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RESUMO

O constante aumento no numero de casos de resisténcias aos medicamentos atuais
utilizados no tratamento da maldria tem incentivado estudos sobre a descoberta de novas
drogas potencialmente ativas. Trabalhos anteriores realizados pelo LAPAAM/INPA
revelaram a atividade antimalarica in vitro € também in vivo de alcaloides indodlicos, tais
como elipticina, olivacina e derivados. O grande desafio tem sido encontrar outras
estruturas indodlicas, de mais facil obtencao e que apresente atividade antimalarica similar
ou superior as encontradas nestas estruturas. Nessa busca, derivados triciclicos com
nlcleo indolicos obtidos a partir esqueletos carbazdlicos e [-carbolinicos foram
sintetizados e avaliados frente a ensaios in vitro. No total foram sintetizados vinte e trés
derivados, dos quais dezoito foram avaliados em ensaios bioldgicos in vitro contra cepas
K1 de P. falciparum e citotoxidade em células ndo tumorais (MRC-5). Também foram
submetidos aos ensaios, as cinco substancias comerciais norhamano (23), harmina (24),
harmano (25), harmalina (27) e carbazol (29). As principais reacdes utilizadas foram
nitragdo, desmetilagdo, formacdo de sais através do borbulhamento de cloreto de
hidrogénio, reacdo de condensacdo de Pictet-Splenger e alquilacdo, a qual formou o
composto inédito na literatura 9-(2,3-diidroxi)-harmano (25.1). Entre os derivados
submetidos aos ensaios antimalaricos, o 3-nitro-carbazol (29.2), O-acetil-harmol (26.1) e
o sal de harmina.HCI (24.4) foram os mais ativos com Clsy 8,87 uM , 12,2 uM e Cls
19,31 uM, respectivamente. O 8-nitroharmano (25.2) e o 9-(2,3-diidropropil)-harmano
(25.1) tiveram sua atividade potencializada com valores de ICs inferiores ao harmano. E
entre as substancias comerciais, as mais ativas foram a harmalina com Clsy 14,7 uM e o
norharmano com Clsyp 17,67 uM. De maneira geral todos as estruturas estudas neste
trabalho apresentaram baixa toxicidade em células normais com viablidade maior que
50 %, na concentragdo de 50 pg/mL, com exce¢do do 6-nitro-harmano (25.3) e do O-

acetil-harmol, cujas viablidades foram inferiores a 25%.

Palavras-chave: malaria, carbazol, alcaloides [-carbolinicos, Plasmodium

falciparum, ciclizagdo Pictet—Spengler.
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ABSTRACT

The steady increase in the number of current drug resistance cases used without
malaria treatment has encouraged studies on a discovery of potentially active new drugs.
In previous work by LAPAAM / INPA has revealed the in vitro and in vivo antimalarial
activity of indole alkaloids, such as elipticine, olivacin and derivatives. The great
challenge has been found other indolic structures, which are easier to obtain and which
present similar or superior antimalarial activity as found in these structures. In this search,
nucleic acid tricyclic derivatives obtained from carbazolic and B-carbolinic skeletons
were synthesized and attributes against in vitro assays. In total, twenty-three derivatives
were synthesized, of which eighteen were evaluated in vitro biological assays against K1
P. falciparum strains and cytotoxicity in non-tumor cells (MRC-5). In addition were
submitted to the tests five commercial substances harmine (24), harmane (25), harmaline
(27) and carbazole (29). As the main reactions for the nitration, demethylation, formation
of salts through hydrogen chloride bubbling, condensation reaction of Pictet-Splenger and
alkylation, a quality formed by the unpublished compound in the 9-(2,3-dihydroxy)-
harmano (25.1). Among the derivatives submitted antimalarial assays, 3-nitrocarbazole
(29.4), O-acetyl-harmol (26.1) and the harmine salt HCI (24.4) were the most active with
ICs0 8,87 uM, 12,2 uM and 1C50 19,31 uM, respectively. The 8-nitroharmano (25.2) and
the 9-(2,3-dihydropropyl)-harmane (25.1) had their activity potentiated with ICsy values
lower than the harmane. And more active commercial substances harmaline with ICs
14,7 uM and the norharman with 1Csy 17.67 uM. According to the factory, there is no
concentration of 50 pg / mL, except for 6-nitro-harmano (25.3) and O-acetyl-harmol,

whose lower viability is less than 25%.

Keyword: malaria, B-carboline alkalids, carbazole, P. falciparum, Pictet-Spengler
cyclization.
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INTRODUCAO

A maldaria ¢ uma grave doenca parasitaria que atinge principalmente regides de clima
tropical e subtropical do globo terrestre, cerca de 3,2 bilhdes de pessoas encontra-se em
regides de risco. As situagdes mais criticas se encontram na regiao africana, que em 2015
concentrou cerca de 90% dos casos mundiais ¢ 92% das mortes (OMS, 2016a). Os mais
vulneraveis a doenga sdo criancas de até 5 anos de idade, além de gestantes e viajantes
moradores de regides livres de maléaria.

No Brasil, a regido de risco localiza-se na Amazdnia Legal (Acre, Amapa,
Amazonas, Maranhao, Mato Grosso, Pard, Rondonia, Roraima e Tocantins) que totalizam
cerca de 99% dos casos em todo o pais. De acordo com o sistema de informacgdo de
vigilancia epidemioldgica (SIVEP-Malaria), em 2017 foram registrados aproximadamente
142 mil casos positivos, indicando um aumento de 10% em relagdo em 2016. Os estados que
contribuiram majoritdriamente para esse aumento foram os do Amazonas e do Pard
(BRASIL, 2017a).

A doenga ¢ transmitida pela picada de mosquitos (Anopheles) fémea infectada por
protozoarios do género Plasmodium. Dentre as espécieis de Plasmodium que infectam o
homem, destacam-se o P. falciparum responsavel pela maioria das mortes e o P. vivax
responsavel pelo maior nimero de casos. Nos Ultimos anos tem se observado uma
significativa reducao nesses numeros, no periodo de 2000 a 2015 houve queda de 41% do
numero de infecgdes e 62% da mortandade, entre criangas e adultos em todo o mundo
(OMS, 2016a). No entanto, mesmo com a diminui¢do geral de infec¢cdes e mortes, noticias
recentes de casos de resisténcia do P. falciparum aos medicamentos atuais (TCAs -terapias
combinadas a base da artemisinina), além de estudos que mostram que drogas como a
cloroquina vem perdendo eficicia ao longo dos anos, tem gerado preocupacgdo a comunidade
médica e cientifica. De acordo com Alecrim e colaboradores (1999), os primeiros relatos de
resisténcia do P. vivax a cloroquina surgiram em1989, desde entdo o nimero de casos vem
crescendo gradativamente em todas as regides endémicas. Analisando o historico recente da
doenga ¢ possivel observar a rapidez com que os parasitos vém adquirindo resisténcia aos
medicamentos comumente utilizados. Estes fatos reforcam a necessidade de buscar por
novas estruturas moleculares que possam ser utilizadas como prototipos para novos
medicamentos.

A quimica de produtos naturais ¢ com certeza uma ferramenta importante nesta

busca, considerando que os principais principios ativos antimalaricos conhecidos até os dias



24

atuais foram ou ainda sdo obtidos a partir de plantas. Uma das barreiras na utilizacdo destas
biomoléculas como medicamentos ¢ a dificuldade de obtencdo, neste contexto a quimica
semissintética e principalmente, a sintética vem ganhando espago. Seguindo esta tendéncia,
esse trabalho tem como enfoque a obtengdo de derivados sintéticos preparados a partir de
estruturas B-carbolinicas e carbazodlicas, e avaliagdo da atividade antimalarica in vitro contra

cepas de Plasmodium falciparum.

1 REVISAO BIBIOGRAFICA

1.1 MALARIA

A maléria, também conhecida por paludismo, ¢ uma doenca infecciosa, cujos
principais sintomas s3o ataques de febre, com temperaturas acima de 40 °C, seguidas de
calafrios, tremores e intensas dores de cabega, além de nauseas, delirios e dores gastricas. Os
sintomas aparecem em sete dias ou mais apos a picada do mosquito infectado (OMS,
2016a).

A doencga tem como principal vetor de transmissao o mosquito do género Anopheles,
especificamente a fémea, que infecta o hospedeiro vertebrado através do repasto sanguineo.
No Brasil o principal vetor € o A. darlingi. O agente etiologico é o Plasmodium, género o
qual compreende mais de 100 espécies. No entanto apenas algumas infectam o homem,
entre elas: a P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. knowlesi, P. ovale € P.cynomolgi. A
espécie P. ovale foi dividida em duas sub-espécies a P. ovale wallikeri normal € a P.ovale
curtisi (SINGH et al., 2004; MILLER et al., 2015). A infec¢do humana por P.cynomolgi foi
relatada pela primeira vez em 2014, antes disto era identificada somente em primatas (TA et
al., 2014). No Brasil as infec¢des ocorrem principalmente pelas espécies P. vivax e P.
falciparum. A doenga causada pelo P. vivax € responsavel pelo maior numero de caso e seus
sintomas sdo considerados brandos, porém tém gerado preocupagdes ao sistema publico de
saide, devido ao crescente numero de relatos do aumento da gravidade clinica e de
resisténcia dos protozodrios aos antimalaricos atuais. J4 a maldria causada pelo P.
falciparum € mais agressiva e seu principal sintoma ¢ a destruicdo dos globulos vermelhos,
provocando estados anémicos e em alguns casos levando a morte.

A maldria humana apresenta dois ciclos de reprodu¢do, um sexuado que acontece no
mosquito e outro assexuado que ocorre no hospedeiro vertebrado (Figura 1). No ciclo
sexuado ocorre a diferenciagdo dos merozoitos em gametas micro e macrogametas, a partir

dai inicia-se a reproducdo sexuada ou esporogonica, que ocorre no estdmago do inseto.
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Através da fusdo dos gametas ocorre a formacdo do oocineto, que adere a parede do
intestino do inseto, gerando o oocisto, onde ocorrera a formagado dos esporozoitos. Este ciclo
dura em média de 11 dias, dependendo da espécie do Plasmodium. Depois de formados, os
esporozoitos migram até as glandulas salivares do mosquito e ficam prontos para serem
transferidos para o hospedeiro vertebrado no préximo repasto sanguineo (BRASIL, 2005b).
O ciclo assexuado, também denominado ciclo esquizogonico, ocorre no hospedeiro
vertebrado e se divide em duas fases: exoeritrocitico e eritrocito. Através da picada do
mosquito infetado ocorre a inoculagdo dos esporozoitos, que migram pela corrente
sanguinea até atingirem os hepatocitos, dando inicio a fase exoeritrocitica ou pré-eritrocitica.
Nesta etapa ocorre a formagdo dos esquizontes hepaticos, que rompem os hepatdcitos e
liberam os merozoitos na corrente sanguinea. O tempo de dura¢do desta fase varia
dependendo da espécie do Plasmodium. Apods terem sido liberados, os merozoitos invadem
as hemadcias iniciando a segunda fase do ciclo, o chamado de ciclo eritrocitico ou sanguineo.
No interior das hemadcias o parasito se desenvolve num periodo que varia entre 48 e
72 h. Decorrido o tempo necessario para a maturacao, ocorre a ruptura das hemacias ¢ a
liberacdo de mais merozoitos na corrente sanguinea. Esta fase do ciclo explica a
periodicidade dos sintomas da malaria nos pacientes infectados (FRANCA et al., 2008).
Alguns merozoitos sofrem modificagdes se transformando nos gametocitos, os quais se

tornam infectantes aos mosquitos, para que ocorra a perpetuagao da espécie.

Figura 1. Ciclo de vida de espécies de Plasmodium
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Devidos a alta complexidade do ciclo de vida dos parasitos, a obtencdo de uma
vacina ou de um tUnico farmaco capaz de eliminar a maldria muito dificil. Atualmente as
drogas utilizadas na pratica clinica atuam em estagios especificos no ciclo de vida do
Plasmodium, como os farmacos eritrociticos que combatem as formas eritrocitarias
presentes no homem, os esporonticidas agem sobre 0s esporozoitos e 0os gametociticos, que

matam os gametas e impedindo o ciclo que ocorre no mosquito (FRANCA et al., 2008).

1.2 ANTIMALARICOS

A ”cinchona” (Cinchona spp) ¢ uma planta nativa da América do Sul, que foi levada
ao continente europeu através de missionarios jesuitas, por volta de 1640. A infusdo de suas
cascas foi utilizada durante anos no tratamento de doencas febris. Apenas em 1820, os
quimicos franceses Pierre Joseph Pelletier e Joseph Bienaime Caventou identificaram seu
principio ativo como sendo a quinina (1) (Figura 2). Um alcaléide quinolinico (4-
aminoquinolinicos), que durante muitos anos foi considerado a principal droga contra
malaria em todo o mundo. Por volta de 1944 foi obtida sua sintese completa, pelos quimicos
americanos Robert B. Woodward e William Von Eggers Doering. Apesar do €xito no
procedimento, a producdo em laboratorio se tornou inviavel devido a alta complexidade da
molécula e aos custos associados. Atualmente sua obtencdo ainda ¢ através do isolamento

fitoquimico (PEREIRA DA SILVA et al., 2002; FRANCA et al., 2008; SA, 2011).

Figura 2. Estruturas da quinina (1) e derivados cloroquina (2) e primaquina (3)
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Baseados no esqueleto da quinina foram obtidos alguns derivados sintéticos, os quais
tiveram papel no combate a doenga. O mais famoso ¢ a cloroquina (2), que surgiu em

meados das décadas de 40, como uma promissora droga amplamente utilizada até os dias
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atuais. No entanto seu uso tem sido gradativamente reduzido devido aos crescentes nimeros
de casos relatando o aparecimento de cepas de resistentes. Outro grupo de derivados
sintéticos analdégos a quinina sdo os 8-aminoquinolinicos, que tem como principal
representante a primaquina (3), unica droga utilizada nas formas exoeritrocitarias
(hipnozoitos) em P. vivax e P. ovale (Figura 2). E muito utilizada na prética clinica
principalmente combinado a derivados 4-aminoquinolinicos como cloroquina ou aos TCAs
(terapias combinadas baseadas em artemisinina) (FRANCA et al., 2008).

A artemisinina (4) ¢ uma lactona sesquiterpénica isolada pela primeira vez em
meados da década de 70, a partir Artemisia annua, erva utilizada tradicionalmente na
medicina chinesa para o tratamento de febre. A molécula apresenta em ligagdo endoperdxido
em sua estrutura, que segundo estudos ¢ crucial para sua atividade antimaldrica
(FRANCISCO e VARGAS, 2010). Devido a baixa solubilidade em pH fisioldgico houve a
necessidade da obtencdo de derivados sintéticos da artemisina, os quais sdo a base dos
TCAs, entre eles temos o artesunato de sddio (5) e artemeter (6) (Figura 3). Desde 2005, a
Organizacdo Mundial da Saude passou a recomendar o uso das TCAs a todos os paises nos

quais, existam casos de resisténcia a cloroquina.

Figura 3. Estutura da artemisinina (4) ¢ dos derivados artesunato de sddio (5) e artemeter (6)
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De maneira geral, esta combinagdo de derivados da artemisina e derivados
aminoquinolinicos, tém sido clinicamente eficazes até o momento, porém, os casos de
resisténcia em algumas regides, geram preocupacdo do surgimento de novos surtos
endémicos. A busca por novas estruturas com atividade e novos alvos e mecanismos de

acdo se faz de grande importancia.
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Apesar de ainda ndo se saber ao certo, todos os mecanismo de agdo das principais
drogas antimalaricas, sabe se que derivados aminoquinolinicos como a cloroquina, inteferem
na formag¢ao da hemozoina. Durante o ciclo intraeritrocitdrio o parasita necessita de uma
grande quantidade de aminoacidos, para seu crescimento e maturagdo. Esses aminoacidos
sdo obtidos a partir da digestdo da hemoglobina do hospedeiro. A cloroquina e analogos
podem se acumular no vacuolo digestivo do parasito formando complexos com os residuos
livres de Fe(IlI)Protoporfirina (toxico ao parasita) formado apds a quebra da hemoglobina.
Essa complexagcdo impede que a Fe(Ill)Protoporfirina, seja convertida em hemozoina,

residuo ndo téxico ao parasita (SULLIVAN et al., 1996), levando a morte do parasita.

1.3 BREVE HISTORICO DE CASOS DE RESISTENCIAS AOS ANTIMALARICOS
E DROGAS UTILIZADAS ATE OS DIAS ATUAIS

Embora tenha se obtido bons avangos em pesquisas envolvendo o combate ao
mosquito transmissor e desenvolvimento de vacinas, atualmente um dos principais ¢ mais
eficientes aliados na redu¢ao do numero de casos ainda sao os medicamentos antimalaricos.
No entanto, o crescente aumento de casos de resisténcia a estes medicamentos tem deixado
distante o sucesso da elimina¢do da doenga em nivel mundial (TAPAN KUMAR, 2015).

Simplificadamente, a resisténcia consiste na capacidade de determinadas cepas de
parasitos em sobreviver e multiplica-se, mesmo com a utilizagdo adequada dos
medicamentos. Analisando o histérico dos antimalaricos observa-se que apds a descoberta
da quinina, foram necessarios quase 300 anos para o surgimento dos primeiros casos de
resisténcia. No entanto, depois do surgimento das drogas sintéticas esse intervalo reduziu
drasticamente. A quinina foi substituida pela cloroquina no inicio dos anos 50, a substancia
foi considerada promissora principalmente por apresentar alta atividade e baixa toxicidade,
diferente da quinina que apresentava efeitos colateriais, como distirbios visuais, sudorese,
vertigens, dor de cabeca, nduseas, vomitos, entre outros (SA, 2011). Na mesma época surgiu
a primaquina, um derivado sintético 8-aminoquinolinico com forte atividade antimaldarica.

Neste periodo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aliada e estes avancos da
industria farmacéutica e desenvolvimento de inseticidas altamente eficazes, como o
diclorodifeniltricloroetano (DDT), langou a "Campanha Global de Erradicacao da Malaria",
a qual conseguiu a reducdo da doenga em praticamente todas as regides endémicas do
mundo. No Brasil houve a eliminacdo em quase todos os estados, com excecdo algumas
regides serranas entre os estados do Parand e de Santa Catarina, e as regides da bacia

amazonica (PEREIRA DA SILVA et al., 2002). Entre as estratégias adotadas pelo governo



29

brasileiro da época como medidas profilatica para resolver o problema, estava introdugdo do
sal de cozinha "cloroquinado", ou "M¢étodo de Pinotti", que em 1952 foi liderado pelo
malariologista Mario Pinotti, o qual consistia na distribuicdo do sal cloroquinado
principalmente nas regides em que a a¢ao dos inseticidas era menos eficaz. Este método
também foi testado em outras regides endémicas fora do pais (HOCHMAN et al., 2007). No
final da década, surgiram os primeiros relatos concretos de cepas de P. falciparum
resistentes & cloroquina, em alguns paises da Asia, Africa e América do Sul, inclusive no
Brasil. Alguns estudos apontaram como um dos fatores que contribuiram para o surgimento
da resisténcia, o uso indiscriminado do "sal cloroquinado" (SILVA e HOCHMAN, 2011). A
partir de 1961, a OMS reconheceu a ameaga sob 0s avangos ja obtidos e passou a incentivar
uma nova corrida na busca de estruturas ativas como alternativa aos medicamentos
utilizados (SA, 2011).

Nas décadas seguintes muitas drogas antimalariais sintéticas foram descobertas, entre
elas, a mefloquina um derivado 4-aminoquinolinico 10 vezes mais potente que a quinina,
que passou a ser recomendado para casos de P. falciparum resistentes a cloroquina. No
entanto, o parasito adquiriu rapidamente resisténcia. Com o surgimento da artemisina no
final dos anos 70, houve um intenso empenho da industria farmacéutica na busca por seus
derivados sintéticos, para serem utilizados no tratamento de P.falciparum cloroquina-
resistentes e muitas das descobertas deste periodo sao utilizadas até os dias atuais. No Brasil,
até o final da década de 80 ainda se estudava e fazia uso clinico, apenas de medicamentos
baseados nos esqueletos quinolinicos (PEREIRA DA SILVA et al., 2002). A partir de 2005,
a Organizacao Mundial da Satde (OMS) passou a recomendar o uso de terapias TCAs para
o tratamento de todos os casos de malaria causada do P. falciparum. No entanto, nos
ultimos anos os constantes relatos de resisténcia do P. falciparum a estas drogas tém levado
as autoridades responsaveis a se preocupar com ameagas de novos surtos. Segundo a OMS,
j& foram confirmados casos de resisténcia em cinco paises do sudeste asiatico, na regido do
Grande Mekong: Camboja, Republica Democratica Popular do Laos, Myanmar, Tailandia e
Vietname (Figura 4). E recentes estudos mostram que em outras regides tem observado
casos isolados (OMS 2015). Atualmente ja foram documentados casos de resisténcia de trés
espécies que parasitam o homem: P. falciparum, P. vivax e P. malariae. Um agravante a
esse problema ¢ a resisténcia cruzada. Em que a resisténcia a uma das drogas leva a
resisténcia a outros medicamentos da mesma classe quimica ou que tenham modos de acao

semelhantes (OMS, 2015).
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Figura 4. Paises com resisténcia a artemisinina confirmada ou com suspeita, desde 2012
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Fonte: OMS, 2015

Além dos casos de resisténcia do P. falciparum aos medicamentos atuais, também
tem se observado um aumento significativo de casos de resisténcia da espécie P. vivax aos
quimioterapicos utilizados. Em 1999, foi relatado pela o primeiro caso de resisténcia a
cloroquina e a mefloquina na regido da Amazdnia (GRACAS et al., 1999), desde entdo
estima-se que cerca de 15% dos estipes de P. vivax ja sdo resistentes a cloroquina e 22% a
mefloquina. Essas informagdes preocupam os orgdos responsaveis por estabelecer os
protocolos utilizados clinicamente, ja que estas drogas sdo as principais terapéuticas
utilizadas.

No Brasil, o orgdo que estabelece essas regras ¢ o Ministério da Satde (MS),
baseado em normas mundiais. Nestes protocolos ele prioriza a utilizagdo de droga
combinadas com acdo esquizonticidas sangiiineos e/ou gametocitocidas e no caso de
contaminagdo pelas espécies P. vivax ou P. ovale, utiliza também medicamentos com acao
hipnozoiticidas, como a primaquina (FREITAS ef al., 2007). Para o tratamento das infec¢des
causadas por P. falciparum ou mista, sdo utilizados normalmente os TCAs (Tabela 1).
Outras drogas como a doxiciclina, clindamicina, quinina, entre outras, dependendo do caso e
situacdo do paciente, como no caso de criangas e gestantes, podem ser incluidas nesta lista

de terapéuticas, (BRASIL, 2010c).
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Tabela 1

Medicamentos utilizados no Brasil, de acordo com as normas do Ministério da Satude

P. falciparum P. vivax e P. ovale Mista (P. falciparum e P.
vivax, P.malariae ou
P.ovale)
TCAs aminoquinolinicos TCAs
Arteméter e lumefantrina Cloroquina e Arteméter e lumefantrina
) primaquina .
Artesunato e mefloquina Artesunato e mefloquina
Artesunato e Primaquina TCAs e primaquina

Diidroartesinina e
piperaquina

Fonte: Ministério da Saude 2016

1.4 DERIVADOS DO TRIPTOFANO

O triptofano ¢ um aminoacido muito importante tanto no reino animal como no
vegetal. Nas plantas ele ¢ considerado um metabdlito primério, obtido a partir da via do
chiquimato e estd associado a biossintese de metabdlitos secundérios, como a classe dos
alcaloides indolicos (DEWICK, 2002). No reino animal, especificamente em mamiferos ele
¢ considerado um aminoacido essencial, ou seja, aqueles que nao sdo produzidos pelo
metabolismo e precisam ser obtidos através da alimenta¢do. Desempenha um importante
papel como precursor de diversas substancias cruciais a vida, entre elas a serotonina e a
melatonina (RIBEIRO 2010). A melatonina (11) ¢ um hormdnio secretado pela glandula
pineal presente em todos os seres humanos, responsavel por regular o sono, participando de
varias atividades bioldgicas que sao influenciadas pelo ciclo circadiano (claro/escuro).

Sua produgado inicia-se com a conversao do triptofano (7) em 5-hidroxitriptofano pela
acdo da enzima triptofano hidroxilase e luz. Em seguida ocorre a descarboxilacdo da
molécula formando a serotonina (9), que por agdo enzimadtica ¢ acetilada, formando a N-
acetilserotonina (10) e na sequéncia ocorre a metilagdo, produzindo assim a melatonina
(Figura 5). Entre as etapas limitantes deste processo esta a produgdo da enzima N-

acetiltransferase (NAT), o qual ocorre na auséncia de luz (GASTEL et al., 2000).
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Figura 5. Sintese da melatonina a partir do triptofano
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Alguns tipos de parasitas, como o Plasmodium utilizam a melatonina (11) para
manutengdo de suas espécies. O conhecimento sobre ciclo de vida do Plasmodium no
hospedeiro ainda ¢ bastante limitado, no entanto sabe-se que parasito utiliza vias complexas
de mecanismos de sinalizacdo celular que lhes permitem a interacdo com as células do
hospedeiro e a sua adaptagdo ao meio. Estudos demostraram que a melatonina ¢ utilizada
pelas espécies P. falciparum e P. chabaudi para induzir a liberacdo de célcio estoque
intracelular, causando o aumento da concentragdo de Ca' extracelular, condi¢ao favoravel
para a invasdo dos merozoitos nas células sanguineas. Além disso, a melatonina estd
associada modulagdo do ciclo do parasita, fazendo com que ocorra a sincronizacao dos
estagios evolutivos. E essa sincronizagdo esta diretamente relacionada a interacao-
hospedeiro, visto em ensaios in vitro, a sincronicidade ¢ rapidamente perdida (BERALDO e
GARCIA, 2005, RIBEIRO 2010). Desta forma, a inibi¢gdo ou bloqueio dessa via hormonal
pode ser de grande relevancia na descoberta de novos medicamentos antimalaricos.

De acordo com Beraldo e Garcia (2005) outros derivados indolicos do triptofano,
como a triptamina (12), serotonina (9) e N-acetil-serotonina (10), apresentam efeitos
similares a melatonina (11) no ciclo celular das espécies P.falciparum e P.chabaudi. No

trabalho de Shuck e colaboradores (2014), uma série de derivados da melatonina foram
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sintetizados e testados para determinar capacidade de modulagdo da maléria humana, assim
como a capacidade de atuar como antagonista a melatonina, bloqueando o efeito do
hormoénio no ciclo parasitario. Dentre as alteragdes, destaca-se a substituicdo do grupo
metoxi na posi¢ao 5, por hidrogénio e a modificacdo da cadeia lateral na posi¢ao 3 (Quadro
1). Foi observado que apenas o composto (15), apresentou aumento da parasitemia similar
ao ocorrido com a melatonina (11), indicando a importancia da presenga da metoxila. Os
derivados 13 e 14, cujas estruturas tem o hidroégenio na posi¢cdo 5, ao invés da metoxila e
cadeias laterais volumosas na posicao 3, apresentaram baixa capacidade de modulagdo do
ciclo celular. O mesmo foi observado para os derivados 16 ¢ 17. No entando os derivados 13
e 14 tiveram bons resultados como bloqueadores da melatonina ja os derivados 16 ¢ 17
tiveram resultados promissores na inibicao parasitarias em cepas de P. falciparum, com Cls

19,10 uM e 2,93 uM, respectivamente.

