (pH 4-5), [100]
refluxo
4 11a + Benzaldeido (1 eq), DMF, TsOH cat., refluxo [104]

A condigdo empregada na Entrada 1 (Tabela 6) levou a uma N-acetilacdo do

grupo amino do anel triazdlico, resultando na formacao do derivado 73 (Esquema 14).
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A presenca do singleto em &y 1,91, com integracdo para trés hidrogénios, atribuido a
uma metila, juntamente com a auséncia do singleto em &y 6,52 referente ao grupo -
NH,, no espectro de RMN de 'H (Figura 11 ), confirmaram a N-acetilacdo do derivado
11a.

Esquema 14. Obtencao do produto N-acetilado 73 a partir de 11a.

N—N N—N
>\SH

\ benzaldeido
_—
AcOH, refluxo

Figura 11. Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 73.
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Outra condicdo empregada e mostrada na Entrada 2 (Tabela 6) levou a
recuperacdo do material de partida 11a, evidenciado através do singleto em &y 6,52,
com integracao para 2 hidrogénios, referente ao NH,, juntamente com o singleto em &4
13,95 para 0 SH no espectro de RMN de *H (Figura 12).
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Figura 12. Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-ds) para o produto obtido na Entrada 2.
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Para as condicbes apresentadas nas Entradas 3 e 4, observou-se a formacéo
de uma mistura complexa de produtos que ndo puderam ser separados por
cromatografia em coluna. No espectro de RMN de *H dos produtos brutos obtidos
(Figuras 13 e 14) nao foi observada a presenca dos singletos em &, 6,50 e &y 13,95
correspondentes aos hidrogénios dos grupos -NH, e —SH do material de partida 11a.
A presenca de multipletos na regido entre &4 2,5-4,5 sugere a formacdo de produtos
de ciclocondensacdo, provavelmente resultantes do ataque do atomo de enxofre do
grupo 5-SH ao carbono iminico da 3-(4-feniletilenoamino-5-tio-1,2,4-triazolil) -
carbolinas (13) inicialmente formadas (Esquema 15).

A possibilidade da formacao dos isdbmeros 13-E e 13-Z pode levar a mistura de
produtos na etapa de ciclizacdo, originando mistura dos 1,2,4-triazolo-1,3,4-tiadiazois
74, o que pode ser evidenciado pela quantidade de sinais na faixa de oy 2,5-4,5 nos
espectros de RMN de 'H dos produtos brutos obtidos (Figuras 13 e 14)

Esses dados estdo de acordo com os valores apresentados por Shiradkar e
col. (2007) [107] para o C-H (C-6") (&4 3,7-4,7), assim como para os valores de N-H no
heterociclo 1,2,4-triazolo-1,3,4-tiadiazol [108].

Segundo Chidananda e col. (2012) [104] os grupos 4-benzilidenoamino de 4-
benzilidenoamino-5-mercapto-1,2,4-triazéis podem sofrer reacdes intramoleculares de
Mannich, na presenca catalitica de acido p-tolueno sulfénico (TsOH), fornecendo

derivados 1,2,4-triazolo-1,3,4-tiadiazolicos.
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Esquema 15. Produtos de ciclocondensacgéo resultantes da reacdo de 11a com benzaldeido,
sob catdlise acida (Entradas 3 e 4).

N—N
| >\SH I\
X N Benzaldeido +
| (0 e N e e
N NH, 1) EtOH - Refluxo | |
N HoSO4 (pH 4-5) N Naw _R2
H Il) DMF - Refluxo N
TsOH, cat. R

Rl
Isdmero E - R = RY: CgHs, R% H

Z-R=RZ CgHs, R H

11a " 13 o
N— _
B %
\ N SH o \ N ®
L n) T | v vt
H / H/@YR ” H/ Rl
R R! R
N—N

Figura 13. Espectro de RMN de 'H (300,0 MHz — DMSO-d¢) da reacdo de 1la com
benzaldeido, sob catalise acida —H,SO,.
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Figura 14. Espectro de RMN de ‘H (300,0 MHz — DMSO-dg) da reacdo de 11a com benzaldeido,
sob catdlise acida — TsOH.
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Como mencionado anteriormente, as metodologias apresentadas acima foram
inviaveis para a sintese das bases de Schiff desejadas 13, assim como, para formacéo
dos heterociclos fundidos 1,2,4-triazol-1,3,4-tiadiazois puros.

Na tentativa de se evitar a formacdo de produtos de ciclocondensacao
realizamos uma S-alquilacdo do derivado 1la, para posterior obtencédo das bases de
Schiff 5-S-alquiladas.

Desta forma o 1,2,4-triazol 1la foi tratado com iodeto de metila em meio
basico, o que forneceu a 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-[1,2,4]-triazolo)-B-carbolina (75)

(Esquema 16).

Esquema 16 . Sintese do produto S-metilado 75 a partir de 11a.

N 7’N>\s/
|

\ N
| | Mel |
N =N NH, EtOH/KOH - ta =N NH;

lla 75 - 60%

Iz

A formacdo do composto 75 foi evidenciada pelos sinais no espectro de RMN

de 'H (Figura 15) em &, 6,74 (NH,), pela presenca de um simpleto em &, 2,66 com
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integracdo para 3 hidrogénios atribuida ao grupo S-metil do anel triazolico e auséncia

do sinal do SH em &y 13,95. Além disso, os sinais no espectro de RMN de *3C (Figura
14) em &¢ 151,7 (C-3”), &¢ 152,9 (C-5") e &¢ 13,2 (S-CHy3) confirmaram a obtencéo de

75 (Tabela 7).

Figura 15. Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 75
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Figura 16. Espectro de RMN de ~°C (75,5 MHz — DMSO-dg) para 75.
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Tabela 7. Dados de RMN *H e **C (300/75,5 MHz) para 75.

o
C/H ¢ (multiplicida'—éie, J= Hz)
1 141,7 .
3 137,6 -
4 112,6 8,89 (s)
4a 130,2 ;
4b 120,9 .
5 122,2 8,45 (d - 9,0)
6 120,2 7,33 (t-6,0)
7 129,0 7,58-7,70 (m)
8 112,8 7,58-7,70 (m)
8a 141,2 .
9a 136,4 .
1 132,9 ;
2°'/6’ 128,5 8,11 (d - 6,0)
3'/5 129,0 7,58-7,70 (m)
Q4 128,5 7,58-7,70 (m)
3” 151,8 -
4" NH, 6,74 (s)
5" 152,9 .
SCH; 13,2 2,66 (s)
NH - 11,85 (s)

A seguir, para a preparagao das bases de Schiff S-metiladas, o produto 75
contendo o grupo 1,2,4-triazol S-metilado, foi inicialmente submetido a reacdo com o
2-clorobenzaldeido e benzaldeido, utilizando-se diferentes metodologias. As condi¢cdes

empregadas e resultados estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. CondicGes testadas e resultados obtidos nos procedimentos usados para
preparacéo das bases de Schiff 5-S-metiladas

Entrada a (condicbes) Resultados
) 75+ ZCHPRCHO. FiSOucal PHES. o de 76.8) +76-2
2 75 + 2-CI-PhCHO, DMF, refluxo, 48 76-(E)
. purificacdo em CC
3 75+ PhCl—ll(ajovl?/M2F4ol\|A’nV|\r/1 domeéstico, P-80- 75 + 77-(E)
4 75 + RCHO, DMF, MW laboratorial, P-50- Produtos 77-(E), 78 e 79

100w, 90-100 min apos purificagcdo em CC

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 17) do produto obtido nas
condicbes da Entrada 1 indicou a formacao de dois produtos principais, sendo eles as
bases de Schiff desejadas 76-E e 76-Z.
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Segundo a literatura, a reacdo de condensacdo de aminas com aldeidos leva a
formagdo de iminas, no caso, as denominadas bases de Schiff, conforme o

mecanismo apresentado no Esquema 17.

Esquema 17. Mecanismo para formacéo de bases de Schiff a partir 4-amino-5-mercapto-1,2,4-
triazois

N,
N N\
~ ‘ SH
O
N N\ H
\ NH J \
N R AN
N HO: =gt
Adicdo Nucleofilica R
Hemiaminal
H+
N
N/\
| SH
BN N\ H
R -y S
g B\
H H/ N R!
R H
H,0
Neutralizacé o
N/N
Imina z\) Imina

isémero E isdbmero Z

A literatura relata a possibilidade de basee Schiff, existirem como forma dos
isdbmeros geométricos E/Z sobre a dupla ligagdo (-N=C-). Estudos revelaram que
esses compostos, quando em solugdo de DMSO-d;s estardo presentes na forma do
isbmero geométrico E na percentagem mais elevada, enquanto que o isdbmero Z pode
ser estabilizado em solventes menos polares [109,110,111].

