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RESUMO

Os alcaloides compreendem uma classe ampla de moléculas nitrogenadas naturais e
bioativas, dentre as quais os alcaloides inddlicos se destacam pelos seus efeitos
farmacoldgicos comercialmente relevantes, como no caso dos alcaloides da vinca no
tratamento de diversos tipos de cancer. As tetrahidro-beta-carbolinas (THBCs) e beta-
carbolinas pertencem ao grupo dos alcaloides indolicos e sado essencialmente
constituidas por um sistema triciclico formado por um grupo inddlico e um terceiro anel
conjugado (anel C), o qual se apresenta na forma reduzida (THBCs) ou totalmente
oxidada (beta-carbolinas). Esses compostos s&o gerados majoritariamente pela
reagao de Pictet-Spengler com aldeidos ou ceto-acidos naturais, sendo ubiquos na
natureza, assim como nos seres humanos. Pela sua relevancia biolégica, com efeitos
relatados em microrganismos de importancia clinica (Trypanosoma cruzi, Leishmania
amazonensis, entre outros), essas classes podem ser avaliadas em outros sistemas
patogénicos nos quais foram pouco exploradas, como Mycobacterium tuberculosis e
Acanthamoeba castellanii. A tuberculose afeta milhdes de individuos por ano em todo
o mundo, e seu tratamento se baseia em farmacos eficazes que, no entanto, estao
relacionados a elevada toxicidade, reforcando a necessidade de novas alternativas
terapéuticas. Ja em relacdo a A. castellanii, apesar da doenga mais comum possuir
bom progndstico e tratamentos, a forma grave da doenca chamada encefalite
amebiana granulomatosa n&do possui tratamentos eficazes, levando os individuos ao
Obito, e por isso novos farmacos devem ser desenvolvidos. Nesse contexto, o
presente trabalho busca sintetizar THBCs e beta-carbolinas e testa-las em M.
tuberculosis e A. castellanii, visando a identificacdo de compostos promissores para
posterior otimizagdo molecular guiada pela atividade biolégica. Dessa maneira, foi
utilizada a reacgao de Pictet-Spengler em acido acético sob aquecimento para obter as
THBCs, enquanto as beta-carbolinas foram preparadas pela oxidacdo das THBCs em
dimetilsulféxido, juntamente com iodo e acido cloridrico. Ao todo, 25 compostos foram
obtidos e elucidados: 11 THBCs, 8 beta-carbolinas carboxiladas (BCCs) e 6 beta-
carbolinas descarboxiladas (BCDs) na forma de sais de trifluoroacetato, os quais
foram submetidos aos ensaios contra M. tuberculosis e A. castellanii. Nenhuma THBC
foi ativa nos ensaios de viabilidade contra os dois microrganismos. Quanto as beta-

carbolinas, os compostos “2i”, “3g”, “3i”, “3j” foram ativos contra M. tuberculosis, com



concentragdo inibitoria minima (CIM) de 50, 25, 25 e 12,5 ug/mL, respectivamente.
Além disso, os compostos “2i” e “3g” apresentaram efeito bactericida na concentragao
avaliada. Nos ensaios em A. castellanii foram observados 5 BCCs ativas, nas quais
as concentragdes inibitérias de 50% da atividade (ICso) variaram entre 38,32 e 180,10
MM para os compostos “2a”, “2b”, “2c¢”, “2h” e “2k”. Observou-se que, para ambos 0s
microrganismos, o grau de oxidagao influenciou a atividade, sendo as beta-carbolinas
mais ativas que as THBCs e que a descarboxilacdo favoreceu a atividade em M.

tuberculosis, porém o contrario foi observado para A. castellanii.

Palavras-chave: beta-carbolinas; tetrahidro-beta-carbolinas; Pictet-Spengler;
bioatividade; Mycobacterium tuberculosis; Acanthamoeba castellanii.



ABSTRACT

Alkaloids comprise a broad class of naturally occurring, bioactive nitrogen-containing
molecules, among which indole alkaloids stand out due to their commercially relevant
pharmacological effects, as exemplified by the vinca alkaloids used in the treatment of
various types of cancer. Tetrahydro-beta-carbolines (THBCs) and beta-carbolines
belong to the group of indole alkaloids and are essentially composed of a tricyclic
system formed by an indole moiety and a third conjugated ring (ring C), which appears
either in a reduced form (THBCs) or in a fully oxidized form (beta-carbolines). These
compounds are mainly generated through the Pictet-Spengler reaction with natural
aldehydes or keto acids and are ubiquitous in nature, including in humans. Due to their
biological relevance, with reported effects against clinically important microorganisms
(Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis, among others), these classes may be
evaluated in other pathogenic systems in which they have been little explored, such as
Mycobacterium tuberculosis and Acanthamoeba castellanii. Tuberculosis affects
millions of individuals worldwide each year, and its treatment relies on effective drugs
that are, however, associated with significant toxicity, reinforcing the need for new
therapeutic alternatives. Regarding A. castellanii, although the most common form of
infection presents a good prognosis and treatments, the severe manifestation known
as granulomatous amoebic encephalitis lacks effective therapy and is frequently fatal,
highlighting the need for new drug development. In this context, the present work
aimed to synthesize THBCs and beta-carbolines and evaluate them against M.
tuberculosis and A. castellanii, seeking to identify promising compounds for
subsequent molecular optimization guided by biological activity. The Pictet-Spengler
reaction in acetic acid under heating was employed to obtain the THBCs, while the
beta-carbolines were prepared by oxidation of the THBCs in dimethyl sulfoxide using
iodine and hydrochloric acid. In total, 25 compounds were obtained and structurally
elucidated: 11 THBCs, 8 carboxylated beta-carbolines (BCCs), and 6 decarboxylated
beta-carbolines (BCDs) in the form of trifluoroacetate salts, which were evaluated
against M. tuberculosis and A. castellanii. None of the THBCs exhibited activity in
viability assays against either microorganism. Regarding the beta-carbolines,
compounds 2i, 3g, 3i, and 3j were active against M. tuberculosis, with minimum

inhibitory concentration (MIC) values of 50, 25, 25, and 12.5 ug/mL, respectively. In



addition, compounds 2i and 3g displayed bactericidal effects at the evaluated
concentration. In the assays against A. castellanii, five BCCs were found to be active,
with half-maximal inhibitory concentration (ICso0) values ranging from 38.32 to 180.10
MM for compounds 2a, 2b, 2c, 2h, and 2k. It was observed that, for both
microorganisms, the degree of oxidation influenced biological activity, with beta-
carbolines being more active than THBCs, and that decarboxylation favored activity

against M. tuberculosis, whereas the opposite trend was observed for A. castellanii.

Keywords: beta-carbolines; tetrahydro-beta-carbolines; Pictet-Spengler; bioactivity;

Mpycobacterium tuberculosis; Acanthamoeba castellanii.
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1 INTRODUGAO

Os alcaloides representam uma importante classe de metabdlitos secundarios
amplamente distribuidos em organismos terrestres e marinhos, demonstrando efeitos
biolégicos de interesse clinico e ambiental. Sua relevancia é evidenciada pela
aprovagao de varias dessas moléculas para uso terapéutico, destacando-se, por
exemplo, os alcaloides da vinca vincristina e vimblastina em tratamentos
antineoplasicos (NEWMAN e CRAGG, 2020; BHAMBHANI, KONDHARE e GIRI,
2021).

Vimblastina: R = CH;
Vincristina: R = CHO

Uma subclasse promissora € a dos alcaloides inddlicos, da qual as beta-
carbolinas e as tetrahidro-beta-carbolinas fazem parte. Essas estruturas sao
compostas por um sistema ftriciclico originado classicamente pela condensacéo de
triptofano ou triptaminas com aldeidos ou cetoacidos, por meio da reacido de Pictet-
Spengler. As beta-carbolinas sdo encontradas em diversos organismos, como por
exemplo a Harmina, Harmalina e Harmano presentes em Peganum harmala, com
varias atividades reportadas para esses alcaloides, incluindo antitumoral e
antimicrobiana (PICTET E SPENGLER, 1911; AKABI, TOUFIK e LAMCHOURI, 2021).

Nesse contexto, uma estratégia empregada no descobrimento de novos
farmacos € o aprimoramento estrutural de moléculas ja conhecidas por ter algum
potencial bioativo, em estudos de relacdo estrutura-atividade, nos quais se
correlacionam modificagdes estruturais de séries de analogos com a intensidade da
atividade bioldgica. A sintese das beta-carbolinas é frequentemente relacionada com
a proépria biossintese, como principal via utilizando o mecanismo de Pictet-Spengler.

As aplicacdes desses alcaloides, por sua vez, estdo em constante ampliacdo, com
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diversos derivados sintetizados e testados nos mais diversos sistemas biologicos
(FORMAGIO et al., 2008; MAJHI e DAS, 2021).

A tuberculose, causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis, tem elevada
relevancia sanitaria por estar entre as principais causas de morte por um unico
organismo, com baixo controle em diversas regides mundiais. O tratamento
preconizado é longo e possui efeitos adversos significativos, como hepatotoxicidade
e neuropatias, levando a baixa adeséo dos individuos. Por isso, torna-se urgente a
necessidade de busca de novas terapias que substituam ou complementam as atuais
(WHO, 2025; WARNER et al., 2025).

O género Acanthamoeba spp. corresponde a um grupo de amebas de vida livre
com potencial patogénico, podendo levar a encefalite amebiana granulomatosa (EAG)
em pacientes imunocomprometidos ou a ceratite amebiana em pacientes
imunocompetentes, sendo a ultima a forma mais comum de infeccdo. Apesar dos
tratamentos de ceratite amebiana por Acanthamoeba spp. possuirem bons resultados,
0s casos mais graves da infeccdo, como a EAG, carecem de terapias eficazes
(SARINK et al., 2022).

As beta-carbolinas sintéticas sao reconhecidas pelas suas atividades
antitumoral, antiprotozoarias, antimicrobianas, antioxidantes, entre outras. Os efeitos
de beta-carbolinas naturais e sintéticas em Mycobacterium tuberculosis também sao
relatados, porém em uma reduzida quantidade de estudos. Ja para o protozoario
Acanthamoeba castellanii, ou para o género Acanthamoeba spp., esses estudos sao
inexistentes, até mesmo para beta-carbolinas naturais. Dessa forma, o presente
trabalho visa ampliar o numero de estruturas testadas nesses microrganismos,

utilizando como nucleo o sistema beta-carbolinico.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 ALCALOIDES E SUAS PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Dentre todas as classes de metabdlitos secundarios, os alcaloides se destacam
pela complexidade de suas estruturas e a capacidade de gerar respostas em sistemas
fisiologicos e patologicos. Essas caracteristicas se devem ao fato da classe ser
marcada pela presenca de pelo menos 1 atomo de nitrogénio em sua estrutura, seja
ele inserido na forma de heterociclos ou em cadeias alifaticas, sendo originarios de
aminoacidos ou pela inclusdo posterior em cadeias carbdnicas (BHAMBHANI,
KONDHARE e GIRI, 2021).

Os alcaloides possuem diversas atividades farmacoldgicas importantes, como
antiinflamatoria (GEORGAKIS et al., 2025; XIE et al., 2022; Ll et al., 2020; BARCELOS
et al., 2020), antioxidante (GARCIA-MUNOZ et al., 2024; REN et al., 2023; SLIMEN,
NAJAR e ABDERRABBA, 2017), antitumoral (REN et al, 2023; RAMPOGU,
BALASUBRAMANIYAM e LEE, 2022; KE et al., 2021), antiviral (JAYAWARDENA et
al., 2024; ZHANG et al., 2021), antiprotozoario (KILICASLAN et al., 2022; KOOLEN et
al., 2017; SANTOS et al., 2012), anti-Alzheimer (FRIEDLI e INESTROSA, 2021;
SINGH et al., 2019), cardiovasculares (GEORGAKIS et al., 2025; MARCINEK, LUZAK
e ROZALSKI, 2021), hepaticas (WANG et al., 2023; LI et al., 2020), neuroldgicas
(LING et al., 2022; KRSTENANSKY, 2017), entre outras. Nao obstante, eles também
tém sua relevancia em diversas terapias, como a colchicina, extraida da planta
Colchicum autumnale L. e utilizada na prevencdao e tratamento de doencas
cardiovasculares e gota; os alcaloides da vinca (vimblastina, vincristina e derivados
sintéticos), presentes em Catharanthus roseus L. e Vinca minor L. como
antineoplasicos; morfina e seus analogos sintéticos no manejo da dor, sendo
encontrada em Papaver somniferum L.; e o antiespasmadico atropina, derivada de
Atropa belladona L. (HEINRICH et al., 2021)

De modo geral, os alcaloides podem ser divididos em pelo menos 16 grupos
com base no seu nucleo central, sendo eles: tetrahidroisoquinolinas, inddlicos,
pirrolizidinas, tropanos, piperidinas, quinolizidinas, indolizidinas, piridinas, piridinonas,
quinolinas, quinazolinas, xantinas/purinas, alcaloides esteroidais, alcaloides

terpenoides, cromonas e flavoalcaloides. Alguns exemplos de estruturas de alcaloides



27

e suas classes estao apresentados na Figura 01 (BHAMBHANI KONDHARE e GIRl,
2021).

Figura 01: Exemplos de alcalbides e suas classes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2 ALCALOIDES INDOLICOS

O nucleo inddlico é formado por um anel benzénico conjugado com um anel
heterociclico pirrol, fornecendo um carater basico a estrutura pela presenca do
nitrogénio secundario. Esse tipo de anel €& encontrado na natureza apos
biotransformag¢des no aminoacido triptofano, cuja distribui¢do ocorre em todos os tipos
de organismos, desde plantas (pela via do acido chiquimico) (YOKOYAMA, 2024),
bactérias (ALKHALAF e RYAN, 2015), fungos (LENZ et al, 2021) e até organismos
marinhos (ALMEIDA et al., 2020).

Uma gama de alcaloides inddlicos ja foram isolados a partir de organismos,
possuindo estruturas diversificadas e com diferentes graus de complexidade, desde
alcaloides simples com poucos grupos funcionais e baixa quantidade de carbonos, até
moléculas poli e macrociclicas altamente funcionalizadas. Essa heterogeneidade
dentro da classe fornece possibilidades variadas de investigagdo de suas atividades

biolégicas para fins terapéuticos. Dentre as atividades ja descritas na literatura estao:
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antiinflamatéria e analgésica (YUAN et al., 2020), antimalarica (LI et al., 2020),
antimicrobianas (ALMEIDA et al., 2020), anticancer (XU e XU, 2020), antidepressivo
e ansiolitico (KOCHANOWSKA-KARAMYAN e HAMANN, 2010) psicoativas (PLAZAS
e FARAONE, 2023), e participacdo em doengas respiratorias infecciosas ou n&o
(MITRA et al., 2021), com exemplos sendo apresentados a seguir.