Quadro 1. Derivados do triptofano derivados sintéticos da melatonina

R NH g
5 3 2
\
N
H 9-17)
Nome R1 R2
Serotonina (9) OH H
o)
N-acetilserotonina (10) OH . L
o)
Melatonina (11) OMe 5 PN
Triptamina (12) H H
0
]
14 H 3%@
15 OMe H
(6]
|
17 OMe Z/\©

Baseado em: SHUCK et a.l, 2014.
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O composto inddlico, 3-carboxi-indol (IAA) (18), muito comum em espécies
vegetais, apresenta estrutura similar aos derivados do triptofano citados, no entanto nao
interfere no ciclo celular do parasito indicando especificidade dos derivados do triptofano

(SHUCK et al., 2014).

Figura 6. Estrutura do 3-carboxi-indol (IAA)

(18)

1.4.1 Alcaloides

Alcaloides s3o substancias orgénicas ciclicas de cardter basico com um ou mais
atomos de nitrogénio. De maneira geral sdo separados em trés grandes grupos de acordo
com sua origem e a posicdo do nitrogénio: os alcaloides verdadeiros sdo derivados de
aminoacidos e apresentam o nitrogénio no sistema ciclico. Os protoalcaloides também sao
derivados de aminoécidos, mas apresentam o atomo de nitrogénio fora do sistema ciclico, e
por fim os pseudoalcaloides que sdao substancias nitrogenadas basicas e que ndo derivam de
aminoacidos (RODRIGUES JR, 2009). A maioria destas substancias ¢ de origem vegetal e
apenas uma pequena porcentagem ¢ produzida por animais. Esses compostos sdo formados
por diversos tipos de esqueleto e sua classifica¢do ¢ dada de acordo com o aminoécido que
lhe deu origem.

Dentre as diversas classes de alcaloides existentes destacam-se os alcaloides
indodlicos, que segundo Dewick (2002), compreendem mais de 3000 substancias. Os
alcaloides indolicos sdo a maior classe de alcaloides encontrados na natureza, podendo ser
encontrados principalmente nas familias Apocynaceae, Loganiaceae e Rubiaceae. A maioria
deriva do aminodcido triptofano, que sofre uma descarboxilacdo pela acdo enzimatica da
triptofano descarboxilase, formando a triptamina que através de vdrias rotas biossintética
origina seis tipos de esqueleto diferentes, os [B-carbolinicos, inddlicos simples, ergot,
quinolinicos, pirroloinddlicos, inddlicos terpenodides indolicos, os quais mostrados na figura

7, com um exemplo de cada classe (DEWICK, 2002).
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Figura 7. Esqueletos de alcaloides indolicos derivados do aminoacido triptofano
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1.4.2 Alcaloides B-carbolinicos

Em geral sdo moléculas formadas por um sistema triciclico pirido[3,4-b]inddlico,
com pequenas modificagdes estruturais com relagdo aos padrdes de hidrogenacdo e
substitui¢do nos anéis. Os alcaloides do tipo B-carbolinico também sdo conhecidos como
alcaloides tipo harmala, a denominacdo se deve ao fato de que as primeiras estruturas
isoladas com este tipo de esqueleto foram obtidas a partir da espécie Peganum harmala
(Zygophyllaceae) (JIMENEZ et al., 2008). Esta planta ¢ tradicionalmente utilizada na
medicina popular no Oriente Médio e Norte da Africa para estimular a menstruacio e

abortos. Na China, extratos das sementes de P. harmala sdo utilizados no tratamento de
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diversas doencas, entre elas o cancer e a maldria (CHEN et al., 2005; CAO et al., 2013).
Este tipo de esqueleto pode ser encontrado em diferentes familias botanicas entre elas a
Combretaceae, Zygophyllaceae, Myristacaceae e Malpighiaceae, entre outras.

As principais modificagdes estruturais encontradas na classe dos [-carbolinicos
ocorrem nas posi¢oes 1 e 7 com a presenca de diferentes ligantes (H, OMe, OH, entre
outros), como por exemplo: norharmano (23) harmina (24), harmano (25), e o harmol (26),
e variagdes quanto ao numero de saturacdes no anel piridinico, podendo ser encontrado
sistemas dihidro-B-carbolinas, como no caso da harmalina (27) e tetrahidro-f-carbolina,
como o 1,2,3 4-tetrahidroharmalina (28) (Figura 8. Estruturas dos alcaloides [-

carbolinicos.

Figura 8. Estruturas dos alcaloides B-carbolinicos: norharmano (23), harmina (24), harmano (25), harmol (26),
harmalina (27) e 1,2,3,4-tetrahidroharmalina (28)

ey iy
N N N
b b

H
(23) 24) (25)
N
N
N B B
H H
(26) 27 (28)

Os alcaloides 24, 27 ¢ 28 sdao os componentes majoritarios nas cascas e¢ folhas da
espécie Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae), planta nativa da América do Sul utilizada na
producdo da Ayashuasca, conhecida popularmente por "santo daime". A bebida ¢ obtida
através da infusdo do cip6 de Banisteriopsis caapi e folhas de Psychotria viridis (Rubiaceae)
e consumido em rituais religiosos de origem indigenas (COSTA et al., 2005). Este cha ¢
conhecido por seus efeitos psicotropicos e alucindgenos, possivelmente associados as
atividades neurofarmacolégicas dos alcaloides P-carbolinicos. Estudos mostram que estes
alcaloides atuam como inibidores das enzimas monoamina-oxidases (MAO-A), que sao
responsaveis pela degradacdo de neurotransmissores como dopamina, serotonina e

noradrenalina. O desequilibrio destas substancias no organismo apresenta como sintomas
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um estado de excitacdo e euforia, aumentando as atividades psicomotoras, entre outros
efeitos (HERRAIZ et al., 2010).

Atualmente o enfoque maior tem sido nas atividades citotoxicas e neurotdxicas dos
derivados. Estudos mostram que a harmina e seus analogos sao ativos em varios ensaios in
vitro e in vivo contra diversos tipo de linhagem de células cancerigenas, entre elas PLA-801
(pulmao), HepG2 (figado), BGC-823 (estdmago), Hela (cervical) e Lovo (colon), entre
outras. E que pequenas modifica¢des estruturais, como a presenca de grupos alquil-aril nas
posicdes N-9 e N-2 potencializam as atividades citotoxicas de compostos [3-carbolinicos
(CAO et al., 2013, SHI, et al., 2013). Nestes trabalhos observam-se um alto potencial
citotoxico, porém em alguns casos também sdo alto valores de toxicidade aguda e
neurotoxicidade (CHEN et al, 2004, CAO et al., 2005, CAO et al., 2013), além de outras
atividades como antifingica, antiviral (SONG, et al., 2014), antiparasitaria (RAO et al.,
2003, VAN BAELEN et al., 2009, BONAZZI, et al., 2010).

1.4.3 Carbazol e analogos

O esqueleto carbazoélico ¢ formado por um sistema indolico fundido ao um anel
benzenico. A estrutura ¢ totalmente aromatica formando uma estrutura planar. O carbazol
(29) foi isolado pela primeira vez da casca do tronco da Murraya koenigii (Rutaceae), planta
originaria da India e popularmente utilizada contra varias enfermidades, entre elas dor
(analgésico) e febre (NANDY et al., 2014). Trata-se de uma base extremamente fraca, com
baixa solubilidade em solventes organicos, a qual pode ser aumentada transformando-o em

sal (ex: em KOH forma N-potéssio sal).

Figura 9. Estrutura do carbazol (29)
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A quimica do carbazol e seus derivados tém sido muito estudados nestas Ultimas
décadas devido a sua ampla aplicagdo, tanto em equipamentos eletronicos para producao de
materiais eletroluminescentes, além de corantes, semicondutores, etc. Também tem

aplicacdes farmacéuticas, devido a seu potencial em diversas enfermidades, entre elas:
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antifungica e bactericida (ZHANG et al., 2010), anti-inflamatoria e antitumoral (HSU et al.,
2005), entre outras. Sua estrutura eletronica apresenta grande disponibilidade de elétrons
caracterizada pela presenca das ligacdes m alternadas. Apresenta propriedades fluorescentes,
caracteristica que faz com que muitos derivados sejam utilizados em quimica de materiais.
Na area farmacologica desperta interesse pela facilidade de se obter derivados a partir de
uma estrutura simples e barata (NANDY et al., 2014).

Dentre os derivados de carbazois ja produzidos, ¢ importante destacar que ja estdo
sendo usados na pratica clinica, como por exemplo, o carprofeno (30), firmaco anti-
inflamatério de uso veterinario para doengas como artrite, € o carvedilol (31) utilizado como
anti-hipertensivo (Quadro 2). Outras atividades como anti-HIV, anti- Parkinson, anti-
pscotico, antitumoral, também ja foram relatadas, mas ainda estdo em fase de estudos e

testes (NANDY et al., 2014).

Quadro 2. Derivados do carbazol utilizados na pratica clinica de acordo com o banco de dados
DRUGSBANK

Nome Estrutura Aplicacio Ref.
(0]
cl \\
Carprofeno ) (DRUGBANK,
Artrite
(30) O 2016a)
N
H
0
NH_/ \Q
Hoj (DRUGBANK,
MeO
Carvedilol o Anti- 2016b)
31 depressivo KUMAR, et al.,
O O 2011
N
H

1.4.4 Alcaloides indolicos e atividade antimalarica

Sdo intmeras as pesquisas relatando atividade antimaldrica de alcaloides na
literatura, nos ultimos anos as classes pirido-carbazdlicas e benzo-d-carbolinicos vem sendo
muito estudadas, entre os principais representantes estdo a elipticina (36) e criptolepina (32)

(Quadro 3).
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A criptolepina (32) ¢ o alcaloide majoritario presente nas raizes de Cryptolepis
sanguinolenta (Periplocaceae), planta utilizada tradicionalmente no oeste africano para o
tratamento da malaria. A substancia foi considerada por muito um promissor antimalaricos
devido aos seus excelentes resultados em ensaios in vitro contra P. falciparum, com
concentracao inibitoria (Clsg) entre 0,9-0,12 uM (VAN BAELEN et al., 2009; ROCHA E
SILVA et al., 2012). E nos ensaios in vivo contra P. berghei, a substancia apresentou
atividade moderada com inibi¢do de 63% da parasitemia na dose de 50 mg/Kg/dia, na via
subcutanea. De forma similar seu analogo (33), apresentou inibi¢do de 55% na dosagem de
50 mg/Kg/dia, nos ensaios in vivo. No entanto, ambos apresentaram toxicidade quando
testados, na via subcutanea o composto 33 foi letal na dose de 50 mg/Kg/dia e a criptolepina
(32) foi letal na dose de 12,5 mg/Kg/dia (via intraperitoneal). O derivado 2,7-
dibromocriptolepina (35) também segue esta tendéncia, apesar do alto potencial antimalarico
nos ensaios in vitro (49 nM), apresenta toxicidade e baixos indices de seletividade no
ensaios in vivo, impossibilitando ensaios pré-clinicos (ONYEIBOR at al., 2005; ROCHA E
SILVA et al., 2012).

Do grupo dos alcaloides pirido-carbazolicos, destaca-se a elipticina (36), que foi
isolado pela primeira vez em 1959, das folhas da Ochrosia elliptica Labell (Apocynaceae).
Desde entdo sua estrutura e de derivados semissintéticos ou naturais, vém sendo muito
estudados, em especial suas atividades antitumorais. Em 2007 foi relatado pela primeira vez
o seu alto potencial contra cepas do Plasmodium falciparum (ANDRADE-NETO et al.,
2007; POHLIT et al., 2012). Em paralelo o grupo de Passemar e colaborados (2011)
também relataram seu alto potencial e de seus analogos. E em 2012, foi publicado o ensaio
in vivo da elipticina (36) e olivacina (37) contra Plasmodium berghei, ambas apresentaram
alta atividade e baixo efeitos toxicos. O composto 36 apresentou 100% de inibi¢do na
concentragcdo de 50 mg/Kg/dia, enquanto o composto 37 apresentou 90-97%. (ROCHA e
SILVA et al., 2012). E em 2014, a semissintese de derivados, entre eles a 9-nitroelipticina
(38), a qual apresentou melhor atividade que elipticina em ensaios in vitro contra

P.falciparum (MONTOIA et al., 2014).



Quadro 3. Estruturas esqueleto benzo-3-carbolinico e pirido-carbazolicos com atividade antimalarial

Criptolepina
(32)

11- (4-
piperidinamina)
-criptolepina-
hidrogeno

cloreto
(33)

6-metil-
6H-indol
[3,2-c]
isoquinolina
(34)

2,7-dibromo
criptolepina
(35

C.
sanguinolenta

Sintética

Sintético

Sintético

0,12-0,80
(KD

0,10
(KD

0,64
0,57
(sal HI)

0,049

63 %
50mg/Kg/dia
subcutanea

60 %
10mg/Kg/dia
subcutanea

91 %

25 mg/Kg/dia

9,3-11
(L6)

330

2,3-3,9
(L6)

> 122
(MAC-15A)

ROCHA ¢ SILVA
etal.,2012;
VAN BAELEN et al.,
2009

ROCHA e SILVA
etal.,2012;

VAN BAELEN et al.,
2009

ONYEIBOR et al.,
2005

40
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Elipticina
(36)

Olivacina
37

O-nitroelipticina
(38)

7-nitroelipticina
39)

2

z

o
T Z
\z %@
\Z

%@ ”%O
| |
~ Z S

T Z !

NO,

A. vargassi

A. olivaceum

0,81 (K1)

1,4 (K1)

0,50

13,0

100%
50mg/Kg/dia
oral

97%
50mg/Kg/dia
oral

NT

NT

> 500
(macrofagos
murines)

>290
(macréfagos
murines)

> 50
(MRC-5)

> 50
(MRC-5)

ROCHA E SILVA et
al., 2012

ROCHA E SILVA et
al., 2012

MONTOIA et al.,
2014

MONTOIA et al.,
2014

Linhagens celulares: L6 (mioblastos de ratos); MAC-15A (adenocarcinoma de c6lon de camundongo); MRC-5 (fibroblastos humano).
P.f: Plasmodium falciparum; K1: Cepas resistentes a cloroquina
IS: Indice de seletividade (Cls, (citotoxico) / Clsy (Plasmodium falciparum
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Estas duas classes de substancias ocupam lugar de destaque devido aos excelentes
resultados antimalaricos, no entanto sdo limitadas devido a obtencdo, que ocorre por duas
formas normalmente: via isolamento fitoquimico ou via sintese. Ambos 0s processos
apresentam limitagdes quanto aos rendimentos. No caso da fitoquimica, limita-se a pequenas
quantidades obtidas a partir das plantas e da sintese o produto final, em geral necessita de
varias etapas, dificuldado a obtencdo de altos rendimentos. Por esses motivos entre outros,
varios grupos de pesquisas, tém trabalhado na busca de estruturas similares € com esqueletos
mais simples que possam apresentar bons resultados em relagdo a atividade antimalarica e
seletividade, como no caso de sistemas indolicos triciclicos, entre eles os esqueletos
carbolinicos.

Em trabalhos de Van Baelen et al., (2009) e Takasu et al (2005), uma série de
derivados, foram sintetizados e testados contra P. falciparum. Os derivados mais ativos
foram submetidos a testes in vivo. O produto 42 apresentou Clsy 0,45 uM, na forma neutra e
Clso 0,35 uM na forma de sal. E o sal cationico -carbolinium 44 apresentou Clsy 1,3 uM.
Interessante que ambas as substancias (42 ¢ 44), apesar de serem muito ativas nos ensaios in
vitro, nos testes in vivo contra P.berghei tiveram sucesso (Quadro 4). Além disso, o derivado
44 ainda apresentou toxicidade aguda em concentragdes acima de 50 mg/Kg/dia. Em
trabalhos como de Bonazzi ef al., (2010) e Van Baellen ef al., 2009, é possivel observar
andlogos do norharmano, com atividade comparavel a dos alcaloides pirido-carbazolicos,
como no caso da nostocarbolina (41) e do 2-metil-B-carbolina (42) e seu sal de HI, que
foram altamente ativos em ensaios in vitro contra cepas de P. falciparum (Clsy 0,19 e 0,45
uM, respectivamente). Van Baelen e colaboradores (2009) também realizou um amplo
estudo com sais versus atividade, e mostrou que as maiorias dos derivados sintetizados
apresentavam um aumento na atividade em relagdo as bases livres, tal caracteristica pode
estar relacionada ao aumento da solubilidade. Ainda no grupo dos triciclicos, mas
pertencente a classe do d—carbolinico, destaca-se o 1-metil-6-carbolina, que apresentou Cls
de 0,38 uM e alto indice de seletividade (IS).

Os B-carbolinicos utilizados neste trabalho (harmina e seus analogos), de maneira
geral apresentam atividade antiplasmodial moderada (ASTULLA, et al., 2008; FIOT et al.,
2006). A citotoxicidade dos derivados de acordo com a literatura ¢ de baixa a moderada,
exceto em alguns casos como o tetrahidroharmano (FIOT et al., 2006) ou o N-etil-4-metoxi-

1-vinil-B-carbolina, descrito no trabalho de Takasu e colaboradores (2005).



Quadro 4. Estruturas com esqueleto B-carbolinico e atividade antimalarial

Norharmano
23)

Harmina
24

Harmano
25)

Harmalina
27)

Tetraidro
harmano
(40)

Esponjas
marinhas
(Indonésia)

P. harmala

G.
senegalensi
s

P. harmala

G.
senegalensi
s

N3do ativo
(W2)

37,7*

18,10 (W2)

117,3*

7,5
(W2)

Nao toxico

NT

121
THP,

NT

11,68
THP,

RAO et al., 2003

ASTULLA et al.,
2008

FIOT et al., 2006

ASTULLA et al.,
2008

FIOT et al., 2006




Nostocarbolina

(1)

2-metil-B-
carbolina
42)

1-metil-&-
carbolina
43)

N-etil-4-

metoxy-1-vinil-

[-carbolina
(44)

—<
\ N-CH,
N
H
— N_
\ T
N
Me
\
N
\ T

Cyanobacte
ria Nostoc
78-12A

Sintético

Sintético

Sintético

0,19
(K1)

0,45 (K1)
0,34 (sal
HI)

0,48 (K1)
0,38
(sal HI)

1,3 (K1)

49 %
50mg/Kg/dia

Nao ativo
50mg/Kg/dia

28%
20 mg/Kg/dia
intraperitoneal

> 622
L6

> 1000
L6

> 300
L6

77

BONAZZl et al.,
2010

VAN BAELEN et al.,
2009

VAN BAELEN et al.,
2009

TAKASU et al., 2005

Cepas P. falciparum: W2 (cloroquina-resistente); K1 (Clorquina-resistente);
Linhagens celulares: THP 1(mondcitos humano); L6(mioblastos de ratos);
IS: Indice de seletividade (Cls, (citotoxico) / Clsy (Plasmodium falciparum;

NT: nio testado;

* Os valores foram convertidos de pg/mL para pM.

44
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Ao longo dos anos substancias com esqueleto carbazolico tem sido muito estudadas
contra diversas enfermidades. Muitas destas substancias foram obtidas via isolamento
fitoquimico, dentre as plantas em que podem ser encontradas estdo diversas espécies do
género Clausena. Segundo a revisao de Arbab e colaboradores publicada em 2011, mais de
quarenta carbazois ja foram isoladas de C. excavete (Rutaceae) e muitas desta estrutras
apresentam atividade antimalarica. A C. harmandiana (Rutaceae), uma planta utilizanda na
medicinal tradicional oriental para diversas doengas entre elas, malaria, teve fragdes ricas em
alcaloides carbazolicos testadas contra a cepas de P. falciparum e se mostraram ativas com
Clsg en torno de 8 pg/mL. No trabalho de Thongthoom e colaboradores (2010) foi relatado o
isolamento de oito alcaloides carbazolicos a partir de raizes de C. harmandiana. Todos
foram testados os mais ativos foram, o 2- hidroxi-9H-carbazol-3-carbaldeido (45) , também
chamado de mukonal e o 7-Metoxi-mukonal (46) apresentaram atividade com Clsy 3,27
ug/mL (15,4 uM) e 2,94 ug/mL (12,19 uM), respectivamente (Quadro 5). No trabalho de
Yenjai e colaboradores (2000), também foi relatada a atividade de alguns derivados
carbazoélicos naturais com atividade moderada como a heptafelina (47) com Clsy 3,2-6,4
png/mL (11,46-22,9 uM). A clausiane H (48) foi inativa frente aos ensaios in vitro contra P.
falciparum, no entanto o derivado obtido através da metilagdo da carboxila apresentou
atividade com Clsg entre 5,5-10,7 pg / mL (21 - 41 puM). O composto comercial denominado
TDR30137 (49) foi apontado como um promissor antimalarico, com valor de Clsy 57 nM
(K1), similar a artemisina (54 nM) e superior ao valor encontrado para a cloroquina (32
uM). No entato ao ser testado em roedores (in vivo) contra o Plasmodium berghei, a
substancia foi inativa. Diferente da substancia sintética 50, que apresentou Clsp 9 nM (K1) e
foi potencialmente ativos contra P. berghei nos ensaios in vivo.

Apesar dos testes in vitro serem normalmente utilizados como parametros
preliminares para selecionar as estruturas para ensaios in vivo, alguns trabalhos mostra que
nem sempre susbstancias ativas in vitro serao ativas in vivo. Isso pode estar associado a
varios motivos, entre eles a interacdo entre a droga, o parasito € o hospedeiro. Essas

interagdes fazem com que ocorra variagdes em relacdo a atividade esperada.



Quadro 5. Estruturas com esqueleto f-carbolinico e atividade antimalarial

Mukonal
45)

7-metoxi-
mukonal
(46)

Heptafelina
7

C.
harmandiana

C.
harmandiana

C.
harmandiana

15,4%
(K1)

12,19%
(K1)

11,46-22,9%
(K1)

(THONGTHOOM et al., 2010)

(THONGTHOOM et al., 2010)

(YENJAI et al ., 2000)
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3
Clausiane H OH c
(48) O O OMe harmandiana Inativa (K1) - (YENJAI et al., 2000)
N
H
Cl Cl
TDR30137 I :Ni 0,57
(49) HO\\f comercial (K1) Inativo (MOLETTE, et al., 2013)
N/
Br Br
o 00y,
N sintético 10 mg/Kg/dia (MOLETTE et al., 2013)

Cepas P. falciparum: K1 (Clorquina-resistente).

* Os valores foram convertidos de pg/mL para uM
DE: dose efetiva

P.f: Plasmodium falciparum.



48

1.5 ALGUMAS ROTAS SINTETICAS PARA OBTENCAO DE ESTRUTURAS B-
CARBOLINICAS E CARBAZOLICAS
A sintese de esqueletos B-carbolinicos e seus derivados podem ser realizados a partir

de vérias rotas, dentre as mais utilizadas temos as rea¢des de Bischler-Napieralski ¢ a de

Pictet-Splenger (MILEN E ABRANYI-BALOGH, 2016).

1.5.1 Reacio de Bischler-Napieralski

Reagdo realizada por August Bischler e Bernard Napieralski, em 1893 tinha como
objetivo inicial sintetizar compostos isoquinolinicos, através da ciclizagcdo de derivados de
B-ariletanamidas na presenga de agentes desidratantes (P,Os, POCl;, ZnCl,, etc.) e

aquecimento.

Figura 10. Reagdo de Bischler-Napieralski para obteng@o de sistemas 3,4-diidroisoquinolinicos

POCl,
—_—
HN\(O A A

R R

O método foi adaptado para a sintese de derivados [-carbolinicos (iii) utilizando
como reagente de partida triptamina (i) um derivado de cloreto acido (RCOCI), em meio

acido, ao invés da B-ariletanamidas.

Figura 11. Reagéo de Bischler-Napieralski para obtengdo de sistemas [3-carbolinicos

(0]

4/ POCI
N HCl N N R
H H H

(i) (ii) (iii)

A determinacdo mecanistica desta reagdao foi bastante discutida ao longo dos anos.
Fodor e Nagubandi (1980) conseguiram comprovar através de estudos com diferentes
grupos abandonadores e intermedidrios formados, acompanhado por técnicas de
espectroscopia, que a reagdo ocorria via formagado de sal de nitrilio cloreto de imidoila. Esse

intermediario € obtido a partir do aquecimento do cloreto de imidoila em sal de nitrilio


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=August_Bischler&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Bernard_Napieralski&action=edit&redlink=1
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(Figura 12). E que a formacgao do derivado carbonilico ocorre através da ciclizagdo do anel

via substitui¢do eletrofilica aromadtica intramolecular.

Figura 12. Formacao do sal do nitrilio (intermediarios da reagéo), segundo estudo mecanistico de Fodor e
Nagubandi (1980)

Cl
Crf =
SRR B
H

N \
H R
(cloreto de imidoila) (sal de nitrilio)

1.5.2 Reacao de Pictet-Splenger

Importante reagdo utilizada na sintese de uma variedade de compostos heterociclicos,
entre eles alcaloides B-carbolinicos. Desenvolvida em 1911, pelos quimicos Ame Pictet e
Theodor Splenger a metodologia visava a obtencdo de sistemas 1,2,3,4-
tetraidroisoquinolinicos, através da reacdo de condensacdo da [-feniletilamina com o

dimetoximetano, em meio acido e aquecimento.

Figura 13. Reacgdo de Pictet-Splenger para sintese de 1,2,3,4-tetraisoquinolinas

OO
NH, NH

HC1

A reacdo ocorre através da condensacdo de uma amina primaria com compostos
carbonilicos, sob catalise acida. Assim como para a reagdo de Bischler-Napieralski a
metodologia foi adaptada e atualmente ¢ muito utilizada na producdo de derivados [-
carbolinicos e de outras estruturas indélicas mais complexas (COX e COOK, 1995; MILEN
e ABRANYI-BALOGH, 2016).

Figura 14. Reacdo de Pictet-Splenger para sintese de esqueletos 3-carbolinicos

o

)j\H
%\\NHZ HpS04 \ N
N
H

T Z
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Para a formagdo de derivados B-carbolinicos o reagente mais comum utilizado ¢ a
triptamina (i). Iniciamente ocorre o ataque nucleofilico da amina (R-NH;) ao grupo
carbonila formando o intermediério carbinolamina, que sofre desidratacdo em meio acido
formando a imina, também chamada de base de Schiff, que serd protonada gerando o ion
iminio (CAREY, 2011). E por fim a cicliza¢dao intramolecular via substituicdo eletrofilica
aromatica, que ocorre com o ataque do par de eletrons do anel inddlico ao ion iminio,

formando o derivado B-carbolina.