Sendo assim, os sinais em &y 8,92 (maior intensidade) e em &4 8,85 (menor
intensidade) foram atribuidos aos hidrogénios iminicos dos is6bmeros E-2-
clorobenzilidenoamino (76-E) e Z-2-clorobenzilidenoamino (76-Z), respectivamente. A
presenca de dois conjuntos de singletos em &4 8,78 e &4 8,70, relativos ao N-H da
posicao-9 da unidade B-carbolina, e em &y 2,58 e &y 2,51atrbuidos para os grupos S-
metil referente aos compostos 76-E e 76-Z, indicam a formac¢do dos isbmeros em

mistura (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-ds) para
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O emprego de refluxo em DMF (Entrada 2, Tabela 8) na reagcdo de
condensacéao de 75 com 2-clorobenzaldeido forneceu o derivado 76-(E), cuja formacao
foi confirmada pela auséncia do sinal em &y 6,74 (grupo 4-amino) e presenca do
singleto em &y 8,87 referente ao hidrogénio iminico do grupo aminobenzilideno, no
espectro de RMN de *H (Figura 18), juntamente com a presenca do carbono iminico
em 8¢ 162,4 (CH=N) e carbonos aromaticos (&c 110-135) no espectro de RMN de *C
(Figura 19) (Tabela 9).
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Figura 18. Espectro de RMN de ‘H (300 MHz, DMSO-dg) do produto 76-(E), obtido da
condensacao 75 com o-clorobenzaldeido.
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Figura 19. Espectro de RMN de **C (75,5 MHz, DMSO-dg) 76-(E), obtido da condensac&o 75
com o-clorobenzaldeido.
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Tabela 9. Dados de RMN *H e **C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3-[4-
(2-clorobenzilidenoamino)-[1,2,4]-triazolo-5-metil-tio]-B-carbolina (76-

E).
CH O¢ OH
(multiplicidade, J=Hz)
1 141.5 =
3 137,2 -
4 114,4 8,87 (s)
4a 130,0 -
4b 120,9 =
5 122,1 8,44 (d — 6,0)
6 120,2 7,30 (t—7,5)
7 129,2 7,51 (t-7,5)
8 112,6 7,68 (d —6,0)
8a 141,4 -
9a 135,1 -
1 132,9 -
2'l6e’ 128,3 7,79 (d —9,0)
35’ 128,8 7,30 (t—7,5)
4 128,7 7,37-7,42 (m)
3 150,1 -
5" 150,5 -
SCH3 14,0 2,73 (s)
1 135,3 -
2" 134,2
3" 128,1 7,50 (d-9,0)
4" 130,2 7,51 (t-7,5)
5" 128,2 7,37-7,42 (m)
6™ 127,9 7,37-7,42 (m)
CH=N 162,4 9,08 (s)
NH 11,82 (s)

O 1,2,4-triazol-S-metilado 75 foi também submetido a reacdo com
benzaldeido, sob as mesmas condi¢ces da Entrada 2, o que forneceu o produto 77-
(E) apos purificagcdo por cromatografia em coluna (CC).

A formacao deste produto foi evidenciada no espectro de RMN de *H (Figura
20) pela auséncia do sinal em ®4 6,89 (grupo 4-amino) e presenca do singleto em &y
8,98, além do sinal no espectro de RMN de **C/HSQC (Figuras 21 e 22) em 8¢ 169,1
(CH=N) referentes ao hidrogénio e carbono iminico. Os sinais no espectro de RMN de
'H na regido entre 5, 7,0-8,0, bem como os sinais no espectro de *C para regido de

carbonos aromaticos, confirmaram a formacgéo da base de Schiff 77-(E) (Tabela 10).
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Figura 20. Espectro de RMN de H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 77-(E).
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Figura 22 . Mapa de contorno de HSQC para 77-(E).
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Tabela 10. Dados de RMN *H e **C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3[4-
(benzilidenoamino-5-metiltio-[1,2,4]-triazolo-]-B-carbolina 77-(E)

[
CH Sc (multiplicidade, J= Hz)
1 141,5 -
3 137,1 -
4 114,0 8,89 (s)
4a 130,1 -
4b 120,9 -
5 122,0 8,45 (d — 6,0)
6 120,1 7,30-7,39 (m)
7 129,1 7,19-7,24 (m)
8 112,6 7,52-7,69 (m)
8a 141,0 -
9a 135,4 -
1 132,9 -
2'/6' 128,3 7,77 (d, 6,0)
35 129,0 7,30-7,39 (m)
4 128,6 7,30-7,39 (m)
3” 149,8 -
5” 150,2 -
1" 132,0
2716 129,1 7,88 (d, 6,0)
37/5” 132,8 7,52-7,69 (m)
4 128,7 7,19-7,24 (m)
CH=N 169,1 8,98 (s)
SCH; 14,0 2,71 (s)
NH 11,7 (s)
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A mesma metodologia foi empregada para a reacdo de 75 com m-
nitrobenzaldeido e com p-hidroxibenzaldeido, porém néo foi possivel a obtencdo das
correspondentes bases de Schiff.

Devido ao elevado tempo de reacdo pelo uso de condi¢cbes normais, como
refluxo e dificuldade de se obter os compostos puros, optamos em realizar a sintese
em micro-ondas, como mostrado nas Entradas 3 e 4.

A literatura tem relatado muitas vantagens relacionadas ao uso de micro-ondas
em sintese organica tais como, aumento da seletividade e melhora no rendimento e
tempo reacional [105,112].

Com o emprego de irradiacdo de micro-ondas doméstico (Consul), nas
condi¢des especificadas na Entrada 3 (Tabela 8), observamos através de CCDA a
formagédo da base de Schiff 77-(E), sem que houvesse consumo total do precursor.

Utilizando-se micro-ondas laboratorial e as condigcbes empregadas na Entrada
4 (Tabela 8), observamos a formac&o de dois produtos, com o consumo total do
material de partida. Os produtos obtidos foram separados por cromatografia em coluna
(CC). O produto majoritario obtido corresponde a base de Schiff 1-fenil-3-[4-
feniletillidenoamino-(1,2,4)-triazolo-5-metil-tio]-B-carbolina 77-(E).

O produto minoritario foi identificado como 1-fenil-3-(5-metiltio-1-H-1,2,4-
triazolo-3-il)-B-carbolina (78) (Esquema 18).

No espectro de RMN de 'H (Figura 23) de 78 observa-se o desaparecimento
do singleto em &y 6,89 referente ao grupo 4-amino e na regido entre dy 7,2-9,0; os
valores de integral para hidrogénios arométicos permaneceram 0S mesmos em
relacdo ao precursor. Os sinais em &y 14,3 e em &y 2,63 foram atribuidos aos
hidrogénios dos grupos N-H e S-metil do nucleo 1,2.4-triazol confirmando a formacao
de 78 (Figura 23, Tabela 11).

O espectro de RMN de *C (Figura 24 ) apresentou mudancas nos valores dos
carbonos C-3” e 5” do anel 1,2,4-triazol (dc 156,0 e ¢ 160,1).

A partir dos dados de RMN de 'H ,"*C e HSQC (Figuras 23-25 ), sugere-se que
o derivado formado seja produto de termolise a partir da base de Schiff 77-(E). O
mecanismo proposto demonstra o ataque do par de elétrons do atomo de enxofre ao
hidrogénio iminico levando a um estado de transi¢éo ciclico de 6 membros, seguido de

eliminacdo concertada de uma molécula de arilidenonitrila (Ar-C=N) (Esquema 18).
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Esquema 18 . Mecanismo proposto para formacéo de 78

7 >‘)\ - S/
O ,\“\) A “\ = III‘H
N\"\ N\‘{'
(77-E) (77-1)

S] N—NH

N—N
/ / @/ N AN / N)\S/

X N 3 ‘ ‘ )
‘ ‘ Prototropismo
> N
- N H + N =
. N H
H

(78)

O trabalho realizado por Al-Awadii e col.(2001) [113] relata estudos cinéticos de
pirélise em fase gasosa de 4-arilidenoimino-1,2,4-3-(2H)-onas e suas correspondentes
3(2H)-tionas mostrando a importancia desse tipo de metodologia para sintese de
nitrilas funcionalmente substituidas (instaveis em condi¢cdes basicas e &cidas) como

uma abordagem alternativa para conversao de aldeidos em nitrilas (Esquema 19).

Esquema 19 . Proposta de pirdlise em fase gasosa de 4-arilidenoimino-1,2,4-3-(2H)-onas

N

L (UL T
T

T X >
N

YH
Ar

z -z
P

+

ArC=N
Ar

CeHs

4-Cl CgHs
4-MeCgHs
40MeOCgHs5

X=0
X=8S
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Figura 23. Espectro de RMN de "H (300,0 MHz — DMSO-ds) para 78.
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Figura 24 . Espectro de RMN de *°C (75,5 MHz — DMSO-d;) para 78.
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Figura 25 . Mapa de contorno de HSQC para 78.
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Tabela 11. Dados de RMN *H e **C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3-
(5-metiltio-1,2,4-triazolo-3-il)-B-carbolina (78).

- " (multiplicidz';le, J= Hz)
141,9
137,4
112,7 8,82 (s)
4a 130,0 :
40 121,1 -
5 122,1 8,44 (d, 6,0)
6 120,1 7,32(t,75)
[ 129,1 7,55-7,71 (m)
8 112,1 7,55-7,71 (m)
8a 141,6 :
%a 135,4 .
T 133,4 :
26 128,7 8,24 (d - 6,0)
3/5 128,8 7,55-7,71 (m)
: 1288 7,55-7,71 (m)
3 156,0 :
& 160,1 -
SCHs 13,9 263
i 11,83 (s)
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Otimizada as condicdes reacionais para preparacdo de 77-(E), aplicou-se a
metodologia descrita na Entrada 4 para a reacdo do intermediario 75 com 2-
clorobenzaldeido, p-metoxibenzaldeido e m-nitrobenzaldeido, o que levou a formagéo
das bases de Schiff 76 e 79, respectivamente. A formacdo do produto minoritario 78,
também foi observada na sintese de cada composto. As identificagcbes foram feitas
através dos dados de RMN de 'H e **C (Anexos A.7 e A.8, Pgs 105 e 106).