Entre os 16 alcaloides encontrados nas raizes de Alstonia rupestris por Wang
et al. (2023), um alcaloide monoterpénico indolico (MIA) semelhante a ioimbina, a
Alstorupina B, apresentou atividade antiinflamatoria significativa em modelo de
inibicdo de oxido nitrico induzido por lipopolissacarideo. O composto teve ICso de 4,2
+ 1,3 uM, se comparando com o controle dexametasona, com ICso de 4.3 + 1,1 M.

Oleraindol A e oleraindol B foram encontrados pela primeira vez em Portulaca
oleracea por Zhao et al. (2019), possuindo capacidade antioxidante em ensaio de
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) com 1Cso de 16,20 £ 0,11 yM e 13,88 + 0,06 pM,
respectivamente. Os autores justificaram a atividade pela presenca de fendis na

estrutura, diferentemente dos demais alcaloides também isolados na planta.

Figura 02: Estrutura dos alcaloides Alstorupina e Oleraindol A e B.

R
o/ \
o OH
=0 Y,
Oleraindol A: R=H
Alstorupina B Oleraindol B: R = OCH;,

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2023, e Zhao et al., 2019.

Kubota e colegas (2016), isolaram e caracterizaram dois alcaloides bisinddlicos
inéditos em esponjas marinhas do género Hyrtios sp., Hirtinadinas C e D, com
propriedades anti-Aspergillus niger para a Hirtinadina C (ICso = 32 pg/mL) e
antibacteriana para Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (ICso = 16 ug/mL para
ambos) no caso da Hirtinadina D.
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Figura 03: Estrutura dos alcaloides isolados por Kubota e colaboradores.

OH O~_OH
X

HirtinadinaC: R=H
Hirtinadina D: R=CH3;

Fonte: Adaptado de Kubota et al., 2016.

Os alcaloides bisinddlicos  10,10’-dimetoxidimetilisoborreverina, 10-
metoxidimetilisoborreverina e 10’-metoxidimetilisoborreverina foram extraidos da
casca de Flindersia pimenteliana em misturas entre o primeiro composto com o
segundo (mistura 1:2) e entre o primeiro com o terceiro (mistura 1:3), sendo testados
contra Plasmodium falciparum por Robertson e colaboradores (2020). Ambas as
misturas apresentaram inibicdo somente na cepa sensivel a cloroquina 3D7 (CQS
3D7), com ICso de 0,959 (1:2) e 2,407 (1:3) pug/mL.

Figura 04: Estrutura dos alcaloides isolados por Robertson e colaboradores.

10,10’-dimetoxidimetilisoborreverina: Ry = OCH;; R; = OCH;
10-metoxidimetilisoborreverina: Ry = OCHj3; R, =H
10’-metoxidimetilisoborreverina: R; = H; R, = OCH;

Fonte: Adaptado de Robertson et al., 2020.

Ang et al. (2000), testaram in vivo o potencial antimalarico (Plasmodium
berghei) da Manzamina A, um alcaloide inddlico do tipo beta-carbolina encontrado em
varios géneros de esponjas marinhas. Foi observado um aumento na taxa de
sobrevivéncia dos animais e reducdo da parasitemia em relagdo aos controles na
mesma dose (100 umol/kg), sendo um potencial composto para manejo da malaria.
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Diversos alcaloides sao reconhecidos pela atividade antitumoral, podendo ser
destacada a Deoxitubulosina, da classe das beta-carbolinabenzoquinolizidinas, com
ICs0 na faixa de nanomolar para citotoxicidade em linhagens de células humanas de
cancer de mama (MCF-7; ICso = 2 nM) e de pulmao (A-549; ICs0 = 90 nM). A
Deoxitubulosina foi extraida do tronco de Tabernaemontana divaricata por Cai e
colegas (2018), além de outros quatro novos MIAs bisindélicos, com ICso entre 1,2 e

8,1 UM para as duas linhagens de células.

Figura 05: Estruturas dos alcaloides Manzamina A e Deoxitubulosina.

Manzamina A Deoxitubulosina

Fonte: Adaptado de Ang et al., 2000, e Cai et al., 2018.

Apesar de novos alcaloides serem identificados e estudados para seu uso em
neoplasias, os quimioterapicos vincristina e vimblastina sdo classicamente lembrados
como representantes da classe dos alcaloides inddlicos. A vimblastina foi inicialmente
isolada em Catharanthus roseus e avaliada por Noble, Beer e Cutts em 1958, onde se
observou diversas alteragdes hematoldgicas, incluindo granulocitopenia e deplegéo
de células medulares alguns dias apds a administracdo intraperitoneal em ratos.
Atualmente, a vimblastina é utilizada no tratamento de linfomas de Hodgkin e nao-
Hodgkin, leucemias, cancer de mama, cancer pulmonar de células nao-pequenas,
entre outros. A vincristina, por sua vez, tem seu uso no caso de linfoma de células B,
melanoma metastatico, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin, e demais neoplasias
(MARTINO et al., 2018).
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Figura 06: Alcaloides vimblastina e vincristina.

Vimblastina: R = CH;
Vincristina: R=CHO

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3 CARBOLINAS E BETA-CARBOLINAS

Uma vez que a maior parte dos alcaloides inddlicos sdo policiclicos, uma das
classes mais conhecidas € a das carbolinas, que possuem um heterociclo nitrogenado
de 6 membros conjugado ao anel pirrol do indol. As carbolinas sao divididas conforme
a posigao do nitrogénio no heterociclo, podendo ser do tipo alfa-carbolinas, beta-
carbolinas, gama-carbolinas e delta-carbolinas, com o nitrogénio nas posigdes 1, 2, 3

ou 4 do anel, respectivamente (ZHANG et al., 2021).

Figura 07: Classificagcado das carbolinas.

— N — S —
H b N H

a-carbolinas p-carbolinas y-carbolinas d-carbolinas
9H-pirido[2,3-bJindol 9H-pirido[3,4-bJindol 5H-pirido[4,3-blindol 5H-pirido[3,2-bJindol

Fonte: Elaborado pelo autor.

De modo geral, as delta-carbolinas (5H-pirido[3,2-blindol) sdo raras na
natureza, com dois representantes principais: a Quindolina e Criptolepina, isoladas no
século XX em Cryptolepis spp. (CLINQUART, 1929; DWUMA-BADU et al., 1978).
Atualmente, poucos trabalhos apresentam isolamento ou sintese dessas estruturas,
com avaliagao da atividade biolégica antiprotozoarios e/ou citotoxica (SUBBARAJU et
al., 2004; PAULO et al., 2000; VERMA et al., 2021; ARZEL et al., 2001).
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Ja as alfa-carbolinas (9H-pirido[2,3-b]indol) sdo mais abundantes que a forma
delta, com varios metabdlitos descritos contendo esse nucleo. Entre eles, se destacam
a Grossularina 1 e 2, isolados da ascidia Dendrodoa grossularia e com atividade
citotoxica em células de linhagem leucémica e a Neocriptolepina, encontrada em
Cryptolepis sanguinolenta, o qual apresentou um grau moderado de atividade contra
Plasmodium falciparum em relagao as demais carbolinas testadas (CIMANGA et al.,
1997; MOQUIN-PATTEY e GUYOT, 1989).

As gama-carbolinas naturais (5H-pirido[4,3-b]indol) apresentam algumas
atividades relatadas na literatura, como antiagregacgao plaquetaria (TSUCHIYA, 2011)
e antitumoral (IBRAHIM et al., 2015), porém seu nucleo é mais explorado de forma
sintética (REN et al., 2022). Alguns exemplos da literatura sdo a Isocriptolepina,
derivada das raizes de C. sanguinolenta, assim como a Criptolepina e
Neocriptolepina, a qual possui atividade em P. falciparum semelhante a Criptolepina
(POUSSET et al., 1995; CIMANGA et al.. 1997). Outro exemplo é a Ingenina B
presente na esponja Acanthostrongylophora ingens, com atividade contra células de
linfoma (EDso = 9.1 yg/mL) (IBRAHIM et al., 2015).

Figura 08: Carbolinas encontradas em Cryptolepis sanguinolenta.

Quindolina Criptolepina Neocriptolepina Isocriptolepina
&-Carbolinas a-Carbolinas y-Carbolinas

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, as beta-carbolinas (9H-pirido[3,4-b]indol) representam a maior parte
das moléculas com nucleo carbolinico encontradas na natureza. Elas foram
primeiramente relatadas em 1841 por Goebel apds isolamento em sementes e raizes
de Peganum harmala (GOEBEL, 1841), sendo posteriormente identificadas em
diversas outras matrizes, como fungos (YAO et al., 2022), bactérias (GLICK et al.,
2024), alimentos (HERRAIZ e VERA, 2021), organismos marinhos (KLEKS et al.,

2020) e até animais, incluindo tecidos e fluidos humanos (CAO et al., 2022).
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Estruturalmente, as beta-carbolinas partem de um nucleo 9H-pirido[2,3-b]indol,
um triciclo ABC que pode ser adicionalmente caracterizado pelo grau de insaturagao
no anel C. Nesse sentido, trés classes de beta-carbolinas surgem: as 1,2,3,4-
tetrahidro-beta-carbolinas, com uma unica insaturagao proveniente do anel inddlico;
as 3,4-dihidro-beta-carbolinas, com uma insaturacdo entre o carbono alfa e o
nitrogénio beta (em relagdo ao indol) e a insaturagao do anel B; e as beta-carbolinas
propriamente ditas, com aromatizagéo total do anel C. N&do obstante, as alfa, gama e

delta-carbolinas também podem ser encontradas nesses diferentes estados de

oxidagao.
Figura 09: Classificacado das beta-carbolinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre os principais representantes da classe estdo os alcaloides isolados de
Peganum harmala L., Harmano, Harmina, Harmalina, Harmalol e Tetrahidroharmina,
apresentados na Figura 10 e suas respectivas suas classes. Diversas atividades ja
foram documentadas para essas moléculas, incluindo antitumoral (AKABLI, TOUFIK
e LAMCHOURI, 2025), antibacteriana e antifungica (NENAAH, 2010), anti-P.
falciparum (SHAHINAS et al., 2012), inibicdo de monoamina oxidases (JIANG et al.,
2015), inibicdo de acetil e butirilcolinerterases (JIANG et al., 2019), inseticida (ZENG
et al., 2010), entre outras. A beta-carbolina mais simples encontrada na natureza é o
Norharmano, a forma demetilada do Harmano, correspondendo ao proprio nucleo das
beta-carbolinas. O Norharmano, juntamente do Harmano, foram os primeiros

alcaloides do tipo harmala (semelhantes aos encontrados em P. harmala) observados
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durante a queima de cigarros de tabaco por Poindexter e Carpenter em 1962
(POINDEXTER e CARPENTER, 1962).

Figura 10: Carbolinas encontradas em P. harmala.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Outra fonte de alcaloides do tipo harmala é a preparagdo chamada Ayahuasca,
uma decocgao do cipd de Banisteriopsis caapi e, por vezes, das folhas de Psychotria
viridis, sendo importante em rituais de comunidades indigenas amazénicas. A
composi¢cao de alcaloides presente em B. caapi € majoritariamente de beta-
carbolinas, sendo elas a Harmina, Tetrahidroharmina e Harmalina (CALLAWAY,
BRITO e NEVES, 2005). Nas preparagdes com P. viridis também & encontrado N,N-
dimetiltriptamina, um alcaloide inddlico cujas propriedades psicoativas sdo também
exploradas na Ayahuasca (SOARES et al., 2016). As beta-carbolinas encontradas no
cha de Ayahuasca podem estimular a neurogénese em adultos (MORALES-GARCIA
et al., 2017), realizar controle da parasitemia em infeccdo por Trypanosoma cruzi
(KATCHBORIAN-NETO et al., 2022), ter efeitos ansiolitico e antidepressivo (SANTOS
et al., 2016), modular a inflamagéao na microglia (VILLANOVA et al., 2025), dentre
outras propriedades.

Atualmente, a classe das beta-carbolinas continua com sua relevancia, com
diversas moléculas sendo isoladas e apresentando ampla variedade estrutural.
Podem ser citados os dois novos alcaloides inddlicos, 3,4-Diidro-hirtiosulawesina e 6-
O-(Glicopiranosil)-hirtiosulawesina, extraidos de folhas de Aristolochia cordigera por
Pereira (2017), os quais foram testados contra P. falciparum e Leishmania braziliensis.

A molécula glicosilada apresentou maior atividade que o outro derivado em P.
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falciparum, com 1Cso = 5 pg/mL, porém nenhuma apresentou atividade em L.
braziliensis (PEREIRA et al, 2017). Outras quatro beta-carbolinas foram identificadas
nas partes aéreas de Silene seoulensis, com diferentes grupos funcionais em suas
estruturas (SEO et al., 2020). Ainda, esponjas da espécie Plakortis nigra conseguem
biosintetizar beta-carbolinas diméricas e halogenadas, como a Plakortamina C, que
apresenta atividade antitumoral (SANDLER et al., 2002).

Figura 11: Beta-carbolinas encontradas em A. cordigera e S. seoulensis.
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Fonte: Alcaloides de A. cordigera (a) e de S. seoulensis (b). Elaborado pelo autor.

24 TETRAHIDRO-BETA-CARBOLINAS

As tetrahidro-beta-carbolinas (1,2,3,4-tetrahidro-9H-pirido[3,4-b]indol ou
2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol; THBC), também apresentam sua importancia
dentro da classe. Uma das primeiras fontes em que as THBCs foram identificadas é
nas cascas de plantas da familia Elaeagnaceae (Elaeagnus spp. e Hippophae
rhamnoides). Nessas plantas sdo encontradas a N-metil-1,2,3,4-tetrahidro-beta-
carbolina, Tetrahidroharmol, N-metiltetrahidroharmol e Tetrahidroharmano, também
conhecido por Eleagnina pelo seu isolamento em E. angustifolia L, apesar de ter sido
encontrado em outras plantas anteriormente (BADGER e BEECHAM, 1951). Outros
alcaloides do tipo harmala também s&o encontrados, como Harmano e
Dihidroharmano (Sl et al., 2011; TOLKACHEYV et al., 2009; NIKOLAEVA et al., 1970).
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2.5 BIOSINTESE DE BETA-CARBOLINAS

A produgéao natural dessas moléculas, assim como a maioria dos alcaloides, se
inicia a partir de aminoacidos. Para as beta-carbolinas e os demais alcaloides
inddlicos, o triptofano se torna o principal bloco de constru¢do. De modo geral, o
primeiro passo na sintese dessas estruturas é a descarboxilagdo do triptofano em
triptamina. Posteriormente, duas vias podem ser seguidas: a primeira envolve a
formacgao de N-acetiltriptamina (ou analogos) com acidos orgéanicos e a ciclizagao por
meio da reagao de Bischler-Napieralski com o anel inddlico (SUSILO e
ROMMELSPACHER, 1985). A segunda possibilidade, e que possui maior numero de
evidéncias, é a ocorréncia de uma reacido semelhante a de Mannich chamada de
reacao de Pictet-Spengler, caracterizada pela condensacgao de B-ariletilaminas com
acidos organicos ou aldeidos e posterior ciclizagdo intramolecular (PICTET e
SPENGLER, 1911).