Figura 15. Proposta mecanistica de condensagdo de Pictet-Splenger

// H+ H +
H2 OH H
aldeido N R
@ (carbinolamina)
+
-HZO
y oo % "= —
N
H
(1m1na)
/H +
{ = — NH ———— \ NH
) N
H R H
(ion iminio)
B—carbolina
B

Baseado em: COX e COOK, 1995

Assim como a sintese para obtencdo de estruturas B-carbolinicas ¢ bastante
explorada a dos esqueletos carbazdlicos também ¢, tendo em vista que se trata de uma
estrutura simples e pode ser utilizado como base para um amplo nimero de substancias
(Schmidt et al., 2012). Varias sdo as estratégias utilizadas para obtencdo de derivados
carbazolicos, entre os métodos classicos estdo a rea¢ao de Graebe-Ullmann e a ciclizacdo de

Borsche-Drechsel e entre as mais atuais temos a reagdo de Buchwald-Hartwig.
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1.5.3 Reacio de Graebe-Ullmann e a Ciclizacdo de Borsche-Drechsel

A metodologia de Graebe —Ullmann desenvolvida em 1986, baseava-se na reacdo
entre o N-fenil-1,2-diaminobenzeno e o acido nitroso, formando o 1-fenil-1,2,3-benzotriazol
como intermediario. Devido sua instabilidade sofre decomposi¢ao térmica gerando o

carbazol.

Figura 16. Esquema geral para sintese do carbazol via reagdo de Graebe-Ullmann

N
NH
> HNO, WoO-N,
— N/ —_—

NH A

T Z

Entre os métodos cléssicos para sintes do carbazol temos a ciclizagdo de Borsche-
Drechsel, que ocorre a partir da reacdo entre a ciclohexanona (i) e a fenilidrazina (ii),
formando a imina (iii), que em meio condi¢cdes acidas sofre ciclizagdo gerando o sistema

tetrahidrocarbazol. O carbazol ¢ obtido ap6s oxidacao do anel saturado (Figura 17).
Figura 17. Esquema geral para a sintese do carbazol via ciclizagdo de Borsche-Drechsel
o (5 ) Q2
reﬂuxo
(i) (iii)

Q527

N
H

carbaml

(1v)

Entre as metodologias mais atuais podemos destacar a reacdo de Buchawald-
Hartwing (Figura 18). Trata-se de um procedimento utlizado para formar ligacdes C-N, a
partir de haletos de arila e aminas e catalisadores metalicos. As diarilaminas sdo convertidas

a nucleos carbazolicos por ciclodeidrogenacao de diarilaminas catalisada normalmente por
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metais de transi¢do, em destaque o paladio II (Watanabe et al., 2009). Csuk e colaboradores
(2004), mostraram que a reacdo de Buchwald-Hartwing, pode apresentar excelentes

rendimentos de diarilaminas na presenga de substituintes nos anéis.

Figura 18. Esquema geral para sintese de diarilaminas por método de Buchwald-Hartwig
Pd(OAc)2 Cs,CO; \Q cat. Pd(OAc),, Na,CO,
DPE Phos, Tol., 95°C, 95% DMF, reﬂuxo

1.6 REACOES COMUNS A ESQUELETOS CARBAZOLICOS E B-CARBOLINICOS

Uma infinidade de derivados carbazodlicos e [-carbolinicos podem ser obtidos
durante os processos de sintese, dependendo dos reagentes de partida utilizados. Entre as
modificagdes estruturais mais comuns encontradas na literatura para estes tipos de
esqueletos, temos as reacoes de substituicdes eletrofilicas aromaticas, as N-alquilagdes e N-
acilagdes, além de dimeriza¢des (CAO et al., 2004; CHEN et al., 2011; KIMURA et al.,
2011; CAO et al., 2013; SHI et al., 2013).

As substituicdes eletrofilicas aromadticas sdo responsaveis por um amplo niimero de
derivados, dentre elas destaca-se a nitragdo. O método cldssico para a nitragdo ¢ a partir da
reacdo entre o substrato e o acido nitrico, em meio acido. O agente nitrante ¢ o ion nitronio
(NO,"), que neste caso atua como eletréfilo (CARDOSO, 2001). O mecanismo basea-se na
substituicdo de um préton do anel aromatico por um eletrofilo. Uma caracteristica marcante
deste tipo de reac¢do ¢ que as presencas de determinados ligantes influenciam diretamente a
posicdo em que ocorrem as substituigdes. No caso deste trabalho, as estruturas contém
nitrogénio indolico, o qual atua como um ligante ativante do anel benzénico, isso faz com
que os ataques ocorram predominantemente nas posi¢des orto e/ou para, fato que pode ser

explicado pelas estruturas de ressonancias observadas (Figuras 19 e 20).
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Figura 19. Estruturas de ressonancia do nucleo 3-carbolinico

Qg3
Q / 6 S /
H H

No caso do carbazol sua estrutura simétrica e planar fazem com que a deslocalizacao
do par de elétrons ocorra em todas as posi¢des dos anéis aromaticos, tornando todas as

posigdes suceptiveis ao ataque eletrofilico.

Figura 20. Estruturas de ressonancia do esqueleto carbazolico

Os estudos de modificacdes e sintese dos derivados apresentam os mais variados
propositos, como o de Mudadu e colaboradores (2008), no qual foram realizados estudos das
propriedades espectroscopicas de derivados carbazdlicos, neste trabalho foram descritos as
obtengdes do 3,6-dinitrocarbazol (rend. 34 %) e dos subprodutos 1-nitro-carbazol (29.3) e
1,6-dinitro-carbazol (29.2), como intermediarios de reacdo para obtencao do 1,8-dibromo-
carbazol (54), utilizando a metodologia de nitragdo a partir de nitrito de sddio e acido nitrico

(Figura 21).
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Figura 21. Procedimento para obten¢do do produto 1,8-dibromo-carbazol

“ NaNO, Niz

AcOH
(29) (51) (29.2) 29.3)
Br,
H,SO,
H,N NH,
Fe HC1 NaNO,
—_—
H,0, EtOH N H,PO, N
Br H Br Br H Br
(52) (3) 54

Seguindo esta tendéncia estdo os trabalhos de Bonesi et al., (2004) e Ponce ef al.,
(2001), nos quais os autores realizaram estudos sobre efeito dos subtituintes em sistemas
carbazolicos e [B-carbolinicos, além de andlise sobre de espectrometria de massas dos
principais derivados. Segundo trabalho de Bonazzi e colaboradores (2010) substituintes na
posi¢ao N-2 interferem diretamente na atividade antiplasmodial de derivados de estruturas
B-carbolinicas como o harmano e andlogos, assim como a adicdo de substituintes
halogenados na posi¢cdo C-6 e adi¢do de cadeias alquilicas no nitrogénio piridinico.

Em Wahba e Hamman (2012) foram realizados estudos de rotas sinteticas utilizando
metais como zinco, paladio para redug¢do de nitro-arenos, ou seja, neste trabalho os
derivados nitrados também sdo apenas intermédiarios de reacdo. Em Drancynski e
colaboradores (2007) foram realizados modificacdes em estruturas carbazodlicas e derivados
da elipticina, como bromacao e nitra¢do. Apesar de muitos trabalhos realizados com enfoque
puramente quimico, muitos derivados destes tipos de esqueletos sdo conhecidos devido as
suas atividades bioldgicas, e nesta linha trabalhos como de Kimura e colaboradores (2011)
descreve a sintese de varios derivados carbazolicos N-substituidos e o estudo in silico e
celular dos derivados contra doengas de prion (encefalopatias espongiformes transmissiveis-
EET), com as sindromes de Creutzfeldt-Jakob entre outras, ou no trabalho de Rodriguez-
Sanz et al., (2015), no qual foram obtidos varios derivados sintéticos com esqueletos
complexos, a partir de compostos como harmina e harmol, entre outros para avaliagao da

atividade antiinflamatéria. Em Lan e colaboradores (2014) os derivados de esqueletos [3-
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carbolinicos foram sintetizados e testados para inibicdo de enzimas relacionadas no
tratamento da doenga de Alzheimer. Em todos os trabalhos foram obtidos resultados
interessante quanto a atividade biologicas destes compostos. De maneira geral, a maioria dos
derivados obtidos neste trabalho ndo sdo os produtos finais descritos na literatura e sim

intermedidrios de sequéncia sintética.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Sintetizar derivados [-carbolinicos e carbazodlicos e avaliar o seu potencial

antimalarico in vitro.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar derivados a partir dos padrdes comerciais de alcaloides P-carbolinicos
harmina, harmalina, norharmano e harmano;

Sintetizar derivados a partir do padrdo comercial carbazol;

Sintetizar analogos de alcaloides P—carbolinicos aplicando a reagdo de Pictet-
Spengler;

Avaliar a atividade antimaldrica in vitro contra P. falciparum dos derivados obtidos;

Avaliar a citotoxicidade dos derivados em linhagens de células ndo tumorais.

3 MATERIAL E METODOS

As substancias comerciais triptofano (7), norharmano (23), harmina (24), harmano
(25), harmalina (27) e carbazol (29), foram obtidos comercialmente da empresa Sigma-
Aldrich- Brasil. Nao houve purificagdo prévia antes das reagdes. As reacdes foram todas
monitoradas por cromatografia de camada delgada (CCD) em silica gel 60F,s4 (Merck),
utilizando luz UV (A 254 e 365 nm) e reveladores, solugdes de p-anisaldeido e dragendorff.
As purificagdes dos produtos obtidos foram realizadas por técnica de cromatografia classica
e recristalizacao.

Dados sobre a pureza e massa dos produtos foram gerados por ultra fast
liquid chromatography (UFLC) da marca Shimadzu acoplada a espectrometria de Massas

(MS) de marca Bruker Daltonics, modelo micrOTOF com analisador Time — of - flight de
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alta resolucdo e fonte de ionizagdo eletrospray (ESI), ou espectrometria de massas (Bruker
Daltonics), modelo AmaZon (tempo de v6o) com analisador ion-trap de baixa resolucao.
Equipamento de ressonancia magnética nuclear marca Bruker Biospin,
modelo Fourier 300 MHz de 7,0 T, operando em 300 MHz para ntcleos de 'H e 75 MHz
para 3C, foi utilizado para a caracterizagdo dos materiais de partida e produtos obtidos. Os
solventes deuterados utilizados foram cloroformio, acetona, metanol, dimetilsulféxido e
agua. E o tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrao interno. Os espectros foram

processados no programa Bruker TopSpin 3.5, versao gratuita.

4 PARTE EXPERIMENTAL

O trabalho experimental foi realizado no Laboratorio de Principios Ativos da
Amazonia (LAPAAM/INPA), no Instituto de Pesquisas da Amazonia (INPA) e no
Laboratério de Quimica Inorganica da University de Helsinki como parte do projeto
Vaikutus - INPA/Brasil-Universidade de Helsinki/ Finlandia. As analises de ressonancia
magnética nuclear, cromatografia liquida e espectrometria de massas foram realizadas no
Central Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais
(CALTQPN/INPA). Os testes antimalaricos in vitro foram realizados no Laboratorio de
Cultivo de Plasmodium falciparum (Laboratorio de Malaria e Dengue) no INPA, pela
supervisdo do Dr. Luiz Francisco Rocha e Silva e Jaqueline Siqueira Costa. Os testes
citotoxicos realizados no laboratério BIOPHAR na Universidade Federal do Amazonas, sob
supervisao do prof®. Dr. Emerson Silva Lima e prof*. Dra. Marne C. Vasconcelos.

Foram utilizados seis materiais de partidas diferentes no desenvolvimento deste
trabalho, os dados de formula molecular (F.M) , massa molecular (M.M) e estrutura sao
mostrados na tabela 2. As rea¢des foram executadas inicialmente em escala de miligrama de
material de partida (entre 1,0 - 10 mg) e monitoradas por CCD e UFLC/HRMS-ESI, com o
objetivo de desenvolver metodologias que levassem aos melhores rendimentos e
reprodutibilidade. Apos essa fase foram repetidas as reacdes com maior massa (entre 100 —
1000 mg) para obtencdo de material suficiente para realizagdo dos testes bioldgicos e as
analises espectroscopicas. Os produtos obtidos foram purificados por CC (cromatografia de
coluna), CCDP (cromatografia de camada delgada preparativa) e recristalizagdo a quente
(VOGUEL, et al., 1996)e a frio (Cunha, 2008). A identificacdo estrutural foi realizada por
RMN unidimensional de 'H e de C e bidimensional HMBC e HSQC, além de
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espectrometria de massas. Os solventes utilizados nas analises de UFLC foram acetonitrila e

metanol, agua e acido formico (HCOOH) e como calibrante o formiato de s6dio (10 mM).

Tabela 2.

Dados quimicos e estrutura dos materiais de partida utilizados no trabalho

Harmina (24)
F.M: C13H12N20

Estrutura Nome / n°/ Dados quimicos
M.M=212,2471
Harmano (25)

— Norharmano (23)
N
Q—@ M.M: 168,1946
\ N F.M: C13H14N20
/
Harmalina (27)
N Ci3H14sN,O
MeO \ Vi M.M= 2142630
N
H
9H-Carbazol (29)
O O FM:Ci;; Hg N
M.M=167.2100
N
H

COOH Triptofano (7)

F.M: C]] H]z N202
NH, M.M= 204,2255

F.M: C11H8N2

N
H

N

H

M.M=182,2212

N

H

N

H
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4.1 REACOES DE N-ALQUILACAO
4.1.1 N-alquilagdo do Carbazol

O carbazol (500 mg; 2,99 mmol) foi suspenso em DMF (2 mL) e misturado a uma
solugdo contendo NaH (dispersdo em hexano 60%) (80 mg; 1:1 equiv.) em DMF (1 mL), a
0°C, em atmosfera de argdnio. A reagdo foi agitada por 1 h em temperatura ambiente, em
seguida foi adicionada a epicloridrina (0,261 mL; 3,33 mmol) a 0°C. A mistura foi mantida
sob agitagdo por 12 h a temperatura ambiente. A reacao foi interrompida com adicao de H,O
destilada e extraida exaustivamente com DCM. A fase organica seca com NaySOs e
rotaevaporada a vacuo (KIMURA et al.,, 2011). A mistura reacional foi submetida a
cromatografia de coluna (CC) em silica gel flash 60 (0,040-0,0063 mm mesh) utilizando os
sistemas de solventes Hex:Et,O, nas proprocdes 9:1 e 6:4, foram gerados 10 fracdes. O
produto obtido 29.1 foi um solido cristalino de cor branca. A caracterizacao foi realizada por
analises de UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 7), sob fluxo 0,4 mL/min, injecdo 0,5 pL, e RMN
de 'H e de *C unidimensional (ANEXO 8 e 9), cujos espectros foram obtidos em acetona-

ds.

Figura 22. Condicdes reacionais para a obtengdo do 9-(2,3-epoxipropil)-carbazol (29.1) a partir do carbazol
(29)

I
H
@9) D/’ 29.1)

(0]
500 mg (2,99 mmol) 353 mg (1,58 mmol)

MM: 167g/mol MM: 223 g/mol
(rend. 53%)

(1). NaH, DMF, 1h; (ii) epicloridrina, 12 h., t.a

4.1.2 N-alquila¢do do harmano

Foi preparado uma solucao de harmano (100 mg, 0,55 mmol) em DMF seco (400
uL), a 0 °C, em seguida foi preparada uma suspensdao de NaH 60% (1,1 equiv) em DMF
seco (1000 pL) gelado. A solugdo foi agitada por 2 horas a temperatura ambiente, em
atmosfera de argonio. Logo apods foi adicionada a epicloridrina (200 pL) e a mistura foi
agitada a temperatura ambiente por 20 horas. A reacdo foi interrompida com agua destilada
gelada e extraida exaustivamente com CHCI;. A fase organica foi seca com sulfato de
magnésio anidro (MgSO,) e rotaevaporada. A mistura foi submetida a cromatografia de

camada delgada preparativa (CCDP) em AcOet:MeOH: Et;N (7,6:1,6:0,8), foram obtidas 5
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fragcdes. O produto obtido 25.1 foi um soélido cristalino de coloragdo branca na forma de
agulhas, o qual foi analisado por UFLC/HRMS-ESI, nas condigdes de fluxo 0,4 mL/min,
inje¢do do volume da amostra de 0,5uL (ANEXO 10). Elucidagdo estrutural foi realizada
por RMN de 'H e de *C (ANEXO 11-13). As outras 4 fragdes retiradas da CCDP foram
submetidas a técnicas de recristalizagdo (SHI et al., 2013), e técnicas de cromatografia

classica CC e CCDP, no entanto ndo foi possivel separar a mistura.

Figura 23. Condigdes reacionais para a obtengdo do 9-(2,3-diidroxipropil)-harmano (25.1) a partir do
harmano (25)

1
\ Nt NN
N 1 N
!

H HO

@25) @5.1)
100 mg (55 mmol)
MM: 182 g/mol OH

5,3 mg (22,3 umol)
MM: 237 g/mol
(rend. 4%)

(1). NaH, DMF, 2h; (ii) epicloridrina, 20 h., t.a

O mesmo procedimento foi aplicado para harmalina, harmina, mas ndo houve
formagcdo de produtos de acordo com analises de RMN de 'H. O procedimento foi repetido
variando o tempo de reacdo, tanto na primeira etapa (B-carbolinicos + base) quanto da
segunda (adi¢ao da epicloridrina), mas nao houve sucesso. Assim como o uso de bases mais
fortes como butil-litio (BuLi), também nao foi obtido grande sucesso, ja que nao foi possivel

fazer o isolamento dos derivados utilizando as ténicas classicas.

42  REACAO DE NITRACAO
4.2.1 Nitracao dos B-carbolinicos

Foram testados varios métodos para a obtengcdo dos derivados nitrados dos [3-
carbolinicos até se determinar uma, a qual foi utilizada com todos os padrdes comerciais.
Dentre os métodos testados a que apresentou melhor resultado foi a nitracdo realizada
apenas com a adi¢cdo de HNOj3, controle da temperatura e tempo de reacdo (RODRIGUEZ-
SANZ et al., 2015). Os acompanhamentos das reacdes testes foram através de CCD e
UFLC/MS de baixa resolu¢do. A cada 12 horas uma aliquota da reagdo era submetida a

analises, para observar a evolucdo e determinar os tempos de cada reacdo, o tempo maximo
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de acompanhamento foi 120 horas. A nitragdo foi realizada com os padrdes: norharmano
(23), a harmina (24), o harmano (25) ¢ com a harmalina (27). De maneira geral, os
procedimentos pds-reacionais foram similares a todas as reagdes. Foram realizados com
neutralizacdo do meio através de um solugdo de Na,CO; saturada at¢ pH ~10, com a
neutralizacdo ocorre a formagao de precipitado s6lido, o qual foi filtrado e seco em vidro de
relogio. Nos casos em que ndo ocorreram formagao de precipitado, a extracdo foi realizada
por particdo com acetato de etila (AcOEt) ou diclorometano (DCM) ou cloroféormio
(CHCI3). As purificagdes foram realizadas por CC com silica gel e diferentes solventes

organicos.

4.2.2 Nitracdao da harmina

Foi preparada uma supensio de harmina (216 mg, 1,01 mmol) em HNO;
concentrado (3 mL), a mistura foi mantida em aquecimento (35°C) e agitagdo por 24 horas.
O pos-recional foi descrito no item 4.2.1. A purificagdo foi realizada por CC (¢ x h de 2,5 x
16 cm) em silica gel flash 60 (0,040-0,0063 mm mesh). A eluigdo foi realizada em AcOEt
puro, resultando em 10 fragdes, das quais foram obtidos 3 produtos o 24.1, 24.2 ¢ 24.3.
Todos foram submetidos a anélises de UFLC/HRMS-ESI, cujas condi¢des encontram-se nos
anexos, produto 24.1 (ANEXO 14), 24.2 (ANEXO 17) e 24.3 (ANEXO 20). A elucidacao
estrutural foi realizada por RMN de 'H e *C, HMBC (ANEXOS 15-16/18-19/21-22).

Figura 24. Condi¢les reacionais de nitragdo da harmina e fomagdo de 6,8-dinitroharmina (24.1), o 8-nitro-
harmina (24.2) e 6-nitroharmina (24.3)

MeO \ /N
N
H
@9
216 mg (1,02 mmol)
MM: 212 g/mol

HNO,
T=35°C, agitagdo, 24 h

O,N O,N
— —
N + MeO + N
MeO \ Y/ MeO \ Y
N N
O,N H H
(24.1) (24.2) 4.3
2,4 mg (0,79 pmol) 52,4 mg (0,20 mmol) 164 mg (0,63 mmol)
MM: 302 g/mol MM: 257 g/mol MM: 257 g/mol

(rend: 0, 8 %) (rend. 20 %) (rend. 63 %)
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4.2.3 Nitracdao do harmano

Foi preparada uma suspensdo com harmano (600 mg; 3,29 mmol) em HNO3 (6 mL).
A mistura foi levada para o ultrassom por alguns minutos para solubilizacdo da amostra.
Logo em seguida foi aquecida em banho de areia a 30°C, onde permanceu sob agitacao. A
reacdo foi interrompida e neutralizada por adicao de solu¢do de Na,CO; saturada até pH ~10
e segue o procedimento descrito no item 4.2.1. A mistura pos-reacional foi submetida a
analises em UFLC/HRMS-ESI, sob as condic¢des de fluxo 0,4 mL/min, pressao de 2985 psi e
concentragdes de C = 0,5 mg/mL em ACN/MeOH (1:1) (ANEXOS 23 ¢ 26) para ambos 0s
produtos (25.2 e 25.3). A purificagdo foi realizada por CC (¢ x h de 2,5 x 16 cm) em silica
gel flash 60 (0,040-0,0063 mm mesh), utilizando o sistema de solventes CHCl;: MeOH
(9,5:0,5).

Figura 25. Condigdes reacionais para obten¢do dos derivados nitrados do harmano, o §-nitro-harmano (25.1) e
0 6-nitroharmano (25.2)

0,N
\
\ /N > Y/ N \ y/ N
T=30°C;t=48h. N
N O N
H 2 H H
(25) (25.2) (25.3)
139 mg (0,61 mmol) 329 mg ( 1,45 mmol)
(;(/’Iol\jfglsz’zg/ mT"l) M.M: 227 g/mol M.M: 227 g/mol
Mo les gimo (ren. 18 %) (rend. 44 %)

4.2.4 Nitracao da harmalina

Baseado no procedimento ja descrito para os outros B-carbolinicos, o diferencial foi
o tempo reacional, que neste caso foram 72 h. Foi preparada uma supensao de harmalina (10
mg, 46 umol) em HNO;3 concentrado (500 pL), a mistura foi mantida em aquecimento
(35°C) e agitagao por 72 h. O pds-recional foi descrito no item 4.2.1. A mistura foi analisada
em UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 29), sob as condi¢des de fluxo 0,4 mL/min, volume de
injecdo da amostra 0,5ul, pressdo de 2685 psi e concentracdo da amostra C = Img/mL em

ACN/MeOH (1:1).

Figura 26. Condi¢des reacionais para obtengdo dos derivados nitrados a partir da harmalina

H
@7

272)

10 mg (46 pmol) M.M: 303 g/mol MM: 258 g/mol
MM: 214 g/mol
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4.2.5 Nitracao do Norharmano

Foi preparada uma supensdo de norharmano (48 mg, 0,28 mmol) em HNO;
concentrado (1000 pL), a mistura foi mantida em aquecimento (40°C) e agitacdo por 48 h..
A mistura reacional foi submetida a cromatografia de coluna (¢ x h de 2,5 x 16 cm) em
silica gel flash 60 (0,040-0,0063 mm mesh), o solvente utilizado foi AcOEt puro. Foram
obtidos dois produtos 23.1 e 23.2, ambos analisados UFLC/HRMS-ESI, sumetidos as
mesmas condigdes: fluxo = 0,4 mL / min, pressao de 2731 psi, C = Ilmg/mL em MeOH e
injecdo de l1ul. A analise em CCD, utilizando acetato de etila resultou nos Ry 0,57 para o

produto 23.1 e Ry 0,38 para o produto 23.2.

Figura 27. Condigdes reacionais para nitracdo do norharmano: 8-nitronorharmano (23.1) e um isdémero nitrado

(23.2)
NO,
HNO,
N : N N
\ / T= 40 °C, agita¢do, 48 h \ / \ /
N N N
H O,N H H

2

23) 23.1) (23.2)
48 mg (0,28 mmol) 10 mg (47pmol) 22 mg (0,10 mmol)
M.M: 168 g/mol MM: 214 g/mol MM: 214 g/mol

(rend. 17 %) (rend. 36 %)

4.2.6 Nitracao carbazol

A reacdo foi conduzida baseada no procedimento descrito por Mudadu e
colaboradores (2008). O carbazol (502 mg, 3 mmol) foi dissolvido em acido acético glacial
(3 mL) com auxilio de um banho de ultrassom (~40 min) a temperatura de 40°C. A mistura
foi levada para o banho de gelo e sobre ela gotejado 1 mL de AcOH:HNOs (1:1). A solugdo
foi mudando de cor, passando de branca opaca para verde, em seguida a mistura foi levada
para aquecimento (T = 100°C) em banho de areia, onde permaneceu sob agitagao por 3h.
Logo apo6s, o aquecimento foi desligado e a reacdo continuou a temperatura ambiente por
mais 24 h. Para interromper a reacdo adicionou-se H,O destilada gelada. O s6lido formado
foi filtrado e transferido para um erlenmeyer, no qual foi adicionado aproximadamente 7 mL
de uma solugdo KOH/EtOH (60 g/L). A mistura ficou sob agitagcdo por 3 h a 70°C ( mistura
de cor vermelha intensa). Em seguida foram adicionadas gotas de HCI aquoso (10% m/m)
até sumir a coloracdo vermelha, a reagcdo continuou sob agitacdo a 90°C por 3 h. Apds esse
tempo, a reagdo foi interrompida com H,O destilada e o so6lido formado foi filtrado e

transferido para um vidro de relogio e seco a temperatura ambiente. O solido obtido apds o
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procedimento acima foi submetido varias CC em silica gel flash 60 (0,040-0,0063 mm

mesh) e sistemas de solventes variados.

Figura 28. Condig¢des reacionais para obteng@o dos nitro-carbazodis e dinitro-carbazdis a partir do carbazol

Oy

N
H

29

500 mg (2,99 mmol)
MM: 167 g/mol

1. AcOH, 40°C, 40 min.
2.AcOH: HNOj, (1:1), 70°C, 27 h.
3. KOH/EtOH, 70°C, 3 h.

4.HCI (10%),90°C, 3 h.

2

(29.2) 29.3) (29.4) (29.5)

193 mg (0,75 mmol) 98 mg (0,46 mmol) 26 mg (0,12 mmol) 6,2 mg (24 pmol)

MM: 257’g/mol MM: 212 g/mol MM: 212 g/mol MM: 257 g/mol
(I‘CnéA 25 %) (rend. 15 %) (rend. 4 %) (rend. 0,8 %)

4.2.7 Reduc¢ao do 6-nitroharmano e 8-nitroharmano

Para a redugdo dos grupos nitro a amino, foi preparada uma suspensao com a mistura
de 6 e 8-nitroharmano (43,5 mg) em 500 uL de etanol. Em seguida houve a adi¢do de uma
solugdo de cloreto de estanho II (82,9 mg) em HCI (600 pL) e etanol (200 uL). A reacao
permaneceu em agitacao e aquecimento de 70°C por 30 min. Em seguida foi interrompida
pela adi¢do de uma solugdo saturada de NaOH até atingir pH ~13. Os produtos foram
extraidos da fase aquosa com AcOEt (SNYDER et al., 1948). A mistura reacional foi
analisada em UFCL/HRMS-ESI nas condic¢des de fluxo = 0,4 mL/min, pressdo de 2974 psi e
concentracdo da amostra C = 0,5 mg/mL em ACN/MeOH e injecdo de 0.5 uL (ANEXO

40). A tentativa de purificagdo foi realizada através de lavagem com agua destilada.

