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RESUMO

Palavras-chave: tetraidro-pB-carbolinas, estudo conformacional, atividade

tripanossomicida

Alcalodides B-carbolinicos e tetraidro-p-carbolinicos naturais e sintéticos tém
sido alvo de varios estudos quimicos e biolégicos. Devido a gama de
propriedades farmacoldgicas, a potencialidade de compostos tetraidro--
carbolinicos, principalmente como agentes tripanossomicidas e a importancia da
busca de novos agentes terapéuticos no combate desta doencga, realizamos neste
trabalho a preparagdo de uma série de derivados contendo o nucleo tetraidro-f-
carbolinico e avaliamos a atividade destes frente as formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi e frente a enzima GAPDH glicossomal de T. cruzi. Foram
realizados também ensaios de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina.

Os derivados tetraidro-B-carbolinicos-3-carbometéxi-1-benzossubstituidos
foram preparados pela reagdo de condensacéo de Pictet-Spengler, catalisada por
acido, do L-triptofano esterificado (16) com uma série de aldeidos. Para cada
uma das reagdes foi obtida a mistura dos isbmeros cis (1S, 3S) (34a-40a) e frans
(1R, 3S) (34b-40b). A reacéo destes compostos, na forma pura ou como mistura
de isbmeros cis/trans, com as aminas butilamina, isopropilamina, cicloexilamina e
pirrolidina forneceu 0s derivados tetraidro-B-carbolinicos-3-amido-1-
benzossubstituidos (43-48) e (49a+49b a 56at+56b). Além dos derivados
esperados foram obtidos também as B-carbolinas 41, 57, 58, 59 e 60 resultantes

da aromatizagéo do anel piperidinico.



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

Constitui-se parte do nosso trabalho ainda, o estudo conformacional dos
compostos (37a) e (37b) através de calculos computacionais. As estruturas foram
otimizadas utilizando a teoria do funcional de densidade (TFD), e o nivel de teoria
empregado foi o B3LYP/6-311+G(d). Os calculos foram realizados através do
programa Gaussian 98. As analises de NBO foram feitas utilizando o nivel de

teoria HF/6-31G.
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ABSTRACT

Keywords: tetrahydro-B-carbolinic ~ derivatives,  conformational  analysis,

trypanocidal activity

Natural and synthetic 3-carbolinic and tetrahydro-p-carbolinic alkaloids have
been object of several chemical and biological studies due to their large spectrum
of pharmacological proprieties. The importance of this class of compounds and,
specifically its tripanocidal activity, led us to synthesize a series of tetrahydro-B-
carbolinic derivatives and to evaluate their activity against the epimastigote forms
of Trypanosona cruzi and against the enzyme GAPDH of T. cruzi. Additionally, the
toxicity against Artemia salina was tested.

The tetrahydro-B-carbolinic 3-carbomethoxy-1-benzosubstituted derivatives
were prepared by the condensation of Pictet-Splenger, under acid catalysis, of the
L-tryptophan methyl ester (16) with a series of aldehydes to afford a mixture of
isomers cis (1R, 3S) (47a-40a) and frans (1R, 3S) (34b-40b). The reaction of
these compounds, in the pure form or as mixture of isomers, with the amines
butilamine, i-propylamine, cyclohexylamine and pyrrolidine produced the
tetrahydro-B-carbolinic  3-amide-1-benzosubstituted derivatives (43-48) and
(49a+49b to 56a+56b). Some unexpected products from aromatiztion (41, 57, 58,
59 and 60) were also observed. The synthesized compounds structure were
confirmed on the basis of their spectral data (IR, MS, 'H and "*C NMR, COSY and

HMQC).



In order to explain some aspects related to the NMR data from cis and trans
isomers conformational studies by computational methods were carried out. The
structures were optimized using density functional theory. The B3LYP hybrid
functional was used in this investigation. The 6-311+G(d) basis set was used in
these calculations. The natural bond orbital (NBO) calculation was performed

using HF/6-31G level of theory.
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1. INTRODUCAO

Devido a potencialidade terapéutica de compostos [(-carbolinicos e
tetraidro-B-carbolinicos varias pesquisas tém sido desenvolvidas para a obtengao
destes, seja pela sintese ou pelo isolamento a partir de produtos naturais. Muito
dos trabalhos envolvendo sintese situam-se na area de Quimica Medicinal tendo
como enfoque a preparagdo de derivados contendo diferentes substituintes,
principalmente no C-1, e a avaliagdo de atividade dos compostos obtidos. Das
diversas atividades testadas esta aquela frente o protozoario Trypanosoma cruzi
causador da doenga de Chagas, que é um dos sérios problemas de saude publica
em paises tropicais. Esta doencga atinge cerca de 18 milhdes de pessoas em todo
0 mundo, sendo cerca de 8 milhdes no Brasil.

A unidade tetraidro-f-carbolinica faz parte do esqueleto basico de uma
imensa gama de alcaloides farmacologicamente ativos, sendo entdo importante
os estudos da estereoquimica e conformacido desta classe de compostos. A
utilizacdo de calculos computacionais para estes estudos constitui uma
ferramenta importante que fornece, entre outros, pardmetros que auxiliam na

interpretacao de dados espectroscopicos.

Neste trabalho sera abordada a sintese de uma série de derivados
contendo o nucleo tetraidro-p-carbolinico, analise conformacional pela utilizagéo
de calculos computacionais e a avaliagdo da atividade tripanossomicida de

derivados 1-benzossubstituidos contendo o grupo carbometdxi ou amido no C-3.



1.1. Importancia de alcaldides B-carbolinicos e tetraidro-p-carbolinicos

Alcaloides B-carbolinicos e tetraidro-p-carbolinicos naturais e sintéticos tém
sido alvo de varios estudos quimicos e biolégicos. O interesse biolégico por esta
classe de compostos deve-se a ocorréncia destes, sob condigdes fisiolégicas, em
tecidos e fluidos bioldgicos'®. Tetraidro-p-carbolinas (la-c), por exemplo, foram
encontradas em cérebro, urina, plaquetas e em outros tecidos de mamiferos ’.

Além disto, esta classe de compostos apresenta uma gama de propriedades

8-10

farmacoldgicas, tais como ansiolitica, hipnoética, anticonvulsante™ ™, parasiticida'",

1'? & antimicrobiana’®.

antivira

Alcaloides B-carbolinicos tém atraido a atengdo dos neuroquimicos que tem
especulado o suposto papel destes no sistema nervoso central, onde
funcionariam como neuromoduladores. Tais compostos sao ainda potentes
inibidores das enzimas topoisomerase e monoaminoxidase (MAO) e interagem
com sistemas neurotransmissores, tais como receptores benzodiazepinicos, acido
y-aminobutirico (GABA) e serotonina™ "7

Além da ocorréncia em sistemas bioldgicos, tetraidro-p-carbolinas e -

carbolinas tém sido encontradas também em alimentos, como carne defumada,

pao, queijo, iogurte e bebidas alcodlicas, como cerveja, vinho e destilados'®.
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Herraiz e Galisteo' reportaram a presenca de compostos tetraidro-3-
carbolinicos (2a-d) em frutas e seus sucos. Estes compostos ocorrem em baixas
concentracdes e apareceram nos frutos e sucos de tomate, kiwi, banana, abacaxi.
Em outros ensaios, atividades antioxidantes mais forte que a do acido ascorbico,
foram verificadas para estes alcaldides sugerindo que podem agir como
antioxidantes quando absorvidos e acumulados no corpo.

Outras fontes de alcaldides tetraidro-B-carbolinicos e B-carbolinicos incluem
produtos naturais marinhos e terrestres. Do organismo marinho Eudistoma
gilboverde (Polycitoridae) foram isolados varios alcal6ides B-carbolinicos, dentre
eles 0 14-metileudistomidina C (3) que exibe potente atividade citotdxica, com ICs
menor que 1,0ug/mL, frente as linhas de células tumorais humanas LOX
(melanoma), OVCAR-3 (ovario), COLO-205 (c6lon) e MOLT-4 (leucemia)®. Uma

série de potentes compostos antivirais, as eudistominas L, K, C, E, F (4a-e), foram

21,22

isoladas da espécie Eudistoma olivaceum
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HO

Os compostos (5a) e (5b) foram isolados da esponja Plakortis nigra e

apresentaram atividade citotdxica contra células do célon humana HCT-116%.
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Ireland e col.?* descreveram o isolamento do composto P-carbolinico
tripargina (6a), também isolada de sapos Kassina senegalensis®®, e de dois novos
derivados deste da espécie Eudistoma sp., além da p-carbolina
tetraidropentoxilina (6b), previamente isolada da urina humana?. A tripargina tem
sido reportada como toxica quando administrada em ratos por via intravenosa
(DLsp 16,9mg/Kg)?’, e como bloqueadora das correntes de soédio em

membranas?®.
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Um outro exemplo importante a ser citado, € a classe das manzaminas,
isoladas de varios géneros marinhos como Haliclona, Pellina, Pachypellina,
Xestospongia, Ircinia, e Amphimedon. As manzaminas s&o potentes agentes
anticancer e, especificamente, a manzamina A (7a) e a 8-hidroximanzamina A
(7b) exibem potencial atividade de inibicdo do parasita da malaria, Plasmodium
berghei, sugerindo que estes podem ser usados como novos agentes

antimalaricos®.




Dois novos alcaldides, nomeados manadomanzamina A (8a) e B (8b), foram
isolados da esponja Acanthostrongylophora sp.. Estes compostos apresentaram
forte atividade frente Mycobacterium tuberculosis, agente causador da
tuberculose, além disso, exibiram atividade frente ao virus da imunodeficiéncia

humana (HIV-1)*.

Diversos compostos p-carbolinicos foram isolados das raizes da planta
Eurycoma longifolia, sendo que os compostos 9-metdxicantin-6-ona (9a) e cantin-
6-ona (9b) demonstraram significante citotoxicidade frente as linhas de célula

humana de cancer de pulmao (A-549) e de cancer de mama (MCF-7)*.

Dentre os alcaldides B-carbolinicos presentes na planta Banisteriopsis caapi
estdo a harmina (10a), a harmalina (10c) e a tetraidro-harmina (10d). A harmalina
(10c) possui efeitos de vasoconstrigdo, provavelmente por interagir com sitios de
sodio na ATPase (Na/K)*', e ainda exerce uma forte atividade antileishimania

frente o parasita Leishmania infantum>?. Alguns compostos B-carbolinicos foram



sintetizados e testados quanto a sua atividade leishimanicida, apresentando-se
como drogas efetivas frente ao parasita Leishmania donovani® 3*,
Harmina (10a) e alguns de seus analogos apresentam significativa atividade

anti-tumoral®> ®. Lee e col.*” isolaram o alcaldéide harmana (10b) da planta

Symplocos serchuensis e observaram uma expressiva atividade anti-HIV deste

composto.
[ | |
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O uso de Alstonia angustifolia na medicina popular para o tratamento da
malaria e da disenteria amebiana e de Picrasma javanica no tratamento da
malaria, pode ser explicado pela presengca de compostos B-carbolinicos nestas
plantas, os quais apresentaram atividades in vitro frente Entamoeba histolytica e
Plasmodium falciparum®® . Ihara e col.”° sintetizaram uma série de p-carbolinas
e seus correspondentes sais 0s quais apresentaram uma forte atividade
antimalaria in vitro frente ao parasita Plasmodium falciparum.

Uma série de compostos B-carbolinicos e tetraidro-B-carbolinicos foram

1.*' e testados quanto a sua atividade frente a

sintetizados por Chauhan e co
filariose linfatica, ou elefantiase, uma doenca causada por vermes nematéides (as
filarias) que vivem no sistema linfatico, causando obstrugdo do mesmo no tecido

conjuntivo e em outras partes do organismo humano. Foi observado que a

presenca do grupo carbometdxi na posi¢cao 3 e substituintes arila na posi¢cao 1



aumentam a atividade antifilarial. Da série testada os compostos (11), (12) e (13)

apresentaram-se mais ativos.

12 R1 = CH3 R2 = COOCH3
13 R1 =ClI R2 = CHon

|.42

Peng e col.™, sintetizaram compostos contendo a unidade B-carbolina com
atividade antitrombdtica, e Adams e col.*® sintetizaram compostos com atividade
de inibicdo do IKK (complexo IkB-quinase, par de enzimas cataliticas), que podem
ser usados no tratamento de doencas inflamatérias bem como do cancer. Estudos
tém demonstrado que estes alcaldides sdo potenciais agentes tripanossomicidas
contra o protozodrio Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas**,

Uma série de N%furoil (14) e NZpirimidinil (15) B-carbolinas foram

sintetizadas por Sui e col.*

e exibiram uma potente acdo inibitéria sobre a
atividade enzimatica de fosfodiesterase tipo 5 (PDES). A inibicdo da PDES é
importante no tratamento da disfungdo erétil, ja que esta enzima participa do

mecanismo fisioldgico para a eregao do pénis.




1.2. Célculos computacionais

Os fundamentos tedricos para a compreensado do comportamento eletrénico e
nuclear em sistemas moleculares e da formacgédo de ligagdes quimicas foram
estabelecidos nas trés primeiras décadas deste século, com o advento da
mecanica quantica.

A equacgao de Schrodinger foi de fundamental importancia para fornecer
subsidios necessarios a investigacdo de sistemas microscopicos, outrora
considerados incognitas para muitos cientistas.

A quimica computacional baseia-se justamente na teoria de que, a partir da
funcdo de onda y é possivel obter toda a informagéao fisica de um determinado
sistema. E utilizada quando um método matematico (MQ) é suficientemente bem
desenvolvido, podendo ser automatizado para implementacdo em um
computador. Calculos computacionais podem fornecer as seguintes informacgdes
sobre uma molécula®®: a geometria mais estavel, comprimentos de ligacéo,
angulos diedros, barreiras de rotagdo interna sobre uma ligagdo simples,
frequéncias vibracionais, distribuicdo eletrbnica, potenciais de ionizagao,
afinidades eletrénicas, momentos de dipolo, constantes de acoplamento, entre
outras.

Dentre os métodos de calculos computacionais, esta o ab initio, o qual é
derivado diretamente de principios teoéricos, n&o incluindo parametros
experimentais. Um exemplo de método ab initio € o chamado Hartree-Fock (HF).
Uma das limitagdes dos calculos HF é nao incluir a correlagao eletrénica, levando
em conta somente o efeito médio da repulsao eletrbnica, onde as funcdes de

onda de cada elétron sao independentes.