Rl'=  76)-0-Cl
77)-H
79) - p-OMe
40-50%

4.1.3 Preparagdo e caracterizagdo 3-(1-substitutido -9H-B-carbolina-3-il)-
1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriaz6is(14)

Na literatura sdo descritas duas metodologias principais para a sintese do
heterociclo 1,2,4-triazolo-[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazol (82) a partir de 4-amino-5-mercapto-
1,2,4-triazbis (81). Uma delas envolve a reacdo de 81 com nitrito de sédio, na
presenca de acido cloridrico (Metodologia 1) [114] e a outra, utiliza &cido sulfarico,
nitrito de sodio, seguido da adicdo de solucéo etandlica de acetato de sddio e metileno
acetil acetona(Metodologia Il) [115] (Esquema 20).

Esquema 20. Metodologias descritas para a obtencéo de 1,2,4-triazolo-[4,3-d]-1,2,3,4-
tiatriazol (82)

A% ) e Ak

) NaNO, / H,SO,
NHz NaOAc / metilenoacetilacetona
81 82

N

A obtencdo dos 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-
1,2,3,4-tiatriazois (14a-b) foi realizada segundo a metodologia | (Esquema 13 ) descrita
por ElI Shehry, 2010 [114]. Para isto, as 1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-
triazolo-3-il)-B-carbolinas (1la-b) foram tratadas com nitrito de soédio, em &cido

cloridrico, ocorrendo entdo a reacdo de diazotacdo, com posterior ciclizacdo e
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formacdo dos derivados com o heterociclo fundido 1,2,4-triazolo-[3,4-d]-1,2,3,4-
tiatriazol (14a-b) (Esquema 21).

Esquema 21. Sintese de 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-
1,2,3,4-tiatriazéis (14a-b)

N, D

N X N N
| | NaNO, | W
N NH N
N = 2 HCI (0 T . =
H H
\\R \\R
R=a)H
1la-c 14 - 70% b) o-Cl

O mecanismo para formacdo dos derivados 14a-b estd apresentado no

Esquema 22 .

Esquema 22. Mecanismo proposto para formacéo dos derivados 14a-b
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A formacdo dos derivados 14a-b foi evidenciada através dos espectros de
RMN de 'H (Figura 26 e Anexo A.11-10, Pgs 109-110 ) pela auséncia dos singletos
na regido de oy 6,47-7,06 e 13,90-14,01 referentes aos hidrogénios dos grupos 4-
amino e 5-mercapto, respectivamente, do nucleo 1,2,4-triazol de 11a-c.

Os espectros de RMN de *3C (Figura 27 e Anexo A.12, Pg 110 ) apresentaram
mudancas nos deslocamentos dos carbonos C-3” e 5” do nucleo 1,2,4-triazol, devido
a insercdo do grupo azo (N=N) e formacéo do heterociclo 1,2,4-triazolo-[3,4-d]-1,2,3,4-
tiatriazolil. Para o derivado 14a, os sinais em Oc 147,3 e 163,8, referentes aos
carbonos C-3" e 5” do precursor foram deslocados para &c 157,4 e 158,3,
respectivamente (Figura 27 — Tabela 12 ). O mesmo comportamento foi verificado
para o derivado 14b (Anexos A.9 e 10, Pg 108 e 109).

Figura 26. Espectro de RMN de "H (300 MHz — DMSO-dg) para 14a.
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Figura 27 . Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-d;) para 14a.
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Tabela 12. Dados de RMN 'H e **C (300/75,5 MHz) para 3-(1-fenil-9H-
B-carbolin-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazole (14a)
On
C/H 5¢ (multiplicidade, J= Hz)
1 142,4 -
3 137,7 -
4 113,1 8,88 (s)
4a 130,5 -
4b 121,5 -
5 122,6 8,41 (d — 3,0)
6 120,6 7,28 (t—6,0)
7 129,4 7,56 — 7,71 (m)
8 112,9 7,56 — 7,71 (m)
8a 142,1 -
9a 135,6 -
1 133,9 -
216 129,2 8,22 (d — 3,0)
3/5 129,3 7,56 — 7,71 (M)
4 129,5 7,56 — 7,71 (m)
3" 157,4 -
5” 158,3 -
NH - 11,86 (s)

54



analise do espectro de massas CG-MS (70 eV) para 3-(1-fenil-9H-B-carbolin-3-
il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazole 14a (Figura 28) possibilitou confirmar a
formacdo do heterociclo fundido através do pico do ion molecular em m/z 372,
correspondente a 369 (massa molar) + 3H", referente ao produto protonado, e pelos
fragmentos em: m/z (rel. int.%) 343 [MM - N+ 2H"), 10]; 326 [MM — (S+N) = 3H", 10];
269 [MM — CSN, +3H", 100] (Esquema 23 ).

Figura 28. Espectro de massas (IE, 70eV) para 14a.
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Esquema 23. Proposta de fragmentacédo para 3-(1-fenil-9H-B-carbolin-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-

1,2,3,4-tiatriazole (14a).
SN CN“ A CNW
© 2N, -CS | H |
— e — _n
-2H N " u

m/z269 +3H

m/z270

4 +e
m/z372 +3H N/N\
N—=S

-Ny,-H

m/z326 +3H"

55



4.1.4 Preparagdo e caracterizagdo das 3-(1-substitu  ido-9H-B-carbolina-3-
i)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/ti  ones (15)

A partir de um levantamento bibliografico verificou-se que duas principais
metodologias sdo utilizadas para a obtengcdo do nucleo 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-
tiadiazol-6-tiol (83), a partir de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois (81) (Esquema 24 ):

Metodologia 1) a partir da reacdo de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois (81)
com dissulfeto de carbono, em meio bésico, utilizando-se como bases solucéo
metandlica de hidréxido de potassio [116-118] ou piridina [119,120].

Metodologia 1l) a partir da reacdo de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois (81)

com dissulfeto de carbono, em DMF, na auséncia de base [81] .

Esquema 24. Metodologias descritas para a obtencdo de 1,2,4-triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tiones (83).

/N N
N N/ \
1) CS,/KOH, MeOH ou Pir. \ s
)] CSleMF )\ /K
—_— N
R Ny .
NH; H
81 83

Para obtencdo das 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tiones (15), utilizou-se como precursores os 1,2,4-triazbis e a
Metodologia |, empregando-se como base hidroxido de potassio, em metanol
(Esquema 25). Inicialmente foram utilizados 1,2 equivalentes de dissulfeto de
carbono, porém o consumo do reagente ndo foi observado através de cromatografia
em camada delgada (CCD). Sendo assim, empregou-se maior quantidade de
dissulfeto de carbono (2,0 equivalentes), aumentando-se também o tempo reacional

de 48 horas para 72 horas.
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Esquema 25. Rota para sintese dos derivados 15a - b.

N—N,

-
SH

cs,

NH, MeOH / KOH

Iz

R=a)-H
c)-o-Cl

O mecanismo para formacao dos derivados 15 esta apresentado no Esquema
26.

Esquema 26. Mecanismo proposto para formagéo dos derivados 15.

| \ S=—C=—7S / N S@
N A | \NH
N " —
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A formacdo do heterociclo 1,2,4-triazol-[3,4-b]-1,3,4-tiadiazol-6-tiol nos
derivados 15 foi evidenciada pelos espectros de RMN de 'H e *C. No espectro de
RMN de 'H (Figura 29) do produto obtido (15a) nédo foi observado o singleto em 3y
6,89, referente aos hidrogénios do grupo 4-amino do precursor 1lla. Os sinais
referentes aos hidrogénios arométicos (64 7,30-9,18) e do hidrogénio ligado ao
nitrogénio do sistema indolico (64 11,9 e 12,1) esté@o duplicados, sugerindo o equilibrio
tautomérico para 15a. O singleto em &y 13,9, atribuido ao hidrogénio do grupo S-H,
evidencia esse equilibrio em solugéo. Isto também pode ser confirmado pelos sinais
em 8¢ 143,2 (C6”-C=SH) e em ¢ 155,5 (C6"-C=S) no espectro de RMN **C (Figura
29).

Figura 29. Espectro de RMN de "H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 15a.
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Figura 30. Espectro de RMN de **C (300,0 MHz — DMSO-ds) para 15a.
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Tabela 13. Dados de RMN *H e **C (300/75,5 MHz) para 3-(1-fenil-9H-
B-carbolin-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazole-6-tiol /tiona (15a).