Figura 29. Condigoes reacionais para reducao dos grupos nitros

EtOH
/
SnCl,/HCI, 70 °C, 30 min. _—

Mistura de 6 e 8-nitroharmano M.M: 197 g/mol
MM: 227 g/mol
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43 SAIS DE HCL
4.3.1 Harmina

Foi preparado uma solugao de 10 mg do padrao harmina em Et,O: DCM: MeOH
(6,7:1,1:2,2), com ajuda de banho de ultrassom. Apo6s a dissolucdo da substancia foi
borbulhado HCI, obtido através da reagdo entre NH4Cl e H,SO4 fulmegante. Apds alguns
minutos de borbulhamento a solugao ficou turva ¢ houve a formagao de cristais. O solvente

foi evaporado a temperatura ambiente. Os sais foram codificados por HA.HCI (24.4)

(ANEXO 41).

Figura 30. Sistema de borbulhamento para obtengao de HCI gasoso

44  REACAO DE O-DESMETILACAO
4.4.1 Harmina e harmalina

As reacdes de O-desmetilacao da harmina e harmalina foram conduzidas utilizando o
mesmo método. Foram preparado uma solucao de harmina e outra de harmalina, com acido
acético glacial e HBr (48%). As misturas permaneceram em refluxo e agita¢do por 12 horas.
Em seguidas a misturas foram transferidas para um vidro de relogio, e o solvente evaporado.
Durante a evaporacdo as misturas formam cristais que foram lavados com agua destilada e
seco a temperatura ambiente. Ndo foi necessaria a purificagdo (RENIERS et al., 2011).

As massas utilizadas de cada material de partida e outros detalhes do experimento
estao descritos nas figuras 31 e 32. Os produtos foram analisados por UFLC/HRMS-ESI, as
condi¢des especificas para cada padrao foram: Produto da O-desmetilado da harmina (26):

fluxo = 0,4 mL/min, pressdo de 3780 psi, concentragdo da amostra C = 0,3 mg/mL em
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MeOH, injecao = 0.5 uL (ANEXO 42). Produto da O-desmetilado da harmalina (27.3):
mesmas condic¢des citadas para o produto 26, exceto pelo fluxo que foi de = 0,2 mL/min

(ANEXO 45).

Figura 31. Condigdes reacionais para obtengdo do harmol (26) a partir da harmina

— —
HBr (48%) (2 mL)
N N
MeO \ / AcOH (1mL), refluxo, overnight HO \ /
N N
H H

4 26)
100 mg (0,47 mmol) 92 mg (0,46 mmol)
M.M: 212 g/mol M.M: 198 g/mol
(rend. 98 %)

Figura 32. Condigdes reacionais para obtengdo do harmalol (27.3) a partir da harmalina

o N
MO \ /N HBr (48 %) (2 mL) HO \ y/
N AcOH ( 1 mL), refluxo, overnight N
H H

@7 27.3)
96,3 mg (0,48 mmol)

M.M: 200 g/mol
(rend. 97 %)

106 mg (0,49 mmol)
M.M: 214 g/mol

45 REACAO DE ACETILACAO
4.5.1 Acetilacio do carbazol

O carbazol (369 mg, 3,20 mmol) foi suspenso em uma solucao de 5 mL de (AC),0 :
AcOH (1:1). A mistura foi submetida a agitagdo e refluxo por 20 h. A reagdo foi
interrompida com agua destilada gelada e permaneceu em geladeira por 24 h. O precipitado
formado foi filtrado e seco em vidro de relogio a temperatura ambiente. A purificagdo foi
realizada por CC flash (¢ x h de 2,5 x 16 cm) com silica gel 60 (0,040-0,0063 mm mesh). O
sistemas de solventes foram Hex (100 %) e depois Hex: DCM (8:2). O produto (29.6) foi
um solido branco cristalino. O procedimento foi adaptado da literatura de NIZAMI e

colaboradores (2012). O produto foi analisado por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 48).

Figura 33. Condigoes reacionais para obtengdo do N-acetil-carbazol (29.6) a partir do carbazol

AcyO:AcOH (1:1)
B —
refluxo, 20 h

N N

H )\
29 (0]
(29.6)
369 mg (2,20 mmol) 320 mg (1,53 mmol)
M.M: 167 g/mol M.M: 209 g / mol

(rend. 70 %)
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4.5.2 Acetilacdo do harmol, harmalol

O harmol (33 mg, 0,16 mmol) foi suspenso em piridina (300 puL) e logo em seguida
foi adicionado 300 uL de anidrido acético a 0°C. A mistura foi mantida em agitacao a
temperatura de 30°C por 22 h. Para auxiliar a evaporacdo da piridina foi adicionado tolueno,
o qual forma uma mistura azeotrdpica piridina-tolueno. Este pos-reacional foi adotado apds
observar que utilizando o procedimento padrao utilizado (neutralizacdo com sol. bésica e
extracdo com solvente) ocorria a hidrolise do produto. O produto 26.1 foi purificado por
recristalizacdo em pentano, foi obtido um sélido marrom (m = 13 mg). O produto foi

analisado por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 51).

Figura 34. Condigdes reacionais para obtengdo do O-acetil-harmol (26.1) a partir do harmol

O
— Acy0, 30°C, 22 h /( —
N
HO \ Y/ N o} \ Va
N @ N
H H

(26) (26.1)
33 mg( 0,16 mmol) 13 mg (0,054 mmol)
M.M: 198 g/mol M M: 240 gimol

A acetilagdo do harmalol foi realizada baseada no procedimento descrito acima. O
harmalol (80 mg, 0,47 mmol) foi suspenso em anidrido acético e piridina proporcao 2:1
(1000 pL : 500 pL), a mistura foi mantida sob aquecimento e agitacdo por 28 h a
temperatura de 80 °C, seguida de rotaevaporagdo. A mistura reacional foi analisada por
UFLC/HRMS-ESI sob as condigdes fluxo de 0,4 mL/min, pressao de 2704 psi e
concentragdo da amostra C = Img/mL em MeOH e injecdo de 0,5 ul (ANEXO 52).

Figura 35. Condigdes reacionais para obteng@o do produto acetilado do harmalol (27.4)

Ac,0, t=80°C, 24 h
\ N

HO Vi S i
N N Harmol (26) + harmalol (27.3) + acetil harmalol (27.4)]

H

@27.3)
38 mg( 0,19 mmol)
M.M: 200 g/mol

Mistura de produtos (31 mg)

As literaturas utilizadas como base para as reacdes foram de BEGUM et al. (2004) e

PONCE e ERRA-BALSELL (2001) e para técnica de recristalizagdo CUNHA (2008).
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Este e outros procedimentos de acetilagdo foram testados para os padrdes harmano,
harmina e harmalina, mas houve sucesso e em nenhum. Para o norharmano foi observado a

formagdo de um produto monoacetilado, mas a estrutura nao foi elucidada.

4.6  CONDENSACAO DE PICTET-SPLENGER

O triptofano (1,00 g, 4,91 mmol) foi suspenso em acido acético (20 mL) e em
seguida foi adicionado 4-nitrobenzaldeido (0,92 g, 6,14 mmol). A mistura ficou sob agitagao
e refluxo por 2 horas. Apds o resfriamento da solucdo, o pH foi ajustado para
aproximadamente 6 com solugdo de NH4OH. A mistura foi deixada em repouso em banho
de gelo por 1 h. Logo apds o so6lido foi separado por filtragdo e lavado com agua gelada,
procedimento baseado na literatura de LAN et al. (2014) e SHI et al. (2013) (Figura 36).

A mistura reacional foi analisada por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 53) . Na tentativa
de purificar os produtos obtidos, cerca de 80 mg da mistura reacional foram submetidos a
CC em silica gel flash (¢ x h de 3,0 x 16 cm) em sistema isocratico AcOEt : MeOH: AcOH
(9,5:0,5:0,5). Foram obtidas trés fra¢des, codificadas por: TNB23C1 (10,0 mg), TNB23C2
(6,0 mg) e TNB13C3 (40 mg). A tultima foi submetida a uma nova CC flash, utilizando o
mesmo sistema de solvente e quatro novas subfracdes foram obtidas (TNBALS59 A até D).
Na fragdo TNBALS9C (7.1 e 7.2), houve a formacao de cristais, os quais foram lavados com
cloroféormio e produto analisado por RMN 'H. A segunda etapa da reacdo envolveu a
descarboxilagdo do anel B-carbolinico e a oxidacdo dos carbonos C-3 - C-4 do anel. As
etapas (ii1) e (iv) foram realizadas a partir da mistura dos isomeros R e S do 3-carboxi-
1,2,3,4-tetrahidro-f-carbolina (7.1 e 7.2). O procedimento para a oxidacao e descarboxilagao
do anel piridinico foi realizada a partir da solubilizagdo dos isdmeros (200 mg, 0,98 mmol)
em 2 mL de 4gua aquecida a 100 °C, na solugdo a quente foi adicionado 0,95 g de dicromato
de potéssio e 800uL de 4cido acético. A suspensdo marrom foi agitada e aquecida por 20
min. Logo apds o baldo foi resfriado em dgua corrente e o excesso de agente oxidante
(K»Cr,07) foi removido com bissulfito de s6dio (NaHSO;) e alcalinizada com NaOH. A
extracao foi realizada com AcOEt e a fase organica foi seca com Na,SO4. A purificagao dos
produtos foi realizada com cromatografia de coluna em silica gel flash , em DCM e o

produto obtido foi analisado por UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 54).
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Figura 36. Condigdes reacionais (i) AcOH, refluxo, 2h. (ii) NH,OH, 0 °C, (iii) K,Cr,0;, AcOH, 100 °C, 20
min. (iv) NaHSO;, NaOH
COOH Oy MH

N\ N2+ 0
—_—
N (i)
H
- NO,
1,00 g (4,91 mmol) 0’1\9/121\{/;1<(61’5114 g'/“l'x‘:(ﬁl)
M.M: 204 g/mol

(7.1e7.2)
1,30 g (mistura de isomeros)
M.M: 337 g/mol

(7.3)
49 mg (0,17 mmol)

M.M: 289 g/mol
(rend. 32 %)

4.7  TESTES ANTIMALARICOS

Os testes in vitro foram realizados no Laboratério de Cultivo de Plasmodium
falciparum/Laboratério de Maldria e Dengue, localizado no INPA, pelas bolsistas (Mestre
em Ciencias Jaqueline Siqueira Costa e colaboradores). Os padrdes harmina (24), harmano
(25), harmalina(27) e carbazol (29), o sal de harmina (24.4), foram testados pela Mestre em
Ciéncias Hilkem Gomes Alves e Suelen Michile Monteiro (IC-CNPQ), e fizeram parte dos
resultados da sua dissertagdo de mestrado pelo programa de Pos-graduagdo em Farmacia da
UFAM (ALVES, 2016).

As substancias foram analisadas frente a cepa K1 multi-resistente K1 (MRA-159,
MR4, ATCC Manassas Virginia-EUA) de P. falciparum. A cepa foi mantida em cultivo
continuo de acordo com a método de Trager e Jensen (1976). O periodo de incubacdo do
parasita com os derivados foi de 24 horas a temperatura de 37°C. Os controles positivo
utilizados foram os padrdes comerciais cloroquina e quinina. Para o microteste foi utilizada
uma parasitemia inicial de 1 — 2% e hematocrito de 3%. As substancias foram diluidas em
DMSO na concentragdo estoque de 5 mg/mL, e posteriormente diluidas em meio completo
para obtencdo das sete concentragdes de teste que variaram entre 50 e 3,2 x 10”pg/mL. O
teste foi realizado como descrito por Andrade-Neto et al., (2007). As dilui¢cdes das amostras
foram aplicadas em pogos de micro-placa contendo hemacias parasitadas. Cada
concentragdo foi testada em triplicata. Apds a incubagdo, o contetido dos pogos foi avaliado

através de microscopia Optica e o efeito parasitario avaliado pela porcentagem de inibi¢cao do
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crescimento do protozodario. A inibi¢ao do crescimento dos parasitos foi determinada pela

comparagdo com os controles de crescimento sem amostra, segundo a féormula:

% inibi¢cdo = (parasitemia do controle — parasitemia com amostra) x 100

parasitemia do controle

Para os testes in vitro, o software Microcal Origin foi utilizado na interpolagdo dos
dados para determinagdo da concentragdo inibitdria mediana (Clsg). E cada experimento foi
realizado em duplicata. Tréss experimentos independentes foram realizados. O software
usado nas analise estatistica dos dados de testes serd o Biostat 1,0 MCT-CNPq usando
Anova e t-Student .

As susbstancias passam por uma triagem inicial através do screnning em duas
concentragdes 5 e 50 pg/mL, seguindo as condi¢des descritas acima e recebem uma
classificagdo em relagdo a porcentagem de inibi¢do do crescimento do parasito, como ativas
(A) parcialmente ativas (PA) e inativas (I), esta classificacdo segue os critérios determinados
por Rocha e Silva e colaboradores (2015). A partir deste teste, as substincias consideradas
parcialmente ativas e ativas sdo reavaliadas para determinar o Clsy (concentragdo inibitoria

matar 50% dos parasitas).

4.7.1 Ensaio de viabilidade celular (citotéxico)

Os testes foram realizados no laboratério BIOPHAR/UFAM em colaboragao como o
Dr. Emerson Silva Lima. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de alamar blue segundo
NAKAYAMA et al. (1997). Neste ensaio foram utilizados fibroblastos humanos nado
tumorais (MRC-5). Os fibroblastos foram cultivados na concentragao de 5 x 10° células por
poco em placas de 96 pogos. Apos 24 horas de incubagdo e aderéncia das células, as mesmas
sdo tratadas com os compostos na concentracao de 50 pg/mL. As células sdo tratadas em
quadruplicata para cada periodo de tratamento (24, 48 ¢ 72 h). Como controle positivo, foi
avaliada a citotoxicidade da doxorrubicina (5 pg/mL) e como controle negativo foi avaliado
o branco contendo somente meio de cultura. Para avaliar a influéncia do diluente DMSO, foi
realizado um controle contendo somente DMSO. Apo6s o periodo de tratamento (24, 48 € 72
horas) foi adicionado 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20). Apdés o tempo de
metabolizacdo da resazurina padronizado, que compreende 2 h, foi realizada a leitura da

fluorescéncia, utlizando o aparelho de microplacas (DTX-800 Beckman Coulter) na faixa de
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540 nm excitagdo ¢ 585 nm de emissdo. A viabilidade ¢ calculada conforme a formula

abaixo, onde:

Ftx 100

% viabilidade = b

Ft= (fluorescéncia da célula + meio + substincia + resazurina) e

AFb= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos as substincias comerciais foram submetidos a andlises de ressonancia
magnética nuclear unidimensional 'H e de *C e/ou HSQC (bidimensional) e os dados
obtidos encontram-se como anexo deste trabalho (ANEXO 1- 6). E os ensaios in vitro (P.
falciparum) e citotoxicos (fibroblastos humanos) foram realizados com todos os derivados

identificados e com cinco substancias comerciais.
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Tabela 3. Derivados sintéticos identificados e caractecterizados por RMN de 'H e de 1*C e UFLC/HRMS-ESI e testados contra P. falciparum

9-(2,3-epoxy)-carbazol (29.1) N-acetil-carbazol (29.6) 9-(2,3-dihidropropil)-harmano O-acetil-harmol (26.1)

O&g
O

H,c” N0

1,6-dinitrocarbazol (29.2) 8-nitroharmina (24.2) 8-nitroharmano (25.2) Harmalol (27.3)
NO, — —
O WO
N N N N
o H O,N o O,N & H
I-nitrocarbazol (29.3) 6-nitroharmina (24.3) 6-nitroharmano (25.3) Sal de harmalina (27.4)
O,N O,N
N
Do O G s ORI G § ¥
02N f b N H
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3-nitrocarbazol (29.4) sal de harmina.HCI (24.4) Sal de harmano (25.4) 1-p-nitro-fenil-harmano (7.3)
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1,8-dinitrocarbazol (29.5) armol (26)
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51  REACOES DE SINTESE
5.1.1 Reacgdo de N-alquilacio

A alquilagdo ¢ uma técnica amplamente estudada devido a sua versatilidade em
formar produtos e intermediarios de reagdes, os quais tem grande valor industrial. O
processo baseia-se na introducdo de grupo alquil ou aril em compostos organicos, os tipos
mais comuns sdo: O-alquilagdo, N-alquilagdo e C-alquilacdo. Dois tipos de catélises sdo
utilizados para estes tipos de reacdao. A catalise acida ocorre na presenca de AlCls, FeCls,
BF; entre outros, que s@o acidos de Lewis ou catalisadores de Friedel-Crafts. Nestas reacdes
formam-se carbocations e a reacdo ocorre via mecanismo de substitui¢do eletrofilica. Na
catalise basica os catalisadores sdo bases fortes como alcoxidos, amidetos, hidreto, entre
outros, que atuam como agentes redutores, formando nucledfilos. Desta forma este tipo de
catalise, favorece reagdes via mecanismo de substituigdo nucleofilica (CLAYDEN e
GREEVES, 2012).

A N-alquilagdo a partir da epicloridrina gera derivados com grupos epdxidos, que sdo
estruturas altamente susceptiveis a ataques nucleofilicos formando amino-alcoois,
ampliando o leque de estruturas possiveis, além disso também possibilitam a polimeriza¢ao
de compostos, formando longas cadeias carbonicas (ANANDKUMAR et al., 2011;
KIMURA et al., 2011).

5.1.2 N-alquil-carbazol

O esqueleto carbazdlico ¢ uma estrutura chave para uma grande variedade de
compostos semissinteticos, devido a sua planaridade e simetria e tem sido muito utilizado no
campo da sintese. Assim como a variedade de estruturas possiveis também sdo suas
aplicacdes, que vao desde atividades farmacologicas até quimica de materiais.

Para obtencdo do carbazol N-alquilado foi necessaria a utilizacdo de uma base forte,
capaz de abstrair o hidrogénio do nitrogénio indolico e seguida ocorreu a alquilagdo
realizada com a adi¢do da epicloridrina no meio reacional sob condi¢des estabelecidas
(Figura 22). A mistura formada apods o procedimento, foi um sélido acinzentado, o qual foi
submetido a cromatografia de coluna no sistema de solvente Hex:Et,O nos gradientes de 9:1
e 6:4. O produto isolado foi um so6lido branco cristalino, enumerado 29.1, cujo rendimento
foi de 53% (353 mg, 1,58 mmol), valor similar ao obtido por Kimura e colaboradores

(2011).
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Figura 37. Esquema reacional da epoxidacdo do carbazol (29) e formagao do produto N-epoxi (29.1)

N
H D/'
29 0
(29.1)
500 mg (2,99 mmol)
MM: 167g/mol 353 mg (1,58 mmol)
MM: 223 g/mol

(rend. 53%)

O produto 29.1 apresentou por UFLC/HRMS-ESI espectro de massas com pico ion
molecular [M+H]™ m/z 224,1033 Da e tempo de retencio t= 6,9 min (ANEXO 7),
condizente com o produto N-alquilado 9-(2,3-epoxipropril)-carbazol (valor teorico
calculado para CsH;4NO [M+H] m/z 224,1069 (A = 16 ppm).

A confirmagdo da estrutura do produto foi realizada através da analise dos espectros
de RMN de 'H e de *C (ANEXOS 8 ¢ 9). Na regido alifatica do espectro de hidrogénio sdo
observados a presenca de cinco sinais, com integracdo para um hidrogénios cada. Os
hidrogénios do anel epoxi-propil ndo sdo equivalentes entre si, devido ao centro
estereogénico em C-2' os sinais ndo apresentam deslocamentos quimicos diferentes. Na
ampliagdo da regido entre os & 4,9 e 4,39 (Figura 38) observam-se dois duplo dubletos (dd),
referentes aos hidrogénios do carbono C-1°. O dd em 6 4,82 com J = 15,9 ¢ 3,0 Hz e 0 dd
em & 4,42 com J = 159 e 5,7 Hz apresentam acoplamento geminal J° (15,9 Hz) e

acoplamento vicinal J? (valores menores).

Figura 38. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em acetona-ds, da regido entre & 4,39 e 4,90 do
produto 29.1
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Em 6 2,76 observa-se um duplo de dubleto (dd), referente ao hidrogénio Hjp. As
constantes encontradas foram de J = 5,0 e 4,0 Hz consistentes com acoplamento geminal
entre Hj3, e Hs, € acoplamento cis com Hj, respectivamente (Figura 39). O sinal em 6 2,60
foi atribuido ao Hs,, também € um dd com J = 5,0 ¢ 2,7 Hz, devido ao acoplamento geminal
com Hjp € a0 acoplamento em trans com H,,. Os sinais em o 2,85 e 2,82 sdo resquiscios de

impureza da amostra e do solvente deuterado.

Figura 39. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em acetona-ds, da regido entre & 2,57 ¢ 2,80 do
produto 29.1
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Em & 3,34, observa-se um multipleto (m) ou um dddd complexo referente ao

hidrogénio H,,, que acopla com os quatro hidrogénios vizinhos do epoxi-propil (Figura 40).

Figura 40. Ampliagdo do espectro RMN 'H (300 MHz) em acetona-ds, regido & 3,30 a 3,40 do produto 29.1
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Os hidrogénios na regido aromdtica permaneceram similares aos observados no
carbazol, como mesmo padrao de integracdo e multiplicidade (Tabela 4). No espectro de
RMN de "*C (75 MHz) foram observados nove sinais de carbonos referentes produto 29.1,

sendo que seis sinais encontram-se na regido aromatica, como no material de partida e os
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outros trés apresentam deslocamento quimico caracteristico de carbono sp® em & 45,21
(C3), 45,37 (C2°) e 51,12 (C-1’) (Figura 41) que sao referentes cadeia lateral N-(2,3-

epoxipropil)-carbazol.

Figura 41. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em acetona-ds; do 9-(2,3-epoxipropil)-carbazol (29.1)
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Os dados obtidos nas andlises de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e de
carbono do produto 29.1 foram comparados com os dados obtidos do material de partida
carbazol, e mesmo as andlises tendo sido realizadas em solventes diferentes foi possivel
comparar os padrdes de acoplamentos e os dados obtidos foram consistentes com a estrutura

proposta (Tabela 4).

Tabela 4

Comparacdo dos dados de RMN de 'H e de *C do padrdo carbazol (29) com o produto 9-(2, 3-epoxipropil-
carbazol) (29.1)

RMN 'H RMN 'H RMN BC RMN BC
(29) (29.1) (29) (29.1)
DMSO-dg Acetona-dj DMSO-d, Acetona-d,
N° o (m, J (Hz); n° H) o (m, J (Hz); n° H) ) )
C/H
1 7,47 (d, J=28,1; 2H) 7,63 (d, J=8.,2; (2H) 110,9 110,2
2 7,37 (ddd ,J=28,1;6,8¢ 1,4; 7,46 (ddd,J=28,2,72¢ 1,4 122,3 123,6
2H) 2H)
3 7,14 (ddd, J=17,8; 6,8 ¢ 0,9; 7,22 (m,; 2H) 120,1 120,8
2H)
4 8,10 (d J=17,8 Hz; 2H) 8,14 (d, J=17,8; 2H) 118,4 119,9
5 - 125,4 126,5
6 - 139,6 141,6
lae - 4,82 (dd, J=15,9 ¢ 3,0; 1H) - 51,1
1b 4,42(dd, J=15,9 ¢ 5,7; 1H)
2a - 3,34 (m; 1H) - 453
3ae - 2,76 (m; 1H) - 45,2

3b 2,60 (dd, J = 5,6; 1H)
N-H 11,23 (s) -
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5.1.3 N-alquil-harmano

A analisando o cromatograma UFLC/HRMS-ESI (ANEXO 10) do produto 25.1 foi
obervado um pico com t, = 3,9 min. e [M+H] ~ m/z 257,1112, valor tedrico para o ion
molecular do N-alquil-harmano seria [M+H]" m/z 239,2918 (C;5sH;4N,0), uma diferenca de
17 Da, sugerindo a formacdo do produto dihidroxilado, cujo valor teérico de [M+H]" m/z

257,1284, referente a formula CsH;¢N,O; (A = 67 ppm).

Figura 42. Espectro de massas do produto 9-(2,3-dihidroxipropil)-harmano e provavel estrutura
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Figura 43. Reagdo de formacao do 9-(2,3-diidroxi-propil)-harmano (25.1) a partir do harmano (25)
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Analisando a regido aromatica do espectro de RMN de 'H, ¢ possivel verificar o
padrao dos hidrogénios caracteristicos do anel B-carbolinico, fazendo a expansao da regido
entre 8,25 ¢ 7,90 ppm, um dubleto (d) em 6 8,15 com J = 5,4 Hz atribuido ao H-3, que
acopla com o dubleto (d) em d 7,99 (J = 5,4 Hz) referente ao H-4 (Figura 44). O hidrogénio
referente ao H-5 em o 8,19 , um dubleto (J ~ 8,0 Hz) estd sobreposto ao sinal referente ao

hidrogénio H-3.
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Figura 44. Ampliagdo da regido aromatica do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d4 do produto
25.1

g ZE g 2
o = = o —
[ [
ﬂ.l25 8.;0 8. I15 B.I‘l =] &55 E.Ilﬂl 7.'95 7.‘.'
= T=Er =

O hidrogénio H-6 foi observado como um ddd em & 7,29 com constantes de
acoplamento (J = 8,0, 7,0 e 1,0 Hz), e os hidrogénios nas posi¢des 7 ¢ 8 em 67,69 (ddd, J =
8,0; 7,0e 1,0 Hz) ¢ 7,60 dd (J= 8,0 ¢ 1,0 Hz), respectivamente.

Figura 45. Ampliagdo da regido aromatica do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do produto
25.1
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Na regido dos hidrogénios da cadeia lateral foram observados o singleto em & 3,09
referente a metila do anel puridinico, dois multipletos (m) com deslocamentos em o 4,72,
integrando para dois hidrogénio atribuido aos hidrogénios metilénicos (1'a e 1'b), € em o
4,05 (1H) atribuido ao hidrogénio H-2a' e o dubleto (d) em 3,62 (J= 5,3 Hz) com integral
para dois hidrogénios referente aos hidrogénios metilénicos (3'a e 3'b), a presenga do dubleto
com dois hidrogénios idénticos sugere que houve a abertura do anel epdxi e que os
hidrogénios (3'a e 3'b) tem livre rotag¢do, confirmando a formag¢do do produto dihidroxilado

9-(2,3-dihidroxipropil)-harmano (Figura 46).
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Figura 46. Ampliagdo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do produto
25.1
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As atribuic¢des dos sinais dos carbonos foram realizadas com o auxilio dos espectros
de RMN de *C, HSQC (correlagdao 'H-"*C), HMBC (correlagdo a longa distancia 'H-'3C),
DEPT 135 e 90. Ao analisar o espectro de carbono ¢ o DEPT 135 s3o observados 15 sinais
de carbonos, sendo que o sinal em & 48,71 (-CH;) s6 foi possivel visualizar no DEPT, ja que
no espectro de carbono *C o sinal o sinal do solvente encontrava se sobreposto. O outro
carbono —CH2 presente na molécula ¢ 6 65,13. Os outros sinais presentes no espectro

(Figura 47) sao —CH e em 23,25 o carbono -CHj; da metila.