Figura 12: Mecanismo da reagao de Pictet-Spengler.
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Fonte: Adaptado de Bailey et al., 1993. Elaborado pelo autor.



37

A reacéao de Pictet-Spengler se sucede pela formagédo de um iminio entre um
aldeido, cetona ou &cido organico com o nitrogénio da B-ariletilamina, seja ela
triptamina, triptofano, tirosina ou fenilalanina. O carater eletrofilico do carbono do
iminio favorece um ataque nucleofilico do carbono 2 ou 3 do anel inddlico, levando a
formacao de um intermediario de 6 ou 5 membros, respectivamente. Em ambos os
casos, os intermediarios se rearranjam em um anel de 6 membros com um ou mais
substituintes na posigdo 1 do anel C originario(s) do composto carbonilico utilizado
(BAILEY etal., 1993; PICTET e SPENGLER, 1911). No caso da reagédo com triptofano
ou triptamina, o produto imediato dessa reagao € uma tetrahidro-beta-carbolina, que
sera modificada na sequéncia.

A biossintese de beta-carbolinas e alcaloides monoterpénicos inddlicos
possuem as mesma etapas iniciais, entretanto a sintese de MIAs se inicia pela reacao
de Pictet-Spengler entre a triptamina € o monoterpeno secologanina, gerando a
estrictosidina por agcdo da enzima estrictosidina sintase (STR) (BRACHER e
KUTCHAN, 1992). A estrictosidina é considerada o precursor universal dos MIAs, os
quais sao caracterizados pela presenca de pelo menos 1 anel fundido nas posi¢des 1
e 2 do anel C. As beta-carbolinas, por sua vez, sdo consideradas beta-carbolinas
“simples” por ndao apresentarem esse quarto anel (JAMIESON et al.,, 2021). A

biossintese dos alcaloides do tipo harmala esta representada na Figura 13.
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Figura 13: Biossintese dos alcaloides de P. harmala e MIAs.
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009, e Nettleship e Slaytor, 1974. Elaborado pelo autor.

Assim como a STR, outras enzimas também s&o conhecidas por catalisar a
reacdo de Pictet-Spengler em meio bioldgico, sendo conhecidas como Pictet-
Spenglerases e que possuem potencial industrial na produgdo de alcaloides de
interesse farmacéutico, como a Norcoclaurina sintase para a sintese de
benzilisoquinolinas (RODDAN et al., 2020). Outra Pictet-Spenglerase importante € a
McbB, responsavel pela sintese de Marinacarbolinas (MCB), sendo encontradas no
actinomiceto marinho  Marinactionospora thermotolerans. Até entdo, 4

Marinacarbolinas (A-D) foram identificadas e cuja biossintese foi elucidada juntamente
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com as enzimas responsaveis por ela (McbA, McbB e McbC). Inicialmente a McbB
catalisa a condensacao do triptofano com o acido oxalacético proveniente do ciclo de
Krebs em uma dihidro-beta-carbolina e a oxidagado em beta-carbolina. Em seguida, a
McbC promove a descarboxilacdo de aminoacidos, os quais serdo incorporados na
beta-carbolina pela enzima McbA, gerando as MCBs (CHEN et al., 2013).

Figura 14: Biossintese das Marinacarbolinas.
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2.6 DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS A PARTIR DE ALCALOIDES

Observar como diferentes comunidades ao redor do mundo utilizam plantas e
outros organismos instigou a busca por compreender as razdes por tras desse uso,
seja com fim alimenticio, religioso, terapéutico ou outros. Para isso, diversas
metodologias extrativas dessas matrizes organicas foram desenvolvidas, na tentativa
de explorar e explicar quimicamente o motivo de um determinado organismo ser
usado para determinada finalidade. Na area medicinal, essa investigagédo se converte
em novos farmacos, por vezes apresentando a mesma aplicacdo que a fonte natural.
Um exemplo é a Morfina, isolada em 1804 pelo farmacéutico Friedrich Sertlrner a
partir de Papaver somniferum e cujo uso do 6pio ja havia sido reportado desde a

civilizacdo suméria, proximo de 2100 a.C. Seus usos medicinais envolviam



40

principalmente o manejo da dor e indugao de sono, sendo atualmente utilizado como
analgésico (NORN, KRUSE e KRUSE, 2005; JURNA, 2003).

O trabalho de Sertlrner foi pioneiro no estudo dos alcaloides, abrindo portas
para diversas outras moléculas da classe serem isoladas, como a Quinina, Cafeina e
Atropina. A partir de 1826, a Morfina e outros alcaloides descobertos na época ja eram
isolados em maior escala pela primeira industria farmacéutica, a Engel
(posteriormente nomeada como Merck) (KAISER, 2008). Apesar da sua importancia
historica e industrial, os alcaloides propriamente ditos contam com 53 representantes
que estao atualmente no mercado, sendo 52 deles derivados de plantas ou fungos de
plantas (alcaloides do ergot) e a Trabectedina (Ecteinascidina 743), que representa o
primeiro alcaloide marinho aprovado e que € utilizado no tratamento de sarcoma de
tecidos-moles. Dos alcaloides encontrados em plantas, observa-se que 12 deles sao
inddlicos do tipo MIA, pertencendo majoritariamente as classes de alcaloides do ergot,
alcaloides da vinca e alcaloides da Rauwolfia (YANG, GUO e LIU, 2025; BANDAY et
al., 2024; HEINRICH, MAH, AMIRKIA, 2021).

O desenvolvimento de moléculas terapéuticas a partir de metabdlitos
secundarios muitas vezes nao envolve somente o isolamento de compostos
biologicamente ativos e que apresentam bons resultados clinicos. Grande parte dos
alcaloides ndo chegam aos ensaios clinicos, ficando seus resultados mantidos em
ambito académico. Para que haja novos candidatos a farmacos, faz-se necessario
ferramentas que gerem estruturas com perfis farmacolégicos e de seguranga mais
desejados, como por exemplo a sintese de analogos estruturais aos produtos naturais,
tanto por sintese total quanto por semi-sintese, onde é possivel explorar e melhorar
esses parametros (MAJHI e DAS, 2021). Segundo o levantamento realizado por
Newman e Cragg (2020), entre 1981 e 2019, cerca de 49,2% dos farmacos aprovados
pela agéncia estadunidense Food and Drug Administration (FDA) tinham alguma
relagdo com produtos naturais: 44,6% sendo derivados de produtos naturais
sintéticos/semi-sintéticos ou que sdo semelhantes a um produto natural (ou seu
farmacoéforo) e 3,8% dos farmacos sendo a molécula original (obtidos por sintese total
ou semi-sintese) (NEWMAN e CRAGG, 2020).

Apesar de nédo existirem farmacos baseados no nucleo beta-carbolinico, ou
ainda mesmo carbolinico, isso ndo os desclassifica como potenciais estruturas.

Devido a isso, diversos grupos de pesquisa estudam essas estruturas na area da
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semi-sintese ou sintese total, com criacdo de novos analogos das beta-carbolinas

simples que podem apresentar diferentes atividades farmacoldgicas.

2.7 TETRAHIDRO-BETA-CARBOLINAS E BETA-CARBOLINAS NO CONTEXTO
DA QUIMICA MEDICINAL

2.7.1 Reagao de Pictet-Spengler e estereoquimica

Para a obtencdo do nucleo das beta-carbolinas, muitas metodologias
caminham ao lado da biossintese desses alcaloides, utilizando a reacdo de Pictet-
Spengler como uma das etapas sintéticas. A reacdo descrita por Amé Pictet e
Theodore Spengler foi reportada inicialmente para a formacdo de
tetrahidroisoquinolinas a partir de feniletilamina, fenilalanina e tirosina com metilal em
solucdo de acido cloridrico concentrado, possibilitando a hipétese de condensacéao
com aldeidos encontrados nas plantas, como vanilina, anisaldeido, piperonal, entre
outros (PICTET e SPENGLER, 1911). Em 1928, Tatsui aplicou a reagao de Pictet-
Spengler para a triptamina e paraldeido em solug¢ao de acido sulfurico a 10%, gerando
Tetrahidroharmano e outros derivados de beta-carbolinas (TATSUI, 1928). Por fim,
Snyder discorre sobre a sintese de beta-carbolinas em 1948, com emprego de varios
aldeidos em solucédo de acido sulfurico e abordagem de alguns aspectos praticos
utilizados até hoje em trabalhos (SNYDER et al., 1948; FORMAGIO et al, 2008). Com
isso, a reagdo de Pictet-Spengler se tornou uma das principais vias sintéticas no
estudo das beta-carbolinas.

Apesar do mecanismo nao ter alta complexidade, um dos principais problemas
que surgem é a formacao de isbmeros das THBCs: para o caso da triptamina, os
isdbmeros R e S no carbono 1 e, para o caso do triptofano e outros aminoacidos, a
existéncia de dois centros quirais nos carbonos 1 e 3, gerando diastereoisdémeros.
Como apontado por Snyder, no caso das tetrahidro-beta-carbolinas derivadas de
triptofano onde representam somente intermediarios reacionais (como na sintese de
beta-carbolinas), o isolamento dos isbmeros ndo se faz necessario, visto que é um
processo de dificil execugédo (SNYDER et al., 1948). Entretanto, sob a 6tica da quimica
medicinal e a crescente importancia da classe das beta-carbolinas, a avaliacdo do
controle estereoquimico se faz necessario, bem como o desenvolvimento de trabalhos

na area da sintese assimétrica.
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Muitos estudos foram desenvolvidos acerca da estereoquimica e
caracterizagdo dos diastereoisdbmeros da reacao de Pictet-Spengler, sendo os
principais desenvolvidos nas décadas de 80 e 90 por Cook e Bailey a partir do L-
triptofano. Cook et al. (1991) observou a influéncia dos substituintes na raz&o cis/trans
de THBCs 1,2,3-trisubstituidas, com resultados demonstrando que quanto mais
volumosos sao o aldeido, o grupo ligado ao nitrogénio 2 e/ou o éster na posi¢ao 3,
mais favorecido € o isbmero 1,3-trans quando em solugdo com benzeno ou tolueno
sob refluxo (meio aprético ndo-acidico). Em casos onde o grupo no nitrogénio 2 é
muito grande (como o grupo difenilmetil), observou-se a ndo ocorréncia da reagao
quando aldeidos volumosos foram empregados. Ja algumas reacdes favoreceram
unicamente um dos diastereoisdmeros, podendo a metodologia ser considerada
estereoespecifica nesse tipo de sistema trissubstituido e meio reacional. Nao
obstante, o isémero 1,3-trans é considerado o produto termodinédmico (DENG,
CZERWINSKI e COOK, 1991). Um resultado semelhante foi obtido previamente por
Massiot e Mulamba na sintese de alcaloides do tipo heteroioimbina a partir de
triptofano 2,3-dissubstituido e éster de triptofano (carbono 3), porém em solugéo de
diclorometano e acido trifluoroacético (TFA) (MASSIOT e MULAMBA, 1983).

No mesmo trabalho de Cook, os autores discorrem sobre a existéncia de um
processo de epimerizagdo quando as misturas diastereoméricas de THBCs sao
submetidas a solucdo diclorometano e acido trifluoroacético em temperatura
ambiente, considerado um meio de controle cinético da reacado. Utilizando esse
procedimento, foi observado o aumento da propor¢cdo do isébmero 1,3-trans das
misturas obtidas (DENG, CZERWINSKI e COOK, 1991). A epimerizagao cis/trans foi
confirmada posteriomente, sendo essa conversdo irreversivel e que envolve a
clivagem da ligagéo entre o carbono 1 e o nitrogénio 2 (COX et al. 1997; HAN et al.,
2006). Com isso, confirmou-se que ha a formagao do isdmero 1,3-trans sob controle

termodinamico e também cinético.
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Figura 15: Epimerizagao por cisao entre as posi¢des 1 e 2 de THBCs.
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Fonte: Adaptado de Cox e Cook, 1995. Elaborado pelo autor.

Os trabalhos de Bailey et al., em contrapartida, avaliaram o controle cinético da
reacdo de Pictet-Spengler, onde o metil éster de L-triptofano foi ciclizado com
benzaldeido e outros aldeidos alifaticos em tolueno, benzeno e diclorometano, com
adicdo de TFA, e sob diferentes temperaturas. Observou-se que, em temperatura
ambiente ou abaixo disso, independentemente do solvente, a razdo cis/trans se
deslocava em direcdo a formacgao do produto 1,3-cis derivado de benzaldeido. Ainda,
quando comparada a metodologia de benzeno sob refluxo com a metodologia de
diclorometano e TFA em temperatura ambiente, a primeira favorecia a racemizagao
da mistura diastereomérica, enquanto a segunda favorecia a formac¢ao do produto 1,3-
cis, apesar de um rendimento inferior (BAILEY, HOLLINSHEAD e MCLAY, 1987).