B B
C/H (15a) (multiplicidade, J= Hz)
1 141,71 ]

141,75
3 136,8 ]
137,8
2 114,0 8,82 (s)
114,3 9,18 (s)
" 129,9 ]
1295
120,8
€9 120,9 ;
121,8
5 1221 8,38 (d, 6,0)
6 120,3 7,30-7,40 (m )
7 129,0 7,57-7,76 (m)
112,8
8 ey 7,57-7,76 (m)
8a 141,6 -
on 133,8 .
134,2
i 133,3 -
e 128,6 8,09 (d, 6,0)
128,9 8,21 (d, 6,0)
. 129,1
35 1292 7,57-7,76 (m)
& 129,2 7,55-7,71 (m)
3" 147,4 -
5" 163,9 .
,, 155,5
C6'-SH 1432 13,97 (s)
11,91 (s)
NH i 12,15 (s)
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A sintese do derivado 15b foi também realizada, porém, neste caso, pela
analise dos espectros de RMN de *H e **C (Anexos A.11 e 12, Pg 110 e 111), n&o foi
observado o equilibrio tautomérico presente em 15a. A auséncia do singleto em &4
6,89, referente aos hidrogénios do grupo 4-amino do precursor 1la e, a presenca do
singleto em &, 13,98, que pode ser atribuido ao hidrogénio do grupo —SH ligado ao C-

6 do heterociclol,2,4-triazol-(3,4-b)-1,3,4-tiadiazol-6-tiol, mostram a formacéao de 15b.

4.1.5 Preparacdo e caracterizacdo das 3-(1-substitu ido-9H- B-carbolina-3-il)-
1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16).

As principais metodologias descritas para a preparacdo do heterociclo fundido
triazolo-tiadiazinona (84) a partir de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois (81) (Esquema
27) consistem em:

Metodologia I) reacdo com bromoacetato de etila/trietilamina, em etanol,
seguido de ciclizacdo na presenca de metoxido de sédio, em metanol [121];

Metodologia 1) reacdo com acido cloroacético, na presenca de hidréxido de
potéssio, usando 4gua como solvente [122];

Metodologia IIl) reagdo com acido cloroacético em etanol/refluxo ou acido
acético na presenca de acetato de sédio anidro (lIl) [119,114];

Metodologia IV) reacdo com &cido cloroacético, na presenca de base
(carbonato de potassio ou hidroxido de potassio) em micro-ondas, em 4gua ou na

auséncia de solventes [123,122].

Esquema 27 . Metodologias descritas para a preparacdao de 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-
tiadiazin-6-onas (84).

) 1) BrCH,CO,Et / EtzN / EtOH
2) MeOH / CH;ONa

N

—N I) CICH,CO,H / H,0 / KOH ){\ >\
\ Refluxo ou MW S

//,\ >\SH R N

N i \

) CICH,CO,H / CH;CONa

R

\ EtOH ou AcOH HN

NH; IV) CICH,CO,H / K,CO5 ou KOH \
MW

81 84

Para da sintese dos derivados 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-

triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16), empregamos inicialmente a Metodologia Il

60



descrita na literatura [114]. O derivado triazolico 11a foi submetido a rea¢cdo com &cido
cloroacético e acetato de sdédio, utilizando-se etanol, sob refluxo por 48 horas, ndo
sendo possivel a obtencao de 16, ocorrendo a formacédo do intermediario ndo ciclizado
85.

A formacdo do intermediario 85 foi confirmada pela analise do espectro de
RMN de 'H (Figura 31), onde notou-se a auséncia do singleto em &y, 14,00, referente
ao hidrogénio do grupo —SH do nucleo triazol, e presenca de singletos em &, 3,64,
atribuidos a hidrogénios metilénicos, além de um singleto largo em &4 7,01, referente
aos hidrogénios do grupo 4-amino do anel 1,2,4-triazol. Com estas informacdes
evidenciou-se apenas a formacao do intermediario 85 (Esquema 28), ou seja, ndo

ocorreu ciclizacao para o heterociclo desejado.

Figura 31. Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-d¢) para 85.
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Outras tentativas foram realizadas para obtenc&o do produto ciclizado, como o
emprego das condi¢Bes apresentadas na Metodologia Il , ou seja, acido cloroacético e
hidroxido de potassio como base, em etanol. O produto formado, evidenciado através
do espectro de RMN de 'H e **C, se tratava também do intermediario aberto 85. O
mesmo comportamento pode ser observado ao realizarmos as condi¢cdes proposta ha
Metodologia | , tendo como base a Et;N, &cido cloroacético em DMF (Esquema 20).

Assim, na tentativa de obtencdo do produto ciclizado 16a, a partir do
intermediario 85, este foi tratado inicialmente com acetato de sédio, em DMF sob

refluxo, porém ndo foi possivel a ciclizagdo do mesmo (Esquema 20). Outras
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condi¢cbes apresentadas no Esquema 21 foram também testadas, mas, nenhuma

delas levou a formacao do produto desejado.

Esquema 28 . Condicdes testadas para a preparacdo de 16a: a) CICH,COOH, AcONa,
EtOH, refluxo; b) CICH,COOH, KOH, EtOH, refuxo; c) CICH,COOH, Et;N, DMF; d)
AcOH, DMF; e) TsOH, DMF; f) K,CO3, DMF, MW; g) DCC, THF; h) AcONa, DMSO

BN )
s
Y Y £ PwOs
N NH, N SN HN
H 0

N
H

85 - 60%

A formacdo de intermediarios S-alquilados ndo-ciclizados ja foi relatada na
literatura. ElI Ashry e col. (2006) [122] e Farghaly e col. (2006) [78] descrevem a
obtencdo dos intermediarios néo-ciclizados 88 e 89, que em alguns casos, também

podem ser posteriormente ciclizados para o nucleo 1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-

tiadiazin-6-ona (87) (Esquema 29).
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Esquema 29. Sintese reportadas para obtengdo de 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-tiadiazin-6-
onas (87) e/ou intermediarios ndo-ciclizados a partir de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois.

CICH,CO,Et R
KOH, H,0 H\N
cl . 87 o ,\;/N\
N—
N—p CICH,CO,H A\ OH /k >\S
OH o POC
\ / \ KOH, H,0 /L >’\5/ﬁ( __POCL o R N
R N \
S N sh | gg © HN
\ NH,
NH
86 2 CICH,CO,Et n—N or g7 ©
L t
EtsN, EtOH /L >\S/\[(
R N
\ 89 ©
NH, N cl
CICH,CO,Et N—N N \ .
L —eram -
NaOEt, EtOH | >\ /L >\s AN
S + R N
R N \ s
\ HN
N\

o)
OEt 90

sequéncia foi realizado um tentativa de ciclizacdo em KOH e DMF porém a

metodologia foi inviavel para formacao do produto desejado. (Esquema 30).

Esquema 30. Metodologia empregada para sintese de 16: a) BrCH,COOEt,KOH,
EtOH, refluxo; b) KOH, DMF.

91 - 55%

O espectro de RMN de 'H e **C (Figuras 32 e 33) para o produto o formado na
primeira etapa (a) indica também a formacgéo do intermediério na forma aberta 91. A
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auséncia do singleto em &, 13,95 (-SH) no espectro de RMN de 'H (Figura 25),
juntamente com a presencga de um multipleto em 644,12 — 4,19 (4H) e um tripleto em
oy 1,22 confirmam a inser¢do do grupo metil-etoxicarbonil no atomo de enxofre do
nacleo 1,2,4-triazolico de 91. Os sinais em 8¢ 169,03 (C=0); &c 61,66 (-OCHy,); ¢
33,03 (-SCH,); 8¢ 14,51 (-CHj), no espectro de RMN de **C/HSQC (Figuras 32 e 33)
de 91, também evidenciam o produto de S-alquilacdo. Os dados de RMN de 91 estdo

apresentados na Tabela 14.

Figura 32. Espectro de RMN de ‘H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 91
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Figura 33 . Espectro de RMN de *°C (75,5 MHz — DMSO-d) para 91
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Tabela 14. Dados de RMN 'H e **C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3-[4-
amino-5--tiometiletéxicarbonil-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolina 91.

B
CH Sc (multiplicidade, J= Hz)
1 141,21 -
3 138,07 -
4 113,29 8,88 (s)
4a 130,69 -
4b 120,64 -
5 122,68 8,44 (d — 9,0)
6 121,38 7,33 (t—6,0)
7 129,51 7,59 — 7,72 (m)
8 113,14 7,59 — 7,72 (m)
8a 141,70 -
9a 136,78 -
1 133,42 -
2'/6’ 129,00 8,12 (d - 6,0)
35 129,55 7,59 — 7,72 (m)
4 129,39 7,59 — 7,72 (m)
3’ 151,69 -
47 6,77 (S)
5” 152,4
SCH, 33,03 4,12 — 4,19 (m)
OCH, 61,66 4,12 — 4,19 (m)
CHs 14,51 1,22 (t—7,5)
Cc=0 169,03
NH - 11,85 (s)
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Devido as dificuldades encontradas no presente trabalho para a
obtengcdo das 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-
6-ona (16), novas metodologias serdo testadas em trabalhos futuros para a sintese

dos derivados desejados.
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4.2 Ensaios biolégicos

4.2.1 Avaliacdo da atividade antitumoral

A avaliacdo da atividade antitumoral dos derivados B-carbolinicos contendo os
grupos 4-benzilidenoamino-substituido-5-metiltio-1,2,4-triazolo (76, 77, 79) e 1,2,4-
triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazol (14), na posicdo-3, foi realizada no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldégicas e Agricolas (CPQBA) na
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob responsabilidade dos
professores Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e Dra. Mary Ann Foglio. As linhagens de
células utilizadas na avaliacdo da atividade anticancer foram cedidas pelo National
Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos da América (EUA). Todos os
procedimentos foram realizados segundo metodologia descrita por Monks e col [124].
As culturas de células tumorais humanas utilizadas foram: pulmdo (NCI-460), colo
(HT-29), prostata (PC-3), mama (MCF-7), rim (786-0), glioma (U-251), ovério
resistente (NCI/ADR-RES), ovario (OVCAR-3) sendo que todos os tipos de culturas
sdo aderidas. Compostos com valores de ICs, iguais ou superiores a 100 pM foram
considerados inativos.