Outro método de calculo computacional é o baseado na Teoria do Funcional
de Densidade (TFD), o qual leva em conta as correlagdes eletronicas. Tanto neste
método, como no de HF, a energia de uma determinada molécula pode ser obtida
da fungao de onda originaria da densidade eletronica.

A exatiddo dos resultados fornecidos pelos célculos baseados na TFD
depende da escolha do conjunto de base e do método do funcional de densidade.
O mais utilizado para calculos moleculares € um funcional hibrido denominado
B3LYP.

Na performance de um calculo, juntamente com o método deve-se utilizar um
conjunto de bases*’. Um conjunto de base é um conjunto de fungdes utilizadas
para representar os orbitais moleculares. Possuem algumas funcbes definidas
(gaussianas) que podem ser combinadas de maneira diferente para representar
um orbital.

Para a realizagdo de um determinado calculo, escolhemos um nivel de
teoria (método e conjunto de bases) apropriado para um determinado sistema em
questdo. Geralmente quanto maior o nivel de teoria utilizado, maior a exatidao
obtida no calculo; em contrapartida, maior sera o tempo de maquina,
principalmente para moléculas complexas.

Outra técnica importante relacionada com calculos computacionais é a
investigacdo dos orbitais naturais de ligacdo*® (NBO — Natural Bond Orbitals), os
quais podem fornecer informagdes importantes a respeito dos possiveis efeitos
eletrénicos existentes em uma determinada molécula, como por exemplo, efeitos
hiperconjugativos. Os NBOs sao orbitais localizados na molécula existentes entre
determinadas ligagoes, diferentemente dos orbitais moleculares que se estendem

por toda molécula. Este método proporciona a investigacao das interagées dos



orbitais entre determinadas ligagcbes. O método descreve a estrutura molecular
semelhantemente a descrigdo de Lewis em termos de ligagcbes com pares de
elétrons e pares de elétrons nao ligantes, o que torna facil a compreensao e

utilizacao.

1.3. Atividades bioldgicas
1.3.1. Testes de toxicidade frente a Artemia salina
A Artemia salina (Figura 1) € um microcrustaceo, que vive em aguas

salgadas, tem a propriedade de reproduzir-se facilmente e quando recém-

nascidos tem a cor laranja e mais ou menos 1mm de comprimento®®,

Figura 1: Artemia salina na fase adulta

A forma mais comum de se encontrar sdo na forma de ovos, que eclodem
como minusculas larvas, chamadas nauplios. O nauplio da Artemia salina pode
duplicar seu tamanho corporal em menos de 24 horas, devido a presenca de um
horm&nio de crescimento em seu organismo.

E a presa viva mais adequada para alimentacdo de muitas espécies de

peixes e crustaceos marinhos. As vantagens que apresenta como alimento sao:



seu pequeno tamanho (8-13mm quando adultos), elevado teor de proteinas (50-
60% quando nauplios; 40-50% quando adultos) e vitaminas A e B, protovitamina
A e caroteno®

A realizacdo dos bioensaios frente as larvas de Artemia salina deve-se ao
fato de que trabalhos encontrados na literatura relacionam a toxicidade sobre esta
espécie de microcrusticeo com atividades, como antifungica, antiviral,
antimicrobiana, parasiticida, antitumoral e tripanossomicida®, atividades estas
observadas para compostos tetraidro-3-carbolinicos. Além disso, os bioensaios
sao de facil execugcdo e podem ser realizados sem a necessidade de
equipamentos especiais.

O primeiro trabalho relativo ao uso de camardo marinho em bioensaios foi
publicado em 1956. O ensaio de letalidade permite a avaliagéo da toxicidade geral
e, portanto é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de

compostos com potencial atividade bioldgica®’.

1.3.2. Testes de atividade bioldgica frente Trypanosoma cruzi

A doenga de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e
representa um grave problema de saude publica em paises tropicais. Cerca de 18
milhdes de pessoas estdo infectadas em todo mundo, sendo que no Brasil o
numero de casos chega a cerca de 8 milhdes, atingindo principalmente as regides
Nordeste, Sudeste e Sul. Como ndo existe nenhuma quimioterapia que seja
efetiva no combate a este mal, leva a morte centenas de milhares de pessoas por

ano®2.



Descrita em 1909 por Carlos Chagas, a doenga de Chagas também é
conhecida como tripanossomiase por Trypanosoma cruzi ou tripanossomiase
americana. Diz-se tripanossomiase qualquer enfermidade causada por
protozoarios flagelados do género Trypanosoma, que parasitam o sangue e 0s
tecidos de vertebrados. O Trypanosoma geralmente € transmitido de um
hospedeiro a outro por insetos — no caso humano, o principal vetor € um
percevejo popularmente conhecido como barbeiro ou chupdo (insetos das
especies Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus). Os
parasitas ficam alojados no sangue dos barbeiros onde se desenvolvem. Estes
depositam na pele ou mucosas do homem fezes contendo as formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi. No hospedeiro vertebrado (definitivo)
interagem as formas amastigotas (Figura 2) no interior de células do tecido
muscular e de defesa, e tripomastigotas (Figura 3), no sangue, enquanto no
hospedeiro invertebrado (intermediario), as formas tripomastigotas ingeridas do
sangue dos vertebrados se tornardo formas arredondadas e epimastigotas
(Figura 4), que se alojam no tubo digestivo ou poderdo se alojar como
tripomastigotas no reto. Outras formas de contagio s&o da gestante para seu feto

e pela transfusdo de sangue contaminado® 3.
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Figura 2: Formas amastigotas de T.
cruzi circulantes no sangue, geralmente
com aspecto das letras "S" ou "C"

Figura 3: T. cruzi - forma sanguinea
tripomastigota, medem de 20x2 mm



Figura 4: T. cruzi - forma epimastigota

Tripanossomas sao responsaveis ainda por uma série de doengas
parasiticidas em humanos, animais domeésticos, peixes e plantas. As doencas
causadas por tipanossomas sao tidas como incuraveis. As vacinas sao ineficazes,
pois este parasita tem um notavel mecanismo de fuga do sistema imunolégico do

hospedeiro®.

Algumas abordagens modernas para o tratamento das doengas foram
desenvolvidas baseadas na compreensao do metabolismo do parasita e no
isolamento e elucidagédo estrutural de algumas de suas proteinas. E, em pelo
menos um caso, isso envolve agentes farmacéuticos projetados como inibidores

de enzimas baseados no mecanismo da acdo enzimatica®.

A enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) de
T. cruzi, é responsavel pela via glicolitica do parasita e essencial para sua
obtencdo de energia. Uma das abordagens modernas para desenvolvimento de
farmacos esta baseada no conhecimento tridimensional do sitio de uma enzima
com uma atividade biolégica conhecida e no planejamento racional de
substancias que se liguem seletivamente a este sitio, inibindo uma atividade
essencial a uma determinada via metabdlica que garante a progressao de uma

doenga®*.



Estudos mostram que a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
glicossomal (gGAPDH, EC EC 1.2.1.12) de T. cruzi é estavel e ndo possui um
turnover rapido, ao contrario da homdloga nas células dos mamiferos que é
rapidamente reciclada, isto é, ela é continuamente degradada e uma enzima nova
€ sintetizada para repd-la. O fato de que a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de mamiferos é constantemente reciclada, assegura que a
utiizacdo de um agente inibidor no organismo do individuo infectado sera
prejudicial, somente, ao metabolismo do parasita®. A gGAPDH tem sido
considerada importante para o desenvolvimento de drogas tripanossomicidas.
Esta enzima catalisa reversivelmente a fosforilagdo oxidativa do D-gliceraldeido-3-
fosfato (D-G3P) em 1,3-bifosfoglicerato (1,3-diPG) na presencga do cofator NAD"
(nicotinamida adenina dinucleotideo — forma oxidada) e fosfato inorganico

(Esquema 1)°°.

GAPDH
Pi
NAD® NADH
o HO.
HO P\ /\)K u /\)k /‘
OH OH
D-G3P * NADH 1,3-diPG

Esquemal



2. OBJETIVOS

Em fungdo da importancia da: a) busca de novos agentes
tripanossomicidas; b) potencialidade terapéutica relatada para compostos
tetraidro-B-carbolinicos contra Trypanosoma cruzi; c) auséncia de estudos
conformacionais utilizando calculos computacionais para tetraidro-B-carbolinas-3-
carbometdxi-1-benzossubstituidos, constituiu-se objetivos de nosso trabalho a:

- Preparagdo de uma série de derivados tetraidro-B-carbolinicos-3-
carbometoéxi-1-benzossubstituidos, pela reagdo de condensagao de
Pictet-Spengler do L-triptofano com uma série de aldeidos.

- Preparagado de uma série de derivados tetraidro-p-carbolinicos-3-amido-
1-benzossubstituidos pela reacdo dos produtos de condensagdo com

aminas (Esquema 2).

COOH COOCHs C\NHRZ
| RiCHO _RoNH,
N

Esquema 2
- Realizagédo de ensaios biolégicos para a avaliagdo da atividade dos
compostos sintetizados frente as formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi e a enzima GAPDH glicossomal de T. cruzi.
- Avaliacdo da toxicidade dos derivados preparados frente a Artemia
salina.
- Realizagdo de estudos conformacionais de tetraidro-p-carbolinas-3-

carbometodxi-1-benzossubstituidas utilizando calculos computacionais.



3. PRINCIPAIS METODOS UTILIZADOS NA SINTESE DE B-CARBOLINAS E

TETRAIDRO-B-CARBOLINAS
3.1. Condensacéo de Pictet-Spengler

O método mais utilizado para a sintese de compostos p-carbolinicos € a
reacao de Pictet-Spengler, a qual envolve a condensacao do triptofano metil éster
(16) ou da triptamina (17) com aldeidos, originando tetraidro-p-carbolinas do tipo
(19) ou (20), respectivamente (Esquema 3).

Experimentalmente, a condensacédo ocorre de duas maneiras distintas: em
benzeno ou tolueno sobre refluxo ou conduzida a 0°C em CH,ClI; e acido trifluoro
acético®’. No caso do emprego do triptofano metil éster (16), é obtida uma
mistura de diasterecisémeros de (19), via a formagdo de uma imina (18) como

intermediario da reacgéo®.

R1 | Ri | Ri
| N NH
(I j NHz R,cHO N N
N _RCHO N — N
H H)kRz Ro

(16) Rq=CO,CHjs (18) (19) R{ = CO,CHs
(17)Ry=H (20) Ry =H

Esquema 3

Jackson e col.”®, realizaram estudos mecanisticos para a reacdo de Pictet-
Spengler entre derivados da triptamina (17) e compostos carbonilicos e
mostraram que a natureza eletrofilica da dupla ligagdo da imina (18) é a guia da

forca de ciclizagdo. Por exemplo, o intermediario iminico contendo o grupo



carbometdxi € mais eletrofilico que a imina formada a partir da triptamina. Este
resultado pode ser examinado quanto aos valores de pK, da triptamina, pK; =
10,2, e do triptofano metil éster, pK, = 7,29.

Srinivasan e Ganesan® demonstraram que a ciclizagdo de Pictet-Spengler
para tetraidro-p-carbolinas podem ser catalisadas por uma variedade de acidos de
Lewis, obtendo-se bons rendimentos tanto para aldeidos aromaticos com
substituintes doadores como captores de elétrons. Observaram ainda que a
reacao de ciclizagdo acontecia mais rapidamente com irradiagdo de microondas.

Czarnocki e col.?’

reportaram que os aminoacidos L-alanina, L-valina, L-
fenilalanina e L-prolina podem ser usados na reacdo de condensacao de Pictet-
Spengler para a sintese diastereosseletiva de derivados tetraidro-p-carbolinicos
sob condi¢bes brandas.

A reacgao de Pictet-Spengler ja foi também empregada na sintese em fase
solida de compostos tetraidro-p-carbolinicos. Fantauzzi e Yager®? sintetizaram
diversas tetraidro-B-carbolinas-3-amido (24) e -2,3-bis-lactamas utilizando a resina
Merrifield. Como mostrado no Esquema 4, primeiramente faz-se a acilagado da
resina com L-BOC-triptofano, seguida pela desprotecdo e ciclizagao de Pictet-

Spengler com uma variedade de aldeidos. A clivagem da resina com aminas

primarias fornece as amidas na posigao 3.
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Esquema 4

3.2. Reacdo de Mannich viniloga

A reacao de Mannich viniloga tem sido usada na sintese estereosseletiva
de vaérios alcaléides contendo o nucleo tetraidro-B-carbolinico-1-substituido e
consiste na formagdo de um ion iminio (a partir do triptofano), seguido da adigéo
de um silil enol éter insaturado ao C-1.

A formacéo do ion iminio (26) ocorre em apenas uma etapa de reacéo, e
segundo a metodologia de Previero e col.®® a reagdo se da inicialmente pelo
tratamento do D-triptofano (25a) com anidrido acético em acido férmico, seguido
pela adicdo de uma solugdo de &acido férmico com 10% de HCI (viv) e
aquecimento e separacao do produto na forma de sal.

A vantagem de se formar o ion iminio na sintese de alcaldides tetraidro-3-
carbolinicos € a alta diastereosseletividade da etapa de adicdo do substituinte ao

|.64

C-1, onde apenas o diastereoisémero trans € obtido. Martin e col.”™ utilizaram esta

estratégia sintética para a sintese enantiosseletiva do alcaléide (+)-



geissoschizina, na qual o ataque do vinil cetenoacetal ao C-1 se da pela face

oposta ao grupo acido carboxilico do C-3 (Esquema 5).

COOH O
mm 1) HCO,H, Ac,0 N

2) HCO,H, HCI
H ) 2 26)

Esquema 5

3.3. Condensacéo de Bischler-Napieralski

A condensagdo de Bischler-Napieralski também €& um outro método
utilizado para a sintese de alcaldides B-carbolinicos. Bonjoch e col.®® utilizaram
esta metodologia para formar a tetraidro-f-carbolina (28), fazendo o tratamento da
lactama (27) com POCIs, seguido por redugdo com NaBH,4, conforme ilustrado no
Esquema 6. O uso de radiagdo de microondas para catalisar este tipo de reagao

tem sido reportado® para a sintese de alcaldides p-carbolinicos diméricos.

