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RESUMO 

 
Síntese e avaliação da atividade antileishmania, an titumoral e anticolinesterásica 

de 1-fenilssubstituído- β-carbolinas contendo na posição-3 o núcleo 1,2,4-

triazólico 4,5-dissubstituído 

 

 
Palavras-chave: β-carbolina, 1,2,4-triazol 4,5-dissubstituído, síntese, atividade 
biológica 
 

 No presente trabalho realizamos a síntese e avaliação da atividade 

antileishmania, antitumoral e anticolinesterásica de uma série de derivados β-

carbolínicos-1-fenilssubstituídos contendo na posição-3 o núcleo 1,2,4-triazol 4,5-

dissubstituído. As 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il) β-

carbolinas 11, intermediários para a síntese dos 1,2,4-triazois 4,5-dissubstituídos 

propostos, foram obtidas a partir da reação de esterificação do L-triptofano comercial 

(12),  seguido da condensação de Pictet-Spengler do L-triptofano esterificado (63) com 

aldeídos aromáticos substituídos. A oxidação das tetraidro-β-carbolinas (64), seguido 

do tratamento das β-carbolinas (65) com hidrazina hidratada forneceu as β-carbolina-

3-carboidrazidas (66), as quais forneceram as 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-

mercapto-1,2,4-triazol-3-il) β-carbolinas (11) através da ciclização intramolecular em 

meio básico dos correspondentes ditiocarbazatos (67). As bases de Schiff (76, 77, 79 

e 80) foram obtidas a partir da condensação da 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-1,2,4-

triazol-3-il)-β-carbolina (75) com diferentes aldeídos aromáticos em micro-ondas. A 

formação do heterociclo 1,2,4-triazolo-[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazol foi possível através da 

diazotação/ciclização do intermediário 11, fornecendo os 3-(1-substituído-9H-β-

carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazóis (14) . As 3-(1-substituído-9H-β-

carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15) foram preparadas 

pela reação dos 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazóis (11)  com dissulfeto de carbono, na 

presença de hidróxido de sódio, em metanol. As condições testadas para introdução 

do heterociclo fundido 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-tiadiazin-6-ona na posição-3 do 

núcleo -β-carbolinico, a partir da reação de 11 com ácido cloroacético ou bromoacetato 

de etila forneceram apenas os produtos S-alquilados. A formação dos compostos 

sintetizados foi confirmada com base nas análises dos dados espectroscópicos de EM, 

RMN 1H, 13C e HSQC.Os compostos sintetizados 76,77 e 79 e 14a-c foram 

submetidos à avaliação da atividade antitumoral in vitro frente a oito células tumorais 

humanas: pulmão (NCI-460), colo (HT-29), próstata (PC-3), mama (MCF-7), rim (786-

0), glioma (U-251), ovário resistente (NCI/ADR-RES), ovário (OVCAR-3).  Todos os 



II 
 

derivados testados apresentaram uma potente atividade frente à linhagem de células 

tumorais de mama (MCF-7) com IC50 na faixa de 2,07-4,75 µm. Os compostos 11a-d 

foram avaliados frente às formas promastigotas de Leishmania amazonensis, sendo 

mais ativo o derivado 11b com IC50 igual a 6,98 µM. O potencial anticolinesterásico in 

vitro, como inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) revelou que todos os 

derivados inibiram a enzima com valores de IC50 na faixa de 17,7 a 97,7 µM. 
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ABSTRACT 
 

Synthesis and antileishmania, antitumor and anticho linesterase activities 
evaluation of 1-phenyl substituted β-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 β-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) β-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-β-carbolines (64), to give the 3-carbomethoxy-β-

carbolines (65). Treatment of 65 with hydrazine hydrate gave the β-carboline-3-

carbohydrazides 66, which afforded the 1-phenyl substituted 3-(4-amino-5-mercapto-

1,2,4-triazol-3-yl) β-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) β-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-β-carbolin-3-yl)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-

thiatriazoles (14). The 3-(1-substituted-9H-β-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 β-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, 1H and 13C 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 GI50 in the 2.07 to 4.75 µM.  The derivatives 11a-d 

were evaluated against promastigote forms of Leishmania amazonensis, being more 

active the derivative 11b, with GI50 of 6.98 µM. The assays results for compounds 11a-

d towards acetylcholinesterase inhibition showed that all derivatives inhibited the 

enzyme with GI50 values in the range of 17,7 to 97,7µM. 
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1. INTRODUÇÃO 

  

Alcalóides tetraidro-β-carbolínicos (1) e β-carbolínicos (2) representam uma 

grande classe de compostos indólicos amplamente distribuídos na natureza, sendo 

encontrados em espécies vegetais, animais marinhos, insetos e mamíferos, 

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

 

Figura 1 . Estruturas básicas do núcleo tetraidro-β-carbolina (1) e β-carbolina (2) 

 

 

 

 

 

Devido ao amplo espectro de propriedades bioquímicas e farmacológicas 

demonstradas por compostos desta classe, várias pesquisas têm sido desenvolvidas 

para a obtenção destes, seja pela síntese ou pelo isolamento a partir de produtos 

naturais. Dentre as propriedades farmacológicas apresentadas, destacam-se suas 

ações como antivirais [4-9], antiprotozoários [10-13] e, principalmente, antitumorais 

[14-23]. Mais recentemente, os estudos tem enfocado a ação desta classe de 

compostos como inibidores da monoamina oxidase (MAO), das enzimas 

acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, estas associadas à Doença de Alzheimer 

(DA), bem como os efeitos protetores devido à inibição enzimática e às suas 

propriedades antioxidantes [24-27].  

O potencial farmacológico de alcaloides tetraidro-β-carbolínicos e β-

carbolínicos 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 

colaboração com pesquisadores do Departamento de Análises Clínicas da 

Universidade Estadual de Maringá e do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, 

Biológicas e Agrícolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas, que são 

responsáveis pelos ensaios de atividade. 

Nos trabalhos desenvolvidos, realizamos a síntese e a avaliação da atividade 

biológica in vitro de algumas séries de compostos contendo diferentes substituintes 

nas posições-1 e -3 do núcleo β-carbolínico, uma vez que, segundo a literatura, a 

presença de determinados substituintes nas posições -1, -2, -3 e/ou -9  do referido 
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núcleo pode dar origem a derivados mais ativos e com menor toxicidade. Na Figura 2 

encontram-se as estruturas básicas das séries de compostos sintetizados. 

Dentre os trabalhos realizados por nosso grupo, podemos citar a síntese e a 

avaliação da atividade antitripanossômica e antileishmania de uma série de alcalóides 

tetraidro β-carbolínicos contendo o grupo fenil, com diferentes substituintes, na 

posição-1 e o grupo carbometóxi (3) e N-alquilcarboxamida (4) na posição-3, com 

resultados significativos de atividade frente a Trypanossoma cruzi e Leishmania 

amazonensis [28,29,30,31].  

Além disso, várias séries de compostos β-carbolínicos 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 posição-3, foram sintetizadas e avaliadas in vitro frente a diferentes 

linhagens de células tumorais humanas. Vários dos derivados obtidos apresentaram 

potente atividade antitumoral, com valores de IC50 (concentração para a inibição de 

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

 

Figura 2 . Estruturas de compostos tetraidro-β-carbolínicos e β-carbolínicos 1,3-dissubstituídos 

sintetizados e avaliados biologicamente em estudos anteriores.   
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Dentre as séries de compostos apresentados na Figura 3 , destaca-se o 

potencial biológico observado para a série de β-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 posição-1 

da unidade β-carbolina  apresentaram valores significantes de inibição frente a 

linhagens de células carcinogênicas de pulmão, ovário e rim com IC50 na faixa de 0,26 

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

 

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

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

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Derivados 1,2,4-triazolínicos com substituintes nas posições-3 e -5 têm 

chamado a atenção dos pesquisadores nas últimas duas décadas. A presença dos 

centros nucleofilicos amino (posição-4) e mercapto (posição-5) no núcleo triazólico, 

como no caso da serie de derivados 11, fazem deste núcleo um importante material de 

partida para a construção de novos derivados, incluindo derivados contendo sistemas 

condensados (núcleos fundidos). Além disto, as atividades biológicas de vários 

derivados 1,2,4-triazóis e seus análogos N-substituídos ou, contendo sistemas 

fundidos, tem sido amplamente investigadas por possuírem diversas aplicações no 

campo da Química Medicinal.  

Os resultados promissores obtidos por nosso grupo em relação à atividade 

antitumoral para a série de 3-(4-amino-5-tioxo-1,2,4-triazolil) β-carbolinas (11); o 

potencial do núcleo 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol como precursor para novos 

derivados, além da necessidade de obtenção de novos agentes antileishmania, 

anticâncer e anticolinesterásicos motivaram a continuidade de estudos envolvendo a 

síntese e a relação estrutura-atividade de compostos β-carbolínicos  contendo o 

núcleo 1,2,4-triazol-4,5-substituído na posição-3. 

R H o-Cl p-N(CH3)2 p-OH 

 GI50 1,59 µM 

Pulmão (NCI-460) 

GI50 6,80  µM 

Ovário (OVCAR) 

GI50 0,97 µM 
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GI50 0,26  µM 

Rim (786-0) 
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2. OBJETIVOS 

 

Geral: 

� Síntese, avaliação da atividade biológica e estudos de relação 

estrutura-atividade de novos derivados β-carbolínicos contendo o 

heterociclo 1,2,4-triazol-4,5-dissubstituído na posição -3 (Esquema 1 ). 

 

Específicos: 

� Preparação de uma série de derivados 1-fenilssubstituído β-carbolínicos 

contendo na posição-3 o grupo 4-amino-5-tioxo/tio-1,2,4-triazol (11), 

partir do L-triptofano (12); 

� Preparação de uma série de 1-fenilsubstituído-3-(4-benzilidenoamino-5-

tio/tioxo-β-1,2,4-triazol-3-il) β-carbolinas (13); 

�  Preparação de uma série de 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-

triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazóis (14);  

� Preparação de uma série de 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-

triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15); 

� Preparação de uma série de 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-

triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16); 

� Realização de ensaios biológicos in vitro para a avaliação das 

atividades antileishmania, antitumoral e anticolinesterásica dos 

compostos sintetizados; 

� Realização de estudos de relação estrutura/atividade dos compostos 

sintetizados.  
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Esquema 1.  Estruturas das séries dos novos derivados β-carbolínicos-1,2,4-triazol-
4,5-substituídos propostos. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1  Aspectos gerais sobre os alvos terapêuticos ab ordados: 

leishmaniose/câncer/Doença de Alzheimer 

 

3.1.1 Leishmaniose 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa, não contagiosa, causada por 

parasitas do gênero Leishmania da família Trypanosomatidae e que apresenta 

características clínicas e epidemiológicas diversas em cada área geográfica. A doença 

está associada à desnutrição, condições precárias de habitação, sistemas 

imunológicos comprometidos e aos locais aonde recursos financeiros não chegam 

[38].  

A contaminação ocorre através de protozoários parasitas de mais de 20 

espécies de Leishmania e as leishmanioses são transmitidas aos seres humanos por 

insetos hematófagos (flebótomos ou flebotomíneos infectados femininos) conhecidos 

popularmente, dependendo da localização geográfica, como mosquito palha, tatuquira, 

birigui, entre outros. Os protozoários são organismos dimórficos: promastigota ou 

flagelada (encontrada no tubo digestivo do inseto vetor) e outra aflagelada ou 

amastigota (observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados). O período de 

incubação da doença no ser humano é, em média, de dois a três meses, podendo 

variar de duas semanas a dois anos [39,40]. 

Existem três formas principais da doença: visceral – Leishmaniose visceral (LV) 

conhecida como kala-azar, forma mais grave da doença e fatal, caracterizada por 

ataques de febre irregulares, perda de peso, aumento do fígado e baço, levando 

também a anemia; cutânea (LC) forma mais comum, formação de úlceras nas partes 

expostas do corpo como, desfiguração e cicatrizes permanentes e a mucocutânea 

(LM), forma mais destrutiva da doença causando mutilação parcial ou total das 

mucosas do nariz, boca e garganta [38].   

As leishmanioses afetam 12 milhões de pessoas no mundo e estão distribuídas 

em 88 países. A incidência anual mundial de novos casos é de cerca de 2 milhões, 

sendo 1,5 milhões de casos de LC e 500 mil de LV e, segundo a OMS, o número de 

casos de leishmaniose não relatados é aproximadamente 5 vezes maior do que os 

números oficiais. Estimam-se 1,3 milhões de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes 

anualmente [38]. 

O Brasil é um dos países 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 
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ano. No ano de 2009, o estado do Paraná notificou 409 casos de leishmaniose 

tegumentar americana, representando 88% dos casos registrados na região Sul do 

País [41,42]. 

Inicialmente o tratamento da doença era feito com compostos à base de 

antimônio (antimoniais pentavalentes – Sb5+) como o antimoniato de metilglucamina, 

também utilizado nos primeiros casos de leishmania no Brasil. A necessidade de 

alternativa farmacológica deve-se à elevada toxicidade e efeitos colaterais 

indesejáveis 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 vêm sendo utilizados no tratamento das diversas formas 

da doença, entre os quais se destacam a pentamidina, anfotericina B, miltefosina e a 

paromomicina (Tabela 1) [44].  

Os medicamentos utilizados são na maioria tóxicos e não eliminam o parasita 

de indivíduos infectados. As principais desvantagens associadas com Anfotericina B 

são alto custo, risco de vida após a primeira dose (anafilaxia) e nefrotoxicidade (efeito 

venenoso sobre os rins). A pentamidina é inativa oralmente e pode apresentar 

toxicidade renal, hepática e pancreática juntamente com hipotensão e disglicemia. 