Na Tabela 15 encontram-se o0s dados de Glsy; dos derivados 1-
fenilssubstituido-3-(4-benzilidenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazolo)-B-carbolinas (76, 77 e
79) e das 1-fenilssubstituido-3-[1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-tiadiazin-6-ona]-3-carbolinas

(14a-c) e do padréao doxorrubicina.

Tabela 15. Valores de Glso (em uM) obtidos nos ensaios de atividade antitumoral in vitro para

Linhagens de células tumorais
Comp. Pulmao Calo Prostata  Mama Rim Glioma  Ovario Res. Ovério

NCI-H460  HT-29 PC-3 MCF-7  786-0  U-251  NCI/ADRses OVCAR-3

Doxo 0,014 0,32 0,058 0,045 0034 0015 0,11 0,17
76 7,84 >100 421 2,07 8,52 13,75 5,06 21,92
77 3,19 17,77 3,02 3,73 6,87 1,53 1,11 6,43
79 14,80 >100 9,40 475 12,90 10,98 23,46 20,81
14a 1,16 1,98 270 2,76 288 3,45 3,47 12,63

14b 2,97 12,28 7,98 458 9,16 5,74 3,09 12,35
14c 30,38 75,82 34,65 4,45 12,84 63,75 84,94 >100

67



A analise dos valores de Glsqg mostrou que, de uma forma geral, 0s compostos
76, 77, 79 e 14a-c apresentaram uma potente atividade frente a linhagem de células
tumorais de mama (MCF-7), com Gls, na faixa de 2,07-4,75 pM.

Dentre os derivadosda série das 3-(4-benzilidenoamino-5-metiltio-1,2,4-
triazolo)-B-carbolinas, o composto 77, contendo o grupo fenilmetilenoamino ligado ao
Nitrogenio (N*) do nucleo triazélico, foi 0 mais ativo para todas as células testadas com
valores de Gl na faixa de 1,11-17,7 yuM, destacando-se o seu potencial de inibicdo
frente a células de ovario resistente (NCI/ADR-RES) e glioma (U-251) com ICsq igual a

1,11 e 1,53 pM, respectivamente (Grafico 1).
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Gréfico 2. Gréfico da concentracéo (ug/mL) versus crescimento celular para o ensaio da
avaliacdo da atividade antitumoral do composto 77.

Para a série das 1-fenilssubstituido-3-[1,2,4-triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil]-
Bcarbolinas 14a-c, os compostos 14a e 14b, contendo os grupos fenil (Grafico 2) e o-
Cloro (Grafico 3), respectivamente, na posicao -1, apresentaram significante inibicao
do crescimento celular para todas as células tumorais testadas com valores de Glsg
menores que 15 pM.
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Grafico 2. Grafico da concentracao (ug/mL) versus crescimento celular para o ensaio da
avaliagcéo da atividade antitumoral composto 14a.
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Gréfico 3. Gréfico da concentracéo (ug/mL) versus crescimento celular para o ensaio da
avaliacdo da atividade antitumoral o composto 14b.

Como um dos objetivos deste trabalho foi o de verificar a influéncia da
funcionalizagdo dos grupos 4-amino e 5-mercapto do anel triazélico, comparamos 0s
valores de Gls, dos produtos obtidos neste trabalho (Tabela 15) com os reportados
anteriormente por Formagio e col., 2008) (Tabela 16) [32].

N\/ >/SH N\/N\>/SCH3

N N
— NH, — \NH2
\ Y \ Y
N N
H R R! = a) CgHs H R R! = &) CgHs
11 b) o-CI(CgHs) 75

d) p-N(CH3)(CeHs)

Tabela 16. Valores de Glso (em puM) obtidos nos ensaios de atividade antitumoral in vitro para
os derivados B-carbolinicos 11a,b,d e 75.

Linhagens de células tumorais

comp- Pulméo Colon Prostata Mama Rim Ovario
NCI-H460 HT-29 PCO-3 MCF-7 786-0 OVCAR
lla 1,59 15,0 10,9 15,0 10,9 12,0
11b 15,4 33,0 24,7 70,1 39,5 6,80
11d 0,20 >100 >100 >100 0.97 >100
75 >100 >100 >100 >100 >100 >100
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A partir desta comparacdo observamos que, com exce¢do de l14c, tanto a
formacdo das bases de Schiff (76, 77 e 79) quanto de sistema fundido 1,2,4-triazolo-
(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil (14a-c) nos derivados [B-carbolinicos contendo o grupo 4-
amino-5-metiltio-1,2,4-triazolil na posicdo -3, levou a uma melhora significativa na
atividade antitumoral.

Especificamente no caso do precursor 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-1,2,4-
triazol-3-il)-B-carbolina (75) (Formagio e col. (2008) [32]), com valor de Glsg >100 uM
para as células testadas, todos os derivados sintetizados neste trabalho apresentaram

maior atividade .

4.2.2 Avaliacdo da atividade antileishmania

A avaliacdo da atividade anti-leishmania frente as formas promastigotas de L.
amazonensis foi realizada no Departamento de Analises Clinicas da Universidade
Estadual de Maringa sob responsabilidade dos Professores Doutores Celso Vataru
Nakamura e Tania Ueda Nakamura. Para cada composto testado foram obtidos os
ICs, em upM, que corresponde a concentragdo do composto que inibe 50% do
crescimento do parasita, sendo considerados inativos 0s compostos com ICsy
superiores a 100 yM.

Os valores de ICsq (em pM) obtidos para 11la-d estdo apresentados na Tabela
17.

Tabela 17: Valores de ICsy (UM)
frente a L. amazonensis para o0s
compostos 1la-d.

N—N R
I >\SH N Composto ICs50 (M)
| oS N b - o-Cl 1la 21,3
N NH, c— m-NO;
N d — 4-N(CHa), 11b 6,98
7 ‘ 11c 74,9
XX 11d 28,2

Comparando os resultados obtidos para os compostos 1-fenilssubstituidos-3-
(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolinas (11), observou-se que todos o0s
compostos desta série foram ativos frente Leishmania amazonense valores de 1Cso na
faixa de 6,98 a 74,9. O composto 11b com ICs igual a 6,98 uM, foi o mais ativo dentre
0s compostos testados, mostrando que a presenca do cloro, como substituinte no

grupo fenila, é importante para a atividade.
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4.2.3 Avaliacéo da atividade anticolinesterasica

A capacidade de inibicdo dos compostos sobre a acetilcolinesterase foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Ellman e col. (1961) [125]
modificado. O método se baseia na medicdo da taxa de producgédo de tiocolina (93) a
medida que a acetiltiocolina (92) € hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE). Isto
ocorre pela continuacdo da reacdo da tiocolina (93) com reagente de Ellman (94),
acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdéico (DTNB), produzindo o &nion amarelo (95) como
mostrado no Esquema 31 . A medida da taxa da producéo do composto colorido (95) é

realizada em espectrofotbmetro UV/VIS em 412 ou 405 nm.

Esquema 31 . Reag8es envolvidas na avaliacédo da atividade anticolinesterasica pelo método de
Ellman.

o (o]
H3C CH
)J\ 3 \N/ 3 R )J\ * HS\/\ ~CHs
> - +
HsC S/\/+\CH3 HsC o} N
©2) (93) € CHs
COOH COOH
HS CHs O2N NO,
+
\/\N/ .
/N
Hi;C CH3
S—S
(94)
COOH
(0] COOH o~ COOH
0N !\ll - |+
CHs = —=N{__~
|/CH3 + (6] :O
N
s—sS +\CH3 _
S s
L (95) |

Os valores de ICsq (concentracdo necessaria para 50% de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase) foram obtidos através do gréfico plotado de porcentagem de
inibicdo (%Il) versus logaritimo da concentracdo (Grafico 4) e comparados com o0s
valores obtidos pelo controle positivo, no caso a rivastigmina (Grafico 5) . Os valores
de ICs, para a rivastigmina e para os derivados 1-fenilsubstituido 3-(1,2,4-triazolo-4,5-

substituido) B-carbolinicos (11a-d) testados estdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18: Valores de ICsy (M) para inibigdo
frente AChE, compostos 11 a-d

Compostos ICso (UM)
Rivastigmina 25,29
1la 59,12
11b 97,7
1lc 59,08
11d 17,78
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Gréfico 4. Grafico da % de inibicao versus Gréfico 5. Grafico da % de inibicao
Log[] paraalld versus Log [ ] para a Rivastigmina

A comparacdo dos dados obtidos revela o potencial de inibicdo da
acetilcolinesterase desses derivados, destacando-se o derivado 11d (ICso= 17,78 UM,
Grafico 4 ) com potencial de inibicdo menor que a Rivastigmina (25,29 uM - Grafico 5)
padréao avaliado.