0 |

N
H NaBH, H
@n M &y 28) H :

Esquema 6



3.4. Eletrociclizagéo de intermediarios do tipo azatrieno

Recentemente algumas rotas tém usado a reagao de eletrociclizagdo de

intermediarios do tipo azatrieno (32) para a sintese de alcaldides B-carbolinicos®®

(Esquema 7). Esta metodologia envolve inicialmente a funcionalizagdo do indol

na posigéo-3, o qual & convertido no 3-vinil indol (30) utilizando-se (Ph)sPCHsl/t-

BuOK/THF. A subsequente funcionalizacdo da posi¢ao-2 foi realizada pelo

tratamento de (30) com LDA/THF e N,N-dimetilacetamida fornecendo (31); este

por sua vez foi tratado com NH,OH.HCI/AcONa e refluxado com o-diclorobenzeno

para fornecer a B-carbolina (33).

| CHO R
|
- Yo - ¥
R1 R4

(29)
I )
Ry —>
)
Ri O
(31)

R1

(32)

Esquema 7
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Preparagdo e caracterizagcdo dos derivados tetraidro-p-carbolinicos-3-

carbometoxi-1-benzosssubstituidos

Para a obtengéo dos alcaloides tetraidro B-carbolinicos desejados, optamos
pela utilizagdo da reacao de Pictet-Spengler catalisada por acido.

Inicialmente preparou-se o triptofano metil éster (16), a partir da reagao do
L-triptofano comercial (25b) com metanol e acido sulfurico sob refluxo por 7
horas®®. (Esquema 8). Apds neutralizagdo com solugdo aquosa de Na,COs e

extracdo com acetato de etila o composto (16) foi obtido em 87% de rendimento.

COOH /. 4 3 COOCH
@j/\( CHyOH . m
N NH2 H2804 N 13 2

(25D) (16)

Esquema 8

Uma outra tentativa de sintese de (16) foi realizada utilizando-se iodeto de
metila (H3Cl) em meio basico (NaHCOs3;), seguindo a metodologia de Shioiri e
col.%. A reacdo foi acompanhada por CCDA e uma mistura complexa de produtos
foi observada.

A obtencgao de (16) foi confirmada pela analise dos dados espectroscopicos
de EM, IV e RMN "H e RMN "C (uni e bidimensional).

O triptofano esterificado apresentou no seu espectro de IV (EIV-1 -

ANEXO) uma banda de absorgdo em 1731 cm™ caracteristica de C=0 de éster. O



espectro de massas de baixa resolucdo (EM-1 - ANEXO) apresentou o pico do
ion molecular em m/z 218 e um fragmento em m/z 159 resultante da perda do
radical COOCHjs. Os dados de RMN "H e ®C de (16) estdo indicados na Tabela
01. No espectro de RMN de 'H (ER *H-1 - ANEXO) do composto (16), o singleto
em oy 3,68 (3H) foi atribuido aos hidrogénios da metoxila do éster H-15,
confirmando a esterificagdo do L-triptofano (25b). Os duplos dubletos em & 3,01
(J = 14,4; 4,8Hz), 64 3,26 (J = 14,4; 7,8Hz) e 64 3,82 (J = 7,8; 4,8Hz) foram
atribuidos aos hidrogénios H-4 e H-3 respectivamente. O dubleto em 6 6,88 (J =
2,1Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-13 e os demais sinais aos hidrogénios do
anel aromatico. Pelo espectro de COSY (ER COSY-1 - ANEXO) observa-se a
correlacao entre o hidrogénio H-12 com H-13 e de H-3 com os hidrogénios H-4. O
espectro de RMN de "*C/DEPT (ER *3C-1 - ANEXO) deste composto apresentou
um sinal em &¢ 52,1 (CHs;) atribuido ao carbono C-15, e sinais em 6¢ 30,8 (CH) e
54,9 (CH) referentes aos carbonos C-4 e C-3, respectivamente. Um sinal em d¢
175,8 caracteristico de carbonila de éster (C-14), e os demais sinais da unidade

inddlica confirmaram a obtencéo de (16).
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Tabela 01: Dados de RMN de 'H e "*C (300,06/75,45 MHz, CDCls) para (16)

C/H oy (multiplicidade, J = Hz) oc
3 3,82 (dd, 7,8; 4,8, 1H) 54,9 (CH)
4a 3,01 (dd, 14,4; 4,8, 1H) 30,8 (CH,)
4b 3,26 (dd, 14,4; 7,8, 1H) -
5 - 110,5 (Co)
6 - 127,4 (Co)
7 7,58 (d, 7,8, 1H) 118,6 (CH)
8 7,08 (td, 7,3; 1,0, 1H) 119,4 (CH)
9 7,14 (td, 7,3; 1,0, 1H) 122,0 (CH)
10 7,24 (d, 7,8, 1H) 111,4 (CH)
11 - 136,4 (Co)
12 8,90 (s/, 1H) -
13 6,88 (d, 2,1, 1H) 123,3 (CH)
14 - 175,8 (Co)
15 3,68 (s, 3H) 52,1 (CHs3)

Na segunda etapa da reacgao, o triptofano metil éster (16) foi condensado
com aldeidos aromaticos, via reacdo de Pictet-Spengler, catalisada por acido®’.

O composto (16) foi solubilizado em CH,CI; e a solugédo entdo adicionou-se
uma proporg¢ao equimolar de aldeido e tragos de acido trifluoroacético (TFA). Esta
mistura foi mantida sob agitagdo, a 0°C. Apds 24 horas foi adicionado no mesmo
baldo um excesso do TFA (2,2 mol equivalente) e a reagcdo acompanhada por
CCDA (Esquema 9). Na Tabela 02 estdo descritos os tempos de reagédo para
cada aldeido. Observou-se a formacao da mistura dos diastereoisébmeros (cis; 1S,

3S) (34a-40a) e (trans; 1R, 3S) (34b-40b), obtendo-se o composto cis



preferencialmente, os quais foram separados através de CCDP em silica gel

eluidas com hexano/AcOEt 40%.

COOCH; COOCH;3 COOCH3;
| | 1) Aldeido (R{COH), | NH * mH
N NH2  Gh,l,, tragos TFA, 0°C, 24n N H
> H
R R

H 2) TFA, t. amb. -

(16) cis (34a - 40a) trans (34b - 40b)

(34) Ry =© (38) Ry =4©7Ni
(35)Ri=— )—OCH
1 T G9R {}

36) R =OOH NO,
(DR = QOH wOR =—(_)-No:

OCHs;
Esquema 9

Na Tabela 2 consta o tempo das reagdes, as razdes diastereoisoméricas e

os rendimentos para todas as reacdes.

Tabela 02: Tempo, razdo diastereoisomérica e rendimentos para as reacdes de

obtencgao das tetraidro-p-carbolinas (34-40)

Composto R1 Tempo (hs) Rendimento (%) % cis % trans
34 fenil 5 82 80 20
35 p-metoxifenil 8 85 82 18
36 p-hidroéxifenil 9 89 83 17
37 3-metoxi-4-hidroxifenil 6 90 80 20
38 p-dimetilaminofenil 9 88 78 22
39 m-nitrofenil 3 93 82 18
40 p-nitrofenil 4 90 78 22




Para todas as reagdes os rendimentos foram bons, predominando a
formacéao do isbmero cis sobre o frans.

Comparando-se os tempos de reagao obtidos para os diferentes aldeidos
utilizados na condensacgao de Pictet-Spengler (Tabela 02), pode-se observar que
para o m-nitrobenzaldeido e p-nitrobenzaldeido a reagdo de ciclizagdo ocorre
mais rapidamente, enquanto que para os aldeidos contendo substituintes
doadores de elétrons a reacdo ocorre em maior tempo. Isto pode ser explicado
com base no mecanismo proposto para a formacao de tetraidro-B-carbolinas.

Conforme descrito na literatura, o mecanismo de condensacao da reagao
de Pictet-Spengler pode ser proposto por dois caminhos diferentes. Um deles
envolve um intermediario do tipo spiroindolenina’® como apresentado no
Esquema 10 (caminho A). Contudo, Casnati’’ mostrou que a ciclizacdo pode
ocorrer por ataque direto do C-2 do indol ao carbono iminico (caminho B). Ambos
os caminhos propde a formacdo de uma imina como intermediario. Assim, a
presenca de substituintes captores de elétrons no anel do aldeido torna o carbono
iminico mais eletrofilico levando a um menor tempo de reagao.

Quanto a estereoquimica de ciclizagao, tanto o caminho A como B podem
ser considerados, uma vez que em ambos 0s caminhos forma-se uma mistura de

diastereoisbmeros.
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Os produtos obtidos foram caracterizados com base na analise de seus
dados espectroscépicos de IV, EM, RMN 'H e RMN "C (uni e bidimensionais).

Os espectros na regido do IV dos compostos 34a-40a (EIV-2 a -8 -
ANEXO) apresentaram bandas de absorgdo de C=0 de éster na regido de 1730
cm™.

Os espectros de massa de baixa resolucdo dos compostos 34a-40a (EM-2
a 8 - ANEXO) mostraram um mesmo padréo de fragmentagdo, com a presenga
do fragmento comum em m/z 169. Conforme proposto no Esquema 11 a
fragmentagdo do ion molecular (M*") envolve uma quebra homolitica do grupo
carbometdxi formando o fragmento F; com m/e caracteristico para cada grupo

substituinte (Tabela 3); este por sua vez sofre cisdo homolitica de duas ligagdes,

resultando no fragmento em m/z 169.



m/z 169

Esquema 11

A Tabela 03 apresenta os valores do pico do ion molecular (M*") de cada
um destes compostos, além do valor do fragmento m/e correspondente a perda

do radical COOCHs.

Tabela 03: Valores de m/e para o ion molecular e fragmento F; para (34a-40a)

Composto m/z (M*") m/z (F1)
34a 306 247
35a 336 277
36a 322 263
37a 352 293
38a 349 290
39a 351 292
40a 351 292

Os dados de RMN 'H e C dos produtos estdo apresentados nas Tabelas
04-10. Os espectros de RMN 'H (ER 'H-2 a -15 - ANEXO) apresentaram sinais na
regiao de oy 5,10 a 5,82 ppm, atribuido ao hidrogénio H-1, além dos sinais dos
hidrogénios aromaticos do substituinte R1 na regido de 6,64-8,23 ppm.

Os espectros de RMN *C (ER *3C-2 a -15 - ANEXO) destes compostos

apresentaram sinais em torno de 6¢ 131,8-135,7 e 51,9-58,9 referente ao carbono



C-13 (Co) e C-1 (CH) confirmando a ciclizagdo do anel C. Além destes, foram
observados sinais de carbonos na regido de 110,9-135,1 ppm (CH) e 128,3-160,0

ppm (Cy) atribuidos aos carbonos aromaticos do substituinte Ry,

Tabela 04: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCls) para (34a) e (34b)

34a (H1-a) 34b (H1-B)
C/H dn (multiplicidade, J = Hz) &c &y (multiplicidade, J = Hz) dc
5,81 (sl, 1H) 58,4 (CH) 5,36 (s, 1H) 55,1 (CH)
3 4,19 (dd, 10,7; 5,7, 1H) 56,7 (CH) 3,94 (dd, 6,9; 5,4, 1H) 52,7 (CH)
48 3,27 (m, 1H) 25,6 (CHy) 3,11 (ddd, 15,3;6,9; 1,5, 1TH) 24,9 (CH,)
4o 3,36 (m, 1H) - 3,26 (ddd, 15,3; 5,4; 1,0, 1H) -
5 - 108,2 (Co) - 108,6 (Co)
6 - 126,7 (Co) - 127,2 (Cop)
7 7,53 (d, 7,5, 1H) 117,8 (CH) 7,54 (m, 1H) 118,4 (CH)
8 7,17 (dd, 6,6; 1,8, 1H) 119,1 (CH) 7,11 (m, 1H) 119,7 (CH)
9 7,22 (dd, 8,3; 1,8, 1H) 121,6 (CH) 7,13 (m, 1H) 122,1 (CH)
10 7,27 (d, 7,5, 2H) 111,0 (CH) 7,18 (m, 1H) 111,1 (CH)
11 - 136,4 (Co) - 136,4 (Co)
12 8,16 (s/, 1H) - - -
13 - 134,1 (Cyp) - 133,4 (Co)
14 - 173,4 (Co) - 174,3 (Co)
15 3,72 (s, 3H) 52,2 (CH3) 3,69 (s, 3H) 52,3 (CH3)
16 - 140,5 (Co) - 142,2 (Cyp)
17 7,32 (d, 7,5, 2H) 128,8 (2CH) 7,30 (m, 2H) 128,9 (2CH)
18 7,16 (d, 7,5, 2H) 128,6 (2CH) 7,24 (m, 2H) 128,6 (2CH)
19 7,27 (d, 7,5, 2H) 128,5 (Co) 7,34 (m, 1H) 129,2 (Cyp)
20 7,16 (d, 7,5, 2H) 128,6 (2CH) 7,24 (m, 2H) 128,6 (2CH)
21 7,32 (d, 7,5, 2H) 128,8 (2CH) 7,30 (m, 2H) 128,9 (2CH)
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Tabela 05: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para (35a) e (35b)

35a (H1-a) 35b (H1-B)

C/H 8n (multiplicidade, J = Hz) oc Su (multiplicidade, J = Hz) Sc

1 5,17 (sl, 1H) 58,1 (CH) 5,34 (sl, 1H) 54,5 (CH)
3 3,95 (dd, 11,1; 4,2, 1H) 57,0 (CH) 3,95 (t, 6,0, 1H) 52,8 (CH)
48 2,99 (m, 1H) 259 (CHy) 3,11 (ddd, 15,4;6,8; 1,5, 1H) 24,8 (CH,)
4o 3,21 (m, 1H) - 3,25 (ddd, 15,4; 5,4; 1,2, 1H) -

5 - 109,0 (Cyp) - 108,6 (Co)
6 - 127,3 (Co) - 127,2 (Co)
7 7,52 (d, 7,2, 2H) 118,4 (CH) 7,54 (dd, 6,3; 2,1, 1H) 118,5 (CH)
8 7,12 (d, 7,2, 1H) 119,8 (CH) 7,12 (d, 7,2, 1H) 119,7 (CH)
9 7,16 (d, 7,0, 1H) 122,1 (CH) 7,13 (d, 7,8, 1H) 122,1 (CH)
10 7,52 (d, 7,2, 2H) 111,1 (CH) 7,22 (d, 6,0, 1H) 111,1 (CH)
11 - 136,3 (Co) - 136,4 (Co)
12 - - 7,63 (sl, 1H) -