Miltefosina, originalmente usada como anticâncer, é o primeiro leishmanicida ativo 

oral, que tem boa eficácia frente LV e LC, mas apresenta baixo índice terapêutico com 

meia-vida extremamente longa (6-8 dias) e em pacientes com HIV apresenta baixa 

eficiência, além da quimioresistência desenvolvida pelo parasita ao longo do tempo 

[43,40]. 
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Tabela 1. Medicamentos empregados na terapia da leishmaniose e seus respectivos 
nomes químicos/comerciais [44] 

Fórmula estrutural  Nome Químico/Comercial  

 

 

 

 

Antimoniato de N-metilglucamina / 
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Isotionato de Pentamidina / Lomidina® 
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3.1.2 Câncer  

 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo, Segundo relatório 

publicado pela Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), órgão 

especializado em câncer da Organização Mundial da Saúde, em 2012 os casos de 

câncer atingiram cerca de 14 milhões de pessoas, sendo que 8,2 milhões desses 

levaram a morte, um número que deverá subir para 22 milhões de novos casos por 

ano nas próximas duas décadas. O relatório apontou que os cânceres mais comuns 

diagnosticados foram os de pulmão (1,8 milhões de casos; 13,0% do total), de mama 

(1,7 milhões; 11,9%), e intestino grosso (1,4 milhões; 9,7%). As causas mais comuns 

de morte por câncer foram cânceres de pulmão (1,6 milhões; 19,4% do total), fígado 

(0,8 milhões; 9,1%), e estômago (0,7 milhões; 8,8%) [45]. 

Como consequência do crescimento e envelhecimento populacional, os países 

em desenvolvimento são desproporcionalmente afetados pelo aumento do número de 

casos. Mais de 60% do total de casos no mundo ocorrem na África, Ásia, América 

Central e América do Sul, e estas regiões são responsáveis por cerca de 70% das 

mortes por câncer no mundo, uma situação que é agravada pela falta de detecção 

precoce e acesso a tratamento [45]. 

Ainda segundo o relatório do IARC, cerca de 30% das mortes por câncer deve-

se a cinco principais riscos: alto índice de massa corporal, baixa ingestão de frutas e 

legumes, falta de atividade física, tabagismo e uso de álcool. O uso do tabaco é 

apontado como fator de risco mais importante, causando mais de 20% das mortes por 

câncer globais e cerca de 70% das mortes no mundo por câncer de pulmão [45,46]. 

O termo câncer, também chamado de tumor maligno ou neoplasia, é utilizado 

para um grande grupo de doenças que podem afetar qualquer parte do corpo, sendo 

caracterizado pela criação rápida de células anormais, que podem invadir partes 

adjacentes, espalhando-se para outros órgãos (metástase) [45,46]. 

O tratamento quimioterápico leva a destruição das células neoplásicas, 

preservando as normais. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterápicos atua de 

forma não específica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente 

células de rápido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema 

imunológico, o que explica os efeitos colaterais da químioterapia: náuseas, perda de 

cabelo e imunidade baixa. Os antitumorais podem ser subclassificados em relação ao 

mecanismo de ação no DNA [47]: 

- inibição da síntese de nucleotídeos: através do uso dos análogos das bases 

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

nitrossuréias, complexos tipo cisplatina e outros; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

análogos; 

 

 

  

 

 

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

ascridina, e proflavina; 

 

 

 

 

  

- inibindo a DNA-girase: doxorrubicina; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N NH2N NH2

Acridina Proflavina

R

NH2

NH

NH2

HN

Berenil                R = NH-N=N-
Pentamidna      R = -O(CH2)5O-

Cl
N N

R

N

O

H

O

R = Cl

H3C

Nitroso-uréias

Carmustina
(BCNU)

Lomustina
(LCNU)

Semustina
(Metil CCNU)

Pt Pt

O

O

Cl

ClH3N

H3N

H3N

H3N

O

O

Cisplatina Carboplatina

N

Cl

Cl

NH2

HOOC
N

Cl

Cl

Mecloretamina
(Mustargen)

Melfalan
(Alkeran)

O

OO

OH

OH

R

H O

OH

O

H2N NH2

OH
Doxorrubicina



11 
 

3.1.3 Doença de Alzheimer (DA) 

 

Doença de Alzheimer (DA), Mal de Alzheimer ou simplesmente Alzheimer é 

uma doença neurodegenerativa caracterizada por distúrbio progressivo da memória e 

de outras funções cognitivas, tais como atenção, linguagem, habilidades visuespaciais 

e funções executivas.  Os sintomas ainda incluem alterações do comportamento 

(apatia, agressividade, desinibição), humor (depressão), sensoperceção e julgamento 

(delírios, alucinações). A demência torna-se assim uma das principais causas de 

dependência e incapacidade em idades mais avançadas. 

Segundo os dados da Alzheimer´s Association (2014) [48] estima-se que mais 

de 5,0 milhões de americanos apresentam DA. Segundo dados fornecidos pelo 

Relatório de 2012 da Organização Mundial da Saúde (OMS), realizado juntamente 

com a associação Internacional de Doença de Alzheimer (ADI), estima-se que a cada 

4 segundos, um novo caso de demência é detectado no mundo e a previsão é de que 

em 2050, haverá um novo caso a cada segundo. 

Estimativas do Instituto Alzheimer Brasil (IAB) apontam que 1,2 milhão de 

pessoas sofram com a doença e por ano surgem cerca de 100 mil novos casos. Estes 

dados poderiam ser muito maiores uma vez que estes valores são tomados com base 

em pesquisas de outros países e dados do IBGE [49]. 

Atualmente, não existe cura para DA, sendo assim, o desafio para o futuro está 

no desenvolvimento de novas terapias e alvos terapêuticos para a prevenção e cura 

desta doença. 

Através da combinação de critérios clínicos é possível realizar um diagnóstico 

prévio de DA. O diagnóstico definitivo se dá através da observação de alterações 

histológicas características da doença junto à biópsia cerebral (exame post morten). A 

detecção da presença de placas neuríticas; presença de proteínas β-amilóide 

extracelular em placas difusas; emaranhados neurofibrilares, sobretudo nas regiões de 

hipocampo e neocórtex, caracterizam esta doença [50]. 

O neurotransmissor acetilcolina (ACh) é considerado o principal 

neurotransmissor envolvido em processos motores, cognitivos e de memória. A DA 

leva a degradação desses neurônios diminuindo a atuação da ACh que é degradada 

pela ação de enzimas. 

A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE) são enzimas 

presentes no sistema nervoso e periférico responsáveis pela finalização da 

transmissão dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas pela hidrólise do 

neurotransmissor acetilcolina (ACh). A inibição destas levaria a estabilização e 

restauração dos níveis de ACh no cérebro. Isto se caracteriza como uma das 
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principais estratégias de tratamento da DA e é conhecida como “Hipótese Colinérgica”. 

A grande maioria dos fármacos disponíveis no tratamento de DA atuam no sentido do 

retardamento ou a amenização do déficit colinérgico, através da inibição parcial da 

atividade da AChE e BChE [51]. 

Anticolinesterásicos, ou inibidores das colinesterases (I-ChE), são 

considerados medicamentos eficazes no tratamento de DA; apresentam melhora nos 

sintomas cognitivos atuando na fenda sináptica e inibindo as enzimas AChE e BChE 

[52].  

Atualmente existe uma série de fármacos 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 administrações frequentes, além de causar efeitos colaterais 

[53]; Tacrina (THA, Cognex®), inibidor reversível da AChE com meia-vida mais longa 

que a fisostigmina, porém exige 4 doses diárias; Donepezil (Aricet®), inibidor reversível 

(segunda droga aprovada pela FDA – 1996) com vantagens em relação a tacrina com 

meia-vida longa de aproximadamente 70 horas; Rivastigmina (Excelon®), inibidor 

pseudo-irreversível (dissociação enzimática mais lenta) com eficácia semelhante à do 

donepezil e da tacrina; Galantamina (Reminyl®), que apresenta duas ações 

farmacológicas, atuando como inibidor de AChE e como agonista nicotínico e o 

Metrifonato (Triclorfon®), Figura 4 ), uma pró-droga que se torna um inibidor irreversível 

quando convertido em forma ativa.  

As estruturas e suas classificações quanto à reversibilidade e duração da 

inibição das colinesterases estão apresentadas na Tabela 2 [52,54]. 

Tabela 2.  Características gerais dos inibidores das colinesterases. 

 

 
 

 

 
 

 

Nome Tacrina Donepezil  Rivastigmina Galantamina 
Disponível 

no ano 1993 1997 1998 2000 

Classe 
química Acridina Piperidina Carbamato Fenantreno 

(alcalóide) 
Seletividade 

cerebral Não Sim Sim Sim 

Tipo de 
inibição da 

colinesterase 
Reversível Reversível Pseudo-

irreversível Reversível 

Enzimas 
inibidas AChE/BChE AChE AChE/BChE AChE 



13 
 

 

Figura 4: Fármacos comerciais usados no tratamento de Alzheimer 

 

 

 

 

 

3.2 Atividades antileishmania, anticâncer e anticol inesterásica reportadas 

para derivados β-carbolínicos  

 

3.2.1 Atividade antileishmania de alcalóides tetrai do e β-carbolínicos 

 

Di Giorgio e col. (2004) [55] investigaram a atividade das β-carbolinas harmana 

(17), harmina (18) e harmalina (19) e os resultados mostraram a eficiência destas 

frente às formas promastigotas de L. infantum com IC50 de 19,2; 3,7 e 116,8 µM 

respectivamente. O composto 19 mostrou atividade específica frente à forma 

amastigota com IC50 1,16 µM.  

 

 

 

  

 

 

Gohil e col. (2012) [56] sintetizaram uma série de 22 novos derivados 1-aril-β-

carbolínicos e avaliaram seu potencial in vitro frente L. donovani (causador da L. 

visceral). O derivado 20 foi o mais potente da série com valor de IC50 igual a 2,16 ± 

0,26 µM quando comparado ao padrão mitelfosina (IC50 12,07 ± 0,82 µM).  

 

 

 

 

 

 

Gellis e col. (2012) [57] reportam a síntese de uma série de 20 novos derivados 

tetraidro-β-carbolínicos 1-fenilssubstituídos e avaliaram sua atividade in vitro frente às 

formas promastigotas de L. donovani. Para os compostos testados, o melhor valor de 

IC50 foi obtido para o derivado 21 (6,1 µM), com o substituinte p-bromofenil na posição 
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-1 da unidade β-carbolina, sendo tão potente quanto à pentamidina (6,3 µM). Ainda, os 

estudos de estrutura-atividade mostraram que os derivados com o grupo fenil para-

substituído na posição-1 do anel β-carbolínico exibiram melhor perfil biológico. 

 

 

 

 

 

 

Outro derivado tetraidro-β-carbolínico, contendo na posição-1 o grupo fenil 

para-substituído e o grupo N-butilcarboxamida na posição-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 

alterações morfológicas e ultra-estruturais, especialmente nas mitocôndrias, 

confirmando o potencial farmacológico frente a L. amazonensis [29,58] 

Nosso grupo de pesquisa sintetizou ainda outra série de novos derivados β-

carbolínicos 1-fenilssubstituído-β-carbolina-3-N-butilcarboxamida com potencial 

leishmanicida [30]. O derivado 23 apresentou menor valor de IC50 (0,25 µM) frente à 

forma promastigota de L. amazonensis e estudos complementares revelaram o 

potencial contra as formas amastigotas axênicas e intracelulares, exibindo alta 

seletividade para o parasita, independente da forma evolutiva avaliada [59].  
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3.2 .2 Atividade antitumoral de alcalóides β-carbolínicos 

 

A capacidade de intercalação com o DNA, juntamente com a inibição da 

enzima nuclear topoisomerase I pela harmina (18) e seus derivados foi reportada por 

Cao e col. (2005) [15], demonstrando o potencial de compostos β-carbolínicos frente à 

células tumorais humanas. A série de 3-carboxamidas (24) sintetizadas apresentou 

potente atividade antitumoral, com destaque para o derivado 24f, ativo frente às 

células tumorais de fígado (HepG2), gástricas (BGC-823) e cervical (Hela). Outra série 

de compostos contendo uma metila na posição-1 e diferentes grupos na posição-3 

(25a-b) foi também sintetizada, sendo que o mais ativo dos compostos foi o 3-

carboetóxi 25b com IC50 de 83 µM frente células de colo (LOVO) e 86 µM frente 

células de fígado (HepG2). Ainda, verificaram que a presença do grupo benzil nas 

posições -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 à células tumorais 
humanas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ishida e col. [14] também constataram o potencial in vitro desta classe de 

compostos frente às células de nasofaringe, pulmão, rim, ovário, entre outras, com 

valores de ED50 (dose efetiva: quantidade de droga requerida para produzir uma 

resposta em 50% das células testadas) entre 1,6-2,4 µg/mL (7,6-11,3 µM). 

Os trabalhos reportados na literatura revelam ainda que diferentes grupos 

ligados no esqueleto β-carbolínico, geralmente envolvendo as posições C-1, N-2, C-3 

e N-9, influenciam suas atividades farmacológicas. 