Em estudos posteriores, Bailey apresentou uma discussdo com base nos
dados conformacionais dessas estruturas, justificando alguns resultados até entao.
Para THBCs 1,3-disubstituidas, os substituintes preferem a posi¢cao equatorial em
controle cinético, deslocando a razao cis/trans para o produto 1,3-cis. Ja no caso das
THBCs 1,2,3-trisubstituidas, o substituinte em 2 for¢ca a posicdo C1 a se manter axial,
além de haver um aumento das interagdes 1,3-diaxiais, levando ao aumento do
produto 1,3-trans em controle cinético e termodinamico (BAILEY et al. 1993). Em
2004, porém, o mesmo autor apresentou uma metodologia com mais de 95% de
estereoespecificidade para o isbmero 1,3-cis, onde foi utilizado o éster de alila do
triptofano em reagao com aldeidos aromaticos, somando uma série de 10 compostos
(ALBERCH et al., 2004). Varios trabalhos ja exploraram a sintese enantioseletiva e/ou
diastereoseletiva de THBCs (DALPOZZO, 2016; GLINSKY-OLIVIER e GUINCHARD,
2017; ASIF, LISA e QAIS, 2024).
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2.7.2 Métodos sintéticos para a obtencdao de THBCs e beta-carbolinas pela

reagao de Pictet-Spengler

A reacdo de Pictet-Spengler possui grande versatilidade em termos de
reagentes para gerar a ciclizagdo. De modo geral, a catalise da ciclizagdo pode ser
realizada de diversas formas, sendo a mais comum utilizando acidos de Bronsted,
como acido acético (FORMAGGIO et al., 2008), acido cloridrico (ZENG et al., 2010),
acido trifluoroacético (TFA) (KANG et al., 2025), acido sulfurico (SHENG et al., 2021)
e acido p-toluenosulfénico (p-TSA) (XU et al., 2019). Outros trabalhos apresentam o
emprego de complexos metalicos na catalise da reagdo, como ouro (GLINSKY-
OLIVIER et al., 2019), ruténio (NALIKEZHATHU, CHEREPAKHIN e WILLIAMS, 2020)
e manganés (SHAO et al., 2023). A reagdo em meio basico ou neutro também ja foi
reportada na literatura (LIPPKE et al., 1983; DE LA FIGUERA et al., 2006; WU et al.,
2024).

Figura 16: Exemplos de catélise acida da reagao de Pictet-Spengler.
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Legenda: Reacdes reportadas na literatura entre L-triptofano e aldeidos aromaticos ou alifaticos.
AcOH: acido acético; HCI: acido cloridrico; MeOH: metanol; H2SO4: acido sulfurico; t.a.: temperatura
ambiente; DCM: diclorometano; R: grupo proveniente do composto carbonilico utilizado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar da reagao com aldeidos simples ser a mais comum, outros compostos
dicarbonilicos também podem ser ciclizados com o nucleo indélico. O acido glioxilico
ja foi empregado na sintese total da Hirtiosulawesina e de outras beta-carbolinas
naturais por Szabdé em 2019 (SZABO et al, 2019). J& Battini e colegas (2014)
exploraram o uso de 2-oxoaldeidos como substrato para a sintese de outras beta-

carbolinas marinhas, como as Marinacarbolinas A e B (BATTINI et al., 2014).
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Figura 17: Ciclizagao de acido glioxilico com triptamina dissubstituida.

Ry
Ry
R, NH, o ~, Setapas Rz
A\ + — \ N —
N HO" N Eoackzo R { —
R; H o t.a., 24h H OH
. H0 o Pitiriacitrina: Ry, Rz, R3, R4=H

Hirtiosulawesina: Ry, R3 =OH; Ry, Rgy=H
Trigonostemina A: Ry, R;, R4 =H; R; = OMe
Trigonostemina B: Ry, R3 = H; Ry, Ry = OMe

Legenda: EtOAc: acetato de etila; t.a.: temperatura ambiente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nao somente grupos carbonilicos sao descritos como substratos, mas também
nitrilas quando submetidas a catalise por Pd/C em atmosfera de hidrogénio, conhecida
também por ciclizagdo redutiva de Pictet-Spengler. Pakhare e Kusurkar (2015)
reportaram a sintese de THBCs a partir de diferentes nitrilas aromaticas e também
dos alcaloides tetraciclicos Cantina e Harmicina por essa metodologia (DIKER et al.,
1997; PAKHARE e KUSURKAR, 2015).

Figura 18: Ciclizagdo de nitrilas aromaticas com triptamina.

NH, 10% Pd/C, H, \ = \
\ + NC-R > 4
N
H AcOH H R
t.a., 24-40h

Legenda: Pd/C: paladio adsorvido em carvao ativado; AcOH: acido acético; t.a.: temperatura
ambiente. R: aril.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ja Wang (2018), reportou a sintese de uma série de beta-carbolinas a partir de
triptofano e aminoacidos aromaticos e alifaticos sintéticos em um protocolo “one-pot”,
porém com rendimentos abaixo de 56%. Dessa forma, a ciclizacdo e a oxidacao
ocorrem simultaneamente, reduzindo a necessidade de etapas de tratamento da
reagao e purificagédo dos intermediarios (WANG et al, 2018). Outros trabalhos também
exploraram metodologias “one-pot” para a sintese de beta-carbolinas (LESMA et al.,
2012; BATTINI et al., 2014; KAMAL et al., 2015).
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Figura 19: Ciclizagdo de aminoacidos com derivados de triptofano.
o]

OH . ?1
I A =
Rix NH, Ho’lH/NHz 2, _ 7\ N
| \ R TFA N
Z~N 3 DMSO R, No
R, 120 °C, 24h

Legenda: I2: iodo molecular; TFA: acido trifluoroacético; DMSO: dimetilsulfoxido. R1: hidroxila,
metoxila ou cloro; Rz: H, benzil ou BOC (di-tert-butil dicarbonato); Rs: aril ou alquil.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ainda, metodologias por irradiagdo de microondas também sio aplicadas,
como reportado por Gellis et al., 2012, na sintese de tetrahidro-beta-carbolinas com
atividades antiprotozoarios. Para isso, uma mistura de triptamina, aldeidos aromaticos
e acido acético foi adsorvida em silica gel e submetida a irradiagcéo por 1 hora, gerando
as THBCs em rendimentos de 70 a 95% (GELLIS et al., 2012).

Figura 20: Ciclizagdo mediada por microondas.

NH, \ _NH
\ + H
N .HCI /4 \
H --.\R

Legenda: AcOH: &cido acético; SiO2: dioxido de silicio; MW: microondas. R: aril.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As beta-carbolinas geralmente sao obtidas apés oxidacdo das THBCs ou por
metodologias “one-pot”. Muitas formas de oxidagao sao encontradas na literatura para
isso, incluindo: enxofre (FORMAGIO et al., 2008), permanganato de potassio (LIANG
et al., 2024), iodo/dimetilsulféxido (GAIKWAD et al., 2019), paladio em carvao ativado
(EAGON e ANDERSON, 2014), 6xido de manganés (YIN et al., 2010), entre outros.
Uma das principais preocupagdes a respeito da oxidacdo de THBCs é a
descarboxilagdo na posi¢cao 3 do anel C quando triptofano é utilizado como material
de partida, sendo necessario metodologias mais brandas para tal, como a proposta

por Gaikwad et al. (2019) utilizando iodo e dimetilsulféxido.
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Figura 21: Exemplos de oxidagcdo de THBCs.

1 MnO
Enxofi 2 2
2 )l(}r:n;e DMSO Benzeno 0
OH  Refluxo 80°C Refluxo OH
’ S

\ NH KMnO,4 Pd/C \ _N
N DMF Li,CO, N
H R ta. EtOH H R

150 °C/MW
THBC p-carbolina

Legenda: Reacdes reportadas na literatura para oxidagao de THBCs. KMnOa4: permanganato de
potassio; DMF: N,N-dimetilformamida; t.a.: temperatura ambiente; I2: iodo molecular; DMSO:
dimetilsulféxido; Pd/C: paladio adsorvido em carvao ativado; Li2COs: carbonato de litio; EtOH: etanol;
MnOz2: éxido de manganés. R: grupo proveniente do composto carbonilico utilizado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.7.3 Métodos sintéticos para a obtencao de THBCs e beta-carbolinas por outros

mecanismos

Outra estratégia na sintese dessas estruturas é por meio da reag¢ao de Bischler-
Napieralski, descrita pela primeira vez em 1893, na qual se sintetizou uma amida a
partir de feniletilamina, seguida da ciclizacao utilizando pentéxido de fésforo ou cloreto
de zinco. Ao final da reagao, obtém-se uma dihidro-beta-carbolina, a qual pode ser
reduzida em uma THBC ou oxidada em uma beta-carbolina. Metodologias atuais
também relatam o emprego de oxicloreto de fosforo (LIEW et al., 2014), anidrido
trifluorometanosulfonico (MOVASSAGHI e HILL, 2008) e trifosgénio (ROGGERO,
GIULIETTI e MULCAHY, 2014) como dessecantes em solventes como diclorometano,
tolueno e acetato de etila sob aquecimento. Entretanto, muitos grupos funcionais n&o

suportam essa abordagem, limitando seu uso.

Figura 22: Reacédo de Bischler-Napieralski utilizada por Liew et al.

Ph
o ——
NHz o N\ POCI NH'  pp N
\ HO™ "Ph A H‘&O OCl; \/ Q A\ 1
N PyBOP Tolueno N Ph THF N Ph
H N H H

120°C N,
30 min ta., 15 min
Legenda: POCIs: oxicloreto de fésforo; DDQ: 2,3-dicloro-5,6-dicianobenzoquinona; THF:
tetrahidrofurano; t.a.: temperatura ambiente; Ph: fenil.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Diversas ciclizacdes sao relatadas na formacao de beta-carbolinas, sendo uma
delas as reacbes de anelacao desidrogenativa direta (DDA) catalisadas por paladio.
Nessas reagdes, iminas inddlicas reagem com alcinos internos simétricos ou
assimétricos, gerando substituigcdes nas posicoes 3 e 4 do anel C das beta-carbolinas,

sem passar pela formagao de THBCs (ZHANG e LAROCK, 2001; DING, SHI e JIAO,
2010).

Figura 23: Sintese de beta-carbolinas por meio de DDA.

Pd(OAc), (10% mol) R4
N—t-Bu 2 Rz
A\ /, — NaHCO;~, —
+ R1 — Rz > \ N

N\ R4 TBAB v/

0, (1 atm) 'il

80 °C
DMF (4A MS)

Legenda: Pd(OAc)2: acetato de paladio (Il); NaHCOs: bicarbonato de sédio; TBAB: brometo de
tetrabutilaménio; DMF: N,N-dimetilformamida; MS: peneira molecular. R1: aril, alquil ou éster; Rz: aril,
alquil, éster ou ciclopropil.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ciclizagdes intramoleculares também sao possiveis, como observado por Li et
al. (2017), onde um anel inddlico 2-substituido com um alcino interno ligado & um
nitrogénio (do inglés, ynamide) é ciclizado por um mecanismo 6-endo-dig via catalise
com cobre. Isso permite a funcionalizagao nas posicoes 1, 3 e 4 do anel C em altos

rendimentos (LI et al., 2017).

Figura 24: Sintese de beta-carbolinas descrita por Li et al.

R,

\\ Cu(OTf); (10% mol)

DCE, 50 °C, 10 min

N
| Si0,, Et;N, t.a., 2h

Legenda: Cu(OTf)2: trifluorometanosulfonato de cobre (l1); DCE: 1,2-dicloroetano; SiO2: didxido de
silicio; EtsN: trietilamina; t.a.: temperatura ambiente. R1: H ou metil; Rz: aril ou alquil; Rs: metil, benzil
ou alil; R4: metil, cloro ou bromo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Por fim, outra abordagem € a construgcao do anel inddlico a partir de diferentes
materiais de partida. Uma das formas encontradas por Hung et al. (2019) é via
acoplamento de Suzuki-Miyaura catalisado por paladio entre 3,4-dibromopiridina e
acido o-bromofenilbordnico, seguido por acoplamento de Buchwald-Hartwig com
arilaminas para a formagdo de um anel pirrélico substituido. Os produtos
apresentaram rendimentos entre 60 e 95%, com possibilidade de funcionalizagao
ampla nos dois anéis, além do uso de anéis aromaticos dissubstituidos para a

formacao de dimeros de beta-carbolinas (HUNG et al., 2019).

Figura 25: Sintese de beta-carbolinas descrita por Hung et al.

R-NH,
Br Br s Br dppf \ _N
I -~ + —- Br — N
. K,CO3, KOH z NaOtBu \
N THF < Tolueno R
Refluxo, 24h N 8 ou 14h, 110 °C

Legenda: Pd(PPhs)a: tetraqui(trifenilfosfina)paladio (0); K2COs: carbonato de potassio; KOH: hidroxido
de potassio; THF: tetrahidrofurano; Pdz(dba)s: tris(dibenzilidenoacetona)dipaladio (0); dppf: 1,1-
bis(difenilfosfino)ferroceno; NaOtBu: tert-butdxido de sddio. R: grupos aril ou benzil substituidos,

feniletil ou ciclopentil.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em termos de aplicabilidade, metodologias mais simples mas que fornecam as
estruturas a serem estudadas possuem maior interesse académico e industrial, com
insumos mais acessiveis € minimamente toxicos e procedimentos bem definidos na

literatura.

2.7.4 Atividades bioldgicas de THBCs e beta-carbolinas sintéticas

Para as tetrahidro-beta-carbolinas e beta-carbolinas sintéticas, diversas
atividades séo reportadas na literatura, como antiparasitaria (Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, Leishmania donovani, Leishmania infantum, Plasmodium
falciparum e Toxoplasma gondii) (VALDEZ et al., 2009; WALTON et al., 2009; GOHIL
et al.,, 2012; MANDA et al., 2014; PENTA et al., 2016; HANEY et al., 2025), anti-
helmintica (CHEN et al., 2023), antibacteriana (SONG et al., 2024), antitumoral (SHI
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et al., 2013), antifungico (BUABAN et al., 2021), antiviral (FORMAGIO et al., 2009),
inibidor de acetilcolinesterase (ARSHAD et al., 2020), inibidor de monoamina oxidase
(RENIERS et al., 2011), entre outras.

Apesar da principal diferenca do nucleo das beta-carbolinas se constituir no
grau de oxidacao do anel C, ndo ha uma linearidade da atividade em relagdo a essa
caracteristica. Estudos com os alcaloides do tipo harmala mostraram uma maior
capacidade de intercalagdo com o DNA para o Harmano (beta-carbolina) que a
Harmalina (dihidro-beta-carbolina), visto que o primeiro apresenta uma planaridade
maior que o segundo (DUPORTAIL e LAMI, 1975).