Figura 47. Espectro de DEPT 135 do produto 25.1
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Através das ampliagdes do espectro de HSQC (Tabela 5 e Figura 48) foi possivel a

fazer as correlacdes diretas de 'H-"*C.
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Tabela 5

Correlacdes observadas do espectro de HSQC do produto 9.1

Correlacoes HSQC 'H-"*C (J9)

H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-§ H-laeld H-2' H-3ae3D
oy &I15 7,99 8,19 7,29 7,60 7,69 4,72 4,05 3,62
oc 1373 1143 1224 1214 129,6 1119 48,7 72,5 65,2

Figura 48. Ampliagdes do espectro de RMN *C e HSQC do produto 9-(2,3-dihidroxipropil)-harmano
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As atribui¢des dos carbonos quaternarios foram realizadas baseadas em dados do
padrdo harmano na literatura (Ski et al., 2000) e foram mostradas produto tabela 6,

confirmando a estrutura do produto inédito 9-(2,3-epoxipropil)-harmano.

Tabela 6

Comparagdo entre dos dados de RMN 'H do padrdo harmano (25) e o 9-(2,3-epoxipropil)-harmano (25.1)

N° RMN 'H (25), RMN 'H, (25.1), RMN BC (25) RMN BC
C/H literatura metanol-d4 literatura (25.1)
8 (m, J Hz; n°H) 8, m, J(Hz), (n°H) o )
1 - - 142,1 143,7
3 8,26 (d, J=5,5; 1H) 8,15 (d, J=5,4; 1H) 137,5 137,3
4 7,94 (d, J=5,5; 1H) 7,99 (d, J=5,4; 1H) 112,6 114,3
4a - - 126,9 131,0
4b - - 121,1 1223
5 8,21 (d, J=7,7Hz; 8,19 (d, J =8,0; 1H) 121,7 122,4
1H)
6 7,25, J=7,7,1H) 7,29 (ddd, J=8,0,7,0 ¢ 119,2 121,4
1,0; 1H)
7 7,55 (¢, J="1,7, 7,60 (ddd, J=18,0;7,0 e 127,8 129,6
(1H) 1,0; 1H)
8 7,65 (d,J="1,7;1H) 7,69 (dd, J=28.,0 e 1,0; 111,9 111,9
1H)

8a - - 140,4 143,0
9a - 134,5 137,0
lae1b - 4,72 (m; 2H) - 48,7
2a - 4,05 (m; 1H) - 72,5
3ae3b - 3,62 (d, J=5,4; 2H) - 65,2
Me 2,83 (s; 3H) 3,09 (s; 3H) 20,4

O rendimento obtido na reacdo foi de 4%. O baixo rendimento obtido deve estar
associado ao procedimento pos-reacional, o qual foi limitado pelo baixo solubilidade do
produto em CHCI; (solvente utilizado na particdo) e a purificagdo, ja que uma parte do
produto ficou em mistura com outros subprodutos. Através dos dados espectrais foi

confirmado que o produto isolado foi 0 9-(2,3-dihidroxipropil)-harmano.
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Epoxidos sdo relativamente instavéis e suscetiveis rupturas de suas ligacdes e
abertura do anel. A sintese dos produtos 29.1 e 25.1 foram realizadas seguindo o mecanismo
de N-alquilacdo sob catélise basica, na qual o NaH (60%) atua como uma base forte que
abstrai o hidrogénio do nitrogénio indolico, formando uma nucleoéfilo que atacara o carbono

halogenado da epicloridrina via mecanismo de substitui¢do nucleofilica.

Figura 49. Proposta mecanistica para a formacao do produto 9-(2,3-epoxipropil)-carbazol

-

0]

Para o harmano apds a formacao do derivado 9-(2,3-dihidropropil)-harmano ocorre a
ruptura do anel de trés membros, isso pode ter ocorrido apods a reagdo, devido a umidade do

ar ou ainda ser um subproduto da reagdo. Trata-se de uma estrutura inédita na literatura.

Figura 50. Proposta mecanistica para a formagao do produto 9-(2,3-dihidroxi-propil)-harmano

Cl:

OH o
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O hidreto de sodio reage violentamente com oxigénio atmosférico sendo assim o
manuseio do reagente foi feito todo em atmosfera inerte de argonio e o DMF
(dimetilformamida) utilizado foi seco previamente, considerando que o contato do hidreto
com a agua, gera gas de H,, altamente explosivo. A tentativa de alquilacao das substancias
B-carbolinicas, harmina e harmalina, foram realizadas utilizando como bases o butil-litio
(Bu-Li), pois utilizando o hidreto de s6dio ndo se observava a formagao de produtos. No
entanto ndo foi possivel isolar e identificar os derivados produzidos, devido a pequena
quantidade de material. Esse procedimento foi realizado no laboratério Quimica Inorganica
da Universidade de Helsinki, e exigia condi¢cdes que ndo foram possiveis de reproduzir no

laboratorio LAPAAM

5.1.4 Reacao de nitracao

A nitragdo foi considerada durante muitos anos como reagdes com proposito de
obtencdo de precursores de explosivos. Com o passar do tempo, observou-se grande
versatilidade de derivados nitrados como intermedidrios de reagdes em sintese organica. De
maneira geral, a nitragao ¢ considerada uma reacao que gera uma quantidade consideravel de
residuos e com baixos rendimentos (DRACINSKY et al., 2007; MUDADU et al., 2008;
RODRIGUEZ-SANZ et al., 2015). Em sistemas aromaticos a introdu¢do do grupo nitro
(-NO;) ocorre através de mecanismos de substitui¢do eletrofilica aromatica (SEAr). Os
produtos obtidos por este tipo de reagdo sdao altamente influenciados pelos substituintes
presentes no anel aromatico. Em compostos indolicos particularmente, o nitrogénio presente
no sistema atua como um ligante ativante do anel de benzénico direcionando as substitui¢des

dos gupos nitro para as posigdes orto € para do anel aromatico.

Figura 51. Proposta para os hibridos de ressonéncia de sistemas inddlicos

T, T W
NN N
H H H

Reacdo de substituicdo eletrofilica aromdatica em sistemas piridinicos ocorre de
maneira geral, com baixissimo rendimento, em meio acido, como a nitragdo. Um dos

motivos ¢ a protonacdo do nitrogénio da piridina formando o ion piridinio que diminui a
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suscetibilidade de ataque ao eletrofilo (CLAYDEN e GREEVES, 2012). Esses efeitos sao
amenizados na presencga de ligantes doadores de elétrons. De maneira geral a natureza do
substrato e a temperatura reacional influenciam diretamente a regioseletividade da reagdo.
Neste trabalho foram testados varios procedimentos com diferentes condigdes e reagentes
adaptados a partir da literature (DRACINSKY et al., 2007; WAHBA ¢ HAMANN, 2012;
MONTOIA et al., 2014; RODRIGUEZ-SANZ et al., 2015).

5.1.5 Nitracao dos B-carbolinicos

A grande maioria dos trabalhos envolvendo a nitracdo, t€m como proposito a
obtencdo de intermedidrios para outras reagdes, como reducao do grupo nitro e halogenagao.
Os procedimentos sdo os mais variados, dentre os métodos destacam-se a nitragdo realizada
a partir de HNOs/H", principalmente devido a melhores rendimentos quando comparado

com outras.

Tabela 7

Resultados obtidos em cada procedimento adotado

DRACISNKY et al.,

. c o~ 2007,
5% do mononitrados na posi¢do 6
MONTOIA et al.,
2014
. 3 WAHBA E
Nao houve formacao dos produtos
HAMANN 2012

Formagao de dois derivados
RODRIGUES-SANZ

mononitrados, rendimentos abaixo de
etal., 2015

10 %

Formacao de dois a trés derivados RODRIGUES-SANZ
nitrados (rendimentos: 14 — 44 %) et al., 2015 [adaptado]
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Durante a determinagdo da metodologia varios procedimentos descritos na literatura
foram testados e foi observado que a temperatura ¢ um fator importante no processo de
nitracdo. A faixa de temperatura em que foram obtidos os melhores resultados foi entre
30°C- 40°C, ocorrendo maior facilidade no controle e formacao do ion nitronio gasoso NO,"
(gds de coloragdo castanha). O ion ¢ o eletréfilo da reagdo, sua formacdo determina a
velocidade em que sdo formados os produtos. Em temperaturas baixas, como 0 °C sua

formacao ¢ lenta.

5.1.6 Nitracao da harmina

A nitracdo da harmina levou a formacao de trés produtos, que foram purificados por
técnicas de cromatogarafia classica (CC) e numerados 24.1, 24.2 e 24.3, cujas estruturas
foram elucidadas utilizando UFLC/HRMS-ESI de alta resolugdo e RMN de 'H e de *C, uni

e bidimensional.

Figura 52. Reagéo de formacdo dos produtos nitrados derivados da harmina (24) e rendimentos

—

MeO \ /N
N
H
@4
216 mg (1,02 mmol)
MM: 212 g/mol

O,N O,N
— —
N + MeO N + N
MeO \ Y 7 MeO \ Y
N N
O,N H OyN H H
(24.1) (24.2) (24.3)
2,4 mg (0,79 umol) 52,4 mg (0,20 mmol) 164 mg (0,63 mmol)
MM: 302 g/mol MM: 257 g/mol MM: 257 g/mol
(rend: 0, 8 %) (rend. 20 %) (rend. 63 %)

Os cromatogramas do pico base (BPC) dos produtos mostraram as seguintes
informagdes, para o produto 24.1, majoritariamente o pico com [M+H] m/z 303,0734,
indicando o ion da formula C;3N;;N4Os  referente ao produto dinitrado da harmina (valor
tedrico [M+H]" m/z 303,0723, A = 3,6 ppm). Para o produto 24.2, com t, = 3,6 min. e
[MJrH]+ m/z 258,0883 atribuido a féormula C;3H;2N303, indicando um produto mononitrado
(valor tedrico [M+H]" m/z 258,0873 A = 3,8 ppm), e por fim o produto 24.3, o qual
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apresentou pico com t, = 4,1 min. e [M+H]" m/z 258, 0874 (valor tedérico [M+H]" m/z

258,0873 A = 0,4 ppm) indicando outro produto mononitrado.

Figura 53. Cromatogramas UFLC/HRMS-ESI dos produtos nitrados 24.1, 24.2 e 24.3
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Os produtos de nitragdo foram submetidos a andlises de ressonancia magnetica
nuclear de 'H e *C em acetona-ds. Andlises da regido aromatica do espectro de RMN de 'H
do produto 24.1 revelou a presenga de apenas trés sinais, sendo eles dois dubletos com
deslocamentos em & 8,46 e 8,17, cujas constantes sdo J = 5,4 Hz, consistentes com
acoplamento de hidrogénios de anel piridinico. Os sinais foram atribuidos aos hidrogénios
H-3 e H-4, respectivamente. O outro sinal da regido aromatica ¢ um singleto com & 9,25, o
qual foi atribuido ao hidrogénio H-5. Os sinais da metila em C-1 e da metoxila em C-7,
foram observados como dois singletos em 6 2,91 e 4,14, respectivamente. Caracterizando a

estrutura conhecida por 6,8-dinitroharmina.

O,N 5 4 3
AN
(6] O \ 1/N
N

O,N H
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Figura 54. Ampliagoes das regides 0 4,6 a 2,7 e da regido aromatica & 9,2 e 8.3 do produto 6,8-dinitroharmina
(24.1) em acetona-d,
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No espectro de RMN de *C da harmina dinitrada 24.1 (ANEXO 16) foi possivel
verificar a presenca de 13 sinais, sendo que onze encontram-se na regido aromatica e os
outros dois na regido de carbono do tipo sp>. As atribuicdes foram baseadas em dados da
literatura (PONCE e ERRA-BALSELLS, 2001) e foram mostrados na tabela 8, comparando
os dados obtidos e a literatura foi possivel confirmar a formagao do produto.

O segundo produto foi 24.2 foi analisado por RMN de 'H (ANEXO 18) e seu
espectro evidenciou tratar de um mononitrado com substituicdo na posi¢ao 8, essa conclusao
foi obtida pela auséncia do sinal do hidrogénio nessa posi¢do. Na ampliacdo da regido
aromatica (Figura 55) foi observado a presenga de quatro dubletos (d), todos com
integragdo para um hidrogénio cada e com constantes de acoplamentos bem caracteristicas
em o 8,48 (J= 8,8 Hz), referente ao hidrogénio H-5, que acopla com o hidrogénio H-6 em
0 7,24 (J = 8,8Hz) e os sinais referentes ao anel piridinico em & 8,33 (J=5,3 Hz) e 791 (J
=5,3 Hz). Em 6 10,67 observa-se o sinal de N-H e em o 2,85 e em 0 4,11, os singletos da
metila na posi¢ao 1 e a metoxila na posicao 7, respectivamente, confirmando a ja conhecida

estrutura da 8-nitroharmina.
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Figura 55. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em acetona-ds, da regido aromatica do produto 8-

nitroharmina (24.2)
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Em relagdo ao RMN "*C (ANEXO 19) nao houve grande alteracdo no espectro do
produto 24.2 quando comparado ao da harmina. Os sinais de maneira geral apareceram
ligeiramente mais deslocados quando comparados ao espectro do padrdo ('H e *C), devido a
eletronegatividade do grupo nitro. As atribui¢des foram realizadas de acordo com o espectro
de carbono e o bidimensional HMBC (correlagdes a longa distdncia 'H-*C), podemos
destacar as seguintes correlagdes: os hidrogénios da metila em & 2,85 com os carbonos
135.,5 (J3) e 143,8 (JZ), atribuidos aos carbonos (C-9a e C-1), o hidrogénio H-3 em o 8,33
com os carbonos & 112,8 (C-4) e 6 128,4 (C-4a), H-4 em & 7,91 correlaciona-se apenas
com o C-9a (F). Em & 8,48 (H-5) correlaciona-se com os carbonos C-7 (8 156,2) e com o
carbono C-8a (8 136,2), o hidrogénio da H-6 (& 7,24) apresenta correlagio apenas em J° com
o carbono & 118,8 atribuido ao C-5 e por os hidrogénios da metoxila em o 4,11 com o

carbono quaternario 156,2 (C-7) (Figura 56 € 57).

Figura 56. Correlagdes de HMBC do produto 8-nitroharmina




Figura 57. Espectro de HMBC do produto 24.2 (8-nitroharmina), ampliagdes da regido aromatica e alifatica
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A estrutura do produto 24.3 foi elucidada como sendo a ja conhecida 6-nitroharmina.
No espectro de RMN de 'H foram observados quatro sinais na regido aromatica todos com
integracdo para um hidrogenio cada (Figura 58). O deslocamento ¢ 8,81 (s), foi atribuido ao
H-5, os dois dupletos em & 8,31 e 7,98 com constantes de acoplamento J = 5,3 Hz,
referentes aos hidrogénios piridinicos H-3 e H-4, respectivamente e por fim o singleto em
0 7,35 atribuido ao H-8. Na regido alifatica foram observados dois singletos com integracao
para trés hidrogénios cada, em & 4,05 e 2,77 caracteristicos de metoxila e metila,

respectivamente.

Figura 58. Amplia¢des do espectro de RMN 'H (300 MHz) em acetona-ds, do produto 6-nitro-harmina (24.3)
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No espectro de carbono foi possivel verificar a presenca de onze sinais (ANEXO 22).

T
ppm

As atribui¢des foram realiazadas com o auxilio do espectro bidimensional de HMBC e
comparagdo com a literatura. Analisando a ampliacgio do HMBC da regido aromatica
observamos as seguintes correlagdes principais, o hidrogénio H-3 (0 8,31) a longa distancia

com o carbono C-4b em o 128,9 ¢ como carbono C-4 em 113,3 ppm. O hidrogénio H-4
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apresenta correlagdo penas como o carbono 6 136,8 (C-9a), Os hidrogénios H-5 ¢ H-8 (d
8,81 e 7,35) correlacionam-se com os carbonos C-8a (144,8 ) e 0 155,5 (C-7) (Figura 59).
Os hidrogénios ndo arométicos da metila em & 2,77 ppm acoplam em J° como o carbono C-1
(0 143,3) e em J3 como o carbono quaternario C-9a, e da metoxila em 4,05 ppm

correlaciona-se o carbono C-7.

Figura 59. Ampliacdo do espectro de HMBC da regido aromatica e correlagdes '"H-'>C
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Tabela 8

Dados de RMN 'H e de *C dos produtos 6,8-dinitroharmina ( 24.1), 8-nitroharmina ( 24.2) e 6-nitroharmina ( 24.3) e dados da literatura

N°H/C

6.8-dinitro
1
3
4
4a
4b
5
6
7
8
8a
9a
MeO-
Me
N-H
8-nitro

EENVS

4a
4b

~N O\ D

RMN 'H, *Literatura
0; (m) J Hz; (n°H)

8,56 (d, J= 5,3 (1H)
7,84 (d, J =53 (1H)

8,93 (;) (1H)

421 (s; 3H)
2,91 (s; 3H)
9,94 (1H)

8,36 (d, J=5.5; 1H)
8,06 (d, J=5,5; 1H)

8,67 (d, J=28,4: 1H)
7,27 (d, J = 8.,4; 1H)

RMN 'H, Acetona-ds
0; (m) J Hz; (n°H)

8,46 (d, J=5,4; 1H)
8,17 (d, J=5.4; 1H)

9,25 (s; 1H)

4,15, (s; 3H)
2,82, (s; 3H)
11,36 (1H)

8,33 (d, J=5,3; 1H)
7,91 (d, J=>53; 1H)

8,48 (d, J=28,8; 1H)
7,24 (d, J=8,8; 1H)

RMN 13C, *Literatura
o

145,7
134,6
112,8
119,4
127,9
124,2
128,3
158,7
119,40
133,9
140,8
65,1
29,5

143,0
139,2
113,2
118,4
127,1
121,1
134,4
143,5

RMN B3C,
Acetona- dy

3

145,0
136,7
113,7
120,6
125,0
123,5
128,4
149.8
115,4
133.8
141,8
65,4
20,9

143.8
140,8
112,8
128,4

118,8
129,1
156,2

91



Tabela 8.

Dados de RMN 'H e de '*C dos produtos 6,8-dinitroharmina ( 24.1), 8-nitroharmina ( 24.2) e 6-nitroharmina ( 24.3) e dados da literatura (Cont.)

8a

MeO-
Me
N-H
6-nitro

W

4a
4b

~N N D

8
8a
Oa

MeO-
Me
N-H

2,40 (s; 3H)
2,87 (s; 3H)
11,76

8,35(d, J=5,5; 1H)
8,16 (d, J=5,5; 1H)

9,25 (s; 1H)
7,51 (s; 1H)

2,33 (s; 3H)
2,76 (s; 3H)
14,4(s)

4,11 (s; 3H)
2,85 (s; 3H)
10,69 (s)

8,31 (d, J=5,3; 1H)
7,98 (d, J=5,3; 1H)

8,81 (s; 1H)

7,35 (s; 1H)

4,05 (s; 3H)
2,77 (s; 3H)

107,1
135,8
142,8
20,3
20,6

168,9
139,2
113,2
118,4
127,1
121,1
134,4
143,5
107,1
135,8
142,8
20,3

20,6

106,6
136,2
135,5
57.8
20,7

143,8
140,4
113,3
128,9

121,1

1553
96,0
144,8
136,8
57,1
20,5

* Literatura: Ponce e Erra-Balsells, 2001- solventes deuterados utilizados: 6,8-dinitroharmina (CDCl;); 8-nitroharmina (DMSO) e para o 6-nitroharmina (CDCl; /CD;0D).

92
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A nitragdo da harmina levou a formacdo de trés produtos os quais foram
caracterizados como sendo o, 6,8-dinitro-harmina (2,4 mg, 7,9 umol), 8-nitro-harmina (52,4
mg, 0,20 mmol) e o 6-nitroharmina (164,4 mg, 0,63 mmol), cujos rendimentos foram

mostrados na tabela 9.

MeO

216 mg (1,02 mmol)
M.M: 212 g/mol

Tabela 9

Produtos formados através da nitragdo da harmina e seus rendimentos

NO, NO, 0,77
H NO, 20
NO; H 63

Embora a sintese de nitro-harmina j4 tenha sido relatada por diferentes autores desde
a década de 30, a caracterizagdo estrutural completa desses compostos ainda ¢ bastante
limitada e s3o poucos os dados publicados. Até a alguns anos atras se acreditava que o
produto gerado a partir da nitragdo da harmina era o 6-nitro e que o isdbmero 8-nitroharmina
somente poderia ser obtido a partir da oxidagdo da 8-nitroharmalina. O dinitrado foi
relatado pela primeira vez em 2001 por Ponce e Erra-Balsells e os rendimentos observados
para os mononitrados eram bem baixos, entre 2 e 12%. O procedimento utilizado neste
trabalho levou obten¢do de derivados ja conhecidos, no entanto os rendimentos dos
mononitrados foram bem mais altos que os ja descritos anteriomente (PONCE E ERRA-

BALSELLS, 2001).
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5.1.7 Nitra¢ao do harmano

A nitragdo do harmano foi realizada através da reacdo com HNOj concentrado sob
aquecimento brando por 48 h. A mistura pos-reacional foi submetida a andlise em
UFLC/MS-ESI de baixa resolugcdo e foi possivel observar a presenga de dois produtos,
ambos com m/z 228 ¢ t= 4,6 e 4,7 minutos, consistentes com a formacao de dois produtos

mononitrados (Figura 61).

Figura 61. Cromatograma UFLC/MS-ESI da mistura pds-reacional da nitracdo do harmano, apos 48 h
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A purificacdo dos produtos foi realizada através de CC em silica gel flash utilizando
como sistema de eluentes CHCI; : MeOH (9,5:0,5) e os produtos foram analisados por
UFLC/HRMS-ESI e foram observados dois produtos com ions moleculares iguais a [M+H]"
m/z 228,0782 (A = 6,5 ppm) e tempo de retengdo t, = 4,8 min., para o produto 25.2 (Figura
62a) e o aduto [M+H]" m/z 228, 0772 (A = 2,2 ppm ) com tempo de retengdo t, = 5,0 min.,
para o produto 25.3, (Figura 62b), as massas referem-se a formula protonada C;>H;(N30O,

(valor teorico: 228,0767).

Figura 62. Cromatogramas de UFLC/HRMS-ESI dos produtos 25.2 e 25.3
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A reagdo produziu dois derivados mononitrados, cujos rendimentos foram 18 % para
o 8-nitro-harmano e 44% para o 6-nitroharmano, de acordo com a literatura os rendimentos
obtidos estdo de acordo com os ja descritos por Snyder ef al., (1948) e Ponce e Erra-

Balsells (2001), confirmando a majoritariedade do produto 6-nitroharmano.

Figura 63. Esquema do procedimento de nitragcdo do harmano (25) e formagéo dos produtos 25.2 e 25.3

N
\ y \ N+ \ N
II\{I N N
O,N H H

@3 (25.2) (25.3)
600 mg (3,29 mmol) 139 mg (0,61 mmol) 329 mg ( 1,45 mmol)
M.M: 182 g/mol M.M: 227 g/mol M.M: 227 g/mol

(ren. 18 %) (rend. 44 %)

A elucidagdo estrutural dos produtos foi realizada com base nas analises de RMN de
'H e de "*C em acetona-ds. Analisando o espectro de hidrogenio integral do produto (25.2)
observam-se a presenca de cinco sinais na regido aromatica e um singleto em o 2,81 (3H)
referente a metila ligada ao C-1. Assim como para os derivados da harmina, ja descritos
anteriormente, os produtos do harmano também apresentam sinais bem caracteriticos. Os
hidrogénios piridinicos H-3 e H-4 apresentam-se como dois dubletos em 6 8,40 e 8,0, com J
= 5,3 Hz. Os outros trés sinais sdo referentes aos hidrogénios H-5, H-6 e H-7. O hidrogénio
da posi¢do 7 (8 8,70, dd, J= 7,7 e 1,0 Hz) apresenta maior deslocamento quimico devido a
proximidade ao grupo nitro. De acordo com a literatura, hidrogénios vizinhos de grupo nitro
sao altamente desblindados. Os H-5 ¢ H-6 foram observados como dois duplo dubletos
(dd) em o 8,49 (dd, J=28,2¢ 1,0 Hz) e 67,48 (dd, J= 8,2 ¢ 7,7 Hz ), respectivamente
(Figura 64), caracterizando o produto 9.1 como sendo o §-nitro-harmano. (25.2).

Assim como para o produto 8-nitro-harmano (25.2), no espectro de RMN de 'H do
produto 25.3, também foram observados cinco sinais na regido aromatica € um singleto
integrando & 2,82, com integral para trés hidrogénios referente a metila do C-1. Os sinais de
hidrogénios na regido aromatica (Figura 65) apresentam integrais para 1H, sdo dois dubletos
(d) em 6 8,40 e 8,16 ppm , com constantes de acoplamento de J= 5,4 Hz referentes aos
hidrogénios piridinicos H-3 e H-4, respectivamente. O sinal mais desblinado em 6 9,20 ¢
um dubleto J=2,2 Hz, indicando acoplamento meta, atribuido ao H-5. E em 6 8,43 um

duplo dubleto (dd) com J = 9,0 e 2,2 Hz , atribuido ao hidrogenio H-7, e por fim o dubleto
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em o0 7,7 com J = 9,0 Hz, sinal atribuido ao H-8, caracterizando o produto formado 6-
nitroharmano (25.3).

No espectro de RMN de *C foram observados 12 carbonos (ANEXO 28). Os dados
dos dois produtos 8-nitro-harmano (25.2) e 6-nitro-harmano (25.3) sdo mostrados na tabela

10.

Figura 64. Ampliacdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em acetona-d6, da regido aromatica & 8,7- 7,5 do

produto 25.2
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Figura 65. Ampliacdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em acetona-d6, da regido aromatica do produto
25.3
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Tabela 10

Dados de RMN 'H e de *C dos produtos 8--nitroharmano (25.2) e 6-nitroharmano (25.3)

N o
H/C

8-nitro

1
3
4
4a
4b
5
6

7

8
8a
9a
B

N-H
6-nitro

1

3
4
4a
4b
5

6
7
8
8a
9a
B
N-H

RMN 'H *Literatura (CD;0D)

6; (m, J Hz; n°H)

8,37 (d,J=>5,1)
8,09 (d, J=5,1)

8,49 (d, J=8.4
7,48 (dd, J= 8,4 ¢ 7.3)
8,76 (d, J=13)

2,92
11,72

8,50 (d, J="5.5; 1H)
8,39(d, J=15.5; 1H)

9,0 (d, J=1,8; 1H)

7,99, dd, J=5,1 e 1,8; (1H)
7,91, d, J=5,1; 1H)

2,87, s; 3H)
10,17 (1H)

RMN 'H, Acetona- d;
6; (m, J Hz; n°H)

8,40 (d, J=53; 1H)
8,03(d, J="5,3; 1H)

8,49 (dd, J = 8,16 ¢ 1,05; 1H)
7,48 (dd, J = 8,16 ¢ 7,68; 1H)

8,70 (ddd, J= 17,68, 1,05; 1H)

2,82 (s; 3H)
11,04

8,40(d, J=5.4; 1H)
8,16 (d, J=5.4; 1H)

9,20 (d, J=2,2, 1H)

8,43, dd, J=9,0 e 2,2; 1H)
7,7,d.J=9,0; 1H)

2,82, s ;3H)
11,43

RMN *C, *Literatura (CD;0D)
8

143,8
139,5
112,7
121,6
125,8
126,8
119,2

124,2
129,7
135,0
140,4
20,9

143,1
138,9
112,4
120,7
127,5
129,7

140,2
122,9
113,3
135,6
140,2
20,2

RMN 3C
Acetona-d,
)

143,8
135,1

112,6

133,1
126,2
119,3

124,1
129,3
133,6
140,1
21,1

1445
140,5
112,9
119,6
123,9
128,7

142,0
1223
113,9
136,8
1442
20,6

*Literatura: Ponce e Erra-Balsells, 2001
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5.1.8 Nitracdo da harmalina

A nitragdo da harmalina foi realizada seguindo a mesma metodologia adotada para os
outros B-carbolinicos, modificando apenas o tempo de reacdo. A mistura reacional foi
analisada em UFLC/HRMS- ESI de baixa resolugdo e verificou-se a presenca de dois picos
com [M+H]" m/z 303,02 (majoritario) e [M+H]" m/z 258,07, com o t,= 5,4 ¢ e 4,7min,

respectivamente (Figura 66).