13 135,1 (Co) - 134,2 (Cy)
14 - 173,4 (Co) - 174,3 (Co)
15 3,79 (s, 6H) 52,4 (CH3) 3,70 (s, 3H) 52,3 (CHj3)
16 - 132,9 (Co) - 132,7 (Co)
17 7,27 (d, 8,4, 2H) 130,0 (2CH) 7,17 (d, 8,7, 2H) 129,8 (2CH)
18 6,87 (d, 8,4, 2H) 114,5 (2CH) 6,84 (d, 8,7, 2H) 114,3 (2CH)
19 - 160,0 (Co) - 159,7 (Co)
20 6,87 (d, 8,4, 2H) 114,5 (2CH) 6,84 (d, 8,7, 2H) 114,3 (2CH)
21 7,27 (d, 8,4, 2H) 130,0 (2CH) 7,17 (d, 8,7, 2H) 129,8 (2CH)
22 3,79 (s, 6H) 55,4 (CH3) 3,78 (s, 3H) 55,5 (CHj3)




Tabela 06: Dados de RMN 'H e "*C (300,06/75,45 MHz, CDCIl5/CDs0D) para (36a) e (36b)

36a (H1-a) 36b (H1-B)
C/H oy (multiplicidade, J = Hz) o¢c oy (multiplicidade, J = Hz) oc
517 (t, 2,1, 1H) 57,6 (CH) 5,19 (s, 1H) 54,5 (CH)
3 3,95 (dd, 11,3; 4,5, 1H) 56,5 (CH) 3,79 (dd, 8,3; 5,4, 1H) 51,7 (CH)
43 2,98 (ddd, 15,2; 11,3; 2,4, 1H) 25,4 (CH;) 2,93 (ddd, 15,5; 8,4; 1,5, 1H) 24,7 (CH,)
4o 3,24 (ddd, 15,2; 4,5; 1,8, 1H) - 3,13 (ddd, 15,5; 5,4; 1,0, 1H) -
5 - 107,8 (Co) - 107,7 (Co)
6 - 126,7 (Co) - 126,7 (Co)
7 7,51 (dd, 6,5; 1,5, 1H) 117,6 (CH) 7,40 (d, 6,9, 1H) 117,9 (CH)
8 7,10 (dd, 6,9; 1,5, 1H) 118,9 (CH) 6,97 (d, 7,2, 1H) 119,0 (CH)
9 7,12 (dd, 6,9; 1,5, 1H) 121,4 (CH) 7,02 (d, 7,2, 1H) 121,6 (CH)
10 7,25 (d, 7,2, 21) 110,8 (CH) 7,14 (d, 7,2, 1H) 111,0 (CH)
11 - 136,1 (Co) - 136,4 (Co)
13 134,4 (Co) - 133,1 (Co)
14 - 173,2 (Co) - 174,0 (Cop)
15 3,82 (s, 6H) 52,0 (CHj3) 3,61 (s, 3H) 52,1 (CHa)
16 - 131,1 (Co) - 132,6 (Co)
17 7,19 (d, 8,7, 2H) 129,6 (2CH) 6,91 (d, 8,7, 2H) 129,6 (2CH)
18 6,82 (d, 8,7, 2H) 115,3 (2CH) 6,63 (d, 8,7, 2H) 115,4 (2CH)
19 - 157,0 (Co) - 156,8 (Co)
20 6,82 (d, 8,7, 2H) 115,3 (2CH) 6,63 (d, 8,7, 2H) 115,4 (2CH)
21 7,19 (d, 8,7, 2H) 129,6 (2CH) 6,91 (d, 8,7, 2H) 129,6 (2CH)




Tabela 07: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz) para (37a) e (37b)

37a (H1-a) (CDCls)

37b (H1-B) (CDCIl,/CD;0D)

CH du (multiplicidade, J = Hz) S¢c du (multiplicidade, J = Hz) dc
1 5,16 (t, 2,1, 1H) 58,9 (CH) 5,33 (sl, 1H) 54,8 (CH)
3 3,96 (dd, 11,1; 4,2, 1H) 57,2 (CH) 3,96 (dd, 7,8; 5,4, 1H) 51,9 (CH)
4 3,00 (ddd, 15,2;11,1; 2,7, 1H) 25,8 (CH,) 3,09 (ddd, 15,5;7,8; 1,5, 1H) 24,5 (CH,)
4a 3,22 (ddd, 15,2; 4,2; 1,8, 1H) - 3,28 (ddd, 15,5; 5,4; 1,0, 1H) -
5 - 108,9 (Co) - 107,6 (Co)
6 - 127,4 (Co) - 126,7 (Co)
7 7,52 (d, 6,6, 1H) 118,4 (CH) 7,54 (dd, 6,8; 1,5, 1H) 117,9 (CH)
8 7,12 (d, 6,0, 1H) 119,8 (CH) 7,09 (td, 7,1; 1,5, 1H) 119,0 (CH)
9 7,14 (d, 6,0, 1H) 122,1 (CH) 7,14 (td, 7,1: 1,5, 1H) 121,6 (CH)
10 7,22 (d, 6,9, 1H) 111,2 (CH) 7,28 (dd, 6,8; 1,5, 1H) 111,0 (CH)
11 - 136,3 (Cop) - 136,4 (Cyp)
13 135,2 (Co) - 133,2 (Co)
14 - 173,5 (Co) - 174,1 (Co)
15 3,79 (s, 6H) 52,5 (CHs) 3,74 (s, 3H) 52,1 (CHs)
16 - 132,7 (Co) - 133,0 (Co)
17 6,88 (s, 1H) 110,9 (CH) 6,81 (d, 2,1, 1H) 111,4 (CH)
18 - 147,3 (Co) - 147,5 (Co)
19 - 146,2 (Co) - 145,9 (CH)
20 6,87 (d, 7,0, 1H) 114,5 (CH) 6,78 (d, 8,1, 1H) 114,7 (CH)
21 6,86 (dd, 7,0; 1,5, 1H) 121,8 (CH) 6,65 (dd, 8,1; 2,1, 1H) 121,2 (CH)
22 3,81 (s, 3H) 56,2 (CHs) 3,80 (s, 3H) 55,8 (CHa)




HsC™ "CHs
22 22

Tabela 08: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para (38a) e (38b).

38a (H1-a) 38b (H1-B)
C/H &y (multiplicidade, J = Hz) S¢ 8y (multiplicidade, J = Hz) oc
1 5,10 (¢, 2,1, 1H) 58,2 (CH) 5,27 (sl, 1H) 54,6 (CH)
3 3,93 (dd,11,1; 4,2, 1H) 57,2 (CH) 3,95 (dd, 7,2; 5,4, 1H) 52,6 (CH)
43 2,99 (m, 1H) 26,0 (CHy) 3,08 (ddd, 15,3; 7,2; 3,1, 1H) 24,9 (CH,)
400 3,19 (ddd, 15,2; 4,2; 1,8, 1H) - 3,24 (ddd, 15,3; 5,4; 3,2, 1H) -
5 - 108,8 (Co) - 108,4 (Co)
6 - 127,4 (Co) - 127,3 (Co)
7 7,51 (d, 7,0, 2H) 118,3 (CH) 7,54 (d, 6,6, 1H) 118,3 (CH)
8 7,10 (d, 7,8, 1H) 119,6 (CH) 7,12 (d, 6,9, 1H) 119,5 (CH)
9 7,12 (d, 7,8, 1H) 121,9 (CH) 7,13 (d, 6,0, 1H) 121,9 (CH)
10 7,13 (d, 7,5, 2H) 111,1 (CH) 7,19 (d, 6,9, 1H) 111,1 (CH)
11 - 136,2 (Cop) - 136,3 (Co)
12 7,59 (sl, 1H) - 7,72 (sl, 1H) -
13 135,7 (Co) - 134,2 (Cyp)
14 - 173,5 (Co) - 174,4 (Cyp)
15 3,78 (s, 3H) 52,3 (CHj3) 3,69 (s, 3H) 52,2 (CHj3)
16 - 128,3 (Co) - 129,8 (Cy)
17 7,19 (d, 8,4, 2H) 129,6 (2CH) 7,08 (d, 8,7, 2H) 129,4 (2CH)
18 6,68 (d, 8,4, 2H) 112,8 (2CH) 6,64 (d, 8,7, 2H) 112,6 (2CH)
19 - 150,9 (Co) - 150,6 (Co)
20 6,68 (d, 8,4, 2H) 112,8 (2CH) 6,64 (d, 8,7, 2H) 112,6 (2CH)
21 7,19 (d, 8,4, 2H) 129,6 (2CH) 7,08 (d, 8,7, 2H) 129,4 (2CH)
22/22 2,93 (s, 6H) 40,7 (CHs3) 2,91 (s, 6H) 40,7 (2CHj3)




Tabela 09: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCls) para (39a) e (39b).

39a (H1-a) 39b (H1-B)

CH 3n (multiplicidade, J = Hz) S¢c 3y (multiplicidade, J = Hz) dc
5,36 (£, 2,0, 1H) 58,0 (CH) 5,57 (sl, 1H) 54,4 (CH)
3 3,96 (dd, 11,1; 4,2, 1H) 56,7 (CH) 3,97 (t, 5,9, 1H) 52,9 (CH)
4 3,02 (ddd, 15,3; 11,1; 2,7, 1H) 25,6 (CH,) 3,17 (dd, 15,6; 6,0, 1H) 24,6 (CH,)

4a 3,24 (ddd, 15,3; 4,2; 1,8, 1H) - 3,31 (dd, 15,6; 5,4, 1H) -
5 - 109,7 (Co) - 109,1 (Co)
6 - 127,0 (Co) - 127,0 (Co)
7 7,52 (m, 1H) 118,6 (CH) 7,56 (m, 1H) 118,7 (CH)
8 7,12 (m, 1H) 120,1 (CH) 7,16 (t, 6,9, 1H) 120,1 (CH)
9 7,17 (m, 1H) 122,6 (CH) 7,17 (t, 6,9, 1H) 122,7 (CH)
10 7,22 (m, 1H) 111,3 (CH) 7,25 (m, 1H) 111,3 (CH)
11 - 136,6 (Co) - 136,6 (Co)
13 - 133,1 (Co) - 131,8 (Co)
14 - 173,1 (Co) - 174,1 (Co)
15 3,81 (s, 3H) 52,6 (CHs) 3,73 (s, 3H) 52,5 (CHs)
16 - 143,2 (Co) - 144,4 (Co)
17 8,23 (¢, 1,8, 1H) 123,8 (CH) 8,22 (s/, 1H) 123,5 (CH)
18 - 148,6 (CH) - 148,8 (CH)
19 8,15 (ddd, 8,1; 2,4; 1,2, 1H) 123,8 (CH) 8,17 (d, 8,1; 1H) 123,6 (CH)
20 7,48 (m, 1H) 130,1 (Co) 7,51 (m, 1H) 129,9 (Co)
21 7,69 (m, 1H) 135,1 (CH) 7,64 (m, 1H) 134,8 (CH)




Tabela 10: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para (40a) e (40b).

40a (H1-o) 40b (H1-B)
CH 3n (multiplicidade, J = Hz) dc 3n (multiplicidade, J = Hz) dc
5,38 (t, 2,1, 1H) 58,2 (CH) 5,53 (sl, 1H) 54.4 (CH)
3 3,98 (dd, 11,1; 4,2, 1H) 56,7 (CH) 3,93 (t, 5,9, 1H) 52,8 (CH)
4 3,02 (ddd, 15,2;11,1; 2,7, 1H) 25,7 (CHy) 3,16 (dd, 15,0; 6,0, 1H) 24,7 (CH,)
4a 3,26 (ddd, 15,2; 4,2; 1,8, 1H) - 3,28 (dd, 15,5; 5,6, 1H) -
5 - 109,7 (Co) - 109,1 (Cy)
6 - 127,1 (Co) - 127,0 (Co)
7 7,54 (m, 1H) 118,6 (CH) 7,56 (d, 7,5, 1H) 118,7 (CH)
8 7,13 (m, 1H) 120,2 (CH) 7,14 (m, 1H) 120,1 (CH)
9 7,16 (m, 1H) 122,7 (CH) 7,19 (m, 1H) 122,7 (CH)
10 7,21 (m, 1H) 111,3 (CH) 7,22 (m, 1H) 111,3 (CH)
11 - 136,6 (Co) - 136,5 (Co)
12 7,50 (s, 1H) - 7,62 (s, 1H) -
13 - 133,1 (Co) - 131,9 (Co)
14 - 173,1 (Co) - 174,2 (Co)
15 3,83 (s, 3H) 52,6 (CHs) 3,72 (s, 3H) 52,5 (CHs)
16 - 148,0 (Co) - 147,9 (Co)
17 7,58 (d, 8,7, 2H) 129,8 (2CH) 7,49 (d, 8,7, 2H) 129,6 (2CH)
18 8,19 (d, 8,7, 2H) 124,3 (2CH) 8,17 (d, 8,7, 2H) 124,1 (2CH)
19 - 148,3 (Cy) - 149,5 (Cy)
20 8,19 (d, 8,7, 2H) 124,3 (2CH) 8,17 (d, 8,7, 2H) 124,1 (2CH)
21 7,58 (d, 8,7, 2H) 129,8 (2CH) 7,49 (d, 8,7, 2H) 129,6 (2CH)




Observa-se que a multiplicidade dos hidrogénios H-4a e H-4p trata-se de
um duplo duplo dubleto (ddd). No mapa de contornos COSY (ER COSY-2 a -13)
séo observadas as correlagdes de H-4a com H-4f3, e destes dois hidrogénios com
H-3 e H-1 para a maioria dos compostos sintetizados. O acoplamento a longa
distancia de H-1 com os hidrogénios 4 (°J) resulta em valores pequenos de
constante de acoplamento, em torno de 1 a 3 Hz, por isso, H-1 ndo aparece como
um duplo dubleto, mas como um singleto largo ou um tripleto aparente.

Vale ressaltar que a principal diferenga dos espectros de NOESY (ER
NOESY-1 a -9) dos isdmeros cis e trans é a correlagado do H-1 com H-3 presente
no isbmero cis e ausente no trans.

Como discutido acima, a reagdao de condensagdo com os aldeidos
utilizados, forneceu misturas diasterecisoméricas. A reacdo com o benzaldeido
forneceu os produtos 34a e 34b e ainda um produto B-carbolinico 41.