Uma série de derivados β-carbolínicos com diferentes substituintes na posição 

-3, como grupos aminoácidos [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 IC50 de 4 e 1 µM. Da série das carboxamidas, o composto 33c apresentou 

alta atividade frente às células humanas de câncer gástrico e leucemia. A introdução 

de grupos hidrofóbicos e volumosos na posição -3, no caso dos derivados 30, 31 e 32 

não melhorou a atividade citotóxica para as linhagens de células testadas (Figura 6 ). 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
                

 

 

Estudos de 3D-QSAR auxiliaram na seleção dos compostos 34a e 34b que 

foram sintetizados e avaliados, apresentando valores de IC50 de 7,5 e 4,7 µM, 

respectivamente, frente às células tumorais de mama (MCF-7). Os compostos 35a e 

35b sem substituinte na posição-9 e com substituinte fenilpropil na posição-2, 

apresentaram IC50 de 3,5 µM e 7,1 µM para células tumorais gástricas (BGC-823) [21] 

(Figura 7 ). 
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Figura 7: Derivados sintetizados por Chen e col. [21] ativos frente à células tumorais 
humanas 
 

 

 

 

 

 

 

A partir de docking molecular, Wu e colaboradores [60] sintetizaram e 

avaliaram a atividade de dezoito compostos 1,3,9-substituídos (36a-r). A avaliação da 

atividade antitumoral in vitro frente 5 linhagens de células tumorais e  testes in vivo 

(indução de tumor sólido com células S180 em ratos) indicaram que o composto 36o 

apresentou IC50 de 11,1 µM frente às células tumorais humanas de melanoma (B16) e 

no teste in vivo este foi mais eficiente que o padrão de referência, a citarabina.  Além 

disso, a partir de análise de espectros de UV e fluorescência em ensaios com CT-DNA 

sugeriram que o mecanismo de ação desses compostos é de intercalação no DNA e a 

análise por estudos de 3D QSAR demonstram que a atividade in vivo tem significativa 

dependência eletrostática e estérica do aminoácido terminal [22,60]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3 Atividade anticolinesterásica de alcalóides β-carbolínicos 

 

 
 Apesar de DA ainda não ter cura, os tratamentos utilizados hoje, focados na 

inibição das colinesterases (I-ChE), tem sido eficazes no sentido de diminuição de 

sintomas da doença, porém os efeitos colaterais causados levam a necessidade do 

desenvolvimento de novos fármacos com baixa toxicidade. 

Nesse contexto podemos citar alguns trabalhos referentes à síntese de novos 

compostos contendo o núcleo β-carbolínico 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 β- e ɣ-carbolínicos (37 e 38), contendo substituintes metil-, propargil- e 

feniletil. O derivado β-carbolínico sem substituinte na posição-9 (37a), não apresentou 

efeito de inibição considerável (IC50 >100 mM para AChE e BChE) enquanto que o 

derivado ɣ-carbolínico (38) mostrou inibição de colinesterase moderada com IC50 de 

19,8 e 1,2 µM para AChE e BChE, respectivamente. A presença do grupo feniletil- no 

derivado ɣ-carbolínico 38b, conduziu a um aumento de 10 vezes de inibição frente 

AChE e 2 vezes em relação a BChE, enquanto que a presença do grupo propagil- 

(38c) resultou numa perda de atividade para frente a AChE. A formação do sal 

quartenário em 38d levou a uma potencialização no caráter inibitório, alcançando 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lan e col. (2014) [62] apresentaram a síntese de uma série de novos derivados 

híbridos tacrina-β-carbolina. O estudo apresenta significantes potenciais de inibição de 

colinesterases para os novos derivados em ensaios in vitro, especialmente para o 

derivado 39, com valor na ordem de nanomolar para AChE (IC50 = 21,6 nm) sendo 

ainda superior aos compostos de referência, como a própria tacrina (IC50 = 260 nM) e 

galantamina (IC50 = 2670 nM). 

 

 

 

Tabela 3 : Dados de inibição frente AChE e BChE publicados por Otto e col. 
(2014) 
 

 

 
 
 
 

 IC50 (µM) 
 AChE BChE AChE BChE 

a)       H >100 >100 19,8 1,2 

b) 

 

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

c) CH 2,0 7,2 >100 6,9 

d) N CH3 5,6 0,8 3,2 0,9 
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Contribuindo para os estudos de novos derivados β-carbolínicos com potencial 

inibição 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 

posição -6 e metilados ou não na posição -9. Os sais β-carbolínicos quartenários (41e-

h) foram os mais ativos dentro da série com valores de IC50 na faixa de 0,8-4,2 µM 

para AChE, atingindo os valores próximos aos padrões galantamina e fisostigmina, 

IC50 0,6 µM e 0,5 µM, respectivamente. Cabe ressaltar ainda que não houve 

diferenças na atividade inibitória para a mudança do grupo metóxi/hidróxi na posição -

6 da unidade β-carbolínica (Figura 8 ). 

 

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

 

 

 

 

 

 
 

 
 
  
 Derivados β-carbolínicos bivalentes (42), conectados com espaçadores 

alquílicos variando de 2-12 carbonos entre os átomos de nitrogênios piridínicos (N-2) e 

outros conectados via nitrogênio indólico (N-9) (43), exibiram valores de IC50 na ordem 

de nanomolar para inibição de colinesterases. O estudo mostrou que dependendo do 

espaçador entre as unidades β-carbolínicas, as propriedades de inibição variavam de 

forte para moderada. Compostos com espaçadores menores do que seis átomos de 

carbonos foram moderados, enquanto que mais do que seis átomos apresentavam 

melhores valores (Tabela 4 ) [64]. 
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3.3 Derivados 1,2,4-triazólicos 4-5-dissubstituídos  

Derivados 1,2,4-triazólicos com substituintes nas posições -3 e -5 têm chamado 

a atenção dos pesquisadores nas últimas duas décadas. O núcleo heterocíclico 4-

amino-5-mercapto-1,2,4-triazóis é considerado excelente material de partida para 

síntese de novos derivados menos tóxicos e com maior atividade biológica.  

 

 

 

 

 

 A presença dos grupos amino (posição-4) e mercapto (posição-5) no núcleo 

triazólico, como no caso dos compostos 11, leva a possibilidade da construção de 

séries de novos derivados, contendo sistemas condensados (núcleos fundidos). 

Triazóis fundidos com outros heterociclos possuem diversas aplicações no campo da 

Química Medicinal. 

A literatura relata a síntese de vários heterocíclos N-ligados a partir do 4-

amino-5-merecapto-1,2,4-triazóis, como triazolo-tiadiazóis (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].  

 

 

Tabela 4 : Dados de inibição para AChE publicados por  Rook e col. (2010) 
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H Br

42  
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2-6 248-7661 5 280 

7-12 81-125 9; 12 5,7; 4,0 
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Esquema 2.  Síntese de triazolo-tiadiazóis a partir do 4-amino-5-merecapto-1,2,4-
triazóis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Derivados contendo esses núcleos, quando avaliados biologicamente, 

apresentaram um amplo espectro de atividades como: antituberculose [71], antitumoral 

[72-75], propriedades moluscicidas [76], anti-inflamatória [76-78], analgésica [79], 

anticonvulsiva [80] e antimicrobiana [67,65].  

A inserção de mais um grupo tiol no heterociclo 4-amino-5-merecapto-1,2,4-

triazol, originando um novo núcleo 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-

inflamatório [82] e antifúngico [83].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

N

N

N

N

S

R
N

R =  C6H5;  t-Bu

t-Bu N R +

N

N

N

NH2

SH

N

MeOH

t-BuNH2

49 - [69]                       

N

N

N

NH2

SH

N

+ C
H

CH

O

R2

R1
EtOH

R1  =  - 3,4,5-trimetóxi;  2,4-Dicloro

R2  =  - H,- Br, -Cl, -F, -CH3, -OCH3

N

N

N

N

S

N

R1

R2

50 - [70]                 



23 
 

Esquema 5.  Síntese de 1,2,4-triazol-1,3,4-tiadiazólicos a partir do 4-amino-5-
merecapto-1,2,4-triazóis 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos contendo o esqueleto triazol-tiatriazol, como o caso do composto 

54 induziram melhoras nas atividades moluscicidas frente ao caramujo Biomphalaria 

alexandrina quando comparados com os precursores contendo o heterociclo 1,2,4-

triazol [76]. 

 

 

 

 

 

Além de derivados triazolicos contendo sistemas fundidos, 4-benzilidenoamino- 

substituídos-1,2,4-triazóis, como por exemplo, os compostos 55-57, também 

denominados bases de Schiff (Esquema 6 ) [84,85,86], tem recebido um grande 

interesse químico e biológico, tanto pela facilidade de síntese, como por suas 

propriedades, incluindo atividades biológicas como: antibacteriana [85], 

antiprofilerativa [86], anti-inflamatória e analgésica [87]. 
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Esquema 6.  Síntese de 1,2,4-triazol-tiadiazóis a partir do 4-amino-5-merecapto-1,2,4-
triazóis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ji  e col. (2013) [1] publicaram a síntese e avaliação biológica de uma série de 

4-benzilidenoamino-1,2,4-triazóis (58) (Esquema 7 ) com significativas atividades 

antimicrobianas, antibacterianas e antifúngicas, destacando 58a- b, com valores de 

MIC (concentração mínima inibitória) igual a 16 µg/mL frente ao fungo Monilia 

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

benzilidenoamino-1,2,4-triazóis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ciceklim e col. [85] mostram em seus trabalhos o potencial antibacteriano para 

uma série de bases de Schiff, destacando-se o derivado 59 com valor de MIC=128 

µg/mL frente à Mycobacterium tuberculosis . 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recentemente, Al-Harbi [2] reportou uma série de e benzilidenoamino-triazóis 

(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, o que  resultou nos compostos desejados de forma rápida e 

com bons rendimentos.  
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Esquema 8.  Síntese descrita por Al-Harbi [2] para obtenção benzilidenoamino-triazóis 

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

 

 Em Resultados e Discussão abordamos a preparação, caracterização e 

ensaios biológicos dos novos derivados 1-fenilssubstituído-β-carbolínicos contendo na 

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

 

4.1  Síntese e caracterização dos novos derivados 1-f enilssubstituido 3-(1,2,4-

triazolo-4,5-dissubstituido) β-carbolínicos 

 Inicialmente foram preparados os intermediários 11a-d, contendo na posição-3 

o grupo 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol,  que constituem o material de partida para a 

síntese dos novos derivados propostos no Esquema 1 . A partir dos intermediários 11 

foram empregadas diferentes metodologias para a preparação das 3-(4-

benzilidenoaminosubstituídas-5-tio/tioxo-1,2,4-triazolil) β-carbolinas (13); 3-[1,2,4-

triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil] β-carbolinas (14); 3-[1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-

tiadiazol-6-tiol]  β-carbolinas (15)  e 3-[1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-tiadiazin-6-ona]  β-

carbolinas (16). 

 

4.1.1 Síntese dos intermediários 11a-d 

A rota sintética para preparação dos derivados 1-fenilsubstituídos-3-(4-amino-

5-tioxo-1,2,4-triazolil)-β-carbolínicos (11) está mostrada no Esquema  9.  
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Para a síntese dos 1,2,4-triazóis 11 utilizou-se o procedimento descrito por 

Formagio e col. [32].  O L-triptofano comercial (12), utilizado como substrato, foi 

esterificado com metanol, na presença de H2SO4 concentrado, obtendo-se o L-

triptofano metil éster (63).   

Para a formação do núcleo β-carbolínico 1-fenilssubstituído, o L-triptofano metil 

éster (63) foi submetido à reação de condensação de Pictet-Spengler, catalisada por 

ácido, com benzaldeído (a) e, também, com outros aldeídos aromáticos contendo 

diferentes substituintes no anel benzênico, como: o-clorobenzaldeído (b), m-

nitrobenzaldeído (c), p-dimetilaminobenzaldeído (d), p-metóxibenzaldeído (e), p-

hidróxibenzaldeído (f) e p-fluorbenzaldeído (g).  Esta reação forneceu as 1-

fenilssubstituído-3-carbometóxi-1,2,3,4-tetraidro-β-carbolinas (64a-g), como misturas 

de diastereoisômeros, que não foram separados. 

A reação de Pictet-Spengler é o método mais utilizado para síntese de β-

carbolinas, na qual, a condensação do triptofano metil éster (63) ou da triptamina (68) 
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Esquema 9. Rota para a síntese dos derivados 1-fenilsubstituídos-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazolo-3-il)-
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com aldeídos, leva a formação de tetraidro-β-carbolinas 70 e 71, respectivamente, via 

formação de uma imina 69 como intermediário da reação [88] (Esquema 10 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O mecanismo da reação de condensação de Pictet-Spengler [89,90,91] já é 

bem descrito na literatura. Nas publicações mais recentes, o mecanismo é proposto 

por dois caminhos distintos. Segundo Kusurkar e col. [90] este envolve um 

intermediário do tipo spiroindolenina como apresentado no caminho A (Esquema 11 ). 

Maresh e col. [91], utilizando cálculos computacionais, demonstraram que a ciclização 

ocorre preferencialmente por ataque direto do C-9a do indol ao carbono imínico 

(caminho B) . Ambos os caminhos propõe a formação de um íon imínio como 

intermediário.  
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Esquema 10. Obtenção de tetraidro-β-carbolinas via condensação de Pictet-Spengler. 
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Esquema 11.  Mecanismo para síntese das tetraidro-β-carbolinas via reação de Pictet-Spengler. 
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Em seguida, as tetraidro-β-carbolinas 64a-g foram submetidas à reação de 

oxidação com enxofre em xileno, resultando nos compostos 3-carbometóxi-β-

carbolínicos (65a-g). A partir do tratamento desses intermediários com hidrazina 

hidratada foram obtidas as correspondentes carboidrazidas (66a-g) (Esquema 9 ). 

Como esses compostos já foram sintetizados e caracterizados por nosso grupo de 

pesquisa a caracterização dos mesmos foi feita através de comparações com os 

dados de RMN 1H e 13C/DEPT publicados anteriormente por Formagio e 

colaboradores [92].  

Na seqüência, as carbiodrazidas 66a-g foram submetidas à reação com 

dissulfeto de carbono, em meio básico, para conversão destes nas correspondentes 1-

fenilssubstituído-3-(4-amino-5-tio/tioxo-1,2,4-triazolo-3-il)-β-carbolinas (11) (Esquema 

9). Esta metodologia tem sido amplamente empregada na literatura [93,94,95,96,97] e 

já foi utilizada em trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa [32].  