Figura 66. Cromatograma de UFLC/HRMS- ESI da mistura pos-reacional da nitragdo da harmalina
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Os nitragdo da harmalina deveria levar a formacao de produtos mononitrados e
dinitrados, assim como ocorreu para harmina, cujas massas seriam [M+H]" m/z 305 para
formula molecular dinitrada C3H2N4O5 e [M+H]+ m/z 260 u para formula mononitrada

Ci3H13N30;.

Figura 67. Produtos esperados para nitracao da harmalina

H O,N H

Molecular Formula = C,;H,;N,0, Molecular Formula = C,,H,,N,O,

Formula Weight = 259.26062 Formula Weight =304.25818

No entantos produtos da nitracdo da harmalina apresentaram ions [M+H]"™ m/z
303,02 e 258,07 com duas unidades inferior ao esperado. Esse resultado ¢ consistente com a
oxidacdo em C-3 e C-4, levando a aromatizacdo do anel piridinico, formando derivados da
harmina (Figura 68). Os produtos obtidos neste procedimento ndo foram isolados,

considerando ja haviam sido obtidos através da reacdao de nitracdo da harmina. Konovalova
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et al. (1935), descreveu a formag¢do de um derivado da harmina a partir da nitracdo da

harmalina com acido nitrico concentrado.

Figura 68. Provaveis estruturas para reacdo da harmalina

O,N O,N
\ =
AN
0 \ N
N
O,N H
Molecular Formula = C5H,N;0, Molecular Formula = C,;H,,N,O,
Formula Weight = 257.24474 Formula Weight =302.2423

5.1.9 Nitracdao do Norharmano

A nitragdo do norharmano foi realizada utilizando o procedimento ja descrito para os
outros materiais de partida. A mistura pés-reacional foi submetida a analise por CCD em
AcOEt, na qual foi possivel observar a presenca de dois produtos com Rf 0,32 e 0,34. A
purificacdo dos produtos foi realizada via CC em silica gel flash, utilizando AcOEt (100%)
e os produtos 23.1 e 23.2 foram analisados por UFLC/HRMS-ESI, e os cromatogramas
mostraram dois ions adutos com [M+H]" m/z 214,0618 (t, = 3,3 min. A= 3,3 ppm) e
214,0613 (tg = 3,4 min. A = 0,9 ppm), respectivamente, indicando a formagdo de dois
isomeros mononitrados do norharmano de massa molecular C;;H;N30,, valor teodrico

[[M+H] m/z 214,0611.

Figura 69. Cromatogramas UFLC/HRMS-ESI dos produtos 23.1 e 23.2
|“t@1“035- 0DS_ESl+_NHONETA_0.5ul_1-32_01_1223.d: BPC +AIMS
%
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) 3.31m|n f I\.
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O produto 23.2, ndo foi identificado devido a problemas de solubilidade nos

solventes utilizados nas analises de RMN (metanol, cloroformio, DMSO e acetona).

Figura 70. Esquema do procedimento de nitragdo do norharmano (23) e formagdo dos produtos 23.1 e 23.2

5 4
6 — 3 —= OZN N \ -
/
- N
7 Qﬁl\l > \ YA / \ N
N N

8 N I

H O,N H H

@3 23.1) 23.2)
48 mg (0,28 mmol) 10 mg (47umol) 22 mg (0,10 mmol)
M.M: 168 g/mol MM: 214 g/mol MM: 214 g/mol

(rend. 17 %) (rend. 36 %)

As masssas obtidas foram de 10 mg (0.05 mmol) para o produto 23.1 e 22 mg para o
produto 23.2. O rendimento calculado foi relativamente baixo 17 % para o produto 23.1. O
produto 23.2, ndo foi elucidado, mas pelo padrdo de nitragdo dos produtos os B-carbolinicos,
pode-se sugerir que se tratar do 6-nitronorhamano. A literatura reporta a obtencdo do 6-
nitro-norharmano com rendimentos de superiores a 50% para o 6-nitronorhamano e entre 20
e 30% para o 8-nitro-norharmano (PONCE e ERRA-BALSELLS, 2001).

A elucidagao estrutural do derivado 23.1 foi realizada baseada em dados de RMN de
'H e de *C em CDCIl5:CD;OD (1:1). Analisando o padrao de integracdo do espectro de
hidrogénio observam-se a presenca de seis sinais de hidrogénios, indicando que houve a
mononitracdo da molécula. Em 6 9,23 foi observado um singleto (s) atribuido ao H-1. Os
outros hidrogénios do anel piridinico apresentaram sinais com deslocamento em 0 8,60 (d, J
= 6,0 Hz) para o H-4 ¢ 0 8,71 para o H-3 (J ~6 Hz). Houve uma sobreposi¢cdo desse ultimo
sinal com o duplo dubleto (dd) em & 8,74 (J = 8,0 e 1,0 Hz) referente ao hidrogénio H-7,
formando um multipleto com integracdo para 2 hidrogénios. O sinal atribuido ao H-5 foi um
duplo dubleto (dd) com J=28,0 e 1,0 Hz em d §,84. O tripleto em o 7,64 ppm, com J = 8,0
Hz, atribuido ao H-6, ¢ também consistente com a formac¢ao do produto 8-nitronorhamano

(23.1).
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Figura 71. Ampliacdo da regido aromatica do espectro de RMN 'H (300 MHz) em CD3;0D:CDCI3 (1:1) e 0
produto 8-nitro-norharmano (23.1).
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As atribuigdes dos carbonos foram realizadas através das analises dos espectros de
RMN de *C do bidimensional HMBC (correlagdo a longa distancia 'H-"3C) e auxilio da
literatura (Figuras 72). Analisando a ampliacdo da regido aromatica do HMBC ¢ possivel
observar as correlagdes da molécula. O hidrogénio H-1 (6 9,23) acopla com o carbono em

133,1 ppm, atribuido ao C-9a, e o hidrogénio H-4 em J 8,60 que acopla a longa distancia
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(/) com o carbono C-4b (& 129,8), o carbono C4a em & 118,5 (J*) e com o carbono C-3 (5
133,8). Além deste, o hidrogénio H-5 acopla com os carbonos C-6 (5 128,2) e C-9a (o
137,0), além do hidrogénio H-7 e H-3 em d 8,75-8,70 que correlaciona-se com o carbono

nitrado (C-8), cujo deslocamento foi 6 131,5 ¢ 137,1 ppm.

Figura 72. Ampliagdo da regido aromatica do espectro de RMN bidomensional de HMBC do produto 8-

nitronorharmano
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Figura 73. Correlagdes de HMBC do produto 8-nitronorharmano
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Tabela 11.
Dados de RMN de 'H e *C do produto §-nitronorhamano (23.1) e a literatura
N° RMN 'H RMN 'H RMN 2C RMN 2C
H/C *Literatura CDC(Cl;:CD;0D *Literatura CDCl;:CD;OD
DMSO 6 (m, J Hz; n°H) CD;0D )
d (m, J Hz; n°H) o
8-nitro

1 9,11 (s; 1H) 9,23 (s) 133,4 137,1
3 8,78 (d, J=5,3; 1H) 8,71 (d, J~6; 1H) 139,7 133,8
4 8,26 (d,J=15,3; 1H) 8,60 (d, 1 =6; 1H) 112,3 121,7
4a - - 123,6 118,5
4b - - 127,9 129,8

5 8,49 (d, J=17,4; 2H) 8,84 (dd, J=38,0 e 1,0; 129,9 134,4

1H)

6 747 (t, J=7,4; 1H) 7,65 (¢, J = 8,0; 1H) 119,1 128,2

7 8,49 (d, J=17,4; 2H) 8,74 (dd, J~ 8,0 ¢ 1,0; 124,3 124,8

1H)

8 - - 131,4 131,5
8a - - 132,5 137,0
9a - - 142,8 133,1

N-H 12,45 (1H) ] ]

*Literatura: Ponce e Erra-Balsells, 2001

5.1.10 Nitracao do Carbazol

A reagdo de nitragdo do carbazol gerou um maior nimero de derivados em relagdo
aos observados com os esqueletos P-carbolinicos. No total foram 4 produtos isolados e
caracterizados, mas outros subprodutos foram produzidos durante a reacdo e ndo foram
identificados. Os nitrocarbazdis apresentam coloragdo amarelo fluorescente intensa,
principalmente os produtos mononitrados. Os dinitrados apresentam baixa solubilidade na
maioria dos solventes organicos, exceto DMSO. A identificagdo dos derivados foi realizada
por RMN de 'H e de *C uni e bidimensionais. A purificagdo por cromatografia foi mais
dificil que a dos derivados carbolinicos, ja& que os isOmeros apresentam Ry bem proximos.
Todas as etapas de purificagao de cada um dos produtos foram descritas no na figura 74.

Os quatro produtos de nitragdo do carbazol sdo cristalinos de colaragao amarelo
fluorescente intenso. Eles foram identificados como sendo 1,6-dinitro-carbazol (34 mg, rend.

30%), l-nitro-carbazol (17 mg, rend. 15%), 3-nitro-carbazol (26 mg, rend. 4%) ¢ o 1,8-
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dinitro-carbazol (6,2 mg, rend.1%). Os dados dos produtos obtidos foram comparados com a

literatura (BONASI et al., 2004; PONCE et al., 2001) e foram mostrados na tabela 12.

Figura 74. Esquema de isolamento cromatografico dos derivados nitrados do carbazol

Mistura reacional

CcC
Hex: DCM (1:1)

|
1-3 (68 mg) 4-7 (186 mg) | 8-11 (983 mg) |

CcC CC em CHCl,4
Hex: DCM (1:1)

1,8-dinitro-carbazol 3-nitro-carbazol
(29.5) (29.4)
(6,2 mg) (26 mg) 172 mg
rend. estimado 0,8 % rend. estimado 4 %
CC em AcOEt
[ |
1-nitro-carbazol 1,6-dinitro-
(29.3) carbazol (29.2)
(17 mg) (34 mg)
rend. estimado 15 % rend. estimado 25 %

Figura 75. Produtos obtidos a partir da nitragdo do carbazol e seus rendimentos

O

N
H

@9

500 mg (2,99 mmol)
MM: 167 g/mol

QO (- T (10

2

29.2) 293) 29.4) (29.5)
26 mg (0,12 mmol) 6,2 mg (24 pmol)

193 0.75 1 98 mg (0,46 mmol) > H
mg (0,75 mmol) MM: 212 g/mol MM: 212 g/mol MM: 257 g/mol

MM: 257 g/mol
(rend. 25 %) (rend. 15 %) (rend. 4 %) (rend. 0,8 %)
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5.1.11 1,6-dinitrocarbazol

O espectro de hidrogénio do produto de nitracdo do carbazol do produto 29.2 foi
realizado em DMSO-ds com supressao do sinal da agua para intensificacdo dos sinais
(ANEXO 33). Foram observados seis sinais de hidrogénios na regido aromatica (Figura 76),
consistentes com a dupla substituicdo no anel carbazolico. Andlise dos deslocamentos e
acoplamentos confirmou a estrutura o 1.6-dinitro-carbazol. O sinal mais desblindado foi
atruibuido ao H-5 um dubleto em 6 9,31 com J = 2,2 Hz. Na regido entre o 8,40 -8,38,
observam-se os dois duplo dubletos (dd) sobrepostos atribuidos ao H-4 (6 8,41, J=28,0 ¢
0,9 Hz) e H-7 (6 8,40, J =9,0 e 2,2 Hz). A presenga do tripleto aparente em o 7,48 (J = 8,0
Hz) foi atribuido ao H-3, caracterizando a substituicdo na posi¢ao C-1 do anel carbazélico.
Os sinais atribuidos a H-2 foi o duplo dubleto (dd) em 6 8,87 com J=8,0 ¢ 0,9 Hz e o H-8
um dubleto (d) em 6 7,87, com J=9,0 Hz.

Figura 76. Ampliagdo da regido aromatica do espectro de hidrogénio (330 MHz) em DMSO-d6 produto 1,6-

dinitrocarbazol (29.2)
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As atribuigdes dos carbonos foram realizadas através do espectro de carbono
unidimensional e o bidimeniosnal de HMBC ('H-3C, J ¢ J°) e comporacdo com dados da
literatura. No total foram observados 12 sinais (ANEXO 34). Na ampliagdo da regiao
aromatica do espectro de HMBC foram observadas as seguintes correlagdes: o hidrogénio
H-2 em & 8,87 correlacionando-se com o carbono C-1 (8 135,5) e ao carbono C-3 (5 122,9).
O H-3 correlaciona-se ao carbono C-4 (6 127,0) e ao C-2 (6 133,2). E o H-4 correlaciona-se
com o C-4a. O H-5 acopla (/) com o C-8a e com o C-6 em & 141,5 ¢ & 145.4. E o H-8
acopla (Jz) com o C-7, (86 122,0).

Figura 77. Espectro de HMBC do produto 1,6-dinitrocarbazol (29.2)
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5.1.12 1-nitrocarbazol

A analise de RMN foi realizada em acetona deuterada (ANEXO 35). Através das
ampliacdes da regido aromadtica foi possivel observar a presenca de sete sinais de hidrogénio.
Apesar de ndo estar completamente puro, foi possivel identificar a estrutura do produto

mononitrado formado. O sinal em d 8,61 (dd) com J = 7,9 e 1,0 Hz, foi atribuido ao H-4 que
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estd acoplando com H-3 de forma vicinal (constante maior) e com H-2 a longa distancia
(constante menor). Os sinais referentes aos hidrogénios H-2 e H-3, sdo dois multipleto (m)
entre § 8,24 - 8,28 ¢ & 7,53 - 7,58, respectivamente.

Os sinais de hidrogénios do anel benzénico ndo nitrado, apresentaram os seguintes
deslocamentos e multiplicidades: em o 8,36 um dd com J = 8,2 e 1,0 Hz atribuido ao H-5,
cujo acoplamento ocorre com H-6, um duplo tripleto (df) em & 7,81 com J = 8,2, 1,0 Hz. O
multipleto (m) em 6 7,43-7,32 com integracdo para dois hidrogénios foram atribuidos aos
H-7 e H-8 (Figura 79). As informagdes obtidas foram consistentes com o produto 1-

nitrocarbazol.

Figura 79. Ampliagdes do espectro de RMN de 'H (300 MHz) em acetona-ds do produto (29.3)
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As atribui¢des dos carbonos hidrogenados foram realizadas através do espectro de
HSQC (correlagdo direta J’, 'H-*C) (Figura 80), e dos carbonos quaternarios foram
utilizados literatura (BONESI et a/,. 2004). Os dados foram mostrados na tabela 12.

Figura 80. Correlagdes e espectro de RMN bidimensional de HSQC do produto 1-nitrocarbazol (29.3)

Posicao HSQC i L_H_M L\Mb

L7_CANO3E.7.CCL (HEQC; acatoma-dé) E
) H ) C I g
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R [ ]
4 8,61 1283 _ " g
___l'd .. ae -
5 8,36 122.,5 E
—-_" [ ] [ ]
6 7,81 121,8
7 7,32-7,43 119,3 § -8
8 7,32-7,43 113,2 I
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5.1.13 3-nitrocarbazol

O produto 29.4 foi identificado como um produto mononitrado na posi¢cao 3 do
carbazol. No espectro de RMN de 'H foram observados sete sinais, todos integrando para
1H. O sinal mais desblindado ¢ um dubleto (d) em 6 9,16 com J = 2,3 Hz, caracteristico de
acoplamento meta, foi atribuido ao hidrogénio H-4. O dubleto (d) em 6 8,38, com J = 7,8
Hz foi atribuido ao H-5. O duplo dubleto (dd) em 6 8,30 com J= 9,0 e 2,2 Hz ao H-2. Os
sinais referentes a H-1 e a H-8 ficaram ligeiramente sobrepostos, mas € possivel diferencial-
los. O H-8 ¢ um dubleto (d) em 6 7,60 e J= 8,2 Hz, ¢ 0 H-1 em d 7,64 (d) com J = 9,0 Hz.
Os dois sinais em 6 7,52 e 7,30 sdo multipletos complexos atribuidos aos hidrogénios H-7

("ddd", J=18,2,7,0 2 1,0 Hz) e H-6 ("ddd", J = 7,8, 7,0 e 1,0 Hz) (HOYE et al., 1994).
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Figura 81. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em DMSO-d6 do produto 3-nitrocarbazol (29.4)

25 o5 283
== RE &84
\/ A U m N
/" ON 4 5 H
N
H H H
N | |
912 911 910 819 818 B.‘T 813 815 814 [I)pm

e Yo e

g 83 & 2% 55 88 EESEEER
k= 28 A a2 He 29 SRSIaA8S

[ ~ (s e~~~ ~e~ e e e

| v\ | NN N AYERN Y

T T T T T T T T T
7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 735 7.30 ppm
T T a TTE

As atribui¢des dos carbonos foram realizadas a partir do espectro de RMN de *C e
de HMBC (ANEXOS 38), além de dados da literatura (BONESI et al., 2004), os quais
foram mostrados na tabela 12. Foram observadas as seguintes correlagdes (Figura 82), para
o hidrogénio H-1 (6 7,64) acopla (J?) com os carbonos C-9a (6 139,8) e com o C-2 (122,5).
Os hidrogénios H-2 (8 8,30) e H-4 (6 9,16) correlacionam-se com o carbono C-3 (6 143,3).
As outras correlagdes sdo referentes ao anel aromatico nao substituido. O hidrogénio H-5 (6
8,38) acopla (J°) com os carbonos C-8a (6 141,0) e C-7 (6 127,3). E o H-7 em & 7,52

correlaciona-se com os carbonos 6 121,3 e 141,0 (C-6 e C-8a).
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Figura 82. Correlagdes 'H-'*C e espectro de RMN bidimensional de HMBC do produto 3-nitrocarbazol (29.4)
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Figura 83. Algumas correlagdes de HMBC do produto 3-nitrocarbazol (29.4).

L

Ll

CHOL50.3 (HMBO; DM3O-dE) o/ supras. H2o

50 835

— T T
75

F2 [ppm]

O produto minoritario 13.5, ainda apresenta resquicios do produto 13.4, mas foi

possivel caracteriza-lo como sendo o dinitrado, com as substistui¢cdes nas posi¢des 1 e 8. A

elucidacdo estrutural foi realizada através do espectro de RMN de 'H (ANEXO 39). Por se

tratar de uma estrutura simétrica os padroes de integracdo observados foram de dois

hidrogénios para cada sinal. A presenca do tripleto (f) em 6 7,49 com J = 8,0 Hz atribuido

H-3 e H-6, ¢ consistente coma nitragdo nas posicoes 1 € 8 e ndo nas posi¢des 3 e 6. O

dubleto (d) em o 8,66 com J= 8,0 Hz e o duplo dubleto (dd) em 6 8,38 com J = 8,0 ¢ 0,8

Hz, foram atribuidos aos hidrogénios (H-4 + H-5) e (H-2 + H-7), respectivamente (Figura

84).
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Figura 84. Ampliagdo do espectro de RMN 'H (300 MHz) em DMSO-d; do produto 1,8-dinitrocarbazol (13.5)
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Dados de RMN de 'H e de *C dos quatro produtos nitrados do carbazol e dados da literatura

Tabela 12

N° RMN 'H(literatura)* RMN 'H RMN 3C (literatura)* RMN 3C
C/H metanol-d, DMSO-dg metanol-d, DMSO-dg
8; m J (n°H) 6 (m J Hz; n°H) ) )

1,6-dinitrocarbazol
1 - - 1324 1354
2 8,39 8,87 (dd, J=18,0¢0,9; 1H) 119,9 133,1
3 7,49 7,48 (t, J=28,0; 1H) 123,2 1229
4 8,90 8,41 (dd, J=18,0¢0,9; 1H) 129,2 127,3
4a - - 124,6 129.6
4b - - 121,4 120,1
5 9,30 9,31 (d, J=2,2; 1H) 116,5 1184
6 - - 140,0 145.4
7 8,50 8,40 (dd, J=9,0 ¢ 2,2; 1H) 122,6 122,0
8 7,88 7,87 (d, J=9,0; 1H) 112,9 113,6
9a - - 129,1 123,6
8a - - 132,1 141,5

N-H - - - -

1-nitrocarbazol
1 - - 140,6 141,7
2 8,24 (d, J=18,0; 1H) 8,24-8,28 (m;1H) 121,6 121,4
3 7,35 (dd,J=8,0 ¢ 7,3; 1H) 7,53-7,58 (m; 1H) 127,9 128,4
4 8,62 (d, J=1,3; 1H) 8,61 (dd, J=7,9 ¢ 1,0; 1H) 132,8 1283
4a - - 127,1 123,0
4b - - 1214 121,7
5 8,31 (dd, J=17,8 ¢ 1,1; 1H) 8,36 (dd, J=18,2 ¢ 1,0; 1H) 120,5 122.4
6 7,29 (ddd, J="1,8,7,3 ¢ 1,1; 1H) 7,81 (ddd, J=8,2,1,0 e 1,0; 1H) 1182 121,9
7 7,51 (dd,J=8,4¢7,3; 1H) 7,43-7,32 (m; 2H) 127,1 119,3
8 8,41 (d, J=28,4; 1H) 7,43-7,32; m (2H) 112,6 113,2
9a - - 130,9 124,2




Dados de RMN de 'H e de *C dos quatro produtos nitrados do carbazol e dados da literatura (Cont.)

Tabela 12

8a -
N-H 12,15
3-nitrocarbazol
1 7,75-7,58 (m; 2H)
2 8,29 (dd, J=8,8 ¢ 1,8; 1H)
3 -
4 9,15(d, J=1,8; 1H)
4a -
4b -
5 8,36 (d, J=28,0; 1H)
6 8,51 (dd, J=8,0 ¢ 6,9; 1H)
7 7,29 (dd, J="1,7 ¢ 6,9; 1H)
8 7,75-7,58 (m; 2H)
8a -
9a -
N-H 12,02
1.8-dinitrocarbazol
1 -
2+7 -
3+6 -
4+5 -
N-H -

11,53

7,64 (d, J=9,0; 1H)
8,30 (dd, J=9,0 ¢ 2,3; 1H)

9,16 (d, J=2.3; 1H)
8,38 (d, J=17,8; 1H)
7,30 (ddd, J=1,8,7,0 e 1,0; 1H)
7,52 (ddd, J=8,2,7,0 e 1,0; 1H)
7,60 (d, J = 8,2; 1H)

12,08, s, (1H)

8,38 (d, J = 8,0; 2H)
7,49 (1, J = 8,0; 2H)
8,66 (dd, J=8,0 ¢ 0,8; 2H)
11.27,s (1H)

131,6

111,7
121,1
143,1
116,9
122,2
121,9
120,0
120,0
127,3
110,9
140,8
139,6

129,5

111,1
122,5
1433
117.4
122,2
121,4
120,3
121,3
127,3
111,9
139,8
141,0

*Bonesi et al., 2004; Ponce et al., 2001
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No total foram obtidos e identificados dez produtos nitrados, a partir dos materiais de
partida harmina, harmano, norhamano e carbazol. O mecanismo de reagdo de nitragdo ocorre
de forma semelhante para os esqueletos B-carbolinicos e carbazolico. A reagdo inicia-se com
a formagdo do eletrolico (NO2"). Em seguida ocorre o ataque ao ion nitrénio, formando o
complexo  como intermedidrio € em contato com a base conjugada, tem o proton abstraido
e a regeneracdo da aromaticidade do anel. Para o carbazol devido sua estrutura simétrica, o
numero de posi¢des suceptiveis a substituicdo ¢ maior, sendo assim um maior numero de
derivados podem ser obtidos (Figura 85). Neste trabalho foram obtidos quatro derivados os
monitrados 1-nitro e 3-nitro e os dinitrado 1,6-dinitro e 1,8-dinitro-carbazol. Além destes,
um quinto derivado ja foi discutido na literatura o 3,6-dinitrocarbazol (PONCE et al,. 2001),

no entanto nao foi isolado neste trabalho.

Figura 85. Proposta mecanistica para reagdo de nitragdo do carbazol

NO
../\*NO; @ ?
A O o
N N
H

H

Os derivados B-carbolinicos obedecem ao mesmo mecanismo, mas a possibilidade de
derivados se limita aos trés tipos obtidos neste trabalho, os 6-nitro, 8-nitro ou 1,8-dinitro-f3-

carbolinas (Figura 86).
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Figura 86. Prosposta mecanistica para reagdo de nitragdo da harmina

HB
O,N O,N
N NN N
0 \ Vi 0 \ Nt 0 ) VA
N N N
O,N H H OoN 1

A presenca do nitrogénio indolico aumenta a densidade eletronica do anel de seis
membros ativando a substitui¢ao eletrofilica e favorecendo as substituigdes nas posigoes
orto e para desse anel. Por esse motivo os derivados obtidos nas nitracdes dos [3-
carbolinicos foram os produtos nitrados nas posi¢des 6 (para) e 8 (orto). No entanto foi
observado majoritdriamente a formagao dos derivados 6-nitro na maioria das reagdes, este
efeito pode estar associado a distribuigdo das cargas, aumentando a estabilidade dos
intermédiarios para-substituidos (CARDOSO, 2001).

Com o objetivo de obter derivados com grupos aminos, a mistura de derivados da
nitracdo do harmano foi submetida ao procedimento reacional para redugdo dos grupos

nitros e formacao de grupos aminas.

5.1.14 Reducao do 6-nitroharmano e 8-nitroharmano

A mistura reacional apos procedimento de reducao dos grupos nitro, foi analisada por
analisados UFLC/HRMS-ESI e no cromatograma foram observados a presenga de quatro
picos, sendo dois deles os ions moleculares [M+H]+ m/z 198,1014 (A = 5,6 ppm) e tempo
de retengdo t, = 0,5 min. e o [M+H]" m/z 198,1015 (A = 5,0 ppm) e t, = 3,5min, referente a
formula Ci,H;,;N3, cuja massa molecular teorica de 198,1025, e os outros dois de 232,0634
e 232,0632 sao impurezas. Na tentativa de purificar os produtos a mistura foi lavada diversas
vezes com agua destilada gelada e foi observado que na fase aquosa havia algo com
coloracdo vermelho intenso e um so6lido residual rosa claro. A fase aquosa foi seca sob um

vidro de relogio em banho-maria e o solido residual foi seco em banho de areia. Houve
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decomposi¢do do residuo da fase aquosa e o residuo sélido ndo solubilizaou em nenhum
solvente organico deuterado (de cloroférmio a DMSO), impossiblitando a identificagdo por

RMN.