A andlise dos dados espectroscopicos de RMN 'H (ER 'H-16 - ANEXO)
deste produto indicou a aromatizacdo do anel piperidinico, evidenciada pela
auséncia dos sinais na regido de 6y 3,11-4,19 correspondente aos hidrogénios H-
3 e H-4, e do sinal em 6y 5,20-5,80 atribuido ao hidrogénio H-1, além da presenca
do singleto em &y 8,89, atribuido ao H-4. O espectro de RMN "*C (ER *3C-16 -
ANEXO) confirmou a aromatizagéo, pela presenca dos sinais em 6¢ 117,2 (CH),
140,7 (Co) e 143,2 (Cp) correspondentes aos carbonos C-4, C-3 e C-1,
respectivamente. Os dados de RMN "H e "*C encontram-se na Tabela 11.

Cook e col.”” também observaram a formagdo de um produto de
aromatizagdo quando condigdes de prolongado aquecimento e forte acidez foram

empregadas. Um mecanismo que leve a este produto ainda nao foi estabelecido.



Tabela 11: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCls) para (41)

C/H &y (multiplicidade, J = Hz) Sc
1 - 140,7 (Co)
3 - 138,6 (Co)
4 8,89 (s, 1H) 117,2 (CH)
5 - 130,0 (Co)
6 - 122,4 (Co)
7 8,23 (d, 8,1, 1H) 122,3 (CH)
8 7,39 (d,8,1, 1H) 121,4 (CH)
9 7,60 (d,8,1, 1H) 129,5 (CH)
10 7,59 (d, 8,1, 1H) 112,1 (CH)
11 - 138,0 (Co)
12 8,77 (s, 1H) -
13 - 135,6 (Co)
14 - 167,1 (Co)
15 4,06 (s, 3H) 53,0 (CH3)
16 - 143,2 (Cyp)
17 7,95 (dd, 7,8; 1,5, 2H) 128,6 (2CH)
18 7,53 (d, 7,8, 2H) 129,6 (2CH)
19 7,40 (d, 7,8, 1H) 129,3 (CH)
20 7,53 (d, 7,8, 2H) 129,6 (2CH)
21 7,95 (dd, 7,8; 1,5, 2H) 128,6 (2CH)




Uma rota alternativa’ para a preparacdo dos derivados tetraidro-3-
carbolinicos-1,3-dissubstituidos, partindo-se diretamente do L-triptofano, foi
também por nds empregada com o objetivo de melhorar o rendimento dos
produtos. Para isso, solubilizou-se o L-triptofano (25b) em uma solugao 0,5N de
H,SO,4, adicionou-se o benzaldeido e deixou-se sob agitagao por 9 (nove) dias a
temperatura ambiente. O produto foi obtido como um sélido branco apds
tratamento com uma solugado aquosa de Na,COj3; a 10% com um rendimento de
70%. Os dados de RMN "H (ER *H-17 - ANEXO) e RMN "C/DEPT (ER *3C-17 -
ANEXO) foram obtidos e a analise dos valores de deslocamento quimico (Tabela
12) confirmaram a formagéo do composto tetraidro-p-carbolinico-3-carbéxi-1-fenil
esperado (42). Esta metodologia nao foi empregada para os demais aldeidos uma
vez que o tempo de reacdo € demasiadamente longo e o rendimento da reagao

inferior ao obtido anteriormente.



Tabela 12: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, DMSO-dg) para (42)

C/H du (multiplicidade, J = Hz) dc
1 5,43 (s, 1H) 57,9 (CH)
3 3,87 (m, 1H) 56,8 (CH)
4B 2,90 (t, 13,0, 1H) 24,3 (CH,)
4o 3,14 (dd, 15,5; 3,0, 1H) -
5 - 107,8 (Co)
6 - 128,5 (Co)
7 7,46 (d, 6,9, 1H) 118,1 (CH)
8 6,96 (m, 1H) 118,9 (CH)
9 6,98 (m, 1H) 121,4 (CH)
10 7,21 (d, 7,5, 1H) 111,6 (CH)
11 - 136,8 (Co)
13 - 126,4 (Co)
14 - 172,1 (Co)
16 - 132,7 (Co)
17 7,40 (m, 5H) 129,7 (2CH)
18 7,40 (m, 5H) 128,6 (2CH)
19 7,40 (m, 5H) 129,0 (CH)
20 7,40 (m, 5H) 128,6 (2CH)
21 7,40 (m, 5H) 129,7 (2CH)




4.2. Preparacdo e caracterizagdo dos derivados tetraidro-p-carbolinicos-3-

amido-1-benzossubstituidos (43 a 48 e 49a+49b a 56a+56b)

Conforme mostrado no Esquema 12 a preparagao dos derivados tetraidro-
B-carbolinicos-3-amido-1-benzossubstituidos propostos envolve a reagdo dos
compostos  tetraidro-B-carbolinicos-3-carbometéxi-1-benzossubstituidos  com

diferentes aminas.

C
3 94OOCH3 3 \NHRQ

1 NH RoNH, 1 NH

Rq /\ R

Esquema 12

A primeira tentativa de sintese dos derivados tetraidro-p-carbolinicos-3-
amido-1-benzossubstituidos foi realizada, sem sucesso, através da reacdo das
tetraidro-B-carbolinas-3-carbometoxi-1-benzossubstituidas com uma amina, na
proporcdo de 1:8, utilizando tolueno como solvente e conduzida a 140°C".

Numa segunda tentativa, também sem sucesso, utilizou-se a enzima lipase
imobilizada para catalisar a reagdo com a amina. Testou-se cloroféormio e 1,4
dioxano como solventes, variando-se também a temperatura (tampiente, 40°C € 60
°C). O produto esperado n&o foi obtido em nenhuma das condigdes testadas’™.

Experimentalmente, a reacdo de substituigdo nucleofilica foi realizada com

sucesso pelo aquecimento dos compostos tetraidro-p-carbolinicos-3-



carbometdxi1-benzossubstituidos com as aminas a 110°C. As reacgdes foram

monitoradas por CCDA, até completo desaparecimento do composto de partida.

Esta metodologia’ foi aplicada aos compostos 1-benzossubstituidos-3-

carbometdxi puros (34a, 35b, 36a e 38a) ou como mistura cis/trans (35a+35b,

36a+36b, 37a+37b e 38a+38b) utilizando-se como aminas a butilamina,

isopropilamina, cicloexilamina e pirrolidina, conforme consta na Tabela 13 .

Tabela 13: Derivados tetraidro-p-carbolinicos-3-amido-1-benzossubstituidos

Composto de partida Produtos R R2 Tempo (hs)
34a 43 fenil butil 4
34a 44 fenil isopropil 19
35b 45 p-metoxifenil butil 17
36a 46 p-hidroxifenil butil 3
36a 47 p-hidroéxifenil isopropil 5
38a 48 p-dimetilaminofenil pirrolidil 8

35a + 35b 49a + 49b p-metoxifenil butil 4
35a + 35b 50a + 50b p-metoxifenil isopropil 9
36a + 36b 5la +51b p-hidroxifenil cicloexil 7
36a + 36b 52a + 52b p-hidroxifenil pirrolidil 7
37a+ 37b 53a +53b  3-metdxi-4-hidréxifenil butil 9
37a+ 37b 54a + 54b  3-metodxi-4-hidréxifenil  isopropil 9
38a + 38b 55a + 55b p-dimetilaminofenil butil 3
38a + 38b 56a + 56b p-dimetilaminofenil isopropil 8

Todos os produtos foram identificados por IV, EM e RMN "H e *C (uni e

bidimensional).

O espectro na regido do infravermelho (EIV-9 a -14 - ANEXO) dos

compostos 43 a 48 apresentou uma banda préximo a 1650 cm™ caracteristico de

C=0 de amida.



Foram obtidos os espectros de massa dos compostos 43-48 (EM-9 a -14 -
ANEXO) e novamente observou-se um padrao de fragmentacédo semelhante ao
ilustrado no Esquema 11 com o fragmento comum em m/z 169.

Na Tabela 14 sdo mostrados os dados de m/z do pico do ion molecular
(M*") de cada um destes compostos, além do valor do fragmento F;

correspondente a perda do radical CONHRG,.

Tabela 14: Valores de m/e para o ion molecular e fragmento F1 para 43-48

Composto m/z (M*") m/z (F1)
43 347 247
44 333 247
45 378 278
46 363 263
47 349 263
48 388 290

Os espectros de RMN 'H (ER 'H-18 a -23-ANEXO) e RMN *C (ER *3C-18
a -23-ANEXO) dos compostos 43-48 foram obtidos e os valores de deslocamento
quimico para os hidrogénios e carbonos estao apresentados nas Tabelas 15-18.

Os espectros de RMN 'H (ER 'H-18, -20 e -21 - ANEXO) dos compostos
43, 45 e 46 apresentaram sinais referentes a presenca do grupo butil em 3y 0,91-
0,95 correspondente aos hidrogénios da metila; na regido de 64 1,32-1,38, on
1,48-1,52 e oy 3,22-3,27 referente aos hidrogénios metilénicos, este ultimo ligado
diretamente ao nitrogénio. Os espectros de RMN "*C (ER *3C-18, -20 e -21 -

ANEXO) destes compostos apresentaram sinais do grupo butil na regido de d¢



13,7-14,0 atribuidos ao carbono metilico; &¢ 20,1-20,5; d¢ 31,6-31,9 e ¢ 38,8-39,6
atribuidos aos CHy, sendo este ultimo ligado diretamente ao nitrogénio.

Os espectros de RMN "H (ER 'H-19 e -22 - ANEXO) dos compostos 44 e
47 apresentaram sinais referentes a presenga do grupo isopropil em oy 1,15/1,17
e 1,12/1,14 correspondente aos hidrogénios das metilas e em &4 4,12 e 4,00
referente ao hidrogénio metinico, respectivamente de 44 e 47. O espectro de
RMN 3C (ER C-19 e -22 - ANEXO) destes compostos apresentaram sinais do
grupo isopropil em &¢ 22,9/23,0 e 22,1 atribuidos aos carbonos das metilas, e em
dc 41,2 atribuido ao CH ligado diretamente ao nitrogénio.

O espectro de RMN "H (ER 'H-23) do composto 48 apresentou sinais
referentes a presengca do grupo pirrolidii em &4 1,85 correspondente aos
hidrogénios metilénicos ligados ao carbono; em &4 3,23 e 3,43 referente aos
hidrogénios metilénicos ligados ao nitrogénio. O espectro de RMN *C (ER *3C-23)
apresentou sinais do grupo pirrolidil em 6¢ 24,0, 25,8, 45,9 e 46,3, os dois ultimos

atribuidos aos carbonos ligados diretamente ao nitrogénio.



Tabela 15: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para 43 e 44

43 44

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

1 5,16 (t, 2,1,1H) 59,0 (CH) 5,19 (t, 2,1, 1H) 59,3 (CH)
3 3,71 (dd, 11,3; 4,5, 1H) 58,1 (CH) 3,72 (dd, 11,1; 4,5, 1H) 58,4 (CH)
43 2,83 (ddd, 15,7;11,3; 2,7,1H) 25,6 (CH,) 2,84 (ddd, 15,9; 11,1; 2,7, 1H) 25,9 (CH,)
4o 3,38 (ddd, 15,7; 4,5; 2,1, 1H) - 3,39 (ddd, 15,9; 4,5; 2,1, 1H) -

5 - 110,1 (Cop) - 110,5 (Co)
6 - 127,1 (Cyp) - 127,4 (Cy)
7 7,55 (d, 7,2, 1H) 118,3 (CH) 7,56 (dd, 7,2; 2,1, 1H) 118,7 (CH)
8 7,11 (d, 7,2, 1H) 119,6 (CH) 7,12 (d, 7,2, 1H) 119,9 (CH)
9 7,12 (d, 7,8, 1H) 122,0 (CH) 7,13 (d, 7,8, 1H) 122,3 (CH)
10 7,19 (d, 7,4, 1H) 110,9 (CH) 7,21 (d, 7,2, 2H) 111,1 (CH)
11 - 136,1 (Co) - 136,9 (Co)
12 - - 7,48 (sl, 1H) -

13 - 134,4 (Co) - 134,7 (Co)
14 - 172,5 (Co) - 171,9 (Co)
15 6,97 (t, 5,7, 1H) - 6,78 (dl, 8,1, 1H) -

16 3,26 (m, 2H) 38,8 (CHy») 4,12 (m, 1H) 41,2 (CH)
17 1,48 (m, 2H) 31,6 (CHy) 1,17 (d, 6,6, 3H) 22,9 (CH;3)
18 1,33 (sext, 7,5, 2H) 20,1 (CHy) 1,15 (d, 6,6, 3H) 23,0 (CH;3)
19 0,91 (t, 7,5, 3H) 13,7 (CH3) - 140,9 (Co)
20 - 140,7 (Co) 7,34 (d, 7,5, 2H) 129,3 (2CH)
21 7,36 (d, 7,5, 2H) 129,0 (2CH) 7,40 (d, 6,9, 2H) 128,8 (2CH)
22 7,37 (d, 7,5, 2H) 128,4 (2CH) 7,33 (d, 6,0, 1H) 128,9 (Cy)
23 7,32 (d, 7,5, 1H) 128,6 (CH) 7,40 (d, 6,9, 2H) 128,8 (2CH)
24 7,37 (d, 7,5, 2H) 128,4 (2CH) 7,34 (d, 7,5, 2H) 129,3 (2CH)
25 7,36 (d, 7,5, 2H) 129,0 (2CH) - -




OGHs

Tabela 16: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCls) para 45

C/H &y (multiplicidade, J = Hz) Oc
1 5,23 (sl, 1H) 55,0 (CH)
3 3,63 (dd, 9,8; 5,1, 1H) 52,5 (CH)
48 2,91 (dd, 16,0; 9,8, 1H) 24,9 (CH,)
4o 3,31 (m, 1H) -
5 - 110,4 (Co)
6 - 127,3 (Co)
7 7,58 (dl, 6,9, 1H) 118,7 (CH)
8 7,15 (dd, 7,2; 1,8 1H) 119,8 (CH)
9 7,20 (d, 7,2; 1,2, 1H) 122,4 (CH)
10 7,28 (dd, 8,7; 1,2, 1H) 111,1 (CH)
11 - 136,4 (Co)
13 - 133,6 (Co)
14 - 173,1 (Co)
16 3,22 (m, 2H) 39,1 (CHy)
17 1,48 (m, 2H) 31,9 (CH,)
18 1,32 (m, 2H) 20,3 (CH,)
19 0,92 (t, 7,2, 3H) 14,0 (CH3)
20 - 133,6 (Co)
21 7,13 (d, 8,6, 2H) 129,8 (2CH)
22 6,84 (d, 8,6, 2H) 114,1 (2CH)
23 - 159,6 (Co)
24 6,84 (d, 8,6, 2H) 114,1 (2CH)
25 7,13 (d, 8,6, 2H) 129,8 (2CH)