A reação de β-carbolina-3-carboidrazidas com dissulfeto de carbono em meio 

básico leva à formação de ditiocarbazatos de potássio (A), que sofre posterior 

ciclização com excesso de hidrazina hidratada e tratamento com ácido clorídrico, 

formando inicialmente intermediários 3-(1,2,4,5)-tetrazil-β-carbolinas (B) (Esquema 

12). Posterior rearranjo destes intermediários resulta na formação do heterociclo 4-

amino-5-tioxo-1,2,4-triazolico (C).   
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Assim, os ditiocarbazatos de potássio (67) formados pela reação de 66a-g com 

dissulfeto de carbono foram submetidos, sem purificação prévia, a tratamento com 

hidrazina hidratada sob refluxo, seguida de adição de ácido clorídrico. Com o emprego 

desta metodologia foi possível a obtenção dos 1,2,4-triazóis 11a-d.   A formação dos 

derivados 11e-g,  com os grupos p-metóxifenil, p-hidróxifenil e p-fluorfenil, na posição-

1, não foi observada. Nestes casos verificou-se apenas formação de produtos 

intermediários e recuperação dos precursores. 

Como os compostos 11a, 11b e 11d já foram sintetizados e caracterizados pelo 

nosso grupo de pesquisa, a identificação foi feita através de comparações com os 

dados de RMN de 1H e 13C, HSQC publicados anteriormente por Formagio (2008) [32]. 

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

 

A síntese do novo derivado 11c foi evidenciada através dos sinais no espectro 

de RMN de 1H (Figura 9 ) em δH 13,9 e δH 6,53 atribuídos aos hidrogênios ligados ao 

Esquema 12 . Mecanismo proposto para formação do núcleo 4-amino-5-tioxo-1,2,4-triazolico 
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grupo mercapto e amino e no espectro de RMN de 13C (Figura 10 ) em δC 149,2 e δC 

163,7 para os carbonos 3’’ e 5’’ do anel triazol. O singleto em δH 13,9, juntamente com 

o sinal em δC 163,7 para o grupo C=S, caracteriza o equilíbrio tautomérico tiona-tiol do 

derivado 11c em solução (Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9.  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 11c. 

Figura 10 . Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 11c. 
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4.1.2 Preparação e caracterização das 1-fenilssubst ituído-3-(4-

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

 

A literatura relata diferentes metodologias para preparação das bases de Schiff 

de (4-benzilidenoamino-5-mercapto-1,2,4-triazóis) (72) a partir dos 4-amino-5-

mercapto-1,2,4-triazóis. Dentre estas, podemos citar a reação do 4-amino-5-mercapto-

1,2,4-triazóis  com diferentes aldeídos, em etanol ou metanol, sob refluxo [97,98,99]. 

Em alguns casos emprega-se catálise ácida com ácido sulfúrico [98,100], ácido 

acético sob refluxo [101,102,103] ou ácido p-toluenossulfonico em DMF [104] 

(Esquema 13 ). 

 

 

 

 

 

 

 

C/H δC 
δH 

(multiplicidade, J em Hz) 
1 142,5 - 
3 138,0 - 
4 113,6 8,78 (s) 

4a 129,6 - 
4b 120,9 - 
5 122,0 8,36 (d – 6,0) 
6 120,2 7,19-7,31 (m) 
7 128,9 7,60 (m) 
8 112,8 7,68 (d – 6,0) 

8a 141,6 - 
9a 134,2 - 
1´ 133,2 - 
2´ 114,9 6,76 (d) 
3´ 147,3 - 
4´ 129,5 7,19-7,31 (m) 
5´ 113,8 7,19-7,31 (m) 
6´ 115,9 7,19-7,31 (m) 
3´´ 149,2 - 
5´´ 163,7 - 
SH - 13,90 (s) 
NH2 - 6,59 (s) 
NH - 11,70 (s) 

Tabela 5. Dados de RMN de 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 3-(4-
amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-3-nitro-β-carbolina (11c) 
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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-triazóis e aldeídos apropriados, na 

ausência de solventes empregando  micro-ondas. Outros autores por sua vez fazem o 

uso de ácido acético [85] ou DMF/ácido 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) β-carbolinas 11a-d, em nosso trabalho submetemos 

inicialmente o intermediário 11a a reação com benzaldeido, sob diferentes condições 

descritas na literatura e apresentadas na Tabela 6 . No entanto, em nenhum dos casos 

foi possível a obtenção dos produtos esperados. Os resultados obtidos, com a 

discussão dos possíveis produtos formados, estão apresentados na sequencia. 

 

 
 

A condição empregada na Entrada 1  (Tabela 6)  levou a uma N-acetilação do 

grupo amino do anel triazólico, resultando na formação do derivado 73 (Esquema 14 ). 

Tabela 6. Condições testadas nas tentativas de obtenção dos derivados 13 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Entrada  a (Condições) Ref. 
1 11a + benzaldeido (1eq), AcOH, refluxo [101] 

2 
11a + benzaldeído (1eq), EtOH/H2O, H2SO4 cat., 

refluxo 
[100] 

3 
11a + benzaldeído (1 eq), EtOH, H2SO4 (pH 4-5), 

refluxo 
[100] 

4 11a + Benzaldeído (1 eq), DMF, TsOH cat., refluxo [104] 

Esquema 13.  Metodologias para síntese de derivados 4-benzilidenoamino-substituídos a partir 
de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazóis 
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A presença do singleto em δH 1,91, com integração para três hidrogênios, atribuído a 

uma metila, juntamente com a ausência do singleto em δH 6,52 referente ao grupo -

NH2, no espectro de RMN de 1H (Figura 11 ), confirmaram a N-acetilação do derivado 

11a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outra condição empregada e mostrada na Entrada 2  (Tabela 6)  levou a 

recuperação do material de partida 11a, evidenciado através do singleto em δH 6,52, 

com integração para 2 hidrogênios, referente ao NH2, juntamente com o singleto em δH 

13,95 para o SH no espectro de RMN de 1H (Figura 12 ). 
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Esquema 14.  Obtenção do produto N-acetilado 73 a partir de 11a. 

Figura 11.  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 73. 
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Figura 4. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 11a. 

 

 

Para as condições apresentadas nas Entradas 3  e 4, observou-se a formação 

de uma mistura complexa de produtos que não puderam ser separados por 

cromatografia em coluna. No espectro de RMN de 1H dos produtos brutos obtidos 

(Figuras 13 e 14) não foi observada a presença dos singletos em δH 6,50 e δH 13,95 

correspondentes aos hidrogênios dos grupos -NH2 e –SH do material de partida 11a.  

A presença de multipletos na região entre δH 2,5-4,5 sugere a formação de produtos 

de ciclocondensação, provavelmente resultantes do ataque do átomo de enxofre do 

grupo 5-SH ao carbono imínico da 3-(4-feniletilenoamino-5-tio-1,2,4-triazolil) β-

carbolinas (13) inicialmente formadas (Esquema 15 ).  

A possibilidade da formação dos isômeros 13-E e 13-Z pode levar a mistura de 

produtos na etapa de ciclização, originando mistura dos 1,2,4-triazolo-1,3,4-tiadiazois 

74, o que pode ser evidenciado pela quantidade de sinais na faixa de δH 2,5-4,5 nos 

espectros de RMN de 1H dos produtos brutos obtidos (Figuras 13 e 14) 

Esses dados estão de acordo com os valores apresentados por Shiradkar e  

col. (2007) [107] para o C-H (C-6’’) (δH 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-triazóis podem sofrer reações intramoleculares de 

Mannich, na presença catalítica de ácido p-tolueno sulfônico (TsOH), fornecendo  

derivados 1,2,4-triazolo-1,3,4-tiadiazólicos.  
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Figura 12. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para o produto obtido na Entrada 2.  
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Figura 13.  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) da reação de 11a com 
benzaldeído, sob catálise ácida –H2SO4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 15. Produtos de ciclocondensação resultantes da reação de 11a com benzaldeido, 
sob catálise ácida (Entradas 3 e 4 ). 
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Figura 14.  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) da reação de 11a com benzaldeído, 
sob catálise ácida – TsOH. 
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Como mencionado anteriormente, as metodologias apresentadas acima foram 

inviáveis para a síntese das bases de Schiff desejadas 13, assim como, para formação 

dos heterociclos fundidos 1,2,4-triazol-1,3,4-tiadiazois puros. 

Na tentativa de se evitar a formação de produtos de ciclocondensação 

realizamos uma S-alquilação do derivado 11a, para posterior obtenção das bases de 

Schiff  5-S-alquiladas.  

Desta forma o 1,2,4-triazol 11a foi tratado com  iodeto de metila em meio 

básico, o que forneceu a 1-fenil-3-(4-amino-5-metiltio-[1,2,4]-triazolo)-β-carbolina (75) 

(Esquema 16 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

de 1H (Figura 15 ) em δH 6,74 (NH2), pela presença de um simpleto em δH 2,66 com 

Esquema 16 . Síntese do produto S-metilado 75 a partir de 11a. 
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Figura 15. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 75 

integração para 3 hidrogênios atribuída ao grupo S-metil do anel triazólico e ausência 

do sinal do SH em δH 13,95. Além disso, os sinais no espectro de RMN de 13C (Figura 

14) em δC 151,7 (C-3’’), δC 152,9 (C-5’’) e δC 13,2 (S-CH3) confirmaram a obtenção de 

75 (Tabela 7). 
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Figura 16. Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 75. 
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A seguir, para a preparação das bases de Schiff S-metiladas, o produto 75 

contendo o grupo 1,2,4-triazol S-metilado, foi inicialmente submetido à reação com o 

2-clorobenzaldeido e benzaldeído, utilizando-se diferentes metodologias. As condições 

empregadas e resultados estão mostrados na Tabela 8 . 

 

 

A análise do espectro de RMN de 1H (Figura 17 ) do produto obtido nas 

condições da Entrada 1  indicou a formação de dois produtos principais, sendo eles as 

bases de Schiff desejadas 76-E e 76-Z.  

C/H δC δH 
 (multiplicidade, 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) 
4´ 128,5 7,58-7,70 (m) 
3’’  151,8 - 
4’’  NH2 6,74 (s) 
5’’  152,9 - 

SCH3 13,2 2,66 (s) 
NH - 11,85 (s) 

Tabela 8. Condições testadas e resultados obtidos nos procedimentos usados para 
preparação das bases de Schiff 5-S-metiladas 
 
Entrada  a (condições) Resultados 

1 75 + 2-Cl-PhCHO, H2SO4 cat,  pH 4-5, 
EtOH, refluxo, 72 h 

Mistura de 76-(E) +76-(Z) 

2 75 + 2-Cl-PhCHO, DMF, refluxo, 48 76-(E) 
purificação em CC 

3 75+ PhCHO, DMF,  MW doméstico, P-80-
160W, 240 min 

75 + 77-(E) 

4 75 + RCHO, DMF, MW laboratorial, P-50-
100W, 90-100 min 

Produtos 77-(E), 78 e 79  
após purificação em CC 

Tabela 7. Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 75. 
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 Segundo a literatura, a reação de condensação de aminas com aldeídos leva a 

formação de iminas, no caso, as denominadas bases de Schiff, conforme o 

mecanismo apresentado no Esquema  17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

A literatura relata a possibilidade de basee Schiff, existirem como forma dos 

isômeros geométricos E/Z sobre a dupla ligação (-N=C-). Estudos revelaram que 

esses compostos, quando em solução de DMSO-d6, estarão presentes na forma do 

isômero geométrico E na percentagem mais elevada, enquanto que o isômero Z pode 

ser estabilizado em solventes menos polares  [109,110,111]. 

Sendo assim, os sinais em δH 8,92 (maior intensidade) e em δH 8,85 (menor 

intensidade) foram atribuídos aos hidrogênios imínicos dos isômeros E-2-

clorobenzilidenoamino (76-E) e Z-2-clorobenzilidenoamino (76-Z), respectivamente. A 

presença de dois conjuntos de singletos em δH 8,78 e δH 8,70, relativos ao N-H da 

posição-9 da unidade β-carbolina, e em δH 2,58 e δH 2,51atrbuídos para os grupos S-

metil referente aos compostos 76-E e 76-Z, indicam a formação dos isômeros em 

mistura (Figura 17 ).  

 

Esquema 17. Mecanismo para formação de bases de Schiff a partir 4-amino-5-mercapto-1,2,4-
triazóis  
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Figura 17.  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O emprego de refluxo em DMF (Entrada 2, Tabela 8 ) na reação de 

condensação de 75 com 2-clorobenzaldeido forneceu o derivado 76-(E), cuja formação 

foi confirmada pela ausência do sinal em δH 6,74 (grupo 4-amino) e presença do 

singleto em δH 8,87 referente ao hidrogênio imínico do grupo aminobenzilideno, no 

espectro de RMN de 1H (Figura 18 ),  juntamente com a presença do carbono imínico 

em δC 162,4 (CH=N) e carbonos aromáticos (δC 110-135) no espectro de RMN de 13C 

(Figura 19 ) (Tabela 9 ). 
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Figura 19. Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz, DMSO-d6) 76-(E), obtido da condensação 75 
com o-clorobenzaldeído. 

Figura 18. Espectro de RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6) do produto 76-(E), obtido da 
condensação 75 com o-clorobenzaldeído. 
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O 1,2,4-triazol-S-metilado 75 foi  também submetido à reação com 

benzaldeído, sob as mesmas condições da Entrada 2, o que forneceu o produto  77-

(E) após purificação por cromatografia em coluna (CC).  

A formação deste produto foi evidenciada no espectro de RMN de 1H (Figura 

20) pela ausência do sinal em δH 6,89 (grupo 4-amino) e presença do singleto em δH 

8,98, além do sinal no espectro de RMN de 13C/HSQC (Figuras 21 e 22) em δC 169,1 

(CH=N) referentes ao hidrogênio e carbono imínico. Os sinais no espectro de RMN de 
1H na região entre δH 7,0-8,0, bem como os sinais no espectro de 13C para região de 

carbonos aromáticos, confirmaram a formação da base de Schiff 77-(E) (Tabela 10 ).   

 

 

 

 

 

C/H δc δH 

(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’/6’  128,3 7,79 (d – 9,0) 
3’/5’  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) 

Tabela 9. Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3-[4-
(2-clorobenzilidenoamino)-[1,2,4]-triazolo-5-metil-tio]-β-carbolina (76-
E). 
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Figura 20.  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 77-(E). 