Devemos destacar que neste trabalho estamos reportando os resultados
preliminares dos ensaios de atividade anticolinesterasica para os compostos 1la-d,
empregados como precursores para os 4,5-substituidos-1,2,4-triazdis sintetizados. A
metodologia empregada permitiu uma avaliacdo prévia de inibicdo frente a
acetilcolinesterase, indicando quais dos compostos apresentam melhor atividade
inibitéria. No entanto, sera necessaria a otimizacdo da metodologia empregada, uma
vez que o valor de ICso0btido em nossos ensaios para o padrao rivastigmina é maior
que os encontrados em trabalhos da literatura, que variaram na faixa de (0,62 £ 0,01 a
86,45 +0,71) [126,127,128,129]

A partir deste estudo preliminar podemos constatar o potencial dos compostos

11a-d como anticolinesterasicos e a necessidade de estudos mais detalhados visando,
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além da otimizacdo dos valores de ICsy, estudos de cinética e de determinacdo de

seus mecanismos de acéo.

73



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Instrumentacéo

Os espectros de RMN de 'H e C foram obtidos em espectrofotémetro
VARIAN modelo Mercury Plus BB, operando a 300,0MHz para ‘H e 75,5 MHz para **C
tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) ou sinal do solvente. Os
deslocamentos quimicos foram obtidos em ppm e os solventes utilizados foram CDCl,
e DMSO. A interpretacdo dos dados foi realizada com ajuda da técnica de DEPT, em
CH3/CH = sinal positivo (+), CH, = sinal negativo (-), C, (ndo ligado a hidrogénio) =
sinal de intensidade zero e técnicas bidimensionais de COSY e HSQC.

O espectro de massas (EI-MS, 70eV) foi realizado em um espectrbmetro de
massas do tipo Q-Tof (Micromass) em modo de ion positivo.

As reacdes em micro-ondas foram realizadas em micro-ondas doméstico,
marca Consul e micro-ondas laboratorial, marca CEM (modelo Discovery-SP
W/Activent).

As leituras de absorbancia em microplacas foram realizadas numa leitora de

microplaca (Molecular Devices), modelo Flexstation 3 Multi-Detection Reader.

5.2 Materias e Métodos

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas em
laminas de vidro, utilizando-se silica gel 60 (GF 254) (0,063-0,200 mm) da Merck e
placas de silica gel (250 um — UV,s54) suspensas em aluminio (20x20 cm) da Whatman.
As eluicdes foram feitas em solventes organicos puros ou combinados. As revelagtes
das placas foram obtidas por irradiacdo com lampada ultravioleta em 254/366 nm, iodo
ressublimado e reagente de Dragendorff.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em coluna de vidro,
utilizando-se silica gel (0,063-0,200 mm) da Merck. O didmetro interno e a altura das
colunas variaram de acordo com a quantidade de material a ser cromatografado. As
eluicbes foram feitas em solventes organicos puros ou combinados em ordem
crescente de polaridade e as fra¢des coletadas foram evaporadas, a pressao reduzida,

em evaporador rotativo.
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5.3 Sinteses
5.3.1 Triptofano metil éster (63)

COOCH;

A uma suspensdo de 10 mmol de L-triptofano comercial (12) em 50 mL de
MeOH foi adicionado, gota a gota, acido sulfirico concentrado até completa
solubilizagdo. A mistura foi mantida sob refluxo e agitacdo por 48 horas e a seguir,
resfriada, neutralizada com uma soluc¢do de carbonato de sédio a 5% e extraida com
acetato de etila (3 x 35 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e
apos filtracdo, o solvente foi removido em evaporador rotatério. O produto foi obtido

puro em 95% de rendimento.

5.3.2 Preparagdo das 1-(fenilssubstituido)-3-carbom etoOxi-tetraidro- B-

carbolinas (64)
4 3 _,COOCH,

6 2 4b 4
. LI N
3 eall\l 9a 7
H
R1
A uma solucdo de triptofano metil éster (63; 5 mmol), em CH,CI,, foram
adicionados 5 mmol dos seguintes aldeidos: benzaldeido (a), o-clorobenzaldeido (b),
m-nitrobenzaldeido (c), p-dimetilaminobenzaldeido (d), p-metoxibenzaldeido (e), p-
hidroxibenzaldeido (f) e p-fluorbenzaldeido (g) e &cido trifluoroacético (2 equivalentes).
O meio reacional foi neutralizado com uma solucdo de carbonato de sdédio 5% e
posteriormente extraido com acetato de etila (3 x 35 mL). A fase organica foi seca com
sulfato de sodio anidro e, apés filtragem, o solvente foi removido em evaporador
rotatorio. O solido obtido foi filtrado sob vacuo e lavado exaustivamente com metanol,
fornecendo as cis e trans 1-(fenil-susbstituido)-3-carbometoéxi-tetraidro-p-carbolinas

(64), com rendimentos de 80%.

5.3.3 Preparagdo das 1-(fenilssusbstituido)-3-carbo  metoxi- B-carbolinas
(65)

Uma suspensédo da correspondente mistura de cis+trans 1-(fenil-susbstituido)-

3-carbometoxi-tetraidro-f3-carbolinas (64) (5 mmol) e enxofre (15 mmol), em xileno (50
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mL), foi mantida sob refluxo por 48 horas e posteriormente a 0 °C por 3 horas. O
precipitado formado foi entdo filtrado sob vacuo e lavado com éter de petréleo

fornecendo as (B-carbolinas 65.

5.3.4 Preparacdo das 1-(fenilssubstituido)- [-carbolina-3-carboidrazidas
(66)

A uma da suspenséo das [-carbolinas (65; 4,0 mmol) em etanol (50 mL) foram
adicionados hidrazina hidratada 51% (53 mmol). Esta mistura foi mantida sob refluxo
por 72 horas e, a 0°C por 3 horas, para a completa precipitacéo. O precipitado formado
foi filtrado sob vacuo e lavado com etanol, o que forneceu as carboidrazidas (66) em

80% de rendimento.

5.3.5 Procedimento geral para a preparacdo de 1-fen ilsubstituido-3-(4-

amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)- B-carbolinas (11).

A uma solugdo da correspondente 1-fenilssubstituido-f-carbolina-3-
carboidrazida (1,0 mmol) (66a-d) e hidréxido de potéssio (1,5 mmoL), em etanol (20
mL), foi adicionado dissulfeto de carbono (1,5 mmoL) a 0<C. A mistura foi mantida a 50
T por 48 horas e, a seguir, resfriada. O precipita do do intermediario ditiocarbazato de
potéssio formado foi filtrado, e apds seco, tratado com hidrazina hidratada (10 mL). A
mistura foi mantida sob agitacdo e refluxo por 96 horas. A coloracdo da reacdo mudou
para verde, devido a liberacéo de sulfeto de hidrogénio. A solucédo foi diluida com agua
gelada e acidificada com &cido cloridrico. O produto solido formado foi filtrado sob
vacuo, lavado com &gua gelada e recristalizado em etanol, fornecendo as 1-
fenilssubstituido-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazolo-3-il)-B-carbolina (11a-d) com

rendimentos na faixa de 65-80%.
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5.3.6 Preparacdo da 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-1 ,2,4-triazol-3-il)- B-
carbolina (75)

A uma suspensdo da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-3-
carbolina (11a) (0,5 mmoL) em etanol foi adicionado gota-a-gota, a 0 C, uma solucéo
aquosa de KOH (2M 0,5 mmolL). A esta mistura foi adicionado gota-a-gota iodeto de
metila (1 mmoL) e a solucdo mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 48
horas. ApGs este tempo a mistura reacional foi vertida sob agua gelada e o precipitado
formado foi separado por filtracdo e lavado com &gua gelada, rendimento 60%,

fornecendo a 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolina (75).

5.3.7 Preparacdo  das 1-fenilssubstituidos-3-(4-benz  ilidenoamino-
substituido-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-  B-carbolina 76, 77, 79 e 80.

Procedimento A

A uma solucéo da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-B-
carbolina (75) (1,0 mmoL), em etanol, foi adicionado 2-clorobenzaldeido (1,0 mmol) e
acido sulfurico concentrado até pH em torno de 4-5. A mistura reacional foi mantida
em refluxo por 72 h, em seguida resfriada, vertida sob agua gelada e neutralizada com
uma solucéo de carbonato de sédio 10%. O precipitado foi filtrado sob vacuo e lavado
com agua, o que forneceu uma mistura dos produtos 76-(E) e 76-(Z) com 47%de

rendimento.
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Procedimento B

A uma solucéo da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-B-
carbolina (75) em DMF foi adicionado 1,2 equivalentes de 2-clorobenzaldeido. A
mistura reacional foi mantida em refluxo por 48 horas. A mistura reacional foi vertida
em agua, e o precipitado foi filtrado sob vacuo e lavado com gua. Os produtos foram
purificados em CC (silica gel; hex:AcOEt-40% a 100%), o que forneceu o derivado 76-
(E) com rendimento de 30%. O mesmo procedimento foi realizado utilizando

benzaldeido, fornecendo o derivado 77-(E) (38%).