26 3,79 (s, 3H) 55,5 (CHs)




Tabela 17: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para 46 e 47

46 47
CH 3n (multiplicidade, J = Hz) dc 3n (multiplicidade, J = Hz) dc
514 (¢, 2,1, 1H) 58,5 (CH) 5,07 (¢, 2,1, 1H) 57,9 (CH)
3 3,74 (dd, 11,1; 4,5, 1H) 58,4 (CH) 3,64 (dd, 11,1; 4,2, 1H) 57,9 (CH)
4B 2,90 (ddd, 15,0; 11,2; 2,4, 1H) 26,5 (CH,) 2,81 (ddd, 15,4; 11,1; 2,7, 1H) 25,7 (CH,)
4o, 3,22 (m, 1H) - 3,18 (ddd, 15,4; 4,2; 2,1, 1H) -
5 - 109,1 (Co) - 108,9 (Co)
6 - 127,5 (Co) - 126,9 (Co)
7 7,51 (d, 6,9, 1H) 118,3 (CH) 7,47 (d, 7,2, 1H) 117,9 (CH)
8 7,07 (m, 1H) 119,4 (CH) 7,03 (d, 7,8, 1H) 119,0 (CH)
9 7,12 (dd, 1,5, 7,2, 1H) 121,9 (CH) 7,05 (d, 7,8, 1H) 121,5 (CH)
10 7,26 (d, 7,2, 1H) 111,6 (CH) 7,20 (d, 7,2, 21) 110,9 (CH)
11 - 137,1 (Co) - 136,3 (Co)
13 - 135,4 (Co) 134,7 (Co)
14 - 174.4 (Co) - 172,7 (Co)
16 3,27 (m, 1H) 39,6 (CH,) 4,00 (m, 1H) 41,2 (CH)
17 1,52 (m, 1H) 31,9 (CHy) 1,14 (t, 6,0, 3H) 22,1 (CH,)
18 1,38 (m, 1H) 20,5 (CH,) 1,12 (t, 6,8, 3H) 22,1 (CH,)
19 0,95 (¢, 7,2, 3H) 13,9 (CHs) - 131,5 (Co)
20 - 131,8 (Co) 7,11 (d, 8,7, 2H) 129,7 (2CH)
21 7,17 (d, 8,7, 2H) 130,3 (2CH) 6,77 (d, 8,7, 2H) 115,6 (2CH)
22 6,82 (d, 8,4, 2H) 116,3 (2CH) - 157,2 (Co)
23 - 158,4 (Cy) 6,77 (d, 8,7, 2H) 115,6 (2CH)
24 6,82 (d, 8,4, 2H) 116,3 (2CH) 7,11 (d, 8,7, 2H) 129,7 (2CH)
25 7,17 (d, 8,7, 2H) 130,3 (2CH) - -
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Tabela 18: Dados de RMN 'H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para 48

C/H &y (multiplicidade, J = Hz) Oc
1 5,21 (s, 1H) 54,3 (CH)
3 3,84 (t, 7,5, 1H) 49,7 (CH)
4 2,98 (m, 2H) 24,5 (CH,)
5 - 108,3 (Co)
6 - 126,8 (Co)
7 7,52 (d, 7,2, 1H) 117,7 (CH)
8 7,12 (m, 1H) 118,9 (CH)
9 7,15 (m, 1H) 121,5 (CH)
10 7,29 (d, 7,8, 1H) 111,0 (CH)
11 - 136,2 (Co)
13 - 133,6 (Co)
14 - 172,1 (Cop)
16 3,23 (m, 2H) 46,3 (CH,)
17 1,85 (m, 4H) 24,0 (CHy)
18 1,85 (m, 4H) 25,8 (CHy)
19 3,43 (m, 2H) 45,9 (CH,)
20 - 128,1 (Cop)
21 7,05 (d, 8,7, 2H) 129,5 (2CH)
22 6,67 (d, 8,7, 2H) 112,5 (2CH)
23 - 150,2 (Cy)
24 6,67 (d, 8,7, 2H) 112,5 (2CH)
25 7,05 (d, 8,7, 2H) 129,5 (2CH)
26 2,91 (m, 6H) 40,5 (2CHy)




Da mesma forma, observa-se que a multiplicidade dos hidrogénios H-4a e
H-4 trata-se de um duplo duplo dubleto (ddd) podendo ser justificada através da
analise do mapa de contornos COSY (ER COSY-14 a -20).

A diferenga dos espectros de NOESY (ER NOESY-10 a -14) dos isbmeros
cis e trans é a correlagao do H-1 com H-3 presente no isbmero cis e ausente no
trans.

A andlise dos espectros de RMN 'H e "®*C dos produtos da reagdo,
partindo-se da mistura cis/tfrans dos compostos tetraidro-B-carbolinicos-3-
carbometdxi-1-benzossubstituidos, mostrou a formagdo das tetraidro-B-
carbolinas-3-amido-1-benzossubstituidas correspondentes (Tabela 13). Isto pode
ser observado pelos sinais no espectro de RMN "H (ER *H-24 a -31) na regido de
5,00 a 5,20 ppm atribuidos aos hidrogénios H-1 dos isbmeros e aos sinais
correspondentes aos hidrogénios do substituinte do C-3. Nos espectros de RMN
3C (ER **C-24 a -31) os sinais dos C-1 e C-3 na regido de 50,0 a 59,0 ppm e dos
carbonos do substituinte do C-3 confirmaram a obtencdo da mistura dos
compostos.

Além dos derivados tetraidro-p-carbolinicos-3-amido mostrados na Tabela
19 as reagdes dos compostos 34a, 35b e 38a com a butilamina, isopropilamina e

cicloexilamina resultaram nas B-carbolinas 57, 58, 59 e 60.



Tabela 19: Derivados B-carbolinicos-3-amido-1-benzossubstituido

Composto de partida Produtos R R2 Tempo (hs)
34a 57 fenil isopropil 19
35b 58 p-metoxifenil butil 17
38?2 59 p-dimetilaminofenil butil 17
38° 60 p-dimetilaminofenil  cicloexil 16

Os espectros na regiao do infravermelho (EIV-15 a -17) apresentaram uma
banda na regido de 1649cm™, caracteristico de C=0 de éster a-B-insaturado.

Para estes compostos os espectros de RMN de 'H e *C (ER 'H-32 a -35)
apresentaram além dos sinais correspondentes ao hidrogénio H-4 como um
singleto na regido de 8,79-8,92 e aos carbonos C-1 em 140,6-141,2 (Cop); C-3 em
140,5-140,8 (Cp) e C-4 em 112,4-113,7 (CH) sinais referentes ao grupo isopropil
para 57, ao grupo butil para 58 e 59 e sinais para o grupo cicloexil para 60

(Tabelas 20-22).



Tabela 20: Dados de RMN 'H e "*C (300,06/75,45 MHz, CDCls) para 57.

CH 84 (multiplicidade, J = Hz) S¢c
1 - 141,2 (Cy)
3 - 140,8 (Co)
4 8,92 (s, 1H) 113,7 (CH)
5 - 130,9 (Co)
6 - 122,6 (Co)
7 8,24 (d, 8,0, 1H) 122,5 (CH)
8 7,37 (ddd, 8,0; 6,8; 1,2, 1H) 121,2 (CH)
9 7,56 (m, 1H) 129,4 (CH)
10 7,54 (m, 1H) 111,9 (CH)
11 - 138,2 (Co)
13 - 134,9 (Co)
14 - 164,8 (Co)
15 8,10 (d, 8,1, 1H) -
16 4,38 (m, 1H) 41,6 (CH)
17 1,33 (d, 6,3, 6H) 23,2 (CH3)
18 1,33 (d, 6,3, 6H) 23,2 (CH3)
19 - 141,2 (Cyp)
20 7,99 (dd, 8,2; 1,2, 2H) 128,4 (2CH)
21 7,65 (t, 7,5, 2H) 129,6 (2CH)
22 7,58 (m, 1H) 129,1 (CH)
23 7,65 (t, 7,5, 2H) 129,6 (2CH)
24 7,99 (dd, 8,2; 1,2, 2H) 128,4 (2CH)




Tabela 21: Dados de RMN "H e *C (300,06/75,45 MHz, CDCl;) para 58 e 59

C/H on (multiplicidade, J = Hz) dc oy (multiplicidade, J = Hz) dc
1 - 141,0 (Co) - 140,6 (Co)
3 - 140,8 (Co) - 140,5 (Co)
4 8,88 (s, 1H) 113,3 (CH) 8,79 (s, 1H) 112,4 (CH)
5 - 130,7 (Co) - 125,6 (Co)
6 - 122,7 (Co) - 122,5 (Co)
7 8,23 (d, 7,8, 1H) 122,5 (CH) 8,18 (d, 7,8, 1H) 122,1 (CH)
8 7,36 (ddd, 8,0; 6,8; 1,5, 1H) 121,2 (CH) 7,31 (ddd, 8,0; 6,0; 2,0, 1H) 120,7 (CH)
9 7,57 (dd, 6,8; 1,2, 1H) 129,0 (CH) 7,53 (d, 6,0, 1H) 128,5 (CH)
10 7,53 (d, 7,5, 1H) 111,6 (CH) 7,54 (d, 6,0, 1H) 111,6 (CH)
11 - 140,8 (Co) - 134,5 (Co)
12 8,60 (s/, 1H) - - -
13 - 134,8 (Cyp) - 130,1 (Co)
14 - 165,7 (Co) - 165,7 (Co)
15 8,28 (t, 6,0, 1H) - 8,32 (tl, 6,0, 1H) -
16 3,55 (quart, 6,9, 2H) 39,5 (CHy) 3,52 (quart, 7,2, 2H) 39,2 (CHy)
17 1,67 (m, 2H) 32,6 (CHy) 1,64 (m, 2H) 32,0 (CHy)
18 1,46 (sext, 7,2, 2H) 20,5 (CHy) 1,44 (sext, 7,2, 2H) 20,2 (CHy)
19 0,98 (t, 7,2, 3H) 14,1 (CH3) 0,95 (t, 7,2, 3H) 13,8 (CH3)
20 - 141,1 (Cop) - 141,6 (Cop)
21 7,93 (d, 8,9, 2H) 129,7 (2CH) 7,87 (d, 9,0, 2H) 129,0 (2CH)
22 7,16 (d, 8,9, 2H) 115,0 (2CH) 6,90 (d, 9,0, 2H) 112,6 (2CH)
23 - 160,7 (Co) - 151,0 (Co)
24 7,16 (d, 8,9, 2H) 115,0 (2CH) 6,90 (d, 9,0, 2H) 112,6 (2CH)
25 7,93 (d, 8,9, 2H) 129,7 (2CH) 7,87 (d, 9,0, 2H) 129,0 (2CH)
26 3,94 (s, 3H) 55,7 (CH3) 3,04 (s, 6H) 40,4 (2CHs3)
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Tabela 22: Dados de RMN 'H e "*C (300,06/75,45 MHz, CDCI;) para 60

C/H &y (multiplicidade, J = Hz) dc
1 - 140,9 (CH)
3 - 140,8 (CH)
4 8,81 (s, 1H) 112,6 (CH)
5 - 125,9 (Co)
6 - 122,7 (Co)
7 8,20 (d, 8,1, 1H) 122,4 (CH)
8 7,33 (m, 1H) 120,1 (CH)
9 7,54 (m, 1H) 128,7 (CH)
10 7,54 (m, 1H) 111,9 (CH)
11 - 134,7 (Co)
13 - 130,3 (Co)
14 - 164,9 (Co)
15 8,25 (d, 8,7, 1H) -
16 4,05 (m, 1H) 48,3 (CH)
17 2,06 (m, 2H) 33,5 (CHy)
18 1,79 (m, 2H) 25,2 (CHy)
19 1,64 (m, 2H) 26,0 (CHy)
20 1,33 (m, 2H) 25,2 (CHy)
21 1,40 (m, 2H) 33,5 (CH,)
22 - 141,7 (Co)
23 7,90 (d, 8,7, 2H) 129,2 (2CH)
24 6,91 (d, 9,0, 2H) 112,8 (2CH)
25 - 151,2 (Co)
26 6,91 (d, 9,0, 2H) 112,8 (2CH)
27 7,90 (d, 8,7, 2H) 129,2 (2CH)
28 3,05 (s, 6H) 40,6 (2CHs,)




4.3. Estudos conformacionais a partir de calculos computacionais para 0s

derivados tetraidro-B-carbolinicos (37a) e (37b)

Os estudos conformacionais para os derivados 3-carbometoxi-1-

benzossubstituidos foram baseados nos dados de RMN para os hidrogénios e

carbonos envolvidos na analise e mostrados na Tabela 23.

Tabela 23: Dados de RMN de 'H de H-1, H-3, H-4p e H-40. e RMN °C de C-1, C-3 e C-4

(300,06/75,45 MHz, CDCI3) para 34a-40a e 34b-40b.

Composto H (1) C(2) H (3) C (3) H (4B) H (4a) C@4)
34acis 5,81 (sl) 58,4 4,19 (dd) 56,7 3,27 (m) 3,36 (m) 25,6
34b trans 5,36 (s) 55,1 3,94 (dd) 52,7 3,11 (ddd) 3,26 (ddd) 24,9
35acis 5,17 (s) 58,1 3,95 (dd) 57,0 2,99 (m) 3,21 (m) 25,9
35b trans 5,34 (sl) 54,5 3,95 () 52,8 3,11 (ddd) 3,25(ddd) 24,8
36a cis 5,17 () 57,6 3,95 (dd) 56,5 2,98 (ddd) 3,24 (ddd) 254
36b trans 5,19 (s) 54,5 3,79 (dd) 51,7 2,93 (ddd) 3,13 (ddd) 24,7
37acis 5,16 (t) 58,9 3,96 (dd) 57,2 3,00 (ddd) 3,22 (ddd) 25,8
37b trans 5,33 (s) 54,8 3,96 (dd) 51,9 3,09 (ddd) 3,28 (ddd) 24,5
38acis 5,10 (f) 58,2 3,93 (dd) 57,2 2,99 (m) 3,19 (ddd) 26,0
38b trans 5,27 (sl) 54,6 3,95 (dd) 52,6 3,08 (ddd) 3,24 (ddd) 24,9
39a cis 5,36 (f) 58,0 3,96 (dd) 56,7 3,02(ddd) 3,24 (ddd) 25,6
39b trans 5,57 (sl) 54,4 3,97 () 52,9 3,17 (dd) 3,31 (dd) 24,6
40a cis 5,38 (t) 58,2 3,98 (dd) 56,7 3,02 (ddd) 3,26 (ddd) 25,7
40b trans 5,53 (s) 54,4 3,93 () 52,8 3,16 (dd) 3,28 (dd) 24,7

Como observado na Tabela 23 as principais diferengas entre os dados dos

isdmeros cis e trans trata-se do deslocamento quimico de C-1 e C-3. Os sinais de

deslocamento quimico dos carbonos C-1 e C-3 para o isbmero cis sao mais

desblindados que aqueles do diastereocisémero trans.