Figura 21 . Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 77-(E). 
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C/H δC 
δH 

(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) 
3’/5’  129,0 7,30-7,39 (m) 
4´ 128,6 7,30-7,39 (m) 
3’’  149,8 - 
5’’  150,2 - 
1’’’  132,0  

2”’/6’’’  129,1 7,88 (d,  6,0) 
3”’/5’’’  132,8 7,52-7,69 (m) 

4’’’  128,7 7,19-7,24 (m) 
CH=N 169,1 8,98 (s) 
SCH3 14,0 2,71 (s) 
NH  11,7 (s) 

Figura 22 . Mapa de contorno de HSQC para 77-(E). 

Tabela 10 . Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3[4-
(benzilidenoamino-5-metiltio-[1,2,4]-triazolo-]-β-carbolina 77-(E) 
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A mesma metodologia foi empregada para a reação de 75 com m-

nitrobenzaldeído e com p-hidroxibenzaldeído, porém não foi possível a obtenção das 

correspondentes bases de Schiff. 

Devido ao elevado tempo de reação pelo uso de condições normais, como 

refluxo e dificuldade de se obter os compostos puros, optamos em realizar a síntese 

em micro-ondas, como mostrado nas Entradas  3 e 4. 

A literatura tem relatado muitas vantagens relacionadas ao uso de micro-ondas 

em síntese orgânica tais como, aumento da seletividade e melhora no rendimento e 

tempo reacional [105,112]. 

Com o emprego de irradiação de micro-ondas doméstico (Consul), nas 

condições especificadas na Entrada 3 (Tabela 8 ), observamos através de CCDA a 

formação da base de Schiff 77-(E), sem que houvesse consumo total do precursor. 

Utilizando-se micro-ondas laboratorial e as condições empregadas na Entrada 

4 (Tabela 8 ), observamos a formação de dois produtos, com o consumo total do 

material de partida. Os produtos obtidos foram separados por cromatografia em coluna 

(CC). O produto majoritário obtido corresponde à base de Schiff 1-fenil-3-[4-

feniletillidenoamino-(1,2,4)-triazolo-5-metil-tio]-β-carbolina 77-(E).  

O produto minoritário foi identificado como 1-fenil-3-(5-metiltio-1-H-1,2,4-

triazolo-3-il)-β-carbolina (78) (Esquema 18 ). 

No espectro de RMN de 1H (Figura 23 ) de 78 observa-se o desaparecimento 

do singleto em δH 6,89 referente ao grupo 4-amino e na região entre δH 7,2-9,0; os 

valores de integral para hidrogênios aromáticos permaneceram os mesmos em 

relação ao precursor. Os sinais em δH 14,3 e em δH 2,63 foram atribuídos aos 

hidrogênios dos grupos N-H e S-metil do núcleo 1,2.4-triazol confirmando a formação 

de 78 (Figura 23 , Tabela 11 ).  

O espectro de RMN de 13C (Figura 24 ) apresentou mudanças nos valores dos 

carbonos C-3’’ e 5’’ do anel 1,2,4-triazol (δC 156,0 e δC 160,1). 

A partir dos dados de RMN de 1H ,13C e HSQC (Figuras 23-25 ), sugere-se que 

o derivado formado seja produto de termólise a partir da base de Schiff 77-(E). O 

mecanismo proposto demonstra o ataque do par de elétrons do átomo de enxofre ao 

hidrogênio imínico levando a um estado de transição cíclico de 6 membros, seguido de 

eliminação concertada de uma molécula de arilidenonitrila (Ar-CΞN) (Esquema 18 ).  
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O trabalho realizado por Al-Awadii e col.(2001) [113] relata estudos cinéticos de 

pirólise em fase gasosa de 4-arilidenoimino-1,2,4-3-(2H)-onas e suas correspondentes 

3(2H)-tionas mostrando a importância desse tipo de metodologia para síntese de 

nitrilas funcionalmente substituídas (instáveis em condições básicas e ácidas) como 

uma abordagem alternativa para conversão de aldeídos em nitrilas (Esquema 19 ). 
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Esquema 18 . Mecanismo proposto para formação de 78 

Esquema 19 . Proposta de pirólise em fase gasosa de 4-arilidenoimino-1,2,4-3-(2H)-onas 
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Figura 23. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 78. 

Figura 24 . Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 78. 
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C/H 78 δH 
(multiplicidade, J= Hz) 

1 141,9  

3 137,4  

4 112,7 8,82 (s) 

4a 130,0 - 

4b 121,1 - 

5 122,1 8,44 (d, 6,0) 

6 120,1 7,32 (t , 7,5 ) 

7 129,1 7,55-7,71 (m) 

8 112,1 7,55-7,71 (m) 

8a 141,6 - 

9a 135,4 - 

1’ 133,4 - 

2’/6’  128,7 8,24 (d – 6,0 ) 

3’/5’  128,8 7,55-7,71 (m) 

4´ 128,8 7,55-7,71 (m) 

3’’  156,0 - 

5’’  160,1 - 

SCH3 13,9 2,63 

NH  11,83 (s) 

Figura 25 . Mapa de contorno de HSQC para 78. 

Tabela 11. Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3-
(5-metiltio-1,2,4-triazolo-3-il)-β-carbolina (78). 
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Otimizada as condições reacionais para preparação de 77-(E), aplicou-se a 

metodologia descrita na Entrada 4 para a reação do intermediário 75 com 2-

clorobenzaldeído,  p-metoxibenzaldeído e m-nitrobenzaldeído, o que levou a formação 

das bases de Schiff 76 e 79, respectivamente. A formação do produto minoritário 78, 

também foi observada na síntese de cada composto. As identificações foram feitas 

através dos dados de RMN de 1H e 13C (Anexos A.7 e A.8, Pgs 105 e 106).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3 Preparação e caracterização 3-(1-substitutído -9H-β-carbolina-3-il)-

1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazóis(14) 

 

Na literatura são descritas duas metodologias principais para a síntese 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-triazóis (81). Uma delas envolve a reação de 81 com nitrito de sódio, na 

presença de ácido clorídrico (Metodologia I) [114] e a outra, utiliza ácido sulfúrico, 

nitrito de sódio, seguido da adição de solução etanólica de acetato de sódio e metileno 

acetil acetona(Metodologia II) [115] (Esquema 20 ). 

 

 

 

 

 

 

A obtenção dos 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-

1,2,3,4-tiatriazóis (14a-b) foi realizada segundo a metodologia I (Esquema 13 ) descrita 

por El Shehry, 2010 [114]. Para isto, as 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-

triazolo-3-il)-β-carbolinas (11a-b) foram tratadas com nitrito de sódio, em ácido 

clorídrico, ocorrendo então a reação de diazotação, com posterior ciclização e 

81 82 

Esquema 20.  Metodologias descritas para a obtenção de 1,2,4-triazolo-[4,3-d]-1,2,3,4-
tiatriazol (82) 
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formação dos derivados com o heterociclo fundido 1,2,4-triazolo-[3,4-d]-1,2,3,4-

tiatriazol (14a-b) (Esquema 21 ). 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

O mecanismo para formação dos derivados 14a-b está apresentado no 

Esquema 22 . 
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Esquema 1 4. Síntese das 1-(fenilssubstituído)-3-[1,2,4-triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazol]-
β-carbolinas (14a-c) 

Esquema 22. Mecanismo proposto para formação dos derivados 14a-b 
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Esquema 21. Síntese de 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-
1,2,3,4-tiatriazóis (14a-b) 
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A formação dos derivados 14a-b foi evidenciada através dos espectros de 

RMN de 1H (Figura 26  e Anexo A.11-10, Pgs 109-110 ) pela ausência dos singletos 

na região de  δH 6,47-7,06 e 13,90-14,01 referentes aos hidrogênios dos grupos 4-

amino e 5-mercapto, respectivamente, do núcleo 1,2,4-triazol de 11a-c.  

Os espectros de RMN de 13C (Figura 27  e Anexo A.12, Pg 110 ) apresentaram 

mudanças nos deslocamentos dos carbonos C-3’’ e 5’’ do núcleo 1,2,4-triazol, devido 

à inserção do grupo azo (N=N) e formação do heterociclo 1,2,4-triazolo-[3,4-d]-1,2,3,4-

tiatriazolil. Para o derivado 14a, os sinais em δC 147,3 e 163,8, referentes aos 

carbonos C-3’’ e 5’’ do precursor foram deslocados para δC 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 1H (300 MHz – DMSO-d6) para 14a. 
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C/H δC δH 
(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 - 

2´/6´ 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) 

Figura 27 . Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 14a. 

Tabela 12 . Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 3-(1-fenil-9H-
β-carbolin-3-il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazole (14a) 
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análise do espectro de massas CG-MS (70 eV) para 3-(1-fenil-9H-β-carbolin-3-

il)-1,2,4-triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazole 14a (Figura 28 ) possibilitou confirmar a 

formação do heterociclo fundido através do pico do íon 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 - N2+ 2H+), 10]; 326 [MM  ̶  (S+N) = 3H+, 10]; 

269 [MM  ̶  CSN4 +3H+, 100] (Esquema 23 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

1,2,3,4-tiatriazole (14a). 
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4.1.4 Preparação e caracterização das 3-(1-substitu ído-9H-β-carbolina-3-

il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/ti ones (15) 

 

A partir de um levantamento bibliográfico verificou-se que duas principais 

metodologias são utilizadas para a obtenção do núcleo 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 I)  a partir da reação de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois (81)  

com dissulfeto de carbono, em meio básico, utilizando-se como bases solução 

metanólica de hidróxido de potássio [116-118] ou  piridina [119,120].  

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

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

 

 

 

 

 

 

Para obtenção das 3-(1-substituído-9H-β-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-triazóis e a 

Metodologia I, empregando-se como base hidróxido de potássio, em metanol 

(Esquema 25 ). Inicialmente foram utilizados 1,2 equivalentes de dissulfeto de 

carbono, porém o consumo do reagente não 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 24.  Metodologias descritas para a obtenção de 1,2,4-triazolo[3,4-

b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tiones (83). 
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O mecanismo para formação dos derivados 15 está apresentado no Esquema 

26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 25.  Rota para síntese dos derivados 15a - b. 

             11 a, b                                                                                            15a, b – 60% 
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Esquema 26. Mecanismo proposto para formação dos derivados 15. 
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A formação 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 1H e 13C. No espectro de 

RMN de 1H (Figura 29 ) do produto obtido (15a) não foi observado o singleto em δH 

6,89, referente aos hidrogênios do grupo 4-amino do precursor 11a. Os sinais 

referentes aos hidrogênios aromáticos (δH 7,30-9,18) e do hidrogênio ligado ao 

nitrogênio do sistema indólico (δH 11,9 e 12,1) estão duplicados, sugerindo o equilíbrio 

tautomérico para 15a. O singleto em δH 13,9, atribuído ao hidrogênio do grupo S-H, 

evidencia esse equilíbrio em solução. Isto também pode ser confirmado pelos sinais 

em δC 143,2 (C6”-C=SH) e em δC 155,5 (C6”-C=S) no espectro de RMN 13C (Figura 

29). 
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Figura  29. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 15a. 
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C/H δC 

(15a) 
δH 

(multiplicidade, J= Hz) 

1 141,71 
141,75 

- 

3 136,8 
137,8 

- 

4 114,0 
114,3 

8,82 (s) 
9,18 (s) 

4a 129,9 
129,5 

- 

4b 120,8 
120,9 

- 

5 121,8 
122,1 

8,38 (d,  6,0) 

6 120,3 7,30-7,40 (m ) 
7 129,0 7,57-7,76 (m) 

8 112,8 
113,1 

7,57-7,76 (m) 

8a 141,6 - 

9a 133,8 
134,2 

- 

1’ 133,3 - 

2’/6’ 128,6 
128,9 

8,09 (d, 6,0) 
8,21 (d, 6,0) 

3’/5’ 129,1 
129,2 

7,57-7,76 (m) 

4´ 129,2 7,55-7,71 (m) 
3’’  147,4 - 
5’’  163,9 - 

C6” -SH 155,5 
143,2 

13,97 (s) 

NH - 
11,91 (s) 
12,15 (s) 

Figura 30. Espectro de RMN de 13C (300,0 MHz – DMSO-d6) para 15a. 

Tabela 13 . Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 3-(1-fenil-9H-
β-carbolin-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazole-6-tiol/tiona (15a). 
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A síntese do derivado 15b foi também realizada, porém, neste caso, pela 

analise dos espectros de RMN de 1H e 13C (Anexos A.11 e 12, Pg 110 e 111), não foi 

observado o equilíbrio tautomérico presente em 15a. A ausência do singleto em δH 

6,89, referente aos hidrogênios do grupo 4-amino do precursor 11a e, a presença do 

singleto em δH 13,98, que pode ser atribuído ao hidrogênio do grupo –SH ligado ao C-

6 do heterociclo1,2,4-triazol-(3,4-b)-1,3,4-tiadiazol-6-tiol, mostram a formação de 15b. 

 

 

4.1.5 Preparação e caracterização das 3-(1-substitu ído-9H-β-carbolina-3-il)-

1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16). 

As principais metodologias descritas para a preparação do heterociclo fundido 

triazolo-tiadiazinona (84) a partir de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazois (81)  (Esquema  

27) consistem em: 

Metodologia I) reação com bromoacetato de etila/trietilamina, em etanol, 

seguido de ciclização na presença de metóxido de sódio, em metanol [121]; 

Metodologia II)  reação com ácido cloroacético, na presença de hidróxido de 

potássio, usando água como solvente [122]; 

Metodologia III)  reação com ácido cloroacético em etanol/refluxo ou ácido 

acético na presença de acetato de sódio anidro (III) [119,114];  

 Metodologia IV)   reação com ácido cloroacético, na presença de base 

(carbonato de potássio ou  hidróxido de potássio) em micro-ondas, em água ou na 

ausência de solventes [123,122].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para da síntese dos derivados 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-

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

R N

NN
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SH R N

NN

HN

S
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I)  1) BrCH2CO2Et / Et3N / EtOH

II)    ClCH2CO2H / H2O / KOH

III)    ClCH2CO2H / CH3CONa

IV)   ClCH2CO2H / K2CO3 ou KOH

2) MeOH / CH3ONa

Refluxo ou MW

EtOH ou AcOH

MW

8481

Esquema 27 . Metodologias descritas para a preparação de 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-
tiadiazin-6-onas (84). 
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descrita na literatura [114]. O derivado triazolico 11a foi submetido à reação com ácido 

cloroacético e acetato de sódio, utilizando-se etanol, sob refluxo por 48 horas, não 

sendo possível a obtenção de 16, ocorrendo a formação do intermediário não ciclizado 

85. 