Figura 87. Possiveis estrutras dos produtos da redugdo do 8-nitro e 6-nitro-harmano
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Figura 88. Cromatograma de UFLC/HRMS-ESI da mistura reacional de reducdo dos nitro-harmano a amino-
harmano
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52  SAIS DE HARMINA

Os sais de harmina foram obtidos por borbulhamaneto de HCI gasoso em solugdo de
harmina em Et,O: DCM: MeOH (6,7:1,1:2,2). A constatagdo da formagao de sais se baseou
na solubilidade em dgua. Os sais foram submetidos a andlises de RMN 'H em D,0 (ANEXO
41). Para determinar a quantidade exata de moléculas de HCl que foi sendo agregadas as
moléculas, amostras dos produtos deverdo ser submetidas a anélise elementar (C, H e N),
para verificar a massa exata da substincias e com isso determinar a quantidade de HCIl em
cada sal. Os dados espectrais do RMN'H em D,0 foram os seguintes:

Harmina.HCl: RMN 'H (300 MHz D,0): 6 (ppm) 10,73 (s, N-H), 7,51 (d, 1H, J =
6,1Hz), 7,27 (d, 1H, J= 6,1 Hz), 7,08 (d, 1H, J = 8,8 el,7 Hz), 5,99 (d, 1H, J = 1,5 Hz),
3,58 (s, 3H) e 2,20 (s, 3H). RMN C (75 MHz, D,0): 6 (ppm) 161,26, 143,45, 134,72,
131,62, 130,66, 127,18, 122,25, 112,25, 112,61, 111,69, 92,46, 55,35, 14,50.
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53 O-DESMETILACAO HARMINA E HARMALINA

O procedimento reacional para a O-desmetilagdo da harmalina e harmina, foi baseada
na metodologia descrita por Reniers et al. (2011). Os produtos harmol (26) e harmalol
(27.3), foram obtidos através da clivagem da ligagao aril metil éter, utilizando HBr aquoso e
aquecimento (Figuras 89 e 91). Os produtos obtidos pela O-desmetilacdo da harmina e
harmalina foram analisados UFLC/HRMS-ESI e os cromatogramas foram observados as
massas dos fons adutos [M+H]" m/z 199,0850 (A = 7,5 ppm) e tempo de retengdo t, = 2,6
min. referente ao aduto [M+H]+ da formula C;,H;oN,O (199,0865) (Figura 90). Para o
harmalol [M+H]" m/z 201,1025 (A = 1,5 ppm) e tempo de retengdo t, = 2,7 min. referente a
formula C,,H2N,0, cujo valor tedrico ¢ [M+H]+ 201, 1022 (Figura 92).

Figura 89. Produtos obtidos a partir da O-desmetilagdo da harmina

(i)
Me \ 7, NN
N N
H H

24) (26)
100 mg (0,47 mmol) 92 mg (0,46 mmol)
rend. 98 %

Figura 90. Cromatograma e espectro de massas de alta resolugdo (UFLC/HRMS-ESI) do harmol (26)
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Figura 91. Produtos obtidos a partir da O-desmetilacio da harmalina (ii)
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27 (27.3)
106 mg (0,49 mmol) 96,3 mg (0,49 mmol)

rend. 97 %



118

Figura 92. Cromatograma e espectro de massas de alta resolugdo (UFLC/HRMS-ESI) do harmalol (27.3)
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Para ambas os produtos obtidos harmol (so6lido cristalino de coloragao branca) e

harmalol (s6lido no formato de agulhas de coloragdo marrom), ndo foram necessarias

purificacdes, e os rendimentos observados foram de 98% para o harmol (8.4) e 97 % para o

harmalol, valores condizentes com os descritos na literatura (RENIERS et al, 2011). A

elucidagdo das estruturas foi realizada por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e

carbono e os dados foram comparados com os materiais de partida.

Analisando incialmente o espectro de RMN de 'H do produto 26 (harmol), observam

que a auséncia do singleto na regido entre 3,5 e 4,5 ppm, referente a metoxila presente nao

espectro da harmina (Figura 93), indicando que houve a desmetilgao da molécula.

Figura 93. Espectro de RMN de 'H em metanol-d, do harmol (26) e ampliag¢do da regido entre o 4,3- 2,7 do

padrdo harmina. (24)
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Na analise detalhada da regido aromética observam se dois dubletos em 0 8,27 ¢ 8,19
(/= 6,3 Hz), atribuidos aos hidrogénios no anel piridinico H-3 e H-4, respectivamente, e trés
duplos dubletos em o 8,15 (dd, J = 8,7 ¢ 0,5 Hz) atribuido ao H-5, em 6 6,94 (dd, J= 8,7 ¢
2,1 Hz) referente ao H-6 ¢ dd em o 7,00 (J= 2,1 e 0,5 Hz) atribuido ao H-8 (Figura 94).

Figura 94. Ampliagdo da regido aromatica do harmol (26)
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No espectro de carbono também ndo ¢ mais observado a presenga do carbono em

aproximadamente 6 55 ppm (ANEXO 44), que corresponde ao carbono da metoxila . Todos

0s outros sinais sdo bem similares ao encontrados no material de partida.

Figura 95. Espectro de RMN de *C em metanol-d4 do produto harmol (26)
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a harmina e estdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13
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Os dados de hidrogénio e carbono do produto foram comparados com os obtidos para

Dados de RMN de 'H e de *C do padrao harmina (24) e do derivado harmol (26)

C/H

8a
9a

OMe

RMN 'H
(24)
Cloroférmio-d;
o(m,J Hz; n° H)

8,14 (d , J=5,6; 1H)
7,71 (d, J=5,6; 1H)

7,92 (d, J=8.8; 1H)

6,88 (dd, J= 8.8 € 2.,2;
1H)

6,98,d,J=22

2,80 (s; 3H)
3,90 (s; 3H)

RMN 'H
(26)
Metanol-d,
d(m,J Hz; n° H)

8,27 (d, J=6,3; 1H)
8,19 (d, J=6,3; 1H)
8,15
dd, J=8,7¢0,5 (1H)
6,94 (dd,J= 8,7 ¢ 2,1;
1H)

7,00 (dd, J=2,1¢0,5;
1H)

2,98 (s;3H)

RMN C

(24)

Cloroformio-d;

)

112,32
115,12
129,42
122,73

110,26

161,27
96,62

141,00
135,73
18,67

55,58

RMN C

(26)

Metanol-d,

3

147,86
129,67
114,45
115,12

125,47

114,77

163,45
97,68

137,45
135,34
16,05

Assim como para o harmol (26), para o produto harmalol (27.3) foi observado no

espectro de RMN de 'H a auséncia do singleto referente a O-metila da hamalina (Figura 96).

Os outros sinais sdo similares a harmalina (27), com sinais de trés hidrogénios na regiao

aromatica referentes aos hidrogénios do anel indélico com deslocamentos & 7,55 (d, J = 9,4

Hz), intergrando para um hidrogenios atribuido ao H-5 e o multipleto em d 6,78, integrando

para dois hidrogenios atribuidos aos hidrogenios H-6 e H-8. Os sinais menos deslocados em

0 3,88 e 3,21 atribuidos a H-3 e H-4, respectivamente, ambos apresentaram-se na forma de

tripletos, com constantes de acoplamento J = 8,7 Hz.



Figura 96. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do harmalol (27.3)
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Analisando o espectro de carbono, observam-se doze sinais

no total, trés deles

encontram-se na regido de carbonos com hidridizagdo sp>. Em & 43,41 o sinal atribuido ao

C-3 eem 020,64 e 18,78 aos carbonos C-4 e ao carbono da metila (Figura 97).

Figura 97. Ampliagdo de RMN de *C (75 MHz) da regido de carbonos alifaticos em metanol-d, do harmalol

(27.3)
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Os outros sinais sdo referentes aos carbonos do anel inddlico (Figura 98). Todas as

atribuicdes foram comparadas com dados para a harmalina e s3o apresentados na tabela 14.

Figura 98. Ampliagdo de RMN de *C (75 MHz) da regido de carbonos aromaticos em metanol-d, do harmalol
(27.3)
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Tabela 14
Dados de RMN de 'H e de '*C do padrao harmalina (27) e do derivado harmalol (27.3)
Ne° RMN 'H RMN 'H RMN BC RMN BC
H/C Q27) (27.3) Q27 (27.3)
Cloroformio-d; Metanol-d, Cloroformio-d; Metanol-d,

o (m,J Hz; n° H) 0 (m,J Hz; n° H) o )
1 - - 162,2 166,0

3 3,80 (, J = 8,0;2H) 3,88 (1, J = 8,75; 2H) 42,1 432
4 3,13 (4 J =8,0;2H) 321 (1 J=8,75; 2H) 20,1 20,5
4a - - 1194 120,1
4b - - 125,5 126,5
5 7,46 (d,J=8,7; 1H)  7,55(d, J=9,4; 1H) 122,7 124,1
6 6,82 (dd,J=38,7 ¢ 6,78 (m; 2H) 115,8 115,8

2,1; 1H)
7 - - 165,2 161,4
8 6,87 (d,J=2,1; 1H) 6,78 (m; 2H) 94,2 97,1
8a - - - 145,5
9a - - - 127,8
Me 2,78 (s; 3H) 2,65 (s; 3H) 19,1 18,6
OMe 3,90, s, (3H) ; 56,0 :

N-H 11,54 11,62 - -
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A proposta mecanistica para a formagao dos derivados O-desmetilados ocorre, com a

protonac¢do do oxigénio, seguido do ataque do ion brometo ao carbono da metoxila.

Figura 99. Proposta mecanistica para O-desmetilacdo
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54  REACAO DE ACETILACAO
A acetilacdo realizada neste trabalho segue procedimentos distintos para o carbazol e
para os derivados -carbolinicos, no caso do carbazol a acetilagdo levou a formagdo de uma

amida e no caso do harmol, foi observado a forma¢ao de em ésteres.

5.4.1 Acetilacio do carbazol
A acetilagdo do carbazol foi realizada baseada em metodologia descrita por Nizami e
colaboradores (2012). Na tentativa de se obter o produto acetilado as condi¢des foram

variadas como concentracao dos reagentes, temperatura e tempo de reagao.

Figura 100. Produto obtido a partir da acetilacdo do carbazol e o rendimento

N N
H /&
9) (0]
(29.6)
369 mg (2,20 mmol) 320 mg (1,53 mmol)
M.M: 167 g/mol M.M: 209 g / mol

(rend. 70 %)

O produto obtido na reacdo foi o N-acetil-carbazol (29.6), com rendimento de 70 %

(Figura 100) , a purificagdo levou a obtencdo de um soélido branco cristalino, que foi
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submetido a UFLC/HRMS-ESI (Figura 101). O cromatograma apresentou um ion aduto
[M+H]" com m/z 210,0918 e t, = 6,4 min, condizente com a foérmula molecular de
Ci4sHoNO (valor tedrico [M+H]™ 210,0913; A = 2,4 ppm), confirmando que houve a

monoacetilacdo do carbazol.

Figura 101. Cromatograma de UFLC/HRMS-ESI do produto (29.6)
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A caracterizacdo estrutural foi confirmada através do RMN (ANEXO 49).

Analisando a ampliagdo da regido aromatica do espectro de RMN de 'H foi possivel
observar no produto acetilado a simetria do anel carbazdlico, com quarto sinais na regiao
aromatica, todos integrando para dois hidrogénios cada. Em & 8,24 um dubleto (d) com J =
8,3 Hz, atribuidos aos hidrogénios H-4 e H-5 e em 6 8,04 duplo duplo dubleto (ddd) com J =
7,6, 1,5 € 0,7 Hz, atribuidos a H-1 e H-8 (Figura 102)

Figura 102. Ampliacao da regido aromatica do espectro de RMN de ! H (300 MHz) em metanol-d,, do produto
N-acetil-carbazol (29.6)
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Os multipletos em & 7,50 - 7,45 e em o 7,41 - 7,39, sdo referentes aos hidrogénios
H-2+H7 e H-3+H6. O sinal da metila do grupo acil foi observado em & 2,87 (s, 3H)
(Figura 103).

Figura 103. Ampliacdo da regido aromatica do espectro de RMN de ' H (300 MHz) em metanol-d,, do produto
N-acetil-carbazol (29.6)
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No espectro de RMN '*C foram observados oito sinais de carbonos, dois a mais do
que o observado no carbazol, sendo eles o 6 27,89, caracteristico de metila e o 172,51

referente a carbonila. Os outros sinais sdo referentes ao esqueleto carbazolico (ANEXO 50).

Os dados foram de RMN de 'H e de *C foram tabelados e sdo apresentados na tabela 15.

Tabela 15
Dados de RMN de 'H e de '*C do carbazol (29) e do derivado N-acetil-carbazol (29.6)
Ne° RMN 'H RMN 'H RMN BC RMN BC
C/H 29) (300MHz, (29) (29.6)
DMSO-dg metanol-d, DMSO-d6 metanol-d,
o 0; (m) J Hz; o o
(n°H)
1 7,47 (d, J=28,1;2H) 8,04 (ddd J="17.,6, 110,91 117,58
1,5e0,7
2 7,37 (ddd, J=8,1;  7,50-7,45 (m; 2H) 122,36 127,84
6,8 ¢ 1,4; 2H)
3 7,14(ddd, J=7,8;6,8 7,41-7,39 (m; 2H) 120,14 125,01
e 0,9; 2H)
4 8,10; (d, J= 17,8 Hz; 8,24 (d, J=18,3; 118,46 121,00
2H) 1H)
5 - - 125,49 128,55
6 - - 139,68 140,07
Me ; 2,87 (s; 3H) ; 27,89

C=0 - - - 172,51
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5.4.2 Acetilacio do harmol
A acetilagdo foi realizada com anidrido acético em meio basico (piridina)

(Figura 104).

Figura 104. Provavel produto obtido a partir da acetilagdo do harmol (26)

— 0] —
\ N - //<
HO Y 0 \ Va
N N
H H
(26) (26.1)
33 mg( 0,16 mmol) 13 mg (0,054 mmol)
M.M: 198 g/mol M .M: 240 g/mol

A mistura reacional foi analisada em UFLC/HRMS-ESI (Figura 105). O produto
apresentou [MJrH]+ m/z 241,05, condizente com a formula molecular C4H;2N,O,. Pelo

cromatograma observam-se que ainda ha resquicios do harmol [M+H]" m/z 199,06.

Figura 105. Cromatograma e espectro de massas UFLC/HRMS-ESI do O-acetil-harmol
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Na tentativa de purificar o produto, foi feito uma recristalizacdo em CHCl; a quente,
mas o que se observou € que o produto se decompdem apds aquecimento e volta a ser
harmol (26). A purificagdo foi possivel através da recristaliza¢do a frio em CHCIl3 imersa em
cubeta contendo pentano (CUNHA, 2008), logo apos procedimento o s6lido foi submetido a
analise de CCD em AcOEt e observou-se o produto puro com R 0,34 (13 mg, rend. 32%).
No entanto o produto sofreu decomposi¢ao e por isso nao foi possivel determinar a estrutura

po RMN de 'H e de *C.
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5.4.3 Acetilacdo do harmalol (HL1AC71):

Pelo UFLC/HRMS-ESI observou-se a presenga de dois picos majoritarios, além de
resquicios do harmalol [M+H]" 201,1023 com [M+H]" m/z de 199,0860 indicando que
houve a formag¢ao do harmol (26), um derivados da harmina, ou seja ocorreu a oxidacao nos
carbonos C-3 e C-4, outro pico apresentou [M+H]" m/z 261,1225, referente a formula
molecular C4H4N,O,.H,O (valor tedrico [MJrH]+ 261,1222, A = 1,1 ppm). Analisando o
espectro de massas deste pico observa-se a presenga de um fragmento com m/z 219, 1122,
cujo valor pode ser atribuido a formula C,H4N,0,.H,O (valor teorico [M+H]+ 219,1117, A
= 2,3 ppm), indicando a perda do grupo acetil m/z 43 u.

7
/\
0 \ Vi N
N
H
m/z 243,1128

m/z 261,1222 [M+H+H, 0]

Figura 106. Cromatograma de UFLC/HRMS-ESI da amostra HL-1-Ac e espectro de massas do pico [M+H]+
m/z 261,1226 e t,= 4,2 min
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5.5 ~PREPARACAO DE DERIVADOS B-CARBOLINICOS A PARTIR DO
TRIPTOFANO

A partir do triptofano e de um aldeido ou cetona ¢ possivel obter derivados [3-
carbolinicos pelo mecanismo de ciclizacdo de Pictet-Spengler (Figura 107). A reacdo foi

adaptada de metodologia descrita por Lan e colaboradores (2014).

Figura 107. Esquema com os produtos obtidos na ciclizagdo de Pictet-Spengler

(6] H
COOH X
\ NH, +
N
H
10 ‘ NO,
+
(Mistura de isdmeros: 7.1 ¢ 7.2) 1.3)

A mistura reacional foi analisada por UFLC/HRMS-ESI.  Analisando o
cromatograma ¢ possivel verificar a formag¢do majoritaria de dois produtos com massa
similares ¢ tempos de retencdo diferentes: [M+H]+ m/z 338,1151 u (t, = 3,8 min.) e

338,1139 u (tg= 3,9 min.), consistente com a formacao dos isémeros (Figura 108).

Figura 108. Cromatograma de UFLC/HRMS-ESI da mistura reacional do produto formado a partir do

triptofano
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Apo6s cromatografia de coluna em silica flash foram obtidas 4 fragdes (TNBALS9A,
TNBALS9B, TNBALS5S9C e TNBALS9D). Os cristais da fragao TNBALS9C (15 mg) foram
lavados com CHCI; a frio varias vezes e o resultado foi o produto mais puro como pode ser
observado na figura 109. O produto obtido foi analisado por UFLC/HRMS-ESI e apresentou
resquicios do pico com m/z 290,093, sendo majoritaria a presenga do pico [M+H]" m/z
338,1153, referente a formula CisH;sN3O; (valor tedrico [M+H]™ 338,1135; A = 5,3 ppm),
indicando a formacao do produto 1-p-nitro-fenil-3-carboxi-1,2,3,4-tetrahidro-harmano (11,3

mg). A estereoquimica e a carcaterizacdo por RMN do produto ndo definida.

Figura 109. Cromatograma de UFLC/HRMS-ESI do produto (7.1 ou 7.2)
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Para a etapa seguinte ndo foi necessario a separagao dos isomeros, visto que a reagao
envolve a descaboxilagdo do 1-p-nitro-fenil-3-carboxi-1,2,3,4-tetrahidro-harmano e a
aromatizacao do anel piridinico. A partir de 200 mg da mistura reacional acima, foi obtido o
produto 7.3 (Figura 110), o qual foi submetido a cromatografia de coluna em silica flash e

sistemas de solvente CHCI; : MeOH (10:0 e 8:2).

Figura 110. Esquema para obtencdo do produto 1-p-nitrofenil- harmano (7.3)

(1.1+7.2) ()

A massa do produto obtida foi de 48,7 mg (0,16 mmol; rend 32%), ao ser analisado
por UFLC/HRMS-ESI (Figura 111) foi observado o ion molecular [M+H]" m/z 290,0944,
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referente a formula C;7H;,N30; (valor tedrico [M+H]™ 290,0924, A = 6,9 ppm), como era
esperado. A elucidagdo estrutural do produto 7.3 foi realizada através de analise de RMN de
'H e de *C unidimensional (ANEXOS 55 e 56) e os bidimensionais HSQC ¢ HMBC
(ANEXOS 57).

Figura 111. Cromatograma de UFLC/HRMS-ESI do produto (7.3)
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Analisando a ampliagdo da regido aromadtica sdo observados setes sinais de

hidrogénios (Figura 112). Em & 8,56 e 8,18 dois dubletos (d) com J = 5,1 Hz atribuidos aos

hidrogénios piridinicos H-3 e H-4, respectivamente. Em 6 7,32 e 7,59 observam-se dois
tripletos (¢#) com J = 8,0 Hz referentes a H-6 ¢ H-5. Os hidrogénios H-5 e H-8 sdo dois
dubletos (d) com J = 8,0 Hz , em & 8,19 e 7,67. Todos com integral para um hidrogénio
cada. Os sinais em O 8,42 e 8,37 sdo dois dubletos (d) sobrepostos com J = 8,8 Hz e
integragdo para 2H cada sinal, atribuidos aos hidrogénios do radical p-nitrofenil, sendo os
hidrogénios vizinhos ao grupo nitro o sinal mais desblindado. Os dados s3o consistentes

com o produto 1-p-nitro-fenil-harmano (7.3), com redimento de 32 %.

Figura 112. Ampliagdo do RMN de 'H (300 MHz) em acetona-ds do produto 1-p-nitrofenil- harmano
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No espectro de carbono foram observados 15 sinais, os quais foram atribuidos com o
auxilio dos espectros de HSQC (correlagao 'H-"*C, J’) e HMBC (correlagio a longa

distancia J? e J°) (Figura 113) e as correlagdes observadas foram apresentadas na tabela 16.

Figura 113. Ampliacdo dos espectros de HSQC e HMBC em acetona-ds do produto 1-p-nitrofenil-
harmano
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Tabela 16
Correlagdes de HSQC e HMBC do produto 7.3
Ne° 'H HSQC HMBC
Sy d¢c dc
3 8,56 140,2 115,7¢ 131,3
4 8,18 115,7 122,2, 134,7
5 8,29 122,4 1422
6 7,32 120,9 113,0 e 122,2
7 7,59 129,5 1224 ¢ 1422
8 7,67 113,0 122,2
2'e 6 8,42 124,6 130,3, 146,0 ¢ 148,5
3es 8,37 130,3 124,6, 140,0; 146,0 ¢

148,5
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O mecanismo consiste na condensagdo da triptamina com o p-nitro-benzaldeido, a
reacdo sob catalise acida ¢ formacdo do ion iminio. A ciclizagdo do anel ocorre via

mecanismo de substituicao eletrofélica ao ion iminio.

Figura 114. Mecanismo de Pictet-Splenger
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No total foram obtidos 23 derivados, dos quais 18 estruturas foram caracterizadas por
RMN ! e de C e testados em ensaios in vitro contra P.falciparum e ensaios de

citotoxicidade em células normais, além das substancias comerciais.

5.6  TESTES IN VITRO

No total foram testados frente a cepas K1 multi-resistente K1 (MRA-159, MR4,
ATCC Manassas Virginia-EUA) de P. falciparum vinte e trés substancias, sendo cinco delas
as substincias comerciais, norharmano (23), harmina (24), harmano (25), harmalina (27),
carbazol (29) e os 18 derivados (Tabela 17). Inicialmente foi realizado o screening nas

concentracoes de 5 e 50 mg/mL, os critérios utilizados para avaliagdao da atividade foram os
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seguintes: inibi¢ao de 80 a 100 % foram consideradas ativas, 50 a 79 % parcialmente ativas
e valoresm menores que 50 % inativas. O I-nitrocarbazol e o 6-nitroharmano foram
consideradas inativas no screening.

Os critérios adotados para atividade apos o screening foram baseados na literatura de
Alves (2016), no qual se assume que Clsy abaixo ou igual a 0,1 uM sdo muito ativas,
substancias com valores entre 0,1-0,5 uM sdo ativas, entre 5-20 pM s3o moderadamente
ativas e acima de 20 uM sao consideradas inativas.

Analisando os resultados de Clsy obtidos para substancias comerciais, as mais ativas
foram a harmalina (Clsy 14,7 uM) e o norharmano (Clsy 17,7 uM) . Comparando o valor
obtido para a harmalina que foi a substancia comercial com menor Clsy e seu derivado
harmalol (Clso 34,2 M), observa-se que houve uma diminui¢do da atividade. O mesmo foi
observado para o derivado O-desmetilado da harmina que apresentou (Clso 107,1 uM),
sugerindo que a presenca de um ligante mais volumoso nesta posi¢cdo influéncia
positivamente a atividade. Assim como foi visto em trabalhos citados no levantamento
bibliografico que indica que a presenca do grupo metoxi no anel benzénico do grupo indol é
importante na acdo antiparasitaria (THONGTHOOM et al., 2010; SCHUCK et al., 2014).

Os derivados obtidos a partir do carbazol destaca-se o 3-nitrocarbazol, que
apresentou Clso de 8,87 uM, valor quatro vezes menor do que o obtido para o carbazol. Os
outros derivados sintetizados neste trabalho (29.1, 29.2, 29.3, 29.5 e 29.6) apresentram baixa
atividade. De acordo com o levantamento e com o observado neste trabalho, os carbazois de
maneira geral sdo pouco ativos. Considerando isso o Clsy do 3-nitro-carbazol merece
destaque em relagdo aos seus analogos. Outros derivados que tiveram sua atividade
potencializada pelas modifica¢des estruturais foram o sal de harmina e o O-acetil-harmina
que apresentaram Clsp 19,31 e 12,2 uM, respectivamente. O 6-nitroharmina foi considerado
inativo, no entanto seu valor de Clsy ficou bem proximo a linha de corte adotada neste
trabalho. No caso do harmano dois de seus derivados sintéticos (25.1 e 25.2) apresentaram
Clso de 46,0 e 47,5 uM, respectivamente, indicando que houve um aumento da atividade
quando comparadas ao harmano (Clsy 124,0 uM). O norharmano apresentou o Clsy dentro
da classificagdo de atividade moderada, com Clsy 17,7 uM, contrariando os resultados
descritos por Rao e colaboradores (2003), no qual a subtancia havia sido testada em cepas
W2 (cloroquina resistentes) de P.falciparum. Os resultados contraditorios podem estar
associados aos tipos de cepas diferentes, apesar de ambas serem cloroquina-resistentes ou

aos paramentros utilizados em cada teste.
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Os derivados nitrados apresentaram valores de ICsy bem variados nao sendo possivel
tracar parametros para atribuir atividade em relacdo as modifica¢des estruturais, ja que
estruturas similares apresentaram resultados bem diferentes entre si. De acordo com a
literatura os sais das estruturas carbolinicas deveriam apresentar uma melhor atividade que
as susbstancias neutras. No caso deste trabalho foi observada uma pequena melhora, mas
ndo para todos os derivados de sais frente as bases livres. Todos os resultados foram
apresentados na tabela 17.

Os ensaios in vitro (P. falciparum) dos compostos comerciais: carbazol (29), harmina
(24), harmalina (27), harmalina sal (HCI) (27.4), harmano (25), e dos derivados sintéticos:,
N-acetil-carbazol (29.6), harmina sal (24.4), harmol (26), harmano sal (25.4), harmalol
(27.4), 9-(2,3-epoxy)-carbazol (29.1) e 9-(2,3 diidropropil)-harmano (25.1), e os testes in
vivo contra cepas NK65 de P.berghei dos padrdes foram realizados por MSc. Hilkem Gomes
Alves (2016), no Biotério Central do INPA, sob a supervisdo de Dr. Luiz Francisco Rocha e
Silva. Foram testadas duas vias de administracdo a oral e a subcutanea. A inibi¢do da
parasitemia determinada no quinto ¢ sétimo dia e o resultado observado foi: harmina (24)
apresentou 47 % da supressdo da parasitemia no 5°dia (via subcutanea) e o harmano (25)
com 57 % de supressdo, 5° dia (via oral), na dose de 50 mg/Kg/dia, sendo considerados
moderadamente ativos, os outros padroes foram considerados inativos. Interessante neste
caso foi resultado obtido para o harmano, que foi moderadamente ativo in vivo, no entanto
nos ensaios in vitro foi considerado inativo (Clsp 124 puM), mostrando que processos
metabolicos ocorrido em orginismos vivos pode alterar a atividade das susbtancias. O
contrario também foi observado em literaturas, nas quais substincias extremamente ativas
nos teste in vitro se mostraram inativas nos ensaios antimalaricos em roedores (MOLETTE,
etal.,2013; VAN BAELEN et al., 2009; TAKASU et al., 2005).