Procedimento C

A mistura reacional foi irradiada em forno de micro-ondas domestico numa
potencia de 80w por 18 minutos, logo em seguida a poténcia foi aumentada para 160
W e submetida a ciclos de 5 minutos totalizando em 240 minutos. A mistura reacional
foi vertida em agua, neutralizada com uma solucdo de carbonato de sodio 10% e
extraida com acetato de etila (3 x 35 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro e filtrada, o solvente foi removido em evaporador rotatorio. Os produtos
foram purificados em CC (silica gel; hex:AcOEt-40% a 100%), o que forneceu o
derivado 75 (15%) e 77-(E) com rendimento de 30%.

Procedimento D

A uma solucéo da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-3-
carbolinas (75) em 5 ml DMF foi adicionado 1,2 equivalentes de aldeido (a-d). A
solucédo foi submetida a irradiacdo em micro-ondas laboratorial (poténcia ajustada para
100W e temperatura em 160 ) por 90-100 minutos. O desenvolvimento da reacéo
foi monitorado por CCD (Hex.:AcOEt 60%). A mistura reacional foi vertida em agua
gelada e o precipitado filtrado a vacuo e seco. Os produtos foram purificados em CC
(silica gel; hex:AcOEt-40% a 100%), o que forneceu os derivados 76, 77, 79 e 80 em

rendimentos na faixa de 15-47%.
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5.3.8 Preparagéo das 3-(1-substituido-9H- B-carbolina-3-il)-1,2,4-
triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazbis  (14)

Uma solucéo das 1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-3-
carbolinas (11la-c) (1,0 mmol) em &cido cloridrico (5 mL) foi resfriada a 0 T.
Adicionou-se a seguir, lentamente, 0,5 mL de solu¢cdo aquosa de nitrito de sédio (1,0
mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por duas horas a temperatura de
0-5 € e, a seguir, em geladeira por 12 h. O precip itado foi filtrado e recristalizado em

etanol, obtendo-se 14a-c em 70% de rendimento.

5.3.9 Preparacgéo das 3-(1-substituido-9H- B-carbolina-3-il)-1,2,4-
triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15)

SH

A uma solucdo metanodlica de hidroxido de potassio (0,45 mmol) das 1-
fenilssubstituidos-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolinas  (11a-b) (0,3
mmol) foi adicionado dissulfeto de carbono (0,4 mmol), gota a gota ,sob constante
agitacdo, a 0C. A mistura foi mantida em refluxo por 48 horas e, a seguir, adicionou-
se mais 0,9 mmol de dissulfeto de carbono nas mesmas condicbes anteriores. A
solucdo foi mantida por agitacdo por 72 horas. A mistura reacional foi resfriada e
vertida sob agua com gelo e neutralizada com &cido cloridrico diluido. O precipitado
formado foi filtrado sob vacuo e recristalizado em etanol, obtendo-se 15a-b em 60% de

rendimento.
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5.3.10 Obtengé&o do composto 85

Procedimento A

A uma solugdo de 1-fenil-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolina (11a)
(0,8 mmol) e acetato de sddio (0,8 mmol), em etanol (20 mL), foi adicionado 0,8 mmoL
de acido cloroacético, a 0°C. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 48 horas,
0 solvente organico evaporado sob vacuo e o sdlido obtido filtrado e lavado com agua,

0 que forneceu o composto 85 em 48% de rendimento.

Procedimento B

A uma solucdo de 1-fenil-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolina (11a)
(0,8 mmol) e hidroxido de potassio (1,2 mmol), em etanol (15 mL), foi adicionado 0,8
mmoL de &cido cloroacético, a 0°C. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 14
horas, o solvente organico evaporado sob vacuo e o solido obtido filtrado e lavado com

agua, o que forneceu o composto 85 em 60% de rendimento.

Procedimento C

A uma solucdo de 1-fenil-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-B-carbolina (11a)
(0,8 mmol) e trietilamina (1,2 mmol), em dimetilformamida (8 mL), foi adicionado 0,8
mmoL de acido cloroacético, a 0°C. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 20
horas. A mistura reacional foi vertida em agua gelada e o precipitado filtrado a vacuo e

seco, fornecendo o composto 85 em 68% de rendimento.

5.3.11 Obtengé&o do compostos 91

A uma solugcdo de 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-f3-
carbolina (11a) (0,8 mmol) em etanol (15 mL) foram adicionados hidréxido de potassio
(1,2 mmol) e bromo acetato de etila (0,8 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitac&o por 18 horas a 30 °C. O sistema foi resfriado a 10 graus em banho de gelo e
o precipitado foi filtrado e lavado com agua gelada, fornecendo o derivado 88 com 55

% de rendimento.
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5.4 Ensaios Bioldgicos

5.4.1 Determinacédo da atividade antitumoral

As células foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 suplementando com
5% de soro fetal bovino inativo (SFB) e penicilina: estreptomicina (meio
RPMI/SFB/pen:strep).

Foram plaqueados 100 pL das células tumorais, nas suas respectivas
densidades de inoculacdo, nos compartimento das placas de 96 compartimentos.
Estas placas foram incubadas por 24 horas, a 37 T em atmosfera de 5% de CO, e
100% de umidade. Para cada linhagem foi utilizado um ndamero estipulado de placas,
além da placa T, (placa controle), dependendo da quantidade de células obtidas na
contagem.

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

este periodo, foram realizadas as leituras pelo ensaio do SRB.

Ensaio da Sulforrodamina B (SRB)

As placas de 96 compartimentos foram fixadas com 50 pL de acido
tricloroacético a 50% (TCA) em cada compartimento. Para completar a fixagcdo celular,
as placas foram incubadas por 1 hora a 4 C. Apos e sse tempo, foram submetidas a
guatro lavagens consecutivas com agua destilada para a remocao dos residuos de
TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Estas placas foram mantidas a
temperatura ambiente até a secagem completa. Em seguida, as placas foram coradas
pela adicdo de 50 pL/compartimento de SRB a 0,4% (peso/volume), dissolvido em
acido acético a 1%. Estas foram incubadas a 40C, durante 30 minutos. Apos esse
periodo, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solucéo de acido
acético 1%. O residuo da solucdo de lavagem foi removido e as placas foram
novamente secas a temperatura ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi

solubilizado com uma solucéo de Trizma Base, na concentracdo de 10 pyL e pH 10,5,
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por 5 minutos em ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbancia foi realizada

em 560 nm em um leitor de microplacas.
Analise dos resultados
Foram calculadas as médias das absorbancias descontadas de seus

respectivos brancos e através das seguintes formulas, foi determinado o crescimento

celular.

Se T > C a substancia estimulou o crescimento.

Se C > T =Ty, a substancia foi citostatica, Cresc.(%) = 100*[(T-T)/(C-To)].

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

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

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

5.4.2 Determinacéo atividade frente a Leshmania amazonensis

O ensaio biolégico para avaliacdo da atividade frente a Leishmania
amazonensis foi realizado no Departamento de Analises Clinicas da Universidade
Estadual de Maringd, sob a responsabilidade dos Professores Doutores Celso Vataru
Nakamura e Tania Ueda Nakamura. Os protozoarios (1x10° protozoario/ml) foram
introduzidos em uma placa de 24 pocgos, contendo 1 mL dos compostos diluidos em
cada poco. Foram utilizadas cepas de formas promastigotas (WHOM/BR/75/JOSEFA
strain) mantidas em meio Warren, em pH=7.0, suplementado com 10% de soro bovino
fetal e 5 ml de gentamicina a 28 °C. Para o0s experimentos, cepas de formas
promastigotas de Leishmania amazonensis foram incubadas em meio Warren
suplementado com 10% de soro bovino fetal na presenca de diferentes concentracdes
dos compostos testados (5, 10, 50, €100 mg/ml) ou no meio sem a presenca dos
compostos. O crescimento das células foi feito em uma placa de 24 pocos com cada
poco contendo 1 mL do meio.

A padronizacéo dos indculos em 1x10° células/mL foi feita através da contagem
em camara hematocitométrica de Neubauer (Improved Double Neubauer). A
sobrevivéncia dos parasitas foi estimada contando-se as formas vidveis em uma
camara hematocitométrica de Neubauer. Em todos os testes, os compostos foram

dissolvidos em DMSO, de forma que a concentracdo final de DMSO ndo excedeu a
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1%. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados expressos

em porcentagem de inibicdo do crescimento.

5.4.3 Determinacédo da atividade anticolinesterasica

A capacidade de inibicho dos compostos sobre a acetilcolinesterase foi foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por Ellman e col. (1961) modificado.

Foram utilizadas placas de poliestireno com 96 pocos (300 plL/cada) e
equipamento leitor de microplacas, para medir as absorbancias (412 nm) e realizar a

incubacao a 30 T durante 0 ensaio em microplaca.

Preparo das solucgdes:

1) Enzima:

- Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, po liofilizado, 500 U/mg sdlido,
proteina, Sigma, lote: 041M7009V).

A enzima liofilizada foi dissolvida em tampéao de fosfato (pH 8,0) para preparar
uma solugdo estoque 50 U/ml e, posteriormente diluida em tampé&o, para obter uma

solucao de enzima 0,226 U/ml utilizada no ensaio em microplaca.