Este mesmo comportamento foi observado por Cook e col.”®

para
compostos analogos. Para explicar a razdo desta diferenca, Cook e col.”®
estudaram pelo uso de modelos moleculares a conformagdo dos
diastereoisdmeros cis e trans para o composto contendo um grupo fenil no C-1 e
um grupo carbometdéxi no C-3. Produtos estes da condensagdo de Pictet-
Spengler do D-triptofano com o benzaldeido. No caso do diastereoisbmero trans,

Cook e col.”®

atribuiram ao conférmero | (Figura 5) maior estabilidade que a do
conférmero Il (Figura 5), ja que neste ultimo ocorreria uma interagéo 1,4-gauche
entre o H-1 e o grupo carbometdxi do C-3, além de uma interagdo desfavoravel
entre o grupo fenil (C-1) e o N-H inddlico. Ja para o isbmero cis o conférmero IlI

(Figura 5) predominaria sobre o conférmero IV (Figura 5) devido a interagéo

desfavoravel entre o fenil-axial e o grupo carbometéxi-axial no conférmero 1V.

H
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|
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Figura 5: Conformacgdes dos isdbmeros cis e trans obtidas por modelo molecular

A explicagao da protegcao dos carbonos C-1 e C-3 do isbmero trans em

relagédo ao cis, seria devido ao efeito y-gauche do grupo carbometdxi que protege



o carbono C-1 (na conformacgao Il) e do efeito j-gauche do grupo fenil que
protege o C-3 (na conformacgéo ).

Em estudos mais recentes, Aimi e col.”” utilizaram calculos computacionais
para otimizar as conformagbes para tetraidro-B-carbolinas contendo um grupo
carboxi no C-3 e um grupo etila (-CH2CHs) no C-1. Observaram que a diferenga
de energia potencial entre as duas conformagdes possiveis do isbmero cis era de
2,63 kcal.mol™, indicando uma proporgdo de 98,9 (1eq-etil-3eqg-carboxil) : 1,1
(1ax-etil-3ax-carboxil) entre os dois conférmeros. No caso do diastereoisbmero
trans, a diferenca de energia potencial entre eles é 0,752 kcal.mol™, sugerindo
que este existe como uma mistura de conférmeros na proporcéo de 78 (1eg-etil-
3ax-carboxil) : 22 (1ax-etil-3eqg-carboxil).

Devido a auséncia de estudos conformacionais mais detalhados de
derivados 1-benzossubstituidos e, com base no trabalho de Aimi e col.”,
realizamos calculos computacionais para os compostos (37a) e (37b). As
estruturas foram otimizadas utilizando a teoria do funcional de densidade (TFD),
com método hibrido B3LYP e o conjunto de base 6-311+G(d). Os calculos foram
realizados através do programa Gaussian 98.

As conformacgdes otimizadas, a 298K, para cada um dos isébmeros

encontram-se nas Figuras 6 e 7.



Figura 6: Conformacdes otimizadas (B3LYP/6-311G+d) para o isbmero trans

Figura 7: Conformacgdes otimizadas (B3LYP/6-311G+d) para o isdmero cis

A diferenga de energia calculada entre os conférmeros A e B (isébmero

trans) é de 1,94 kcal.mol”, indicando uma proporgdo de 96% de A e 4% de B.



Esta proporgcéao pode ser atribuida a presenga de um grupo volumoso na posi¢ao
C-1, o qual assume uma situacdo mais estavel na posicao equatorial, favorecendo
assim a presenga majoritaria de apenas um conférmero. No caso do estudo de

Aimi e col”’

a presenga de mistura conformacional é favorecida porque o grupo
etil ligado ao C-1 é um grupo menor, e desta forma as interagdes existentes seréo
bem menos significativas que no caso do grupo fenil.

Para os conférmeros C e D (isbmero cis) a diferenca de energia é de 26,57
kcal.mol™, indicando uma proporcéo de praticamente 100% de C, sendo o mesmo
observado no estudo de Aimi e col’’.

A leitura das cargas de Mulliken vem comprovar a blindagem dos carbonos

C-1 e C-3 do isbmero trans em relagéo ao cis (Tabela 24).

Tabela 24: Valores das cargas de Miulliken para os conférmeros mais estaveis

dos isébmeros cis (37a) e trans (37b)

C Carga de Mulliken (e)
C-1 trans -0,0901
C-3 trans -0,146
C-1cis -0,0620
C-3cis -0,134

Para os dois diasterecisébmeros, foi observada praticamente apenas um
dos conférmeros, assim a blindagem do C-3 no isbmero frans nédo pode ser
atribuida a um efeito y-gauche. Isso nos leva a crer que exista outro tipo de efeito
envolvido na blindagem deste carbono.

Com o intuito de investigarmos os possiveis efeitos envolvidos neste

fendbmeno, aplicamos calculos de NBO (Natural Bond Orbital) para os



conférmeros mais estaveis A e C, os quais nos possibilitam uma investigacao
detalhada das interagcbes existentes entre determinados orbitais (efeitos
hiperconjugativos).

Este calculo mostrou uma grande energia de interagdo (Tabelas 25 e 26)
entre o par de elétrons n3o ligante do nitrogénio e o orbital sigma anti-ligante (o)
dos carbonos C-1 e C-3, sendo esta a mais efetiva dentre todas as outras
possiveis interacdes. Os valores encontrados para as demais interacdes

existentes também estdo compilados nas Tabelas 25 e 26.

Tabela 25: Energias de interagdo entre orbitais pelo método NBO para o

conformero mais estavel A

NBO doador NBO* aceptor E (kcal/mol)
OC4-H G c3-C14 4,45
NLN2 G c3-cl4 10,29

oca-C5 G C3H 1,51
ON2-C1 G CaH 1,57

NLN2 G LA 5,98
GC13-C5 6*01_C16 0,98
T C13-C5 6*01_C16 2,33
ON2-C3 G C1-C16 2,11
oca-C3 T c=0 2,93
0c4-C3 G c-0 2,06
OC3-H n*c=o 5,64
GC3-H G c=0 2,29
GC13-Ct T cie-c17 2,33
GC13-C1 G C16-C17 0,76
ON2-C1 T c1e-c17 0,96

*

ON2-C1 G C16-C17 1,76




Tabela 26: Energias de interagdo entre orbitais pelo método NBO para o

confbrmero mais estavel C

NBO doador NBO aceptor E (kcal/mol)
GC4-H 0*c3_H 3,56
NLN2 G C3H 10,57

oca-cs G c3cl4 2,66
ON2-C1 G C3-Cl4 2,49
NLN2 G C1H 10,25
GC13-C5 G ci-cle 1,21
T C13-C5 G ci-cle 2,75
ON2-C3 G ci-cl6 2,25
ON2-C3 7 c-0 1,42
ON2-C3 6 c=0 2,15
GC3-C4 T c=0 8,19
oC3-c4 6 =0 1,81
Gc13-CH T c16-017 1,97
GC13-Ct G cie-c17 1,14
ON2-C1 T c1e-c17 1,04
ON2-C1 G cie-c17 1,49

O efeito hiperconjugativo observado juntamente com o efeito y-gauche do
grupo carbometoxi axial (conférmero A) pode explicar a maior protegdo do
carbono C-1 no isbmero trans, uma vez que no isdmero cis apenas o efeito de
hiperconjugacgao esta presente.

Para o C-3 ndo existe o efeito y-gauche em nenhum dos isébmeros,
estando presente apenas o efeito hiperconjugativo. Assim, para justificar a
blindagem do C-3 no isbmero trans em relagdo ao cis outras interacbes foram

consideradas. Os calculos de NBO mostraram que quando o grupo carbometoxi



estd na axial (conférmero A -trans) ocorre interagao hiperconjugativa entre a
ligacd0 cca.c4 € Gea.H COM o orbital pi antiligante (r') da carbonila (Figura 8a).
Por outro lado, quando o grupo carbometdxi encontra-se na equatorial
(conférmero C -cis) as interagdes hiperconjugativas existentes sao entre a ligagéo
oN2-C3 © Gca.ca COM O orbital pi antiligante (n') da carbonila (Figura 8b), ou seja,
existe interacao direta entre a densidade eletronica sobre o atomo de nitrogénio
com o sistema n carbonilico. Isto acarreta uma transferéncia eletronica direta
para o sistema n, gerando uma menor densidade eletrbnica sobre o C-3
proveniente do atomo de nitrogénio. Provavelmente, este efeito seja o diferencial
na blindagem deste carbono no isémero trans, justificando assim, a diferenca nas
cargas de Miulliken. Vale ressaltar que a carga liquida sentida pelo nucleo
atbmico do carbono C-3 é produzida pelo efeito liquido das interacbes

hiperconjugativas, mas as mais significativas séo as citadas acima.

Figura 8: Representagado esquematica das interagdes hiperconjugativas para os

isbmeros trans (a) e cis (b)



4.4. Ensaios Bioldgicos

4.4.1. Avaliacéo da toxicidade dos compostos sintetizados frente a Artemia

salina

Realizou-se o bioensaio de letalidade da Artemia salina conforme
procedimento descrito na literatura’®. A avaliagdo da toxicidade de alguns dos
compostos sintetizados foi realizada em duplicata para trés concentracoes
diferentes, 500, 250 e 100ug/mL. Através das porcentagens de inibigdo foi

possivel prever a ICsy para os compostos frente o0 microcrustaceo (Tabela 27).

Tabela 27: Dados da ICsy e da porcentagem de inibigdo da Artemia salina tratada com os

compostos sintetizados

Composto  C =500 ug/mL  C =250 pg/mL C = 100ug/mL ICs0 (MM)
34a 55 17 2 0,44
35a+35b 100 100 71 <0,30
49a+49b 33 26 14 >1,33
36a 8 5 0 >1,55
52a+52b 46 29 7 >1,33
43 18 8 5 >1,44
44 38 10 8 >1,50
37a+37b 15 12 5 >1,42
54a+54b 5 3 0 >1,32
38a 50 43 8 1,43
55a+55b 0 0 >1,28
39a 12 0 0 >1,42

controle 100% vivo




A maioria dos compostos apresentou uma ICsy frente a Artemia salina
superior a 1,28 mM. Os compostos 34a e 35a+35b apresentaram ICsp igual a 0,44
mM e menor que 0,30 mM, respectivamente. Para o calculo da IC5y do composto
34a construiu-se o grafico do logaritmo da concentragdo pela porcentagem de
inibicao.

A mistura dos isdbmeros 35a+35b apresentaram melhor atividade frente o
microcrustaceo. Na comparagdao dos compostos contendo o grupo carbometoxi,
observou-se que, com excegcao do 36a, com a formagcdo das amidas
correspondentes houve um decréscimo na atividade.

Comparando-se os compostos 36a, 43 e 44 observa-se que a presenga de
um substituinte ciclico ligado ao nitrogénio da amida aumenta a porcentagem de

inibicdo da Artemia salina em comparagao a substituintes alifaticos.

4.4.2. Avaliacao da atividade tripanossomicida

4.4.2.1. Teste de inibic&o das formas epimastigotas de T. cruzi

Para os testes de inibicdo das formas epimastigotas de T. cruzi”® foram
selecionados alguns dos compostos sintetizados. Para que um fosse possivel um
estudo da relagdo estrutura-atividade, selecionou-se compostos contendo o grupo
3-carbometoxi contendo grupos doadores ou captores de elétrons no anel
benzénico ligado ao C-1. Comparou-se também a atividade de alguns compostos
contendo o grupo carbometdxi com derivados destes contendo o grupo amido no
C-3.

Os resultados da concentragao requerida para 50% de inibigao (ICsp) das

formas epimastigotas de T. cruzi estdo apresentados na Tabela 28.



Tabela 28: Dados de ICso obtidos para as tetraidro-p-carbolinas no teste de

inibicdo das formas epimastigotas de T. cruzi.

Composto ICs50 (MM)

38a >0,29

55a+55b 0,06
34a 0,22
43 0,02
37a 0,21
39a <0,03
36a >0,31
46 >0,28

5l1a+51b 0,18

Dentre os compostos contendo o grupo carbometdxi no C-3, o composto
contendo um grupo captor de elétrons, 39a apresentou melhor atividade frente o
parasita causador da doenga de chagas, com uma ICsp menor que 0,03 mM.

Nao foi possivel calcular a ICso para o composto 39a devido ao fato que a
atividade foi testada nas concentracdes de 100, 50 e 1001g/mL.

Comparando-se os compostos contendo o substituinte carbometdxi na
posicdo 3 (34a, 36a e 38a) com aqueles contendo um grupo amido (43, 46,
5la+51b e 55a+55b), observa-se que com a presenga do grupo amido ha um
aumento na atividade frente a T. cruzi, sendo o melhor resultado observado para
o0 composto 43, com uma ICsq de 0,02 mM.

Quanto aos compostos 46 e 51la+51b observa-se que a presenga de um
substituinte ciclico ligado ao nitrogénio da amida aumenta a atividade em

comparacgao a substituintes alifaticos.



4.4.2.2. Inibicdo da enzima GAPDH glicossomal de T. cruzi

O teste de inibicdo da enzima GAPDH® foi realizado com alguns dos
compostos preparados e estes ndo mostraram-se bons inibidores, ja que
inibidores potentes inibem 80 a 100% da atividade enzimatica na concentragao
utilizada para os testes (200 ug/mL).

Dos resultados obtidos para os compostos testados (Tabela 29) o 37a

apresentou maior porcentagem de inibicdo da enzima glicossomal de T. cruzy.

Tabela 29: Porcentagem de inibicdo da enzima g-GAPDH de T. cruzy

Composto % de inibicao

Controle 0

34a 11

35a <0

36a

37a 15

38a

46

47 <0

A comparagao deste teste de inibicdo da enzima glicossomal de T. cruzi,
com o descrito anteriormente, n&o foi possivel ja que n&do foram testados os

mesmos compostos. Este estudo sera realizado posteriormente.