Nesse sentido, diversos estudos envolvendo a citotoxicidade dessas moléculas
e de analogos estruturais se iniciaram, como por exemplo os trabalhos de Cao e
colegas. Em 2004, Cao reportou a sintese e atividade de 4 séries de compostos
substituidos no nitrogénio 9: derivados de Harmina, Norharmano, ésteres de
Norharmano (posi¢cao 3) e acidos de Norharmano (posi¢cdo 3). Neste trabalho, a
maioria dos compostos gerados teve maior citotoxicidade que o seu respectivo nucleo
(com o nitrogénio 9 sem substituinte) em todas as linhagens testadas. De maneira
geral, os derivados de Harmina apresentaram melhores valores de ICso, enquanto os
derivados de ésteres mostraram tendéncia de maior atividade quanto menor for a
cadeia (butil < etil < metil). Para todas as séries, o tamanho da cadeia na posigao 9
nao mostrou uma clara diferenciagdo na atividade. Além disso, a presenga de um
substituinte em 3 (éster ou carboxila) reduziu a neurotoxicidade dos compostos. O
derivado do acido com um n-butil na posigdo 9 foi o mais ativo, com menor

neurotoxicidade e melhores resultados in vivo (CAO et al., 2004).

Figura 26: Beta-carbolinas sintetizadas por Cao et al, 2004.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para os derivados de Harmina mais ativos, Cao (2005) explorou os potenciais
mecanismos por tras dos resultados. Alguns deles apresentaram forte estabilizagao
da dupla hélice de DNA, inibindo a sua replicacao, além de apresentarem inibicao da
topoisomerase | (CAO et al.,, 2005). J& em 2006, seu grupo apresentou novos
mecanismos citotdxicos aplicados a terapia fotodinadmica, além de iniciar seu trabalho
com as beta-carbolinas diméricas. Nesse estudo, as beta-carbolinas diméricas
apresentaram menor estabilizagdo da dupla hélice, porém com clivagem de DNA
induzida por luz mais intensa que as monomeéricas, bem como citotoxicidade e foto-
citotoxicidade maiores (GUAN et al., 2006).

Com base nesses resultados e no uso de intercaladores bifuncionais como
estratégia antitumoral (GAUGAIN et al., 1978), o grupo sintetizou beta-carbolinas
bivalentes (diméricas) inéditas, conectadas por linkers de 3 a 10 unidade metilénicas
na posi¢cao 9 e avaliou suas atividades in vitro e in vivo. Os melhores resultados foram
obtidos com linkers contendo 4 a 6 metilenos, onde 4 compostos apresentaram [Cso
menor que 20 uM para pelo menos 4 das 5 linhagens testadas (SHI et al., 2013). A
partir disso, varios trabalhos foram desenvolvidos na area, com variagdes do tipo de
linker, substituicbes nos anéis e possibilidade de formagao de heterodimeros, além de
novos mecanismos antitumorais serem observados, como a inibigdo da angiogénese
(GUO et al., 2006; CHEN et al., 2019).

Figura 27: Beta-carbolinas diméricas sintetizadas por Shi e colegas, 2013.

R4: H, CH;, CH(CH3),, 3-tiofeno, 2-Cl-5-nitrofenil,
2-Cl-fenil, 2-piridina, 3,4,5-trimetoxifenil
R;: H, COOC;H;
n=3-10 Re: H, Br
R;: H, OMe, OC, Hoy, OCH(CH3),
Rs: H, Br

18c: R{=H;R3=H;Rg=H; R;=H; Rg=H; n=6;

21b: R1=CH3;R3=H; Rg=H; R;=H; Rg=H; n=4;
25a: Ry = CH;3; R; = H; Rg = H; R; = OC4Hg; Rg = H; n = 4;
31b: Ry = 2-piridina; R3=H; Rg=H; R;=H; Rg=H; n=6

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na linha de atividades antiparasitarias, os efeitos contra Trypanosoma cruzi séo
bem documentadas pelo grupo de Sarragiotto. Em um dos trabalhos iniciais de 2009,
uma série de THBCs 1,3-dissubstituidas foram sintetizadas e avaliadas pela sua
atividade anti-T. cruzi, sendo observado que o ICso dessas estruturas foram maiores
que 14,9 uyM para a forma epimastigota. A substituicio com os grupos 4-
dimetilaminofenil na posig¢ao 1 e n-butilamida na posi¢ao 3 forneceu a melhor atividade
(ICs0 = 14,9 uM), além de baixa citotoxicidade (462 pM) e hemolise (2,2% na ICso0) e
efeitos dose-dependente nas formas tripomastigota e amastigota (VALDEZ, et al.,
2009).

Figura 28: THBCs sintetizadas por Valdez e colegas, 2009.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Posteriormente, uma série com substituintes semelhantes foi avaliada, porém
nao mais na forma de THBC, mas sim na forma de beta-carbolinas, visto relatos de
que a forma totalmente oxidada poderia apresentar efeitos mais intensos contra T.
cruzi (RIVAS et al., 1999). Nao obstante, os resultados foram promissores, com a
maioria dos valores de ICso para a forma epimastigota abaixo de 19,2 uM. Dois
compostos se destacaram, com os substituintes 4-metoxifenil (3,22 uM) e 2-clorofenil
(5,20 uM) em 1 e n-butilcarboxamida na posigéo 3 para ambos, tendo a aromatizagao
do anel C um papel importante para o primeiro em comparag¢ao a sua forma de THBC
(79,6 uM). O composto observado no estudo anterior (4-dimetilfenil em 1) nao
apresentou um acréscimo na sua atividade, com ICso de 19,2 yM. Outros 3 derivados
também tiveram sua atividade potencializada, sendo eles fenil, 4-hidroxifenil e 3-

nitrofenil, com n-butilcarboxamida em 3. Os mesmos compostos foram testados para



53

Leishmania amazonensis, tendo maiores atividades os derivados 4-metoxifenil (0,25
MM) e 2-clorofenil (2,45 uM) (VALDEZ et al., 2009; TONIN et al., 2010).

Figura 29: Beta-carbolinas sintetizadas por Tonin et al., 2010.

=R,
R;: H, 4-OMe, 4-OH, 2-Cl, 4-N(CHg),,
3-NO,, 4-NO,, 3-OMe/4-OH

R;: N-butilamina, pirrolidina, \_ )
piperidina, benzilamina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Investigagdes com a THBC substituida com 4-dimetilaminofenil e n-butilamida
mostraram efeitos sinergisticos com benznidazol in vivo, um dos farmacos utilizado
no tratamento da Doenca de Chagas, chegando a uma redugao de quase 99% da
parasitemia quando administrados juntos e taxa de sobrevivéncia dos animais de
100%, com reducao das alteragbes morfoldgicas e histoldgicas cardiacas (VALDEZ et
al., 2012). O principal mecanismo pelo qual essa molécula atua aparenta ser por meio
de disfuncdo mitocondrial no parasita, tendo sido evidenciado o efeito em T. cruzi
(VOLPATO et al., 2015) e em L. amazonensis (VOLPATO et al., 2013).

Em 2018, outro trabalho do grupo com hibridos de beta-carbolinas e 1,3,5-
triazinas contra L. amazonensis foi apresentado, com o nucleo das beta-carbolinas
substituido em 1 pelos anéis que apresentaram maior atividade no trabalho anterior e
em 3 por um linker nitrogenado (0, 2 ou 6 metilenos) ligado a uma 1,3,5-triazina
dissubstituida com cloro ou grupos nitrogenados. O composto mais promissor
encontrado foi o apresentado na figura abaixo, com o grupo 4-metoxifenil em 1, um
linker de 2 metilenos e a triazina substituida com isopropilamina (ICs0 = 1,2 uM para
os amastigotas e 6,2 uM para os promastigotas; CCso = 145,7 uM). O possivel
mecanismo para isso envolve alteragbes no ciclo celular e acumulo de vesiculas

lipidicas por estresse celular ou disfungdo mitocondrial (BAREA et al., 2018).
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Figura 30: Beta-carbolinas sintetizadas por Baréa e colegas, 2018.

R4: H, 4-OMe, 4-F, 2-Cl, 3-NO,
R,: Cl, NHNH,, ciclohexilamina, benzilamina, \_ O J

N-metilpiperazina, morfolina, isopropilamina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro exemplo de atividade é contra o Plasmodium falciparum. Jaromin e
colegas (2021) sintetizaram 13 tetrahidro-beta-carbolinas a partir de uma mistura
racémica de triptofano e aldeidos alifaticos ou aromaticos, com posterior formacao de
uma amida na posigdo 3 com alcanos volumosos, gerando derivados em misturas
(enantioméricas ou diastereoméricas) ou diastereoisdbmeros puros. Os produtos foram
testados em cepas resistentes (W2) e sensiveis (D10) a cloroquina, com faixa média
de ICso de 4,0 a 35,36 uM, onde o composto com uma cadeia de oito carbonos em 1
e 3,3-dimetilbutilcarboxamida em 3 teve melhor desempenho, com ICs0 de 4,45 uM
(W2) e 4,00 uM (D10), citotoxicidade de 157,18 uM em células endoteliais e hemdlise
menor que 5% (JAROMIN et al., 2021).

Figura 31: THBCs sintetizadas por Jaromin et al., 2021.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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E relatado, ainda, efeitos no virus da imunodeficiéncia humana do tipo 2 (HIV-
2) para beta-carbolinas substituidas com aril-piperazinas na posigao 3. Foi observado
que grupos doadores de elétrons em 2 ou 4 ou fluor na posi¢céo 4 da aril-piperazina
potencializam a atividade dos derivados, com o melhor candidato sendo o derivado
com a substituicdo do fluor em 4 (ECs0 = 2,6 uM; CCso > 189 uM) (PENTA et al.,
20152).

Figura 32: Beta-carbolinas contra HIV-2 sintetizadas por Penta et al., 2015.

R1: C5H5, 4-Me-CsH4, 2-MG-CGH4, 4-0M9-C6H4,
3-0M8-CGH4, 2-0Me-CsH4, 4-C|-CGH4,
3-C1-CgHj, 2-CI-CgHy, 4-NO,-CgHy, 4-F-CgHa,
2-F-CgH4, CH,CgHy, 4-piridina, 2-piridina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Estudos de relagdo estrutura—atividade sao fundamentais para o
desenvolvimento de novas moléculas, especialmente quando aplicados a organismos
de relevancia clinica, como os previamente mencionados. Outros microrganismos
importantes no contexto atual incluem Mycobacterium tuberculosis e Acanthamoeba
castellanii, para os quais derivados de beta-carbolinas podem ser investigados como

potenciais candidatos no controle das doencgas causadas por eles.

2.8 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Isolado pela primeira vez em 1882 por Robert Koch (GRANGE e BISHOP,
1982), 0 agente causador da tuberculose (TB), Mycobacterium tuberculosis (ou bacilo
de Koch), é classicamente distinguido das demais bactérias pela presenga de acidos
micdlicos em sua parede celular, os quais estdo covalentemente ligados a uma
camada de arabinogalactanas e peptidoglicanas. Essas particularidades estruturais e

a presenga de uma camada externa rica em lipideos, glicolipideos e polissacarideos,



56

reduzem a permeabilidade de muitas moléculas, incluindo farmacos (KALSCHEUER
et al., 2019).

O desenvolvimento da TB, assim como de outras doengas pulmonares, inicia-
se com a inalagdo de M. tuberculosis aerossolizado e seu direcionamento aos
alvéolos, onde adentra o tecido intersticial pulmonar e é fagocitado por macréfagos. A
partir disso, caso o sistema imune n&o resolva a infec¢do, ha o desenvolvimento de
granulomas no local e até mesmo a disseminagéo da bactéria via sistema linfatico na
forma de TB extrapulmonar. Os granulomas formados abrigam as bactérias no seu
interior, dando carater latente a infecgao, sendo imunologicamente controlada. Em
casos onde os granulomas cedem, como durante a evolugao em tecido necrético ou
caseoso, as bactérias se disseminam no tecido e se tornam detectaveis. Nesse
momento, o individuo se mantém assintomatico ou com poucos sintomas em um
quadro subclinico, porém com baixa transmissibilidade. No prolongamento dessa
infeccao, agora considerada ativa, a TB gera sinais e sintomas respiratérios classicos,
com alta transmissibilidade. O ciclo se renova com a transmiss&o para individuos com
ou sem historico prévio de contato com a bactéria (WARNER et al., 2025).

A tuberculose é uma das doengas infecciosas mais letais da atualidade, ao lado
da COVID-19, causada pelo virus da sindrome respiratéria aguda grave 2 (SARS-
CoV-2), com uma estimativa mundial de 1,23 milhdo de mortes em 2024,
correspondente a uma letalidade de 11,5% entre os casos notificados. Apesar dos
esforgos atuais da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) em erradicar a doenga até
2035 (WHO, 2015), algumas regides ainda possuem dificuldade nesse controle, como
as Américas, onde a incidéncia se mantém proxima de 30 casos a cada 100.000
pessoas desde 2010. O maior numero de pessoas com a doenga se concentra na
regido do mediterraneo oriental, pacifico ocidental e sudeste asiatico, com incidéncias
entre 100 e 200 casos a cada 100.000 pessoas em 2024. Ainda, estima-se que cerca
de 10,7 milhdes de pessoas desenvolveram tuberculose em 2024 (WHO, 2025).

Atualmente, a terapéutica é estruturada em duas etapas distintas: a fase
intensiva (ou de ataque), cujo objetivo € promover a rapida redugéo da carga bacilar,
incluindo subpopulagées bacilares com perfis de resisténcia a farmacos, e a fase de
manutengao (ou continuagao), destinada a eliminagao gradual de bacilos persistentes
e a prevengao de recidivas. Em adultos e adolescentes (acima de 10 anos), o
Ministério da Saude do Brasil e a OMS preconizam um esquema terapéutico padrao

com duracéo total de seis meses, no qual, durante os dois primeiros meses da fase
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de ataque, sdo administrados de forma combinada os farmacos rifampicina (R),
isoniazida (H), pirazinamida (Z) e etambutol (E) (esquema RHZE). Na sequéncia, ao
longo dos quatro meses correspondentes a fase de manutencgéo, o tratamento é
mantido com rifampicina e isoniazida (esquema RH). Para criangas (menores de 10
anos), a fase intensiva é reduzida a um esquema triplo, sem a administracdo de
etambutol (Brasil, 2019; PAHO e OMS, 2024).

Como estratégia complementar no combate a TB, € utilizada a vacina BCG
(bacilo de Calmette e Guérin) ha mais de um século, com administragdo
preferencialmente ao nascimento (WHO, 2018). A vacina protege contra as formas
graves extrapulmonares da doenca, porém com eficacia variavel (COLDITZ et al.,
1994; CHO et al., 2021; MARTINEZ et al., 2022). Em 2011 foi reportado que 157
paises possuiam um programa universal de vacinagdo com a BCG, além de 33 paises
que alteraram sua politica de vacinagdo nos ultimos 20 anos anteriores ao
levantamento. A principal mudanga € em relagao a revacinacéo, para a qual nao ha
evidéncias que sustentem sua eficacia e necessidade. No Brasil, a politica de
revacinacao foi alterada em 2006, sendo preconizado o esquema de dose Unica
administrada ao nascimento (ZWERLING et al., 2011; ROSSI et al., 2025).