A formação do intermediário 85 foi confirmada pela análise do espectro de 

RMN de 1H (Figura  31), onde notou-se a ausência do singleto em δH 14,00, referente 

ao hidrogênio do grupo –SH do núcleo triazol, e presença de singletos em δH 3,64, 

atribuídos à hidrogênios metilênicos, além de um  singleto largo em δH 7,01, referente 

aos hidrogênios do grupo 4-amino do anel 1,2,4-triazol. Com estas informações 

evidenciou-se apenas a formação do intermediário 85 (Esquema 28 ), ou seja, não 

ocorreu ciclização para o heterociclo desejado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outras tentativas foram realizadas para obtenção do produto ciclizado, como o 

emprego das condições apresentadas na Metodologia II , ou seja, ácido cloroacético e 

hidróxido de potássio como base, em etanol. O produto formado, evidenciado através 

do espectro de RMN de 1H e 13C, se tratava também do intermediário aberto 85. O 

mesmo comportamento pode ser observado ao realizarmos as condições proposta na 

Metodologia I , tendo como base a Et3N, ácido cloroacético em DMF (Esquema 20).  

Assim, na tentativa de obtenção do produto ciclizado 16a, a partir do  

intermediário 85, este foi tratado inicialmente com acetato de sódio, em DMF sob 

refluxo, porém não foi possível a ciclização do mesmo (Esquema  20 ). Outras 
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Figura 31. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 85. 
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condições apresentadas no Esquema 21  foram também testadas, mas, nenhuma 

delas levou à formação do produto desejado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A formação de intermediários S-alquilados não-ciclizados já foi relatada na 

literatura. El Ashry e col. (2006) [122] e Farghaly e col. (2006) [78] descrevem a 

obtenção dos intermediários não-ciclizados 88 e 89, que em alguns casos, também 

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

tiadiazin-6-ona (87) (Esquema 29 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 28 . Condições testadas para a preparação de 16a: a) ClCH2COOH, AcONa, 
EtOH, refluxo; b) ClCH2COOH, KOH, EtOH, refuxo; c) ClCH2COOH, Et3N, DMF; d) 
AcOH, DMF; e) TsOH, DMF; f) K2CO3, DMF, MW; g) DCC, THF; h) AcONa, DMSO 
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Outra tentativa para preparação dos derivados 16 foi a partir da reação de 11a 

com bromoacetato de etila, na presença de hidróxido de potássio em etanol. Na 

sequência foi realizado um tentativa de ciclização em KOH e DMF porém a 

metodologia foi inviável para formação do produto desejado. (Esquema 30 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O espectro de RMN de 1H e 13C (Figuras 32  e 33) para o produto o formado na 

primeira etapa (a) indica também a formação do intermediário na forma aberta 91. A 

Esquema 30.  Metodologia empregada para síntese de 16: a) BrCH2COOEt,KOH, 
EtOH, refluxo; b) KOH, DMF. 
 

Esquema 29 . Síntese reportadas para obtenção de 1,2,4-triazolo-[3,4-b]-1,3,4-tiadiazin-6-
onas (87) e/ou intermediários não-ciclizados a partir de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazóis. 
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ausência do singleto em δH 13,95 (-SH) no espectro de RMN de 1H (Figura 25 ), 

juntamente com a presença de um multipleto em δH 4,12 – 4,19 (4H) e um tripleto em 

δH 1,22 confirmam a inserção do grupo metil-etóxicarbonil no átomo de enxofre do 

núcleo 1,2,4-triazolico de 91. Os sinais em  δC 169,03 (C=O); δC 61,66 (-OCH2); δC 

33,03 (-SCH2); δC 14,51 (-CH3), no espectro de RMN de 13C/HSQC (Figuras 32  e 33) 

de 91, também evidenciam o produto de S-alquilação. Os dados de RMN de 91 estão 

apresentados na Tabela 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 91 
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C/H δC 
δH 

(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) 
3´/5’ 129,55 7,59 – 7,72 (m) 
4´ 129,39 7,59 – 7,72 (m) 
3’’  151,69 - 
4’’   6,77 (s) 
5’’  152,4  

SCH2 33,03 4,12 – 4,19 (m) 
OCH2 61,66 4,12 – 4,19 (m) 
CH3 14,51 1,22 (t – 7,5) 
C=O 169,03  
NH - 11,85 (s) 

Figura 33 . Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 91 

Tabela 14. Dados de RMN 1H e 13C (300/75,5 MHz) para 1-fenil-3-[4-
amino-5--tiometiletóxicarbonil-1,2,4-triazol-3-il)-β-carbolina 91. 
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 Devido as dificuldades encontradas no presente trabalho para a 

obtenção das 3-(1-substituído-9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-

6-ona (16), novas metodologias serão testadas em trabalhos futuros para a síntese 

dos derivados desejados. 
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4.2 Ensaios biológicos 

 

4.2.1 Avaliação da atividade antitumoral 

A avaliação da atividade antitumoral dos derivados β-carbolínicos contendo os 

grupos 4-benzilidenoamino-substituído-5-metiltio-1,2,4-triazolo (76, 77, 79) e 1,2,4-

triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazol (14), na posição-3, foi realizada no Centro 

Pluridisciplinar de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA) na 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) sob responsabilidade dos 

professores Dr. João Ernesto de Carvalho e Dra. Mary Ann Foglio. As linhagens de 

células utilizadas na avaliação da atividade anticâncer 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: pulmão (NCI-460), colo 

(HT-29), próstata (PC-3), mama (MCF-7), rim (786-0), glioma (U-251), ovário 

resistente (NCI/ADR-RES), ovário (OVCAR-3) sendo que todos os tipos de culturas 

são aderidas. Compostos com valores de IC50 iguais ou superiores a 100 µM foram 

considerados inativos. 

Na Tabela 15  encontram-se os dados de GI50 dos derivados 1-

fenilssubstituído-3-(4-benzilidenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazolo)-β-carbolinas (76, 77 e 

79) e das 1-fenilssubstituído-3-[1,2,4-triazolo-(3,4-b)-1,3,4-tiadiazin-6-ona]-β-carbolinas 

(14a-c) e do padrão doxorrubicina. 
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A análise dos valores de GI50 mostrou que, de uma forma geral, os compostos 

76, 77, 79 e 14a-c apresentaram uma potente atividade frente à linhagem de células 

tumorais de mama (MCF-7), com GI50 na faixa de 2,07-4,75 µM.   

 Dentre os derivadosda série das 3-(4-benzilidenoamino-5-metiltio-1,2,4-

triazolo)-β-carbolinas, o composto 77, contendo  o grupo fenilmetilenoamino ligado ao 

Nitrogenio (N4) do núcleo triazólico, foi o mais ativo para todas as células testadas com 

valores de GI50 na faixa de 1,11-17,7 µM, destacando-se o seu potencial de inibição 

frente á células de ovário resistente (NCI/ADR-RES) e glioma (U-251) com IC50 igual a 

1,11 e 1,53 µM, respectivamente (Grafico 1 ).  

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Para a série das 1-fenilssubstituído-3-[1,2,4-triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil]-

βcarbolinas 14a-c, os compostos 14a e 14b, contendo os grupos fenil (Gráfico 2 ) e o-

Cloro (Gráfico 3 ), respectivamente, na posição -1, apresentaram significante inibição 

do crescimento celular para todas as células tumorais testadas com valores de GI50 

menores que 15 µM.  
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Gráfico 2. Gráfico da concentração (µg/mL) versus crescimento celular para o ensaio da 
avaliação da atividade antitumoral composto 14a. 

Gráfico 2. Gráfico da concentração (µg/mL) versus crescimento celular para o ensaio da 
avaliação da atividade antitumoral do composto 77. 
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Como um dos objetivos deste trabalho foi o de verificar a influência da 

funcionalização dos grupos 4-amino e 5-mercapto do anel triazólico, comparamos os 

valores de GI5o dos produtos obtidos neste trabalho (Tabela 15) com os reportados 

anteriormente por Formagio e col., 2008) (Tabela 16 ) [32]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 16 . Valores de GI50 (em µM) obtidos nos ensaios de atividade antitumoral in vitro para 
os derivados β-carbolínicos 11a,b,d e 75. 

 

Comp. 

Linhagens de células tumorais  

Pulmão 

NCI-H460 

Colon 

HT-29 

Prostata 

PCO-3 

Mama 

MCF-7 

Rim 

786-0 

Ovario 

OVCAR 

11a 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 

Gráfico 3. Gráfico da concentração (µg/mL) versus crescimento celular para o ensaio da 
avaliação da atividade antitumoral o composto 14b. 
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A partir desta comparação observamos que, com exceção de 14c, tanto a 

formação 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 β-carbolínicos contendo o grupo 4-

amino-5-metiltio-1,2,4-triazolil na posição -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)-β-carbolina (75) (Formagio e col. (2008) [32]), com valor de GI50 >100 µM 

para as células testadas, todos os derivados sintetizados neste trabalho apresentaram 

maior atividade .  

 

 

4.2.2 Avaliação da atividade antileishmania 

 

A avaliação da atividade anti-leishmania frente às formas promastigotas de L. 

amazonensis foi realizada no Departamento de Análises Clínicas da Universidade 

Estadual de Maringá sob responsabilidade dos Professores Doutores Celso Vataru 

Nakamura e Tânia Ueda Nakamura. Para cada composto testado foram obtidos os 

IC50, em µM, que corresponde à concentração do composto que inibe 50% do 

crescimento do parasita, sendo considerados inativos os compostos com IC50 

superiores a 100 µM. 

Os valores de IC50 (em µM) obtidos para 11a-d estão apresentados na Tabela 

17. 

          
 

 

 

  

 

 

 Comparando os resultados obtidos para os compostos 1-fenilssubstituídos-3-

(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-β-carbolinas (11), observou-se que todos os 

compostos desta série foram ativos frente Leishmania amazonense valores de IC50 na 

faixa de 6,98 a 74,9. O composto 11b com IC50 igual a 6,98 µM, foi o mais ativo dentre 

os compostos testados, mostrando que a presença do cloro, como substituinte no 

grupo fenila, é importante para a atividade. 

Composto  IC50 (µM) 

11a 21,3 

11b 6,98 

11c 74,9 

11d 28,2 

N
H

N

N

NN

SH

R1

NH2

R1 

a – H 
b – o-Cl 
c – m-NO2 

d – 4-N(CH3)2 

 

 

Tabela 17: Valores de IC50 (µM)
frente a L. amazonensis para os 
compostos 11a-d.  
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4.2.3 Avaliação da atividade anticolinesterásica 

 

A capacidade de inibição 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 medição da taxa de produção de tiocolina (93) à 

medida que a acetiltiocolina (92) é hidrolisada pela acetilcolinesterase (AChE). Isto 

ocorre pela continuação da reação da tiocolina (93) com reagente de Ellman (94), 

ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB), produzindo o ânion amarelo (95) como 

mostrado no Esquema 31 . A medida da taxa da produção do composto colorido (95) é 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os valores de IC50 (concentração necessária para 50% de inibição da enzima 

acetilcolinesterase) foram obtidos através do gráfico plotado de porcentagem de 

inibição (%I) versus logaritimo da concentração (Gráfico 4 ) e comparados com os 

valores obtidos pelo controle positivo, no caso a rivastigmina (Gráfico 5 ) . Os valores 

de IC50 para a rivastigmina e para os derivados 1-fenilsubstituido 3-(1,2,4-triazolo-4,5-

substituido) β-carbolínicos (11a-d) testados estão apresentados na Tabela 18 . 

 

 

Esquema 31 . Reações envolvidas na avaliação da atividade anticolinesterásica pelo método de 
Ellman. 
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A comparação dos dados obtidos revela o potencial de inibição da 

acetilcolinesterase desses derivados, destacando-se o derivado 11d (IC50 = 17,78 µM, 

Gráfico 4 ) com potencial de inibição menor que a Rivastigmina (25,29 µM - Gráfico 5 ) 

padrão avaliado. 

Devemos destacar que neste trabalho estamos reportando os resultados 

preliminares dos ensaios de atividade anticolinesterásica para os compostos 11a-d, 

empregados como precursores para os 4,5-substituidos-1,2,4-triazóis sintetizados. A 

metodologia empregada permitiu uma avaliação prévia de inibição frente à 

acetilcolinesterase, indicando quais dos compostos apresentam melhor atividade 

inibitória. No entanto, será necessária a otimização da metodologia empregada, uma 

vez que o valor de IC50 obtido em nossos ensaios para o padrão 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 anticolinesterásicos e a necessidade de estudos mais detalhados visando, 

Tabela 18 : Valores de IC50 (µM) para inibição 
frente AChE, compostos 11 a-d 

Compostos  IC50 (µM) 

Rivastigmina  25,29 

11a 59,12 

11b 97,7 

11c 59,08 

11d 17,78 

N
H

N

N

N
N

NH2

SH

N
H3C CH3

Gráfico 5. Gráfico da % de inibição 
versus Log [ ] para a Rivastigmina 

Gráfico 4. Gráfico da % de inibição versus
Log [ ] para a 11d 
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além da otimização dos valores de IC50, estudos de cinética e de determinação de 

seus mecanismos de ação.  
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5. PARTE EXPERIMENTAL 

 

5.1 Instrumentação 

 Os espectros de RMN de 1H e 13C foram obtidos em espectrofotômetro 

VARIAN modelo Mercury Plus BB, operando a 300,0MHz para 1H e 75,5 MHz para 13C 

tendo como referência interna o tetrametilsilano (TMS) ou sinal do solvente. Os 

deslocamentos químicos foram obtidos em ppm e os solventes utilizados foram CDCl3 

e DMSO. A interpretação dos dados foi realizada com ajuda da técnica de DEPT, em 

CH3/CH = sinal positivo (+), CH2 = sinal negativo (-), C0 (não ligado a hidrogênio) = 

sinal de intensidade zero e técnicas bidimensionais de COSY e HSQC. 