2) Substrato:
- lodeto de acetiltioclina (ACTI) (Sgima-Aldrich®) foi o substrato utilizado nos

ensaios em microplaca nas concentragdes de 15 mM em &gua ultrapura.

3) Reagentes colorimétricos:
- Acido 5,5"-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente de Ellman foi utilizado nos ensaios em

microplaca na concentracde de 3 mM em tampao de fostato (pH 8,0).

4) Amostra

- Para 0 ensaio em microplaca foi preparado, uma solucdo méae do composto a
ser avaliado, dissolvidos num volume minimo de DMSO (1%) e diluidos em solucdo
tampédo de fosfato (Lmg/mL) e as diluicdes subsequentes foram feitas nos pocos (0,5
mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml). Cada concentracdo foi analisada em triplicata e a
percentagem de inibicdo calculada. Como controle positivo foi utilizado a Rivastigmina
(xM)
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Ensaio:

Em cada poco, foram adicionados o0s reagentes a seguir:
-125 pL da solucéo do reagente de Ellman (DTNB);
-50 pL de tampéo;
-25 pL da solucdo de amostra;
-25 uL da solugdo enzimética,

A incubagéo foi realizada durante um periodo de 15 minutos em agitacdo, a 30
C. Foram realizadas leituras a cada 1 minuto em 412 nm. Logo em seguida foram
adicionados 25 uL de substrato e a absorbancia novamente monitorada em intervalos
de 1 minuto, durante 4 minutos no mesmo comprimento de onda.

O mesmo procedimento foi realizado com o controle (ha auséncia de amostra)
e para o branco (sem soluc¢ao enzimética e amostra)

As taxas das reac¢fes foram calculadas utilizando software apropriado (Oringin
7.0). As porcentagens de inibicAo foram calculadas comparando-se as taxas das
reacdes das amostras com a taxa de reacdo do controle (solvente utilizado para

solubilizar cada amostra) através da férmula:

% inibicdo = (taxa da reacéo controle - taxa da rea _c&o amostra) x 100
taxa da reacao controle

A concentracdo de cada amostra foi analisada em triplicata e os resultados
avaliados através dos valores médios. A curva de inibi¢cdo foi obtida plotando a % de
inibicdo versus o logaritmo da concentragdo do inibidor presentes nas solugdes do

ensaio.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho descrevemos a sintese de avaliagcdo da atividade
bioldgica de 1-fenilssubstituido-B-carbolinas, contendo na posi¢cao -3 o grupo 1,2,4-

triazol-4, 5- substituido. A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

- a preparacdo das 1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol) f-
carbolinas 11, intermediarios para a sintese dos triazéis 1,2,4-triazol 4-N, 5-S-
substituidos, foi realizada com bons rendimentos (65-80%) a partir da ciclizacao
intramolecular em meio basico dos correspondentes ditiocarbazatos (67) das B-

carbolina-3-carboidrazidas (66).

- condensacdo dos intermediarios 1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-
triazol) B-carbolinas (11) com diferentes aldeidos aromaticos forneceu misturas de
produtos de ciclocondensacdo, sendo inviavel para obtencdo das bases de Schiff

propostas (13).

- a S-metilacdo das 1-fenilssubstituido-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol) -
carbolinas (11) e posterior condensacdo com aldeidos aromaticos levou a obtencao
das bases de Schiff 76, 77, 79 e 80.

- 0 emprego de micro-ondas na sintese das 1-fenil-3[4-(benzilidenoamino-5-metiltio-
[1,2,4]-triazolo-]-B-carbolina permitiu melhoras no rendimento e diminuicdo do tempo

reacional.

- a reacdo de 11 com nitrito de sddio, em acido cloridrico, levou a formacédo dos
derivados beta-carbolinicos contendo o ndcleo 1,2,4-triazolo-[3,4-d]-1,2,3,4-tiatriazolico

(14a-b) na posi¢céao-3, em bons rendimentos (60-70%)

- a obtencdo dos derivados 3-(1-substituido-9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-
b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15) foi realizada com rendimentos na faixa de 60%
através da reacao do intermediario 11 com excesso de dissulfeto de carbono em meio

basico.
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- as metodologia empregadas nao foram eficazes para a sintese das3-(1-substituido-
9H-B-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16) propostas, levando a
produtos de S-alquilacdo(85 e 88). As condicdes testadas como emprego de diferentes

bases, solventes e em alguns casos catalise 4cida, ndo levaram ao produto desejado.

- 0s ensaios de atividade antitumoral mostraram que de uma forma geral, os
compostos 1lla-c e 14a-c apresentaram uma potente atividade frente a linhagem de

células tumorais de mama (MCF-7), com ICs, na faixa de 2,07-4,75 uM.

- 0 composto 77, contendo o grupo fenilmetilenoamino ligado ao Nitrogenio (N*) do
nucleo triazolico, sendo o0 mais ativo para todas as células testadas com valores de
ICso na faixa de 1,11-17,7 yM.

- a formacéo das bases de Schiff (76, 77 e 79) e do sistema fundido 1,2,4-triazolo-(3,4-
d)-1,2,3,4-tiatriazolil (14a-c), levou a uma melhora significativa na atividade
antitumoral, quando comparadas aos 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazéis reportados em

trabalho anterior.

- 0s compostos 14a e 14b, contendo os grupos fenil e 2-Cl na posi¢éo -1 da unidade 3-
carbolina e na posicdo -3 o0 grupo, 1,24-triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil,
apresentaram significante inibicAo do crescimento celular para todas as células

tumorais testadas com valores de ICso menores que 15 uM.

- dentre os compostos avaliados frente L. amazonensis, o 11b foi o mais ativo com
ICs igual a 6,98 uM, mostrando a importancia do cloro como substituinte no grupo

fenila, para a atividade testada.

- 0 estudo preliminar da atividade frente a AChE mostrou que, para os derivados 1la-
d, o composto 11d, contendo o grupo N,N-dimetilamino na posicao -1, foi o derivado
mais ativo da série, com ICgo= 17,78 uM, menor do que o padrédo avaliado, no caso, a
Rivastigmina - 1Cgy = 25,29 pM.

- 0s resultados dos ensaios apontaram significante atividade antitumoral, atileishmania

e anticolinesterasico, confirmando o potencial dos novos derivados sintetizados.
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ANEXOS

Espectros de RMN de *H, **C, HSQC dos compostos

sintetizados
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Anexo A.4 Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-d;) para 11a
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Anexo A.3 Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-ds) para 11b




CH 8¢ oy
(multiplicidade, J= Hz)
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4 1152 8,92 (s)
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Anexo A.4 Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-d;) para 11b
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Anexo A.5 Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 11d
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3 - -
4 1140 8,85 (s)
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Anexo A.6 Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-dg) para 11d
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- CH B (nuiplicidade, J= Hz)
i\ 1 1415
~ P 3 137,2
O | | 4 1146 8,86 ()

A 4a  130,0
\ 4 120,9

. 5 1220 8,44 (d — 6,0)

‘ m 6  120,1 7,26 (t—7,5)

R 7 1286 7,60 (t—7,5)

3 &0 8 1126 7,68 (d — 9,0)
OCHs B N 8a 141,0
. I - 9a 1355
i i L 1 1328

i E Al 2'/6"  128,3 7,79 (d - 6,0)

R 3/5  128,6 7,39 (t—7,5)

w 4 1287 7,32 (t—7,5)
3" 149,7
. - 5" 1504

B A S S S A S A i S 8 SCH, 14,1 2,70 (s)
el o 2" /6™ 131,1 7,84 (d-9,0)
37 /5" 114,5 7,10 (d — 9,0)

4"  163,0 -
NH 11,76 (s)

OCH; 55,5 3,87 (s)
| [ / {/j CH=N 168,7 8,87 (s)

e

8.87
8.86

Jross %-——11 76
F

RS EA s o s s s e e T T T T T T T
0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

106
Anexo A.7 Espectro de RMN de ‘*H (300,0 MHz — DMSO-d;) para 79.
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Anexo A.8 Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-d;) para 79.
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Anexo A.9 Mapa de Contorno de HSQC para 79.
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Anexo A.10 Espectro de RMN de *H (300,0 MHz — DMSO-d;) para 14b. 109




CH Oc Oy (multiplicidade, J= Hz)
1 1420 -
3 136,6 -
4 1138 8,97 (s)
4a 1294 -
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Anexo A. 11 Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-dg) para 14b.
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Anexo A.12 Espectro de RMN de "H (300,0 MHz — DMSO-dg) para 15b.
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Chemical Shift (ppm)

C/H CS2 Oy (multiplicidade, J= Hz)
1 141,0
3 136,5
4 115,2 8,93 (s)
4a 128,1
4b 121,2
5 122,6 8,40 (d — 6,0)
6 120,7 7,32-7,37 (m)
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T 3 8 113,0 7,60 - 7,64 (m)
3 g I 2 8a 142,0
. 2 ig 5 ez . 8 9a 134,7
3 3 '3 L2232 T S |8 T3 1 134,3
T | g2 9 T T 7.4 132,9
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5 130,4 7,71-7,76 (m)
6 131,3 7,71-7,76 (m)
3” 147,7
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NH 11,76 (s)
g 382 e
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Anexo A.13 Espectro de RMN de **C (75,5 MHz — DMSO-ds) para 15b
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