A tuberculose continua como um desafio global, ndo somente pelas elevadas
taxas de infeccdo, mas também em funcdo das limitagdes e desvantagens dos
tratamentos atuais. O tratamento de primeira linha (esquema RHZE-RH), com
destaque a isoniazida, causa reacdes adversas importantes como hepatotoxicidade e
neuropatia periférica. Outro fator que impacta o tratamento é o avancgo de cepas de
M. tuberculosis resistentes a multiplas drogas (TB-MDR), para as quais farmacos de
segunda linha sdo necessarios, como linezolida, clofazimina, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos, os quais sdo reconhecidos por sua alta toxicidade (PRASAD,
SINGH e GUPTA, 2021). Essas reagdes adversas levam a um controle inadequado
da doenga e baixa adesao dos pacientes aos esquemas terapéuticos (RIBEIRO et al.,
2023).

Dentre os esforcos na descoberta de novas moléculas para o tratamento da
TB, foi observado que MIAs, como a Estrictosidina, possuem atividade contra M.
tuberculosis, bem como a classe das Manzaminas (beta-carbolinas) (RAO et al., 2006;
DE CARVALHO JUNIOR et al., 2019). Alguns trabalhos avaliaram derivados sintéticos
de beta-carbolinas in vitro contra a bactéria, como o desenvolvido por Penta et al.

(2015) com arilpiperazinas substituidas na posicdo 3. Dos 16 analogos, 11
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apresentaram concentragao inibitéria minima (CIM) abaixo de 6,25 uM, em que a
estrutura mais promissora possuia um anel 2,3-diclorofenil substituido na piperazina
(CIM = 2,9 uM) (PENTA et al., 2015°).

Figura 33: Beta-carbolinas contra M. tuberculosis sintetizadas por Penta et al., 2015.

R4: CGHS! CHchH5, 4-Me-CsH4, 2-Me-CsH4,
4-OMe-C¢H,, 3-OMe-C¢H,, 2-OMe-C¢Hy, 4-C1-C4H,,
3-Cl-CgH,, 2-CI-CgH,, 4-NO,-CgH,, 4-F-CgH,, - ~
2-F-CgHg4, 2,3-di-Cl-C¢Hs, 4-piridina, 2-piridina

Fonte: Elaborado pelo autor.

29 ACANTHAMOEBA CASTELLANII

Uma das amebas de vida livre de importancia clinica € a Acanthamoeba
castellanii, responsavel, juntamente com outras espécies do género Acanthamoeba,
pelo desenvolvimento de ceratite amebiana (CA) e encefalite amebiana
granulomatosa (EAG). O género Acanthamoeba compreende 23 gendétipos
conhecidos (T1 - T23), sendo que o gendtipo T4 € o mais frequentemente isolado em
amostras ambientais e também associado a infecgcdes humanas (GONCALVES,
FERREIRA e GUIMARAES, 2019; PUTAPORNTIP et al., 2021). Essas amebas s&o
encontradas em solo, corpos d’agua naturais ou artificiais, agua tratada, produtos
oftalmicos e lentes de contato (FRITSCHE et al., 1993; THOMAS e ASHBOLT, 2010).

A doenca mais comum causada por Acanthamoeba castellanii e demais
amebas do gendtipo T4 é a ceratite amebiana, acometendo individuos geralmente
imunocompetentes em um processo gradual de destruigdo da cornea. O trofozoito da
ameba, ou seja, sua forma ativa, adere a superficie da cérnea e expressa enzimas
capazes de destruir o epitélio local. A formacao de lesdes permite a entrada da ameba
no estroma corneano, onde ela degrada as células do tecido estromal levando a
inflamacao e, em casos mais avancados, necrose. Os principais fatores de risco para
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a infecgao sao traumas oculares e o mal uso de lentes de contato (BAO et al., 2024).
A primeira linha de tratamento para a CA é o uso tdpico de biguanidas, como a
clorexidina, principalmente em casos de diagndstico precoce, sendo associada a bons
progndsticos. E estimada uma incidéncia global de 2.9 casos a cada 1 milhdo de
individuos, com mais de 23 mil casos relatados na literatura (ZHANG et al., 2023).

Ja em individuos imunocomprometidos, a EAG representa uma condi¢cao de
alta gravidade clinica. A entrada do trofozoito se da por meio da inalagdo ou por meio
de traumas cutaneos, de forma a permitir destruicdo do epitélio local e entrada na
corrente sanguinea. Com isso, o trofozoito se dirige ao sistema nervoso central, visto
o tropismo que esse organismo possui para o tecido nervoso, onde ele é capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica e adentrar o encéfalo. Nesse contexto, a
resposta imune do hospedeiro causa um processo inflamatério local que pode levar a
formacdo de granulomas encefalicos, com desfechos clinicos geralmente
desfavoraveis (SARINK et al., 2022).

Apesar de esforcos serem feitos na area, poucos estudos investigam a
atividade de alcaloides no controle de Acanthamoeba spp. Dentre eles, destaca-se
um estudo referente ao indolocarbazol Estaurosporina, isolada de Streptomyces
sanyensis, e avaliada frente a trofozoitos de A. castellanii, no qual foram observados
valores de ICs0 de 0,26 pug/mL e ICoo de 1,27 ug/mL (CARTUCHE et al., 2019). Até o
momento ndao ha relatos de beta-carbolinas e THBCs contra esse tipo de
microorganismo, tornando-se relevante explorar novos nucleos de modo a ampliar
futuros estudos de quimica medicinal.

Nesse contexto, o presente trabalho propde a avaliagdo do nucleo beta-
carbolinico frente a Mycobacterium tuberculosis e Acanthamoeba castellanii (genotipo
T4) por meio de tetrahidro-beta-carbolinas e beta-carbolinas simples sintetizadas via

reacao de Pictet-Spengler, com foco em posterior otimizagao da atividade bioldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a sintese de tetrahidro-beta-carbolinas e beta-carbolinas e avaliar os

seus efeitos em Mycobacterium tuberculosis e Acanthamoeba castellanii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar e isolar uma série de derivados de tetrahidro-beta-carbolinas e beta-
carbolinas;

Caracterizar as moléculas sintetizadas por meio de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de absorcdo nas regides do
infravermelho e do ultravioleta e ponto de fusao;

Avaliar e discutir os efeitos bioldgicos dos derivados em Mycobacterium
tuberculosis;

Avaliar e discutir os efeitos biolégicos dos derivados em Acanthamoeba

castellanii.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E MATERIAIS

Todos os solventes organicos utilizados passaram por destilagado previamente
ao seu uso, sendo adquiridos dos fornecedores Quimidrol e Rauter Quimica. Os
reagentes L-triptofano P.A e dimetilsulfoxido P.A foram adquiridos do laboratério
Synth, enquanto o iodo molecular P.A, acido acético glacial P.A e acido cloridrico P.A
foram obtidos do laboratério Dindmica. Os aldeidos e cromatoplacas foram adquiridos
por meio da Sigma-Aldrich. Para as analises de caracterizagcédo e ensaios bioldgicos,
0s materiais e reagentes ficaram, em sua maioria, sob responsabilidade dos

laboratérios parceiros que os realizaram.

42 SINTESE

A rota sintética consistiu em duas etapas, conforme proposto por Gaikwad et
al, 2019, e apresentado na Figura 34. Inicialmente, o L-triptofano foi condensado com
uma série de aldeidos aromaticos via mecanismo de Pictet-Spengler gerando
tetrahidro-beta-carbolinas (1a-k). Em seguida, as moléculas foram convertidas a beta-
carbolinas carboxiladas (2a-c, 2g-k) e descarboxiladas (3a-b, 3g, 3i-k) em um
ambiente oxidativo contendo iodo, dimetilsulféxido e acido cloridrico. Todas as
reagcdes foram acompanhadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em
placas de silica de fase normal (60 A, F254) suportadas em aluminio. A revelacéo das
placas cromatograficas se deu por visualizagdo em camara de absorgéo na regido do

UV (365 e 254 nm), vanilina sulfarica, vapor de iodo e/ou reagente de Dragendorff.
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Figura 34: Etapas sintéticas para a obtengao das THBCs e beta-carbolinas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.1Sintese de tetrahidro-beta-carbolinas

Em um baldo de 50 mL (trés bocas), foi adicionado 1,0 eq. de L-triptofano (1,0
g, 4,89 mmol) e entdo 1,2 eq. de aldeido (5,76 mmol). O balédo foi acondicionado em
um agitador magnético previamente aquecido a 90 °C em banho de areia, sendo
adicionado 2,0 - 3,0 mL de acido acético glacial na mistura reacional. Para o
acompanhamento por CCD, a fase movel consistiu em uma mistura de diclorometano
e metanol em uma propor¢ao média de 12,5% de metanol. Ap6és o consumo total do
aminoacido, o material é precipitado com agua deionizada gelada e o pH ajustado
entre 5,0 e 6,0 com hidréxido de amoénio concentrado. A mistura € mantida em
geladeira por cerca de 1 hora e entéo filtrada e lavada sob vacuo com agua gelada.
Para a purificagado dos precipitados, foi realizada cromatografia em coluna com silica
gel de fase normal (70-230 mesh) e fase mével sendo diclorometano:metanol,

variando de 5 a 100% do metanol.
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4.2.1Sintese de beta-carbolinas

Em uma baldo de 50 mL (trés bocas), 1 eq. de tetrahidro-beta-carbolina (0,2 g)
foi solubilizado em dimetilsulféxido seco em peneira molecular na concentragao de 0,1
g/mL, sob agitagcdo magnética a temperatura ambiente. Apds a total ou quase total
solubilizagao, 0,25 eq. de iodo molecular foi adicionado até sua completa dissolugao.
Na sequéncia, 2 a 4 gotas de acido cloridrico concentrado foram pipetadas na mistura
e, apos isso, dado inicio ao aquecimento em banho de areia até 80 °C. Para o
acompanhamento por CCD, a fase movel consistiu em uma mistura de diclorometano
e metanol em uma propor¢gdo média de 12,5% de metanol. Apés a finalizagdo da
reacdo, adicionou-se uma solugdo saturada de tiossulfato de sédio gelado e, se
necessario, corrigiu-se o pH para 6,0 - 7,0 com uma solucdo de bicarbonato de sodio
saturado. A mistura foi mantida em geladeira por cerca de 3 horas antes de ser filtrada
e lavada sob vacuo com solugao saturada de tiossulfato de sédio e agua deionizada
geladas. Os compostos carboxilados e descarboxilados foram purificados por meio de
cromatografia em coluna com silica gel de fase normal (70-230 mesh) e fase movel
sendo hexano:acetato de etila:metanol 45:50:5 e aditivo de &cido trifluoracético a

0,312%, iniciando com 5% de metanol até 20% ou até 100% em casos especificos.

4.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A elucidagao estrutural dos compostos se deu por meio de espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono em equipamento Bruker
Avance Il 600, com frequéncia de operagéo de 600 MHz (150 MHz para RMN de '3C),
localizado na Universidade Johannes Gutenberg (JGU) de Mainz na Alemanha.
Quando necessario, espectros bidimensionais de HSQC (Heteronuclear Single-
Quantum Coherence), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) e NOESY
(Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) foram realizados em equipamento Bruker
DRX Avance 400, com frequéncia operacional de 400 MHz, disponivel na Central de
Analises do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), ou em equipamento Bruker Avance 1ll 600, com frequéncia operacional de
600 MHz, pertencente ao Nucleo de Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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Os deslocamentos quimicos (&) observados foram relatados em partes por
milhdo (ppm) e referenciados com base no sinal do solvente residual de
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds). As multiplicidades encontradas foram
apresentadas nas siglas: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), dd (duplo dupleto),
pseudo-s (pseudo simpleto), pseudo-d (pseudo dupleto), pseudo-t (pseudo tripleto) e
m (multipleto). A razdo entre os diastereocisbmeros cis e trans dos derivados de
tetrahidro-beta-carbolinas deu-se por meio da integracdo da area relacionada ao
carbono 1 de cada um dos isdmeros em cada espectro. Abaixo estdo representadas

as equacoes utilizadas para definir a proporgcéo dos isdmeros:

Ac =Ic/ (Ic + It) * 100 (1)
At = It/ (Ic + It) * 100 (2)

Onde Ac ¢ a proporc¢ao do isbmero cis; At € a propor¢ao do isdmero trans; Ic é
a area integrada do isbmero cis; It € a area integrada do isémero trans. A razéo é
expressa em termos absolutos de Ac:Ar. A diferenciacao entre os isébmeros foi feita
com base nos valores de deslocamento quimico no espectro de RMN de carbono
presentes no trabalho de Ungemach et al, 1980, visto a dificuldade de interpretagcao
dos espectros de RMN de hidrogénio devido a sobreposi¢cao de sinais.

O ponto de fusdo dos compostos isolados ou em mistura diastereoisomérica
foram determinados em equipamento de ponto de fusdo da marca Microquimica,
modelo MQAPF-301, localizado no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais, do
Departamento de Quimica da UFSC.

Para as analises de absorcao na regiao do infravermelho (1V), foi utilizado um
espectrometro Bruker Alpha com suporte em pastilha de brometo de potassio (KBr).
Ja as andlises de absorgéo na regido do ultravioleta (UV) foram realizadas em HPLC
com detecgao por arranjo de fotodiodos (HPLC-PDA, Shimadzu), em solugao de
metanol, com fase moével sendo acido férmico 0,1% e metanol (20% B) e coluna de
fase reversa Hypersil Gold C18 (Thermo Fisher Scientific). Ambos os equipamentos

estao localizados na Central de Analises do Departamento de Quimica da UFSC.
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4.3.1Dados experimentais e de elucidagao estrutural

4.3.1.1 Tetrahidro-beta-carbolinas

Todas as tetrahidro-beta-carbolinas foram obtidas sob a forma de misturas
diastereoisoméricas, onde a configuragao absoluta do centro quiral na posigdo 1 e a
configuragédo relativa (cis ou trans) foram definidas com base no trabalho de

Ungemach et al. (1980) pelos valores de deslocamento quimico no RMN de '3C.