O espectro de massas (EI-MS, 70eV) foi realizado em um espectrômetro de 

massas do tipo Q-Tof (Micromass) em modo de íon positivo. 

As reações 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 absorbância 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 analítica (CCDA) foram realizadas em 

lâminas de vidro, utilizando-se sílica gel 60 (GF 254) (0,063-0,200 mm) da Merck e 

placas de sílica gel (250 µm – UV254) suspensas em alumínio (20x20 cm) da Whatman. 

As eluições foram feitas em solventes orgânicos puros ou combinados. As revelações 

das placas foram obtidas por irradiação com lâmpada ultravioleta em 254/366 nm, iodo 

ressublimado e reagente de Dragendorff. 

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em coluna de vidro, 

utilizando-se sílica gel (0,063-0,200 mm) da Merck. O diâmetro interno e a altura das 

colunas variaram de acordo com a quantidade de material a ser cromatografado. As 

eluições foram feitas em solventes orgânicos puros ou combinados em ordem 

crescente de polaridade e as frações coletadas foram evaporadas, à pressão reduzida, 

em evaporador rotativo. 
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5.3 Sínteses 

5.3.1 Triptofano metil éster (63) 

 

 

 

A uma suspensão de 10 mmol de L-triptofano comercial (12) em 50 mL de 

MeOH foi adicionado, gota a gota, ácido sulfúrico concentrado até completa 

solubilização. A mistura foi mantida sob refluxo e agitação por 48 horas e a seguir, 

resfriada, neutralizada com uma solução de carbonato de sódio a 5% e extraída com 

acetato de etila (3 x 35 mL). A fase orgânica foi seca com sulfato de sódio anidro e 

após filtração, o solvente foi removido em evaporador rotatório. O produto foi obtido 

puro em 95% de rendimento. 

 

5.3.2 Preparação das 1-(fenilssubstituído)-3-carbom etóxi-tetraidro- ββββ-

carbolinas (64) 

 

 

 

A uma solução de triptofano metil éster (63;  5 mmol), em CH2Cl2, foram 

adicionados 5 mmol dos seguintes aldeídos: benzaldeído (a), o-clorobenzaldeído (b), 

m-nitrobenzaldeído (c), p-dimetilaminobenzaldeído (d), p-metóxibenzaldeído (e), p-

hidróxibenzaldeído (f) e p-fluorbenzaldeído (g) e ácido trifluoroacético (2 equivalentes). 

O meio reacional foi neutralizado com uma solução de carbonato de sódio 5% e 

posteriormente extraído com acetato de etila (3 x 35 mL). A fase orgânica foi seca com 

sulfato de sódio anidro e, após filtragem, o solvente foi removido em evaporador 

rotatório. O sólido obtido foi filtrado sob vácuo e lavado exaustivamente com metanol, 

fornecendo as cis e trans 1-(fenil-susbstituído)-3-carbometóxi-tetraidro-β-carbolinas 

(64), com rendimentos de 80%. 

 

5.3.3 Preparação das 1-(fenilssusbstituído)-3-carbo metóxi- ββββ-carbolinas 

(65) 

 

 

  

Uma suspensão da correspondente mistura de cis+trans 1-(fenil-susbstituído)-

3-carbometóxi-tetraidro-β-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 0C por 3 horas. O 

precipitado formado foi então filtrado sob vácuo e lavado com éter de petróleo 

fornecendo as β-carbolinas 65.  

 

5.3.4 Preparação das 1-(fenilssubstituído)- ββββ-carbolina-3-carboidrazidas 

(66) 

 

 

 

 

A uma da suspensão das β-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 00C por 3 horas, para a completa precipitação. O precipitado formado 

foi filtrado sob vácuo e lavado com etanol, o que forneceu as carboidrazidas (66) em 

80% de rendimento. 

 

5.3.5 Procedimento geral para a preparação de 1-fen ilsubstituído-3-(4-

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

  

 

 

 

A uma solução da correspondente 1-fenilssubstituído-β-carbolina-3-

carboidrazida (1,0 mmol) (66a-d) e hidróxido de potássio (1,5 mmoL), em etanol (20 

mL), foi adicionado dissulfeto de carbono (1,5 mmoL) a 0°C. A mistura foi mantida a 50 

°C por 48 horas e, a seguir, resfriada. O precipita do do intermediário ditiocarbazato de 

potássio formado foi filtrado, e após seco, tratado com  hidrazina hidratada (10 mL). A 

mistura foi mantida sob agitação e refluxo por 96 horas. A coloração da reação mudou 

para verde, devido à liberação de sulfeto de hidrogênio. A solução foi diluída com água 

gelada e acidificada com ácido clorídrico. O produto sólido formado foi filtrado sob 

vácuo, lavado com água gelada e recristalizado em etanol, fornecendo as 1-

fenilssubstituído-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazolo-3-il)-β-carbolina (11a-d) com 

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

carbolina (75) 

 

 

 

 

 

 

A uma suspensão da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-β-

carbolina (11a) (0,5 mmoL) em etanol foi adicionado gota-a-gota, a 0 °C, uma solução 

aquosa de KOH (2M 0,5 mmoL). À esta mistura foi adicionado gota-a-gota iodeto de 

metila (1 mmoL) e a solução mantida sob agitação a temperatura ambiente por 48 

horas. Após este tempo a mistura reacional foi vertida sob água gelada e o precipitado 

formado foi separado por filtração e lavado com água gelada, rendimento 60%, 

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

 

 

5.3.7 Preparação das 1-fenilssubstituídos-3-(4-benz ilidenoamino-

substituído-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)- ββββ-carbolina 76, 77, 79 e 80. 

 

 

 

 

 

 

 

Procedimento A 

À uma solução da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-β-

carbolina (75) (1,0 mmoL), em etanol, foi adicionado 2-clorobenzaldeído (1,0 mmol) e 

ácido sulfúrico concentrado até pH em torno de 4-5. A mistura reacional foi mantida 

em refluxo por 72 h, em seguida resfriada, vertida sob água gelada e neutralizada com 

uma solução de carbonato de sódio 10%.  O precipitado foi filtrado sob vácuo e lavado 

com água, o que forneceu uma mistura dos produtos 76-(E) e 76-(Z) com 47%de 

rendimento.  
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Procedimento B 

À uma solução da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-β-

carbolina (75) em DMF foi adicionado 1,2 equivalentes de 2-clorobenzaldeído. A 

mistura reacional foi mantida em refluxo por 48 horas. A mistura reacional foi vertida 

em água, e o precipitado foi filtrado sob vácuo e lavado com água. Os produtos foram 

purificados em CC (sílica gel; hex:AcOEt-40% à 100%), o que forneceu o derivado 76-

(E) com rendimento de 30%. O mesmo procedimento foi realizado utilizando 

benzaldeído, 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 potência foi aumentada para 160 

W e submetida a ciclos de 5 minutos totalizando em 240 minutos. A mistura reacional 

foi vertida em água, neutralizada com uma solução de carbonato de sódio 10% e 

extraída com acetato de etila (3 x 35 mL). A fase orgânica foi seca com sulfato de 

sódio anidro e filtrada, o solvente foi removido em evaporador rotatório. Os produtos 

foram purificados em CC (sílica gel; hex:AcOEt-40% à 100%), o que forneceu o 

derivado 75 (15%) e 77-(E) com rendimento de 30%.  

 

Procedimento D 

A uma solução da 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-metiltio-1,2,4-triazol-3-il)-β-

carbolinas (75) em 5 ml DMF foi adicionado 1,2 equivalentes de aldeído (a-d). A 

solução foi submetida à irradiação em micro-ondas laboratorial (potência ajustada para 

100W e temperatura em 160 °C) por 90-100 minutos.  O desenvolvimento da reação 

foi monitorado por CCD (Hex.:AcOEt 60%). A mistura reacional foi vertida em água 

gelada e o precipitado filtrado a vácuo e seco. Os produtos foram purificados em CC 

(sílica gel; hex:AcOEt-40% à 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 Preparação das 3-(1-substituído-9H- β-carbolina-3-il)-1,2,4-

triazolo[4,3-d]-1,2,3,4-tiatriazóis  (14) 

 

  

 

 

 

Uma solução das 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-β-

carbolinas (11a-c) (1,0 mmol) em ácido clorídrico (5 mL) foi resfriada a 0 °C. 

Adicionou-se a seguir, lentamente, 0,5 mL de solução aquosa de nitrito de sódio (1,0 

mmol). A mistura reacional foi mantida sob agitação por duas horas a temperatura de 

0-5 °C 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 Preparação das 3-(1-substituído-9H- β-carbolina-3-il)-1,2,4-

triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazol-6-tiol/tionas (15) 

 

 

 

 

 

À uma solução metanólica de hidróxido de potássio (0,45 mmol) das 1-

fenilssubstituídos-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol-3-il)-β-carbolinas (11a-b) (0,3 

mmol) foi adicionado dissulfeto de carbono (0,4 mmol), gota a gota ,sob constante 

agitação, a 0°C.  A mistura foi mantida em refluxo por 48 horas e, a seguir, adicionou-

se mais 0,9 mmol de dissulfeto de carbono nas mesmas condições anteriores. A 

solução foi mantida por agitação por 72 horas. A mistura reacional foi resfriada e 

vertida sob água com gelo e neutralizada com ácido clorídrico diluído. O precipitado 

formado foi filtrado sob vácuo e recristalizado em etanol, obtendo-se 15a-b em 60% de 

rendimento. 
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5.3.10 Obtenção do composto 85    

 

Procedimento A 

 

À uma solução de 1-fenil-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-β-carbolina (11a) 

(0,8 mmol) e acetato de sódio (0,8 mmol), em etanol (20 mL), foi adicionado 0,8 mmoL 

de ácido cloroacético,  a 0oC. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 48 horas, 

o solvente orgânico evaporado sob vácuo e o sólido obtido filtrado e lavado com água, 

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

 

Procedimento B 

 

À uma solução de 1-fenil-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-β-carbolina (11a) 

(0,8 mmol) e hidróxido de potássio (1,2 mmol), em etanol (15 mL), foi adicionado 0,8 

mmoL de ácido cloroacético,  a 0oC. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 14 

horas, o solvente orgânico evaporado sob vácuo e o sólido obtido filtrado e lavado com 

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

 

Procedimento C 

 

À uma solução de 1-fenil-3-(4-amino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-β-carbolina (11a) 

(0,8 mmol) e trietilamina (1,2 mmol), em dimetilformamida (8 mL), foi adicionado 0,8 

mmoL de ácido cloroacético,  a 0oC. A mistura reacional foi mantida em refluxo por 20 

horas. A mistura reacional foi vertida em água gelada e o precipitado filtrado a vácuo e 

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

 

 

5.3.11 Obtenção do compostos 91  

 

A uma solução de 1-fenil-3-(4-fenilmetilenoamino-5-tiol-1,2,4-triazol-3-il)-β-

carbolina (11a) (0,8 mmol) em etanol (15 mL) foram adicionados hidróxido de potássio  

(1,2 mmol) e bromo acetato de etila (0,8 mmol). A mistura reacional foi mantida sob 

agitação por 18 horas a 30 0C. O sistema foi resfriado a 10 graus em banho de gelo e 

o precipitado foi filtrado e lavado com água gelada, fornecendo o derivado 88 com 55 

% de rendimento. 
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5.4 Ensaios Biológicos 

 

5.4.1 Determinação 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 µL das células tumorais, nas suas respectivas 

densidades de inoculação, nos compartimento das placas de 96 compartimentos. 

Estas placas foram incubadas por 24 horas, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2 e 

100% de umidade. Para cada linhagem foi utilizado um número estipulado de placas, 

além da placa T0 (placa controle), dependendo da quantidade de células obtidas na 

contagem.  

As amostras foram diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 

0,1 g/ml resultando em soluções estoques. Estas soluções foram diluídas 40 vezes em 

RPMI/SFB/pen:strep. Foram adicionadas 100 µL da solução dos compostos nos 

compartimento das placas de 96 compartimentos, exceto na T0, nas doses de 0,25; 

2,5; 25; 250 µg/ml. Neste mesmo momento foi realizada a fixação da placa T0, 

determinando-se assim a quantidade de células presentes no momento em que os 

compostos foram colocados. As demais placas foram incubadas por 48 horas. Após 

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

 

Ensaio da Sulforrodamina B (SRB) 

 

As placas de 96 compartimentos foram fixadas com 50 µL de ácido 

tricloroacético a 50% (TCA) em cada compartimento. Para completar a fixação celular, 

as placas foram incubadas por 1 hora a 4 °C. Após e sse tempo, foram submetidas a 

quatro lavagens consecutivas com água destilada para a remoção dos resíduos de 

TCA, meio, SFB e metabólitos secundários. Estas placas foram mantidas a 

temperatura ambiente até a secagem completa. Em seguida, as placas foram coradas 

pela adição de 50 µL/compartimento de SRB a 0,4% (peso/volume), dissolvido em 

ácido acético a 1%. Estas foram incubadas a 40C, durante 30 minutos. Após esse 

período, as placas foram lavadas por 4 vezes consecutivas com uma solução de ácido 

acético 1%. O resíduo da solução de lavagem foi removido e as placas foram 

novamente secas à temperatura ambiente. O corante ligado às proteínas celulares foi 

solubilizado com uma solução de Trizma Base, na concentração de 10 µL e pH 10,5, 
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por 5 minutos em ultra-som. A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada 

em 560 nm em um leitor de microplacas.  

 

Análise dos resultados 

 

Foram calculadas as médias das absorbâncias descontadas de seus 

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

celular.  