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Instrumentacdo e material cromatografico

Os espectros de absor¢cdo na regidao do IV foram registrados em um
espectrofotbmetro BOMEM, modelo MB-100, em pastilha de KBr, na regido de
400 a 4000cm™. Os espectros de massas de baixa resolugdo foram obtidos em
espectrometro SHIMADZU-CG/MS modelo QP 2000A, a 70 eV, equipado com
probe para sélidos. Os espectros de RMN 'H e 'C foram obtidos em
espectrometro VARIAN modelo Mercury Plus, operando a 300 MHz para He
75,5 MHz para *C tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm e o solvente utilizado foi o CDCl; e
mistura de CDCI3/CD30D. A interpretagdo dos dados foi realizada com ajuda da
técnica DEPT, em que CH3/CH = sinal positivo (+), CH, = sinal negativo (-), Co
(n&o ligado a hidrogénio) = sinal de intensidade zero, e confirmada por HMQC,
COSY e NOESY.

As estruturas foram otimizadas utlizando a teoria do funcional de
densidade (TFD), com método hibrido B3LYP e o conjunto de base 6-311+G(d).
Os calculos foram realizados através do programa Gaussian 98°'. As analises de
NBO foram feitas utilizando o nivel de teoria HF/6-31G.

Nas cromatografias em placa preparativa (CCDP) foram utilizadas placas
de vidro 20x20 cm, com uma camada de silica gel 60 GFys4 € silica gel 60G da
Merck, na proporgao de 1:1 e com espessura de 1,0 mm. As elui¢cdes foram feitas

em solventes organicos destilados. As revelagbes das placas foram obtidas por



irradiacdo com lampada ultravioleta em 254/366 nm. Também foram utilizados

como reveladores iodo ressublimado e reagente de Dragendorff.

5.2. Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados nas reagdes foram metanol (Aldrich, 99,9%) e
diclorometano (Carlo Erba, 99,5%). Os acidos empregados foram o acido sulfurico
(Dinédmica 95-98%) e o acido trifluoroacético (Carlo Erba). Os reagentes utilizados
foram, o L-triptofano (Vetec, 98,5%); benzaldeido (Acros Organics, 99%), p-
anisaldeido (Aldrich, 98%), p-hidroxibenzaldeido (Acros Organics, 99%), vanilina
(Acros Organics, 99%), p-dimetilaminobenzaldeido (Merck, 98,5%), m-
nitrobenzaldeido (Acros Organics, 99%), p-nitrobenzaldeido (Acros Organics,
99%), m-clorobenzaldeido (Acros Organics, 99%); n-butilamina (Acros Organics,
99,8%), isopropilamina (Acros Organics, 99%), cicloexilamina (Aldrich, 99%),

pirrolidina (Aldrich, 99%).

5.3. Sintese do triptofano metil éster (16)

Em um baldo equipado com um agitador magnético e um condensador,
foram adicionados 1,051 g (5,15 mmol) de L-triptofano, 10 mL de MeOH e 1,0 mL
de acido sulfurico concentrado. A mistura foi mantida sob refluxo e agitagao por 7
horas. Apos evaporacédo de todo metanol, o produto bruto foi neutralizado com
uma solugao de carbonato de sédio a 10% e posteriormente extraido com acetato

de etila (3 x 10mL). A fase organica foi lavada com agua (3 x 10 mL), seca com



sulfato de sodio anidro e, apds filtragem do secante, o solvente foi removido em
evaporador rotatério. O produto foi obtido puro com um rendimento de 87%.

Dados de RMN 'H e '3C: Tabela 1.

5.4. Procedimento geral para a sintese das tetraidro-p-carbolinas-3-

carbometoxi-1-benzossubstituidas (34a-40a) e (34b-40b)

Em um baldo equipado com um agitador magnético foram adicionados
100,3 mg (0,46 mmol) de triptofano metil éster, previamente solubilizado em
CHCI,, 0,46 mmol do aldeido e tragcos de acido trifluoroacético. A mistura
reacional foi mantida a 0°C por 24 horas. A seguir foi adicionado 1,01 mmol de
acido trifluoroacético e a mistura foi agitada a temperatura ambiente. A reacéo foi
monitorada por CCDA até o desaparecimento do material de partida. Apds
evaporagao do CH»Cl, e do acido trifluoroacético remanescente o produto bruto
foi neutralizado com uma solugao de carbonato de sddio a 10% e posteriormente
extraido com acetato de etila (3 x 10 mL). A fase orgénica foi lavada com agua (3
x 10mL), seca com sulfato de sodio anidro e, apos filtragem, o solvente foi
removido em evaporador rotatério. O produto foi submetido a CCDP (silica gel;
hexano/acetato de etila 40%) fornecendo os produtos puros.

Dados de EM: Tabela 3

Dados de RMN 'H e '3C: Tabelas 4 a 10.



5.5. Sintese da tetraidro-p-carbolina (42)

Em um baldo equipado com um agitador magnético foram adicionados
102,0 mg (0,50 mmol) de L-triptofano, solubilizado em 5,0 mL de uma solug&o
aquosa de H»SO4 0,05 N e 56,7 [IL (0,55 mmol) de benzaldeido. A mistura
reacional foi mantida a temperatura ambiente andamento da reagao monitorado
por CCDA. Apos o consumo do material de partida (9 dias) o produto bruto foi
neutralizado com uma solucéo de carbonato de sddio a 10% e a formagao de um
precipitado branco foi observada. O produto foi obtido em 70% de rendimento
apos filtragao.

Dados de RMN 'H e '3C: Tabela 12.

5.6. Procedimento geral para a sintese das tetraidro-pB-carbolinas-3-amido-1-

benzossubstituidas (43-48) e (49a+49b — 56a+56b)

Em um baldo equipado com um agitador magnético e um condensador
foram adicionados 0,15 mmol da tetraidro-B-carbolina-3-carbometéxi-1-
benzossubstituida pura ou como mistura cis/trans e aproximadamente 2,0 mL da
amina (até a completa solubilizagdo do composto de partida). A mistura foi
mantida sob agitagdo a 110°C e o desenvolvimento da reagdo acompanhado por
CCDA. Apos evaporacao da amina, quando necessario, o produto bruto foi
submetido a CCDP (hexano/AcOEt 50%) para obtengao do produto puro.

Dados de EM: Tabela 14

Dados de RMN 'H e '3C: Tabelas 15 a 18.



5.7. Bioensaio de letalidade da Artemia salina

Preparagdo das amostras: foram pesados 9,0 mg dos compostos
sintetizados e dissolvidos em 9,0 mL de solugéo salina (solugdo aquosa de NaCl
3,8%). Aliquotas de 2,5 mL, 1,25 mL e 0,5 mL foram transferidas para tubos e os
volumes completados com agua salina para 5,00 mL, perfazendo trés
concentragdes diferentes (500, 250 e 100 ug/mL). Para cada substéncia testada e
controle foram preparadas duas réplicas.

Ecloséo dos cistos de Artemia salina: o meio para o cultivo das larvas de
Artemia salina foi agua salina. Para eclosdo dos cistos foi utilizado um recipiente
contendo divisoria, de maneira que apenas um dos lados ficasse iluminado para
permitir, por fototropismo, a migragao das larvas.

Bioensaio de Letalidade: apos 48 horas, dez a vinte nauplios de Artemia
salina foram transferidos para cada um dos tubos contendo agua salina e a
substancia a ser testada. A contagem dos animais vivos e mortos foi realizada

apos 24 horas.

5.8. Atividade biolégica em Trypanosoma cruzi

5.8.1. Inibicdo das formas epimastigotas de T. cruzi

Os ensaios foram realizados no Departamento de Analises Clinicas da

UEM, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura.



Microorganismos: foram utilizadas cepas Y de formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi cultivadas em meio LIT contendo 10% de soro bovino fetal a
28°C em tubos de 16 x 150 mm com tampa de rosca, contendo aliquotas de 5,0
ml de meio, e esterelizados por autoclavacdo a 121°C por 20 minutos. Apos

crescimento por 96 a 120 horas, as culturas foram submetidas a repiques.

Experiéncias de Crescimento: Para avaliar o efeito no crescimento de
Trypanosoma cruzi, varias concentragdes das substancias foram adicionadas em
meio LIT, distribuidos em placas de 24 wells com volume final de 1ml. O indculo
utilizado nos experimentos foi obtido a partir de culturas das células em LIT apéds
o crescimento por 96 horas a 28°C. A padronizacdo do indculo em 1 x 10°
células/ml foi feita através da contagem em camara hematocitométrica de
Neubauer (Improved Double Neubauer Ruling), previamente diluidas em solugao
de formalina a 5%. Apds a inoculagdo dos protozoarios as placas foram
incubadas a 28°C, por um periodo de até 168 horas. Apos 48 e 96 horas o
crescimento foi avaliado através da contagem das células em camara

hematocitométrica de Neubauer (Improved Doublé Neubauer Ruling).

5.8.2. Inibicdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase glicossomal

de T. cruzi

Os ensaios foram realizados no Instituto de Fisica de Sao Carlos da
Universidade se Sao Paulo, pelo Pés-graduando Aderson Zottis, sob orientagao

do Prof. Dr. Glaucius Olivo.



O ensaio enzimatico consiste em verificar espectrofotometricamente, a 340
nm num intervalo de 30 segundos a 25°C, a quantidade de NADH produzida
durante a reagao de catalise pela enzima GAPDH. Mede-se a porcentagem de
inibicdo da atividade enzimatica apds a adicdo da substancia a ser testada. O
meio reacional foi 100mM de tampao trietanolamina (pH 7,5), 1mM de B-
mercapto-etanol, TmM de EDTA, 30 nM de Arseniato de Sodio (Nap;HAsO,4), 300
uM de D-gliceraldeido-3-fosfato (D-G3P), 400 uM de NAD". A reacéo foi iniciada
pela adicdo de 5 nM da enzima GAPDH glicossomal de T. cruzi. Os testes foram

realizados em duplicata, na concentracdo de 200 mM para cada substancia.



6. CONCLUSOES

A reacado de condensacao de Pictet-Spengler, catalisada por acido, do L-
triptofano esterificado (16) com uma série de aldeidos aromaticos forneceu os
alcaloides  tetraidro-B-carbolinicos-3-carbometodxi-1-benzossubstituidos  como
mistura dos isébmeros cis (1S, 3S) (37a-40a) e frans (1R, 3S) (37b-40b). O
diastereoisdbmero cis foi obtido preferencialmente em todas as reagoes.

As reacgdes de ciclizagdo com aldeidos contendo substituintes captores de
elétrons, como o m-nitrobenzaldeido e o p-nitrobenzaldeido, ocorreram mais
rapidamente que para os aldeidos contendo substituintes doadores de elétrons.
Isto foi explicado com base no mecanismo proposto para a formagao de tetraidro-
B-carbolinas, que envolve a formagao de uma imina como intermediario. Assim, a
presenca de substituintes captores de elétrons no anel do aldeido aumenta a
eletrofilicidade do carbono iminico, levando a um menor tempo de reagéao.

A reagdo de substituicdo nucleofilica dos alcaldides tetraidro-f-
carbolinicos-3-carbometodxi-1-benzossubstituidos, na forma pura ou como mistura
de isbmeros cis/trans, com as aminas butilamina, isopropilamina, cicloexilamina e
pirrolidina forneceu uma série de derivados tetraidro-B-carbolinicos-3-amido-1-
benzossubstituidos (43-48) e (49a+49b a 56a+56b).

Além dos derivados esperados, foram obtidos também as B-carbolinas 41,
57, 58, 59 e 60 resultantes da aromatizacédo do anel C.

A analise dos dados espectrais possibilitou a confirmagao das estruturas
dos compostos sintetizados. As principais diferencas observadas entre os

valores de deslocamento quimico de RMN dos isdmeros cis e trans trata-se da



blindagem dos carbonos C-1 e C-3 do isbmero trans quando comparado com
aqueles do isbmero cis.

A utilizagdo de calculos computacionais na analise conformacional dos
compostos (37a) e (37b) mostrou a presenga majoritaria de um dos conférmeros
para cada diastereoisdmero, sendo o 1eqg-fenil-3eq-carbometdxi para o cis e 1eqg-
fenil-3ax-carbometdxi para o trans. Pelas analises de NBO para os conférmeros
mais estaveis dos isbmeros cis e trans conclui-se que o efeito hiperconjugativo,
juntamente com o efeito y-gauche do grupo carbometodxi axial, pode explicar a
maior prote¢cdo do carbono C-1 no isbmero frans, uma vez que no isGmero cis
apenas o efeito de hiperconjugagao esta presente. Para o C-3 a blindagem pode
ser explicada apenas pelo efeito hiperconjugativo, uma vez que, para o isémero
cis existe interacdo direta entre a densidade eletrbnica sobre o atomo de
nitrogénio com o sistema n carbonilico, acarretando uma transferéncia eletrénica
direta para o sistema n, gerando uma menor densidade eletrbnica sobre o C-3
proveniente do atomo de nitrogénio.

A avaliagdo da atividade de inibigdo frente a Artemia salina mostrou uma
ICs0 superior a 500 ug/mL para a maioria dos compostos testados. Os compostos
34a e 35a+35b apresentaram ICsy igual a 0,44 mM e menor que 0,30 mM,
respectivamente. Com excec¢ao do 36a, a substituicdo do grupo carbometdxi, no
C-3, pelo grupo amido resultou numa diminuicdo da porcentagem de inibigao
Comparando-se os compostos 36a, 43 e 44 observou-se que a presenca de um
substituinte ciclico ligado ao nitrogénio da amida aumentou a porcentagem de

inibicao da Artemia salina em comparacgao a substituintes alifaticos.



O teste de inibicdo da enzima GAPDH glicossomal de T. cruzi foi realizado
com alguns dos compostos sintetizados, e estes nao mostraram-se bons
inibidores da atividade enzimatica na concentragao testada (200 ug/mL).

Foi realizado ainda, o teste de inibigdo das formas epimastigotas de T.
cruzi com alguns dos compostos testados. O composto 39a, apresentou melhor
atividade, com um ICso menor que 0,03 mM. Diferentemente do teste com Artemia
salina, a presenca do grupo 3-amido levou a um aumento da atividade. Para
derivados contendo o grupo 3-amido, o melhor resultado obtido foi para o
composto 43 (ICso = 0,02 mM). Estes resultados demonstram a potencialidade de
alguns dos derivados preparados neste trabalho e a importancia da continuidade

dos estudos com esta classe de compostos.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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