1a. Solido amarelo. Rendimento: 41%. Razao cis/trans: 82:18. Ponto de fusdo: 184-
188 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3427, 2932, 1642, 1380, 738. UV (nm): 219, 268. Acido 1-
fenil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-blindol-3-carboxilico (isdmero cis,

conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.43 (s, 1H), 7.45 (d, J = 7.8 Hz, o)
1H), 7.43-7.35 (m, 5H), 7.22 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 7.7 OH
Hz, 1H), 6.97 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 5.38 (s, 1H), 3.74 (pseudo-d, O \\_NH
1H), 3.12 (dd, J = 15.0, 3.4 Hz, 1H), 2.85 (pseudo-t, J = 12.8 Hz, N

1H). 13C NMR 150 MHz (DMSO-de): 172.6, 139.9, 136.6, 133.6, O

129.3, 128.4, 128.3, 126.4, 121.0, 118.6, 117.8, 111.3, 108.0,
57.8, 57.2, 24.6.

Acido 1-fenil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (isébmero
trans, conforme proposto por Ungemach et al.).
3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 173.4, 141.0, 136.3, 132.7, 128.9, 128.8, 127.9, 126.4,
121.1, 118.6, 117.9, 111.2, 107.4, 54.2, 52.1, 24.3.
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1b. Sdlido amarelo. Rendimento: 77%. Razao cis/trans: 40:60. Ponto de fusao: 180-
185 °C. IV (v, cm™; KBr): 3427, 3030, 1628, 1392, 738. Acido 1-(p-toluil)-2,3,4,9-
tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico  (isdbmero trans, conforme

proposto por Ungemach et al.).

'H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.72 (s, 1H), 7.46 (d, J = 8.2 Hz, o
1H), 7.24 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.15 (s, 4H), 7.04 (t, J = 7.5 Hz, 1H), OH
6.98 (t, J = 7.8), 5.47 (s, 1H), 3.62 (dd, J = 7.8, 5.4 Hz, 1H), 3.10 @ W\ NH
(dd, J = 15.6, 5.7 Hz, 1H), 2.92 (dd, J = 15.4, 8.4 Hz, 1H). 13C NMR N

150 MHz (DMSO-ds): 172.9, 137.4, 137.3, 136.3, 132.5, 129.3, O

128.9, 126.4, 121.1, 118.5, 117.9, 111.2, 107.4, 53.9, 52.1, 241,
20.8.

Acido 1-(p-toluil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (isomero
cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-de): 172.2, 137.7, 136.6, 136.3, 133.4, 129.4, 128.9, 126 .4,
121.0, 118.6, 117.8, 111.4, 107.9, 57.5, 57.3, 24.4, 20.9.

1c. Sdlido amarelo. Rendimento: 65%. Razao cis/trans: 82:18. Ponto de fusao: 175-
180 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3393, 2934, 1643, 1390, 1250, 743. Acido 1-(4-metoxifenil)-
2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (isébmero cis, conforme

proposto por Ungemach et al.).

H NMR 600 MHz (DMSO-de): 10.43 (s, 1H), 7.45 (d, J = 7.9 Hz, o

1H), 7.32 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.03 (t, J = OH
7.7 Hz, 1H), 6.94-6.99 (m, 3H), 5.39 (s, 1H), 3.77 (s, 3 H), 3.73 O W\ NH
(dd, J=11.3, 4.7 Hz, 1H), 3.12 (dd, J = 15.5, 3.44 Hz, 1H), 2.87 E

(pseudo-t, J = 13.1 Hz, 1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): @
171.8, 159.5, 136.6, 133.1, 130.8, 130.8, 126.3, 121.1, 118.6, O—

117.9, 113.7, 111.4, 108.0, 57.4, 57.2, 55.2, 24 3.

1-(4-metoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]lindol-3-carboxilico (isdmero
trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-de): 172.5, 159.2, 136.4, 132.3, 131.9, 130.3, 126.3, 121.2,
118.6, 117.9, 113.7, 111.2, 107 .4, 55.2, 53.7, 52.1, 23.9.
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1d. Sdélido amarelo. Rendimento: 49%. Razao cis/trans: 13:87. Ponto de fuséo: 185-
188 °C. IV (v, cm™; KBr): 3410, 3240, 2937, 1643, 1372, 1278, 752. UV (nm): 222,
274. Acido 1-(2,3-dimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-
carboxilico (isébmero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-de): 10.70 (s, 1H), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 8.0

Hz, 1H), 7.06 - 7.00 (m, 2H), 6.98 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.93 (d, J = o
8.0 Hz, 2H), 6.28 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.73 (s, 1H), 3.89 (s, 3 H), Sl

3.84 (s, 3H), 3.58 (dd, J= 7.5, 4.8 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 14.9, 4.7 W\ NH

Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 15.0, 8.9 Hz, 1H). 3C NMR 150 MHz N o=
(DMSO-ds): 173.7, 152.6, 146.8, 136.2, 134.8, 132.9, 126.4, @ o’

123.4,121.0,121.0, 118.4, 117.7, 112.6, 111.1, 107.9, 60.7, 55.8, 51.9, 48.7, 24 4.

Acido 1-(2,3-dimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico

(isémero cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-de): 173.4, 152.5, 147.2, 136.4, 134.4, 133.8, 126.5, 124.1,
121.0, 120.8, 118.5, 117.6, 112.4, 111.3, 107.6, 60.7, 55.8, 55.7, 55.0, 25.0.

1e. Solido amarelo. Rendimento: 48%. Razao cis/trans: 35:65. Ponto de fusdo: 179-
183 °C. IV (v, cm™; KBr): 3358, 2936, 1631, 1396, 1259, 748. UV (nm): 222, 274.
Acido 1-(3,4-dimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico

(isébmero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.74 (s, 1H), 7.46 (d, J = 8.2 Hz, o

1H), 7.25 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.08 (s, 1H), 7.05 (t, J = 7.5 Hz, 1H), OH
6.99 (dt, J = 7.4 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.59 (pseudo- O \\NH

d, J = 7.6 Hz, 1H), 5.52 (s, 1H), 3.73 (s, 3 H), 3.72 (s, 3H), 3.64 ” @ )
(dd, J=7.4,5.7 Hz, 1H), 3.12 (dd, J = 15.6, 5.6 Hz, 1H), 2.94 (dd, o
J = 15.3, 8.0 Hz, 1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 172.4, o=

148.8, 148.6, 136.4, 132.1, 132.0, 126.3, 121.2, 121.2, 118.6, 118.0, 113.0, 111.3,
111.2, 107.4, 55.6, 55.5, 54.1, 52.3, 23.8.



68

Acido 1-(3,4-dimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico

(isébmero cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 171.6, 149.1, 148.5, 136.6, 132.9, 130.5, 126.4, 122.0,
121.1,118.6, 117.9, 112.8, 111.4, 111.3, 108.0, 57.7, 55.6, 55.5, 55.4, 24 1.

1f. Sélido marrom. Rendimento: 29%. Razao cis/trans: 5:95. Ponto de fus&o: 233-235
°C. IV (v, cm™; KBr): 3415, 3200, 2930, 1637, 1398, 1280, 1093, 748. UV (nm): 222,
273. Acido  1-(2,3,4-trimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-
carboxilico (isomero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.71 (s, 1H), 7.45 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 8.0
Hz, 1H), 7.04 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.97 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.66
(d, J=8.6 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.65 (s, 1H), 3.95
(s, 3 H), 3.79 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.48 (dd, J = 8.6, 4.3 Hz,
1H), 3.06 (dd, J = 15.1, 4.3 Hz, 1H), 2.79 (dd, J = 15.1, 9.7 Hz,
1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 173.6, 153.3, 151.5, 141.8,
136.3, 132.7, 126.6, 126.5, 123.8, 120.9, 118.4, 117.7, 1111,
108.4, 107.0, 61.3, 60.4, 55.9, 51.9, 48.8, 24.5.

1g. Sdlido bege. Rendimento: 61%. Razao cis/trans: 31:69. Ponto de fusdo: 177-180
°C. IV (v, cm™; KBr): 3330, 3055, 2939, 1643, 1392, 1235, 1127, 747. UV (nm): 211,
273. Acido  1-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-
carboxilico (isomero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.64 (s, 1H), 7.45 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 7.25 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 7.04 (pseudo-t, J= 7.5, 0.7 Hz, 1H),
6.97 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.63 (s, 2H), 5.47 (s, 1H), 3.70 (s, 6 H),
3.64 (s, 3H), 3.11 (dd, J = 15.3, 5.1 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 15.3,
6.7 Hz, 1H). '3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 173.5, 152.8, 137.1,
136.6, 136.3, 132.7, 126.5, 121.1, 118.5, 117.9 111.2, 107.2,
106.0, 60.0, 55.9, 54.4, 52.7, 24.0.
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Acido 1-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-

carboxilico (isdmero cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 172.2, 152.78, 137.36, 136.81, 136.56, 133,26, 126.5,
121.1,118.6, 117.9, 111.4, 107.9, 106.4, 60.0, 58.3, 57.6, 55.9, 24 4.

1h. Solido amarelo. Rendimento: 67%. Razao cis/trans: 78:22. Ponto de fusdo: 180-
183 °C. IV (v, cm™; KBr): 3424, 3055, 2923, 1635, 1396, 743. UV (nm): 221, 272.
Acido 1-(4-bromofenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico
(isébmero cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.38 (s, 1H), 7.56 (d, J = 7.8 Hz,
2H), 744 (d,J=75Hz, 1H), 7.34 (d, J=7.8 Hz, 2H), 7.19 (d, J =
8.1 Hz, 1H), 7.01 (t, J=7.6 Hz, 1H), 6.96 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 5.32
(s, 1H), 3.68 (pseudo-s, 1H), 3.08 (pseudo-d, 1H), 2.81 (pseudo-t,
J=12.4, 1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 173.3, 140.0, 136.6,
133.9, 131.2, 131.1, 126.5, 121.3, 121.0, 118.6, 117.8, 111.3,
108.1, 57.3, 57.2, 24.9.

Acido 1-(4-bromofenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico

(isébmero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 174.3, 141.4,136.2, 133.0, 131.4, 130.9, 126.5, 121.1,
120.8, 118.5, 117.8, 111.2, 107.5, 53.5, 52.0, 24.5.
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1i. Solido amarelo. Rendimento: 85%. Razao cis/trans: 87:13. Ponto de fusdo: 174-
178 °C. IV (v, cm™; KBr): 3406, 3055, 2928, 1635, 1392, 742. UV (nm): 222, 272.

Acido 1-(4-clorofenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico
(isémero cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-de): 10.41 (s, 1H), 7.45 (d, J = 7.4 Hz, o

1H), 7.44 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.41 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.20 (d, J OH

= 8.1 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 6.97 (t, J = 7.5 Hz, 1H), O \ NH
5.36 (s, 1H), 3.73 (pseudo-d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.08 (pseudo-d, J H

=12.4 Hz, 1H), 2.83 (pseudo-t, J = 12.7, 1H)."3C NMR 150 MHz @
(DMSO-de): 172.9, 139.4, 136.6, 133.7, 132.8, 131.1, 128.3,
126.4,121.0, 118.6, 117.9, 111.3, 108.0, 57.1, 57.0, 24.8.

Cl

Acido 1-(4-clorofenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico

(isébmero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 174.0, 140.9, 136.3, 133.0, 132.2, 130.6, 128.4, 126.5,
121.1,118.5, 117.9, 111.2, 107 4, 53.4, 52.0, 24 4.

1j. Sélido amarelo. Rendimento: 76%. Raz&o cis/trans: 59:41. Ponto de fusdo: 175-
180 °C. IV (v, cm™; KBr): 3440, 3057, 2934, 1629, 1396, 743. UV (nm): 220, 273.
Acido 1-(3,4-diclorofenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico

(isébmero cis, conforme proposto por Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-de): 10.41 (s, 1H), 7.65 - 7.60 (m, 2H), o

7.44 (d, J=7.6 Hz, 1H), 7.38 (dd, J = 8.2, 1.2 Hz, 1H), 7.20 (d, OH
J=7.8Hz, 1H), 7.02 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.02 (t, J = 7.1 Hz, 1H), O \ NH
5.32 (s, 1H), 3.70 (pseudo-d, 1H), 3.06 (pseudo-d, 1H), 2.82 H

(pseudo-t, J = 13.1 Hz, 1H). '3C NMR 150 MHz (DMSO-de): @ cl
174.6, 143.8, 136.5, 133.0, 131.0, 130.8, 130.5, 130.4, 129.4, cl

126.4,121.1,118.6, 117.9, 111.3, 108.1, 56.8, 56.8, 24.9.
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Acido 1-(3,4-diclorofenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico
(isébmero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-de): 173.4, 142.3, 136.3, 133.9, 131.0, 130.8, 130.4, 129.9,
128.8, 126.5, 121.2, 118.6, 117.9, 111.2, 107.5, 53.1, 52.1, 24.5.

1k. Solido branco levemente amarelado. Rendimento: 48%. Razé&o cis/trans: 81:19.
Ponto de fusdo: 180-183 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3406, 3059, 2941, 1645, 1398, 1327,
1123, 747. UV (nm): 219, 271. Acido 1-(4-(trifluorometil)fenil)-2,3,4,9-tetrahidro-
1H-pirido[3,4-blindol-3-carboxilico (isbmero cis, conforme proposto por
Ungemach et al.).

"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 10.38 (s, 1H), 7.74 (d, J = 7.7 Hz, o

2H), 760 (d, J=79Hz, 2H),7.45(d, J=7.5Hz, 1H),7.19 (d, J OH
= 8.0 Hz, 1H), 7.01 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.96 (t, J = 7.3 Hz, 1H), O \ NH
5.38 (s, 1H), 3.72 (pseudo-s, 1H), 3.08 (dd, J = 14.8, 2.5 Hz, ﬁ

1H), 2.82 (pseudo-t, J = 12.8, 1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO- O
ds): 173.5, 146.0, 136.5, 134.1, 129.9, 128.5 (q, J%cF = 32.0 Hz),
126.5, 125.2 (q), 124.4 (d, J'cFr = 272.0 Hz), 121.0, 118.6, 117.8,
111.3, 108.0, 57 .4, 56.8, 25.1.

CF;

Acido 1-(4-(trifluorometil)fenil)-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-b]indol-3-
carboxilico (isébmero trans, conforme proposto por Ungemach et al.).

13C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 174.6, 147.3, 136.3, 133.1, 129.4, 128.0 (q, J%cF = 32.0
Hz), 126.5, 125.6 (q), 124.4 (d, J'cr = 272.0 Hz), 121.1, 118.5, 117.8, 111.2, 107.5,
53.7,52.0, 24.6.
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4.3.1.2 Beta-carbolinas carboxiladas
Acido 1-fenil-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2a).