Quanto a toxicidade das substinias estudadas neste trabalho, em geral todas
apresentaram baixa toxicidade, com porcentagem de viabilidade maior que 50 % na
concentragdo de 50 ng/mL. Todos os derivados tiveram uma boa viabiliadade, exceto o 6-
nitro-harmano (25.3) e o O-acetil-harmol (26.1), os quais valores de viabilidade abaixo de

25%.



Tabela 17

Ensaios in vitro de P. falciparum (K1) e viabilidade em células ndo tumorais e indice de seletividade

Nome/ ICso (LM) % (19955%/(”%)) IS
Massa Molecular/ Estrutura P.falciparum  Viabilidade 0 Classificacio
o
N K1 MCR-5 K1
Carbazol
MM: 167 N 38,2* - >1197,6* >31,3* Inativa
(29) H
9-(2,3-epoxy)-
carbazol " « * .
MM: 256 N 196,6 - >896,9 4,6 Inativa
(29.1) D/I
0
NO,
1,6-dinitro- O O
carbazol .
MM: 257 . 203 87,9 nd nd Inativa
(29.2) O,N H
1-nitro-carbazol O O Inativa no
MM: 212 scrennig - n.t n.d Inativa

(29.3)

T Z
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Ensaios in vitro de P. falciparum (K1) e viabilidade em células ndo tumorais e indice de seletividade (Cont.)

Tabela 17

3-nitro-carbazol
MM: 212
(29.49)

1,8-dinitro-
carbazol
MM: 257
(29.5)

N-acetil-carbazol
MM: 209
(29.6)

Harmina
MM: 212
(24)

Harmina.HCl
MM: 248
(24.4)

8,87

179

65,0*

22,6*

19,31 (sal)*

58,2

n.t

n.t

n.t

n.d

>043,4%*

n.t

n.d

n.d

41,7*

n.d

Ativa
Moderadamente

Inativa

Inativa

Inativa

Ativa
Moderadamente




Tabela 17
Ensaios in vitro de P. falciparum (K1) e viabilidade em células ndo tumorais e indice de seletividade (Cont.)

&-nitro-harmina
MM: 257
(24.2)

6-nitroharmina
MM: 257
(24.3)

Harmol
MM: 198
(26)

O-acetil-harmol
MM: 240
(26.1)

Harmano
MM: 182
(25)

Harmano.HCIl
MM: 219 (25.4)

—
N
MeO \ /
N
O,N Ill
Oo,N
—
N
MeO \ /
N
H

HO \ /N
N
H
7 i
/\O \ /N
N
H
\ N
N
H

59,9

22,1

107,1*

12,2

124*

122,4%* (sal)

69,6

52,0

21,5

n.d

n.d

790,9*

n.d

886,3*

886,7*

Inativa

Inativa

Inativa

Ativa
Moderadamente

Inativa

Inativa
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Ensaios in vitro da cepa K1 de P. falciparum, viabialiadade em celulaas ndo tumoarais e indice d seletividade (Cont.)

Tabela 1718

9-(2,3-
diidropropil)-
harmano
(25.1)

8-nitro-harmano
MM: 228
(25.2)

6-nitro-harmano
MM: 228
(25.3)

Harmalina
MM: 214
(27)

Harmalina.HCl
MM: 286
(27.4)

\ N
N
Ho%
OH
)
N
O,N b
O,N
iy
N
|
H
MeO \ /N
N
H

46,0

47,5

Inativo no
screnning

14,7%

16,6*

n.t

19,4

77,2

n.t

n.d

n.d

847,2*

562,6*

n.d

n.d

n.d

57,6*

33,9%

Inativa

Inativa

Inativa

Ativa
Moderadamente
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Tabela 17

Ensaios in vitro da cepa K1 de P. falciparum, viabialiadade em celulaas ndo tumoarais e indice d seletividade (Cont.)

MM: 200 HO 34,0% ; 967,5* 28,3* I

(27.3)

Harmalol \ N

T Z

Norharmano \ N
MM: 168 Y 17,7 53,2 nd n.d
(23)

Ativa
Moderadamente

1-p-nitro-fenil-
harmano
MM: 289
(7.3)

183 98,7 n.d n.d Inativa

Cloroquina

difosfato 0,01 n.t n.t n.t n.t -

Clso: Concentragdo inibitoria mediana;

IS: indice de seletividade (CISO (fibrolastos humanos) / CISO (P.falciparum).

K1- cepas de P. falciparum cloroquina-resistente;

MRC-5: linhagem celular (fibroblastos humanos ndo tumorais).

Os critérios para atividade: Clsy < 0,1 uM (Muito ativa); 0,1 <0,5 uM (Ativa); 5 < Clsp < 20 uM (Moderadamente ativa); > 20 uM (Inativa).
n.t = ndo testado; n.d = ndo determinado.

*Substancias que foram testadas pela MSc. Hilkem Gomes Alves e os resultados fizeram parte do trabalho de dissertacdo (ALVES, 2016).
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram sintezados vinte e trés compostos, sendo seis derivados do
carbazol e o restante foi obtido das estruturas -carbolinicas (seis derivados da harmina, trés
do harmano, dois do norharmano, trés da harmalina e trés do triptofano). Destas apenas 18
foram submetidas a ensaios in vitro contra P.falciparum (cepas K1) e citotdoxicos
(fibroblastos humanos). Foi obtida uma estrutura inédita na literatura, o produto 9-(2,3-
dihidroxi)-harmano (25.1).

Os derivados do carbazol foram o 9-(2,3-epoxipropil)-carbazol (29.1) com
rendimento de 53 %. Os derivados nitrados: 1,6-dinitro-carbazol (29.2), 1-nitro-carbazol
(29.3), 3-nitro-carbazol (29.4) e o 1,8-dinitro-carbazol (29.5), cujos rendimentos foram de
25, 15, 4 e aproximadamente 1 %, respectivamente e o N-acetil-carbazol (29.6), cujo
rendimento foi de 70 %. Os derivados da harmina foram o 6,8-dinitro-harmina, o 8-nitro-
harmina (24.2) e o 6-nitro-harmina (24.3) com rendimentos de 0,8, 20 e 63 % , o harmol
(26) com rendimento de 98 %, e o O-acetil- harmol apresentou rendimento de 70%, no
entanto o produto formado ¢ instavél e a reagdo se torna reversivel com o decorrer do tempo,
e por fim o sal de HCI da harmina, obtido por borbulhamento de gas. Com rendimentos
semelhantes aos derivados nitrados da harmina, foram obtidos os produtos a partir do
harmano, o 8-nitro-harmano (23.1) (rend. 18%) e o majoritario 6-nitro-harmano (23.2) com
rendimento de 44% do norharmano. Os produtos obtidos a partir do norharmano foram o 8-
nitronorharmano, com rendimento de 13 % e o outro derivado mononitrado que nao foi
caracterizado por RMN. A partir da harmalina foram obtidos quatro derivados dos quais
apenas o harmalol (27.3), produto da O-desmetilagdo com rendimento foi de 97 % foi
caraterizado e testado. J& que os derivados da nitragdo sofreram oxidacdo dos carbonos
insaturados C3 e C4, tornando-se derivados mono e dinitrado da harmina, ainda neste
trabalho foram obtidos sais de HCI do harmano e de harmalina e a sintese do 1-p-fenil-
harmano a partir do triptofano, com rendimento de 32 %.

Os resultados dos ensaios in vitro contra cepas de P.falciparum (K1) quando
comparados os derivados com as substancias comerciais, os dados mais promissores foram
atribuido ao produto 3-nitrocarbazol, cuja atividade foi de CIs0 8,87 uM, o O-acetil-harmol
(ClLsp 12,2 uM) e o sal de harmina (HCI), com Clsy 19,3 uM, classificados com atividade
moderada. O produto 6-nitro-harmina apresentou valor de Clso 22,1 uM, valor proximo a
linha de corte utilizada na classificacdo deste trabalho. Entre as substancias comerciais

destaca-se a atividade observada para harmalina e norharmano, os quais foram considerados



141

moderadamente ativos. Nos produtos O-desmetilados da harmina e harmalina observa-se
que houve um diminui¢ao do potencial antimalérico, sugerindo que a presenga da metila na
posicdo 7 do anel b-carbolinico ¢ importante na atividade. Os Os dois derivados do
harmano: o 8-nitroharmano e o 9-(2,3-diidropropil)-harmano, apesar de terem sido
considerados inativos tiveram sua atividade potencializada, quando comparadas com o
material de partida. Em geral as substancias obtidas neste trabalho apresentaram baixa
toxicidade em células normais com viabilidade maior que 50 %, exceto o exceto o 6-
nitroharmano, o O-acetil-harmol e o sal de harmina, os quais valores de viabilidade abaixo

de 25%.

ATIVIDADE FUTURA

Foi aprovado em agosto de 2017, junto ao comite¢ de ética de uso de animais
(CEUA/INPA) o projeto que permite a realizacdo dos ensaios in vivo (n° do processo:
024/2017). Serdo realizados os testes com cinco substincias obtidas neste trabalho. Para
realizar os testes in vivo foi necessario em média 100 mg de cada derivado. Esses materiais

ja foram sintetizados e me breve os ensaios iniciaram.
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ANEXO 1. Dados de RMN de 'H e de '*C para as substincias comerciais B-carbolinicas e carbazol e comparacio com dados da literatura.

N° RMN ®C (Literatura)*

C/H

Harmina
1
3
4
4a
4b
5
6
7
8
8a
Oa
Me
OMe
N-H

Harmalina

1
3
4

4a

4b
5
6
7

)

(50 MHz, CDCls)

137,76
111,94
114,83
127,20
122,62
109,06
160,07
94,57

141,27
134,53
20,34

55.31

(50 MHz, CDCl5)

161,88
41,83

19,90

119,03
125,54
122,21
115,75
164,57

RMN BC

d

(75 MHz, CDCl)

140,03
112,40
115,15
129,45
122,77
110,29
161,31
94,65

135,77
18,70
55,61

(75 MHz, CDCl)

162,29
42,18
20,14
119,41
125,56
122,73
115,88
165,26

RMN 'H (Literatura)*
0; (m, e J (Hz), n°H)

(200 MHz, CDCl5)

8,14 (d, J=5,3, 1H)
7,79 (d, J=5,3; 1H)

8,04 (d, J=8.,6; 1H)
6,83, (dd, J=8,6 ¢ 2,1; 1H)

7,00 (d, J=2,1; 1H)

2,71 (s; 3H)
3,86 (s; 3H)
11,42 (s; 1H)

(200 MHz, CDCls)

3,88 (m; 4H)
3,14 (m; 4H)

7,42 (d, J = 8,9; 1H)
6,80 (dd, J=8,9 ¢ 1,9; 1H)

RMN 'H
0; (m, J (Hz); n°H)

(300 MHz, CDCl5)

8,14 (d, J=5,6; 1H)
7,71 d, J=5,6; 1H)

8,92 (d, J=8,7; 1H)
6,88 (dd, J=8,7 ¢ 2,1; 1H)

6,98; (d, J=2,1; 1H)

2,81 (s; 3H)
3,91 (s; 3H)

(300 MHz, CDCl5)

3,80 (1, J = 8,0; 2H)
3,13 (; J = 8,0; 2H)

7,46 (d, J = 8,7; 1H)
6,82 (dd, J=8,7¢2,1; 1H)




Harmano

1
2
3
4
4a
4b
5
6
7
8
8a
Oa
Me

Carbazol

94,04
144,20
125,02
19,05
55.70

(150 MHz, DMSO)

142,1

137,5
112,6
126,9
121,1
121,7
119,2
127,8
111,9
140,4
134,5
20,4

(25 MHz, CDCl3)

110,59
123.44
120.35
119.50
125.86
139.56

94,21

19,13
56,03

(75 MHz, CDCl5)

137,4
114,6

123,4
121,1
130,1
113,1

(75 MHz, DMSO)

110,91
122,36
120,14
118,46
125,49
139,68

7,04 (d, J=1,9; 1H)

2,99 (s; 3H)
3,83 (s; 3H)
11,54, s

(600 MHz, CDCls)

8,26 (d, J=5,5 Hz)
7,94 (d, J= 5,5 Hz)

8,21 (d, J=17,7 Hz)
7,25 (¢, J=1,7 Hz)
7,55 (t, J=17,7 Hz)
7,65 (d, J=17,7 Hz)

2,8; (s)

(100 MHz, CDCls)
7.42
7.42
7.24
8.08

8.03

6,87 (dJ=2,1; 1H)

2,76 (s; 3H)
3,76 (m; 3H)

(300 MHz, CDCls)

8,18 (d, ] = 5,5 Hz; 1H)
7,81 (d,]=5,5 Hz; 1H)

8,07 (d, J = 8,0 Hz; 1H)
7,27-7,22 (m; 1H)
7,53 (d, J=4; 2H)
hidrogénios 7 e 8

2,81 (s, 3H)

(300 MHz, DMSO)
7,47; (d) J=8,1; (2H)
7,37; (ddd, J=8,1; 6,8 ¢ 1,4; 2H)
7,14; (ddd, J=17,8; 6,8 ¢ 0,9; 2H)
8,10; (d, J=7,8 Hz (2H)

11,23; (;); (1H)
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Norharmano (90 MHz, DMSO) (75 MHz, DMSO) (360 MHz, DMSO) (300 MHz, DMSO)
1 134,0 133,9 8,95 8,92
2 - - - -

3 138,0 137,8 8,48 8,33
4 114,6 114,5 7,99 8,11
4a 127,5 127,3 - -
4b 120,6 120,4 - -

5 121,7 121,6 8,15 8,24
6 119,2 119,0 7,31 7,24
7 128,1 127,9 7,57 7,55
8 111,9 111,9 7,55 7,63
8a 140,5 140,55 - -
9a 136,0 135,9 - -

*Literaturas: Berrougui ez al.,2006 (harmina e harmalina); SKki ez al., 2000 (harmano); banco de dados Spectral Data for Organic Compounds (SDBS) (carbazol e
norharmano) e Corbally et al., 2000.
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H (300 MHZ) e espectro de RMN de *C (75 MHz) em cloroférmio-d; da harmalina (27).
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ANEXO 5. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) e espectro de RMN de *C (75MHz) em DMSO-d; do norharmano (23).
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ANEXO 6. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) e espectro de RMN de *C (75 MHz) em DMSO-d6 do carbazol (29).
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ANEXO 7. UFLC/HRMS-ESI do produto 9-(2,3-epoxipropril)-carbazol (29.1).
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ANEXO 8. Espectro de RMN"C (75 MHz) em acetona-ds; do produto 9-(2,3-epoxipropril)-carbazol (29.1).
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ANEXO 9. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em acetona-d; do produto 9-(2,3-epoxipropril)-carbazol (29.1).
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ANEXO 10. UFLC/HRMS-ESI do produto do produto 9-(2,3-diidroxipropril)-harmano (25.1).
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ANEXO 11. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do produto 9-(2,3-diidroxipropril)-harmano (25.1).
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ANEXO 12. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em metanol-d, do produto 9-(2,3-diidropropril)-harmano (25.1).
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ANEXO 13. Espectro de HSQC (correlacdo ‘H-*C) J* e espectro de HMBC (correlacio a longa distincia) J> e J° do produto 9-(2,3-diidropropril)-harmano (25.1).
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ANEXO 14. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do produto 6,8-dinitro-harmina (24.1).
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ANEXO 15. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em acetona-d; do produto 6,8-dinitroharmina (24.1).
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ANEXO 16. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em acetona-ds;do produto 6,8-dinitroharmina (24.1).
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ANEXO 17. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do produto 8-nitroharmina (24.2).
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ANEXO 18. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em acetona-ds; do produto 8-nitroharmina (24.2).
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ANEXO 19. Espectro de RMN de *C (75 MHz) e HMBC em acetona-d;do produto 8-nitroharmina (24.2).
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ANEXO 20. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do produto 6-nitroharmina (24.3).
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ANEXO 23. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do produto 8-nitroharmano (25.2).
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ANEXO 24. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em acetona-d; do produto 8-nitroharmano (25.2).
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ANEXO 25. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em acetona-d; do produto 8-nitroharmano (25.2).
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ANEXO 26. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do produto do produto 6-nitroharmano (25.3).
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ANEXO 40. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI da mistura reacional da reacio de reducio dos nitroharmanos.
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Acaquisition Time (sec) 5.3687 \ Cc ¢ HA.HCI (11.4 mg, D20, 1H) Em 30/12/2015 Op. Zelina \ Date 30 Dec 2015 11:55:44
Date Stamp 30 Dec 2015 11:55:44

File Name C:\Users\Andreia Montoia\Documents\ESPECTROS MESTRADO E DOUTORADO\RMN_LC_MS\HA\Andreia_HA.HCI\1\fid

Frequency (MHz) 300.20 Nucleus 1H Number of Transients 64 \ Origin FOURIER300
Original Points Count 32768 Owner admin Points Count 32768 \ Pulse Sequence zg

Receiver Gain 10.00 SW(cyclical) (Hz) 6103.52 Solvent DEUTERIUM OXIDE

Spectrum Offset (Hz) 1978.4700 Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 6103.33 \ Temperature (degree C) 21.100
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a3
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£ 06
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E n | 3 &
013 X REEEEREE 7 9
= =] NN~ NSNS '\\; © < utj:
0 é ﬁ 'S ﬁ s Ij’ f
i 1.00 1.01 1.01 1.02 1.02 3.02 2.98
[ RN R [ [

17
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Chemical Shift (ppm)

-4

'H NMR (300 MHz, DEUTERIUM OXIDE) & ppm 2.21 (s, 3 H) 3.59 (s, 3 H) 5.99 (d, J=1.49 Hz, 1 H) 6.27 (dd, J=8.75, 1.68 Hz, 1 H) 7.08 (d, J=8.75 Hz,
1 H) 7.27 (d, J=6.15 Hz, 1 H) 7.51 (d, J=6.15 Hz, 1 H)

ANEXO 41. Espectro de RMN 'H (300 MHz) da harmina.HCI em agua- d,.
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Display Report

Analysis Info Acquisition Date  08/01/2014 15:53:30 —
Analysis Name ~ C:\Usersladnan\Documents\Andreia\AndreiaMS\MicroTORC18_HA 1 pos 50-500 1-1 01 164.d \ N
Method carbolinicos_pos_50-500.m Operator ~ BDAL@DE HO /
Sample Name ~ C18 HA 1 pos_30-500 Instrument  micrOTOF-Q [1' 228888.10431
Comment Concentragéo = 0,3 mg/mL; Solubilidade = metanol; Presséo = 3780 psi; Fluxo: 0.4 ul/min. N
Fase mavel: B = ACN(ac. form. 0.1%): A = H20(4c. form. 0.1%) H
Conc de B%:
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L Intens. UV, 2.8min #658|
Acquisition Parameter [mAUR 217
Source Type ESI lon Polarity Positive Sef Nebulizer 20Bar 203
Focus Not active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 180°C "
Scan Begin 50 miz SetEnd Plate Offset  -500V Set Dry Gas 7.0 Umin /
Scan End 1200 miz Set Collision Cell RF~ 100.0 Vpp Set Divert Valve Waste Inten% C13_HA_1_pos_50-500_1-1_01_164.d: +MS, 2.6min 157
%109
Intens. 1500 1- : ‘
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41 1 0 —— : 4 : .
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0- AN N e ) 101 190,0849
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[mAU)] ‘
X108 06
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00 : : . ‘ e~ I W /A A AR S SORIROOY S [T Y SO —
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ANEXO 42. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do harmol (26).
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ANEXO 43. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do produto harmol (26).
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ANEXO 44. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em metanol-d,do produto harmol (26).
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Generic Display Report

Analysis Info Acquistion Date  26/2017 3.02:36 PM
Analysis Name - DrDatalUsuariost2017\Adrian\Andreia MDatallC-MS106-02-2017\0D_ESk+ 3HL1-52 0.2 1-5 01 9374
Method Tune-Low ESl+ Juliana_noFocus_100-900 17-18minm  Operator BDAL@DE
Sample Name 0D ESH 3HL1-52_ 0L Instrument micrOTOF-Q
Comment 00§ 50¢20
Flx=0.4 mLimin[3pit de 0,06 miL(MSY0,34mL(desc][, F=35C.P-2517 psi.C=Img/mL. (MeOH] nj=0.2uL;
A(H20+0.1%HCOOH)B(ACN+0,1%HCO0H)
(-10m_5-50%
10-12m_50-100%
12-14m_100%
14-16m_100-5%
16-18m 5%
Injetor ACN
Calib-HCOONa 10mM_end
WT.?S 00_ESk 3HL1-62 020 1501837 d: BRC +AI NS, Smoathed (4.00,1,6GA
X
4 »
3 Mz 2011005 J \
27 tin / |
. 1 |
I |
1 f \ I| [
L AN P ) |

Bl Wi ki BE A d B di RAm F R ] s baa
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Acquisition Parameter
Source Type ESl lon Polarity Positive Set Nebulizer 5.0 Bar
Focus Mot active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 100 miz Set End Plate Offset  -500V Set Dry Gas 10.0 Vmin
Scan End 900 miz Set Collision Cell RF 100.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens.. +MS, 2.8min #169|
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2011025
1.54
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0.5
0.0 . r T T T T 4
100 200 300 400 500 600 700 800 miz

Meas. m/iz # Adduct lon Formula
2011025 1 M+H

miz e [ppm] mSigma Score
C12H13N20  201.1022 -13 47 100.00

ANEXO 45. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do harmalol (27.3).
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ANEXO 46. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do produto harmalol (27.3).



Andreial7_3HL1-52 (13C; MeOD; 1

2% R=nEdE o o =2
B S R33IZC o . o o
—_— — —_— — — — — — s =i ) —
VT NN A | Y4
il .
250 2 200 10 100 | ppm

ANEXO 47. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em metanol-d, produto harmalol (27.3).
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Generic Display Report

Analysis Info
Analysis Name  Dr\Data\Usuariost2016\AdriantAndreialData\LC-MS\0DS_ESI+_3CAAC-32D_0.5uL_1-32_01_5364

Acquistion Date  2/26/2016 11:17:20 AM

Method TuneLow_ESI+ Andreia_noFocus_30-900m Operator BDAL@DE
Sample Name ~ ODS_ESl+ 3CAAC-32D 0.5uL Instrument micrOTOF-Q
Comment 0DS 30%2.0mm
Flx=0,4 mUmin[Spit de 0,06 mL(MS)0,34mL(desc]]; P-3275psi;.C=1,2mg/mL (ACNJInj=1uL;
A{H20+0.1%HCOOH)YB(ACN+0,1%HCOC0H)
(0-10m-20-100%
10-12m-100%
12-14m- 100-20%
14-16m- 20%
njetor ACN
Calip:HCOONa 10mM_end
mtenss ODS_ESH_3CAAC-320_0 5ul_1-32_01_536 d BRC +AI IS
x10
4
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3 6.4 mn
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Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Paositive Set Nebulizer 5.0 Bar
Focus Not active Set Capillary 4500V Set Dry Heater 200°C
Scan Begin 50 miz Set End Plate Offset -500 vV Set Dry Gas 10.0 min
Scan End 900 m/z Set Collision Cell RF 100.0 Vpp Set Divert Valve Waste
Intens. +MS, 6.4min #383|
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251 2100918
2.0
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Meas. m/z # lon Formula Adduct miz err[ppm] mSigma Score
2100918 1 C14H12NO M+H 210.0913 21 3.0 100.00

ANEXO 48. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do N-acetil-carbazol (29.6).
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ANEXO 49. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em metanol-d, do produto N-acetil-carbazol (29.6).

12

1

10

L] a8 T
EEER
el o] il

5]

-1

-2

Ppm

200

Churrent Drata AT
MAME Andmeis CAAC-1
EXPNO

PROCMNO

F? - Acquisition Params
Dae_ 2013

Time 1
INSTEUM  FOURIER
PROBHD 5 mm DUL 1

PULPROG
D
SOLVENT
NS
D5
5WH
FIDEES
AQ 5. 3607001
RG
oW
DE
TE
] ] 1000000
T
=———=— CHAMNNEL fl ==—
SR I00 2019513
MUCH
Pl 1.8
PLW1 200000000
F2- FIEIESIE.E‘_IEIS pard
5F 300 T000024
WDw
55B
LB 0
GB
PC




CAAC-144-3 (13C, CD30D)

17251
— 140
2855

27.89

D
SCHY EMT Belio WD
] na

5 1]
SWED Tl 14,03 BEX
FIIRES 745058 BEx

A [La7 | B

L 1E

= Tk 4T e

OE 10000 Lo

TH SXSK

1 L OO o

L QOGO o

o351 CUOINNNHEY 5 oo

=11 [elaclipE Bl v
A 2

ANEXO 50. Espectro de RMN de *C (75 MHz) em metanol-d, do produto N-acetil-carbazol (29.6).
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Generic Display Report
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ANEXO 51. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do O-acetil-harmol (26.1).
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ANEXO 52. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do acetil-harmalol em mistura.
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Analysis Info Acquistion Date 31142017 122210 PM
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ANEXO 53. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI da mistura de isomeros 7.1 ¢ 7.2 (R,S 1-p-nitro-fenil-3-carboxi-1,2,3,4-tetrahidro-harmano).



Generic Display Report
Analysis Info Acquisition Date  6/14/2017 12:59:18 PM
Analysis Name  D\DatallUsuarios\2017\Adrian\Andreia MiData\LC-MS\14-06-2017\0DS_ESI+ NFHOS3C1_0.5uL_1-34_01_1225d
Method Tune-Low_ESI+_Andreia_noFocus_100-900_14-16min.m  Operator BDAL@OE
Sample Name ~ QDS_ESI+_NFHO53C1_0.5uL Instrument micrOTOF-Q
Comment 0DS 50x2,0
Flx=0,4 mL/min[Split de 0,06 mL(MS)/0,34mL(desc)]; P:2731psi; Inj=1uL;T=30C
A{H20+0.1%HCOOHYB(ACN+0,1%HCOOH)
0-8m_5%
8-10m_5-50%
10-12m_50-100%
12-14m_100%
14-16m_100-5%
injetor-MeOH
Calib HCOONa 10mM_end
Meas.miz # lonFormula Adduct miz emppm] mSigma
2900847 1 CZZHIIN  M+H 2000964 6.1 118
2 CATHIZNZOZ M+H  290.0024 18 85
3 CIOHIGN3OT M+H  200.0083 124 80.9
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ANEXO 54. Cromatograma e espectro de massas de UFLC/HRMS-ESI do produto 1-p-nitrofenil-harmano (7.3).
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ANEXO 55. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) em acetona-ds; do produto 1-p-nitrofenil-harmano (7.3).
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ANEXO 56. Espectro de RMN de **C (75 MHz) em acetona-d;do produto 1-p-nitrofenil-harmano (7.3).
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ANEXO 57. Espectros de HSQC e HMBC em acetona-d6 do produto 1-p-nitrofenil-harmano (7.3).