 

 

 

 

 

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

C é o controle de célula;  

T0 é o controle das células no dia da adição das substâncias.  

 

5.4.2 Determinação atividade frente a Leshmania amazonensis 

 

O ensaio biológico para avaliação da atividade frente à Leishmania 

amazonensis foi realizado no Departamento de Análises Clínicas da Universidade 

Estadual de Maringá, sob a responsabilidade dos Professores Doutores Celso Vataru 

Nakamura e Tânia Ueda Nakamura. Os protozoários (1x106 protozoário/ml) foram 

introduzidos em uma placa de 24 poços, contendo 1 mL dos compostos diluídos em 

cada poço. 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 ºC. Para os experimentos, cepas de formas 

promastigotas de Leishmania amazonensis foram incubadas em meio Warren 

suplementado com 10% de soro bovino fetal na presença de diferentes concentrações 

dos compostos testados (5, 10, 50, e100 mg/ml) ou no meio sem a presença dos 

compostos. O crescimento das células foi feito em uma placa de 24 poços com cada 

poço contendo 1 mL do meio.  

A padronização dos inóculos em 1x106 células/mL foi feita através da contagem 

em câmara hematocitométrica de Neubauer (Improved Double Neubauer). A 

sobrevivência dos parasitas foi estimada contando-se as formas viáveis em uma 

câmara hematocitométrica de Neubauer. Em todos os testes, os compostos foram 

dissolvidos em DMSO, de forma que a concentração final de DMSO não excedeu a 

Se T > C a substância estimulou o crescimento.  

Se C > T ≥ T0, a substância foi citostática, Cresc.(%) = 100*[(T-T0)/(C-T0)].  

Se T < T0 a substância foi citocida, Cresc.(%) = 100*[(T-T0)/(T0)];  
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1%. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados expressos 

em porcentagem de inibição do crescimento.  

 

5.4.3 Determinação da atividade anticolinesterásica  
 

A capacidade de inibição 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 poços (300 µL/cada) e 

equipamento leitor de microplacas, para medir as absorbâncias (412 nm) e realizar a 

incubação a 30 °C durante o ensaio em microplaca. 

 

Preparo das soluções: 

 

1) Enzima: 

- Acetilcolinesterase de peixe elétrico (Tipo VI-S, pó liofilizado, 500 U/mg sólido, 

proteína, Sigma, lote: 041M7009V). 

A enzima liofilizada foi dissolvida em tampão de fosfato (pH 8,0) para preparar 

uma solução estoque 50 U/ml e, posteriormente diluída em tampão, para obter uma 

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

 

2) Substrato: 

- Iodeto de acetiltioclina (ACTI) (Sgima-Aldrich®) foi o substrato utilizado nos 

ensaios em microplaca nas concentrações de 15 mM em água ultrapura. 

 

3) Reagentes colorimétricos: 

- Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico 

(DTNB) (Sigma-Aldrich®) ou reagente de Ellman foi utilizado nos ensaios em 

microplaca na concentraçõe de 3 mM em tampão de fostato (pH 8,0). 

 

4) Amostra 

- Para o ensaio em microplaca foi preparado, uma solução mãe do composto a 

ser avaliado, dissolvidos num volume mínimo de DMSO (1%) e diluídos em solução 

tampão de fosfato (1mg/mL) e as diluições subsequentes foram feitas nos poços (0,5 

mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml). Cada concentração foi analisada em triplicata e a 

percentagem de inibição calculada. Como controle positivo foi utilizado a Rivastigmina 

(xM) 
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 Ensaio: 

 Em cada poço, foram adicionados os reagentes a seguir:  

-125 µL da solução do reagente de Ellman (DTNB); 

-50 µL de tampão; 

-25 µL da solução de amostra; 

-25 µL da solução enzimática; 

 A incubação foi realizada durante um período de 15 minutos em agitação, a 30 

°C. Foram realizadas leituras a cada 1 minuto em 41 2 nm. Logo em seguida foram 

adicionados 25 µL de substrato e a absorbância novamente monitorada em intervalos 

de 1 minuto, durante 4 minutos no mesmo comprimento de onda.  

 O mesmo procedimento foi realizado com o controle (na ausência de amostra) 

e para o branco (sem solução enzimática e amostra) 

As taxas das reações foram calculadas utilizando software apropriado (Oringin 

7.0). As porcentagens de inibição foram calculadas comparando-se as taxas das 

reações das amostras com a taxa de reação do controle (solvente utilizado para 

solubilizar cada amostra) através da fórmula: 

 

% inibição = (taxa da reação controle - taxa da rea ção amostra) x 100  
taxa da reação controle 

 

A concentração de cada amostra foi analisada em triplicata e os resultados 

avaliados através dos valores médios. A curva de inibição foi obtida plotando a % de 

inibição versus o logaritmo da concentração do inibidor presentes nas soluções do 

ensaio.  
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6 CONCLUSÕES 

  

 

 No presente trabalho descrevemos a síntese de avaliação da atividade 

biológica de 1-fenilssubstituído-β-carbolinas, contendo na posição -3 o grupo 1,2,4-

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

  

- a preparação das 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol) β-

carbolinas 11, intermediários para a síntese dos triazóis 1,2,4-triazol 4-N, 5-S-

substituídos, foi realizada com bons rendimentos (65-80%) a partir da ciclização 

intramolecular em meio básico dos correspondentes ditiocarbazatos (67) das β-

carbolina-3-carboidrazidas (66). 

 

- condensação dos intermediários 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-

triazol) β-carbolinas (11) com diferentes aldeídos aromáticos forneceu misturas de 

produtos de ciclocondensação, sendo inviável para obtenção das bases de Schiff 

propostas (13). 

 

- a S-metilação das 1-fenilssubstituído-3-(4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol) β-

carbolinas (11)  e posterior condensação com aldeídos aromáticos levou a obtenção 

das bases de Schiff 76, 77, 79 e 80. 

 

- o emprego de micro-ondas na síntese das 1-fenil-3[4-(benzilidenoamino-5-metiltio-

[1,2,4]-triazolo-]-β-carbolina permitiu melhoras no rendimento e diminuição do tempo 

reacional. 

 

- a reação de 11 com nitrito de sódio, em ácido clorídrico, levou a formação dos 

derivados beta-carbolinicos contendo o núcleo 1,2,4-triazolo-[3,4-d]-1,2,3,4-tiatriazolico 

(14a-b) na posição-3, em bons rendimentos (60-70%) 

 

- a obtenção dos derivados 3-(1-substituído-9H-β-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 reação do intermediário 11 com excesso de dissulfeto de carbono em meio 

básico. 

 



86 
 

- as metodologia empregadas não foram eficazes para a síntese das3-(1-substituído-

9H-β-carbolina-3-il)-1,2,4-triazolo[3,4-b][1,3,4]tiadiazin-6-ona (16) propostas, levando a 

produtos de S-alquilação(85 e 88). As condições testadas como emprego de diferentes 

bases, solventes e em alguns casos catálise ácida, não levaram ao produto desejado. 

 

- os ensaios de atividade antitumoral mostraram que de uma forma geral, os 

compostos 11a-c e 14a-c apresentaram uma potente atividade frente à linhagem de 

células tumorais de mama (MCF-7), com IC50 na faixa de 2,07-4,75 µM. 

 

- o composto 77, contendo o grupo fenilmetilenoamino ligado ao Nitrogenio (N4) do 

núcleo triazólico, sendo o mais ativo para todas as células testadas com valores de 

IC50 na faixa de 1,11-17,7 µM. 

 

- a formação 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-triazóis reportados em 

trabalho anterior. 

 

- os compostos 14a e 14b, contendo os grupos fenil e 2-Cl na posição -1 da unidade β-

carbolina e na posição -3 o grupo, 1,2,4-triazolo-(3,4-d)-1,2,3,4-tiatriazolil, 

apresentaram significante inibição do crescimento celular para todas as células 

tumorais testadas com valores de IC50 menores que 15 µM. 

 

- dentre os compostos avaliados frente L. amazonensis, o 11b foi o mais ativo com 

IC50 igual a 6,98 µM, mostrando a importância do cloro como substituinte no grupo 

fenila, para a atividade testada. 

 

- o estudo preliminar da atividade frente a AChE mostrou que, para os derivados 11a-

d, o composto 11d, contendo o grupo N,N-dimetilamino na posição -1, foi o derivado 

mais ativo da série, com IC50 = 17,78 µM, menor do que o padrão avaliado, no caso, a 

Rivastigmina - IC50 = 25,29 µM. 

 

- os 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 1H, 13C, HSQC dos compostos 

sintetizados 
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C/H δC δH 
(multiplicidade, 

J=Hz) 
1 141,7 - 
3 137,4 - 
4 113,9 8,82 (s) 

4a 129,9 - 
4b 120,8 - 
5 122,0 8,38 (d – 6,0) 
6 120,3 7,32 ( t – 7,5) 
7 128,3 7,57 – 7,71 (m) 
8 112,7 7,57 – 7,71 (m) 

8a 141,6 - 
9a 134,4 - 
1´ 133,3 - 

2´/6´ 128,5 8,09 (d – 6,0) 
3´/5´ 129,0 7,57 – 7,71 (m) 

4´ 129,1 7,57 – 7,71 (m) 
3´´ 147,3 - 
5’’  163,8 - 

 NH2 - 6,52 (s) 
SH - 13,95 (s) 
NH  11,90 (s) 

N
H

N

N

NN

SH

NH2

4a

56

7

8 8a

9a

3´´
4b

1

3

4
5´´

Anexo A.3  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 11a 
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Anexo A.4 Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 11a 
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Anexo A.3  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 11b 
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C/H δC δH  
(multiplicidade, J= Hz) 

1 142,0 - 
3 136,5 - 
4 115,2 8,92 (s) 

4a 129,0 - 
4b 121,2 - 
5 122,6 8,39 (d – 6,0) 
6 120,7 7,32-7,35 (m) 
7 128,1 7,58 - 7,67 (m) 
8 113,0 7,71-7,74 (m) 

8a 141,0 - 
9a 134,7 - 
1´ 134,3 - 
2´ 132,9 - 
3´ 130,4 7,71 - 7,74 (m) 
4´ 132,3 7,58 - 7,67 (m) 
5´ 129,6 7,71 - 7,74 (m) 
6´ 131,2 7,71 - 7,74 (m) 
3’’  147,8  
5’’  164,4  
SH  13,96 (s) 
NH2 - 6,46 (s) 
NH - 11,75 (s) 

Anexo A.4 Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 11b 
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Anexo A.5  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 11d 
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C/H δC δH 
(multiplicidade, J= Hz)  

1 141,4 -  
3 - -  
4 114,0 8,85 (s)  

4a 130,8 -  
4b 121,2 -  
5 122,8 8,42 (d – 3)  
6 121,3 7,37 ( t – 6)  
7 130,1 7,67 (t – 6)  
8 113,4 7,77 (d – 6)  

8a 142,8 -  
9  12,21 (s)  

9a 132,0 -  
1´ 133,0 -  

2´/6´ 130,4 8,02 (d – 3)  
3´/5´ 114,2 7,15 (d –  3)  

´ 150,7 -  
3´´ 146,6 -  

NH2 - (encoberto  
pelo solvente)  

5’’  165,4 -  
SH  14,14 (s)  

N(CH3)2  3,07 (s)  

Anexo A.6 Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 11d 
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C/H δC δH  
(multiplicidade, J= Hz) 

1 141,5  
3 137,2  
4 114,6 8,86 (s) 

4a 130,0  
4b 120,9  
5 122,0 8,44 (d – 6,0) 
6 120,1 7,26 (t – 7,5) 
7 128,6 7,60 ( t – 7,5) 
8 112,6 7,68 (d – 9,0) 

8a 141,0  
9a 135,5  
1’ 132,8  

2’/6’  128,3 7,79 (d – 6,0) 
3’/5’  128,6 7,39 ( t – 7,5) 
4´ 128,7 7,32 (t – 7,5) 
3’’  149,7  
5’’  150,4  

SCH3 14,1 2,70 (s) 
2”’ /6’’’  131,1 7,84 ( d- 9,0) 
3”’ /5’’’  114,5 7,10 (d – 9,0) 

4’’’  163,0 - 
NH  11,76 (s) 

OCH3 55,5 3,87 (s) 
CH=N 168,7 8,87 (s) 

N
H

N

N

NN

N

S

OCH3

Anexo A.7  Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 79. 
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Anexo A.8 Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) 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 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 14b. 
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C/H δC δH (multiplicidade, J= Hz) 
1 142,0 - 
3 136,6 - 
4 113,8 8,97 (s) 

4a 129,4 - 
4b 121,4 - 
5 122,9 8,43 (d – 6,0) 
6 120,6 7,25-7,31 (m) 
7 127,9 7,58-7,63 (m) 
8 112,8 7,58-7,63 (m) 

8a 141,7 - 
   
9a 135,3 - 
1´ 133,2 - 
2´ 135,0 - 
3´ 130,18 7,72 (d – 6,0) 
4´ 132,6 7,58-7,63 (m) 
5’ 129,6 7,58-7,63 (m) 
6’ 131,2 - 
3’’  157,4 - 
5’’  158,2 - 

 NH  11,69 (s) 

Anexo A. 11 Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 14b. 
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Anexo A.12 Espectro de RMN de 1H (300,0 MHz – DMSO-d6) para 15b. 
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C/H  CS2  δH (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) 
7    7,60 - 7,64 (m) 
8  113,0  7,60 - 7,64 (m) 
8a  142,0   
9a  134,7   
1´  134,3   
2´  132,9   
3´  139,5  7,60 - 7,64 (m) 
4´  132,4  7,60 - 7,64 (m) 
5’  130,4  7,71-7,76 (m) 
6’  131,3  7,71-7,76 (m) 
3’’   147,7   
5’’   164,4   

C6’’SH    13,96 (s) 
NH    11,76 (s) 

Anexo A.13 Espectro de RMN de 13C (75,5 MHz – DMSO-d6) para 15b 