Soélido amorfo amarelado. Rendimento: 28%. Ponto de fusao:
254-256 °C. IV (v, cm™; KBr): 3432, 3293, 1741, 1386, 1364, o

727. UV (nm): 279. 'H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 11.95 (s, 1H), ~¢ °H
8.92 (s, 1H), 8.43 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 7.0 Hz, 2H), @ \ N

7.70 (d, J= 8.3 Hz 1H), 7.65 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 7.61 (d, J = 7.7 N

Hz, 1H), 7.57 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.33 (t, J = 7.7 Hz, 1H). 13C @

NMR 150 MHz (DMSO-de): 166.9, 141.7, 141.6, 137.4, 137.3,
134.6, 129.5, 129.1, 128.8, 128.8, 128.7, 122.1, 121.2, 120.4, 116.4, 112.8.

Acido 1-(p-toluil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2b).

Solido amorfo amarelado. Rendimento: 38%. Ponto de fusédo:
244-247 °C. IV (v, cm™; KBr): 3426, 3293, 1737, 1682, 1366,
1208, 736. UV (nm): 279. "H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 11.90
(s, 1H), 8.89 (s, 1H), 8.41 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 8.0
Hz, 2H), 7.69 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.45
(d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.32 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 2.45 (s, 3H). 3C
NMR 150 MHz (DMSO-ds): 166.9, 141.8, 141.5, 138.6, 137.2,
134.7,134.5, 129.4, 129.3, 128.6, 128.6, 122.0, 121.2, 120.4, 116.2, 112.8, 21.0.

Acido 1-(4-metoxifenil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2c).
Solido amorfo amarelado. Rendimento: 50%. Ponto de fuséo:
183-186 °C. IV (v, cm™; KBr): 3422, 3293, 1676, 1606, 1518,
1382, 1184.. UV (nm): 272. '"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 11.92
(s, 1H), 8.87 (s, 1H), 8.41 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 7.70 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.60 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.32
(t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 3.89 (s, 3H). '3C
NMR 150 MHz (DMSO-ds): 166.89, 160.0, 141.6, 141.6, 137.1,
134.4, 130.2, 129.9, 129.3, 128.6, 122.0, 121.2, 120.4, 115.9, 114.3, 112.8, 55.4.
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Acido 1-(3,4,5-trimetoxifenil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2g).
Solido amorfo amarronzado. Rendimento: 40%. Ponto de
fusdo: 172-174 °C. IV (v, cm™; KBr): 3418, 3251, 1679, 1502,
1388, 1207, 1129. UV (nm): 249, 272. 'H NMR 600 MHz
(DMSO-ds): 11.96 (s, 1H), 8.91 (s, 1H), 8.43 (d, J=7.9 Hz, 1H),
7.69(d,J=8.2Hz, 1H),7.60 (t, J=7.5Hz, 1H), 7.33 (t, J=7.5
Hz, 1H), 7.27 (s, 2H), 3.93 (s, 6H), 3.78 (s, 3H). 3C NMR 150
MHz (DMSO-de): 166.8, 153.1, 142.0, 141.5, 138.1, 137.0,
134.6, 132.9, 129.3, 128.7, 122.1, 121.2, 120.4, 116.3, 112.8, 106.1, 60.1, 56.0.

Acido 1-(4-bromofenil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2h).
Solido amorfo amarelado. Rendimento: 31%. Ponto de fuséo:
156-160 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3430, 3289, 1680, 1368, 1207,
1138, 730. UV (nm): 249, 282. "H NMR 600 MHz (DMSO-ds):
11.99 (s, 1H), 8.93 (s, 1H), 8.43 (d, J=7.9 Hz, 1H), 8.04 (d, J =
8.5 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.69 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.62 (t, J=7.5Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.5 Hz, 1H). 3C NMR 150
MHz (DMSO-ds): 166.8, 141.6, 140.5, 137.4, 136.6, 134.5,
131.7, 130.9, 129.7, 128.9, 122.5, 122.2, 121.1, 120.5, 116.7, 112.8.

Acido 1-(4-clorofenil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2i).
Solido amorfo amarelado. Rendimento: 36%. Ponto de fusdo:
260-263 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3442, 3300, 1737, 1362, 737. 'H
NMR 600 MHz (DMSO-ds): 12.00 (s, 1H), 8.94 (s, 1H), 8.43 (d,
J=7.9Hz, 1H), 8.11 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.71 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.69 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.62 (t, J=7.5Hz, 1H), 7.34 (t, J
= 7.6 Hz, 1H). °3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 166.8, 141.6,
140.4, 137.3, 136.2, 134.5, 133.8, 130.6, 129.7, 128.8, 128.8,
122.2,121.1,120.5, 116.7, 112.8.
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Acido 1-(3,4-diclorofenil)-9H-pirido[3,4-bJindol-3-carboxilico (2j).
Solido amorfo amarelado. Rendimento: 11%. Ponto de fuséo:
262-265 °C. IV (v, cm™; KBr): 3442, 3287, 1735, 1682, 1362,
744. "H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 12.08 (s, 1H), 8.96 (s, 1H),
8.45 (d, J=7.9 Hz, 1H), 8.32 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 8.07 (dd, J =
8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.69 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.63 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.34 (t, J = 7.5 Hz, 1H). 3C NMR
150 MHz (DMSO-ds): 166.7, 141.6, 138.9, 138.0, 137.4, 134.6,
131.7, 131.6, 130.9, 130.6, 129.0, 128.9, 122.2, 121.1, 120.6, 117.0, 112.7.

Acido 1-(4-(trifluorometil)fenil)-9H-pirido[3,4-b]indol-3-carboxilico (2k).
Solido amorfo avermelhado. Rendimento: 21%. Ponto de fusdo:
270-273 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3446, 3299, 1735, 1322, 745. UV
(nm): 219, 282. '"H NMR 600 MHz (DMSO-de): 12.07 (s, 1H),
8.98 (s, 1H), 8.45 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.29 (d, J = 8.1 Hz, 2H),
8.00 (d, J=8.2Hz, 2H),7.69 (d, J=8.3Hz, 1H), 7.63 (t, /J=7.6
Hz, 1H), 7.35 (t, J = 7.5 Hz, 1H). 'C NMR 150 MHz (DMSO-ds):
166.7, 141.7, 141.3, 140.0, 137.5, 134.8, 129.9, 129.7, 129.2 (q,
J=32.0 Hz), 129.0, 125.7 (q, J°cF = 2.7 Hz), 124.4 (d, J'cF = 272.0 Hz), 122.3, 121.1,
120.6, 117.2, 112.8.

4.3.1.3 Beta-carbolinas descarboxiladas

Trifluoroacetato de 1-fenil-9H-pirido[3,4-b]indol (3a).
Solido bege. Rendimento: 40%. Ponto de fusdo: 172-
175. IV (v, cm™; KBr): 3430, 3177, 1684, 1199, 1138,
726. UV (nm): 264, 312. '"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): H
12.56 (s, 1H), 8.73 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 8.63 (d, J = 6.0

Hz, 1H), 8.54 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.03 (dd, J=17.9, 2.0

Hz, 1H), 7.78-7.75 (m, 5H), 7.47-7.44 (m, 1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 158.1
(q, J%cF = 32.0 Hz), 143.9, 138.2, 133.3, 132.7, 131.3, 131.0, 130.6, 129.6, 129.4,
129.4, 123.3, 121.4, 120.0, 116.7 (q, J'cF = 300.0 Hz), 116.1, 113.1.

—

+
,NH CF;c00’
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Trifluoroacetato de 1-(p-toluil)-9H-pirido[3,4-b]indol (3b).
Solido amarelado. Rendimento: 14%. Ponto de fuséo:
184-187. IV (v, cm™'; KBr): 3440, 3145, 3096, 1674,
1671, 1182, 1139, 749. UV (nm): 216, 263, 315. "HNMR H
400 MHz (DMSO-ds): 12.23 (s, 1H), 8.55 (d, J = 5.7 Hz,

1H), 8.52 (d, J = 4.9 Hz, 1H), 8.43 (d, J = 8.0 Hz, 1H),

7.93 (d, J =8.0 Hz, 2H), 7.75 - 7.67 (m, 2H), 7.52 (J =

8.0 Hz, 2H), 7.39 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 2.48 (s, 3H). '*C NMR 100 MHz (DMSO-ds): 158.0
(q, J%cF = 32.0 Hz), 142.8, 140.2, 139.7, 133.4, 132.7, 131.7, 130.1, 129.7, 129.0,
122.6, 120.6, 120.3, 117.2 (q, J'crF = 300.0 Hz), 115.0, 112.9, 21.0.

—

_NH CF;C00°

Trifluoroacetato de 1-(3,4,5-trimetoxifenil)-9H-pirido[3,4-b]Jindol (3g).
Solido amarronzado. Rendimento: 22%. Ponto de
fusdo: 187-190. IV (v, cm™; KBr): 3440, 3228, 1675,
1504, 1409, 1195, 1127. UV (nm): 216, 266, 296. 'H
NMR 600 MHz (DMSO-ds): 12.51 (s, 1H), 8.68 (d, J =
5.4 Hz, 1H), 8.60 (d, J=6.0 Hz, 1H), 8.52 (d, J= 8.0 Hz,
1H), 7.77-7.75 (m, 2H), 7.46-7.42 (m, 1H), 7.33 (s, 2H),
3.94 (s, 6H), 3.82 (s, 3H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 158.0 (q, J%cF = 32.0 Hz),
153.4, 143.6, 139.5, 138.4, 132.9, 132.6, 131.2, 131.2, 131.1, 123.2, 121.2, 120.0,
116.9 (q, J'cr = 300.0 Hz), 115.8, 113.1, 107.0, 60.2, 56.2.

Trifluoroacetato de 1-(4-clorofenil)-9H-pirido[3,4-b]indol (3i).
Solido amarelado. Rendimento: 30%. Ponto de fuséo:
167-171 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3440, 3169, 1658, 1631,
1201, 3293, 833. UV (nm): 235, 282. '"H NMR 600 MHz
(DMSO-de): 12.23 (s, 1H), 8.58 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 8.55
(s, 1H), 8.45 (d, J=7.9 Hz, 1H), 8.05 (d, J= 8.5 Hz, 2H),
7.79(d, J=8.4Hz, 2H), 7.72-7.69 (m, 7.2 Hz, 1H), 7.41-
7.38 (m, 1H). 3C NMR 150 MHz (DMSO-ds): 158.0 (q, J%cr = 32.0 Hz), 143.0, 138.3,
135.2, 132.9, 132.1, 131.1, 130.4, 129.2, 129.2, 122.8, 120.8, 120.2, 116.8 (q, J'cF =
300.0 Hz), 115.7, 112.9.
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Trifluoroacetato de 1-(3,4-diclorofenil)-9H-pirido[3,4-b]indol (3j).
Solido amarronzado. Rendimento: 19%. Ponto de
fusdo: 163-165. IV (v, cm™; KBr): 3442, 3249, 1649,
1192, 1013, 606. '"H NMR 400 MHz (DMSO-ds): 12.34 H
(s, 1H), 8.63-8.59 (s, 2H), 8.48 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.29

(s, 1H), 8.02-8.00 (m, 2H), 7.75-7.72 (m, 2H), 7.44-7.39

(m, 1H). 3C NMR 100 MHz (DMSO-ds): 143.0, 136.7,

133.5, 133.1, 133.0, 132.3, 131.9, 131.2, 131.2, 130.5, 129.5, 122.8, 120.9, 120.1,
116.0, 112.8.

S—

LNH CF;cO0"

Trifluoroacetato de 1-(4-(trifluorometil)fenil)-9H-pirido[3,4-b]indol (3k).
Solido avermelhado. Rendimento: 8%. Ponto de fuséo:
150-153 °C. IV (v, cm™'; KBr): 3250, 3102, 1676, 1327,
1203, 1129. '"H NMR 600 MHz (DMSO-ds): 12.37 (s, ﬁ
1H), 8.66-8.64 (m, 2H), 8.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 8.25

(d, J=8.2 Hz, 2H), 8.10 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.75-7.72

(m, 2H), 7.44-7.41 (m, 1H). '3C NMR 150 MHz (DMSO-

ds): 158.2 (q, J%cF = 32.0 Hz), 143.2, 137.6, 136.7, 133.3, 133.1, 132.6, 130.7, 130.4
(9, J%cr = 32.0 Hz), 130.4, 126 (q, J3cF = 3.6 Hz), 124.1 (q, J'cr = 272.0 Hz), 123.0,
121.0, 120.1, 116.3 (q, J'cr = 300.0 Hz), 116.2, 112.9.

NH CF,CO0"

CF;
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4.4  ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios contra Mycobacterium tuberculosis foram realizados em parceria
com o Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia e Sorologia (LBMMS),
enquanto os ensaios contra Acanthamoeba castellanii foram realizados em parceria
com o Laboratdrio de Investigacdo Aplicada a Protozoarios Emergentes (LADIPE) da
UFSC.

4.4.1 Determinacgao da atividade contra Mycobacterium tuberculosis in vitro

4.4.1.1 Triagem dos compostos

Os compostos foram solubilizados inicialmente em dimetilsulfoxido (DMSO) a
10 mg/mL e diluidos as concentragbes de trabalho de 100 pg/mL e 200 pg/mL
utilizando meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado com OADC (Acido Oleico,
Albumina, Dextrose e Catalase). A suspensao de Mycobacterium tuberculosis da cepa
H37Ra foi preparada em meio Middlebrook 7H9 OADC, com turbidez correspondente
ao tubo 1.0 na escala de MacFarland, e sendo posteriormente diluida na proporcéo
de 1:20. Para a triagem, uma placa de 96 pogos de fundo plano foi preenchida com
100 pL da solugdo dos compostos e posteriormente inoculados com 100 uL de
suspensao bacteriana. Aos pogos que néo foram utilizados, 200 uL de agua estéril
foram adicionados. Como controle positivo, foi preparado pogos contendo o inéculo
bacteriano e o veiculo (meio liquido), e para o controle negativo, pogos com o0 meio
liquido sem a adigado do indculo. Ainda, isoniazida (INH) nas concentragdes de 2,0,
1,0, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,0625 mg/mL foi utilizada para fins comparativos. As placas
foram seladas e incubadas a 37 °C em estufa bacteriolégica durante 7 dias. Ao final
do periodo, 30 uL de uma solugao de resazurina 0,01% foi adicionada em cada poco,
sendo realizada a leitura visual apos 24 horas dessa adigdo. A interpretacéo se
baseou na coloragdo dos pogos, onde a coloracdo rosada ou arroxeada representa
multiplicagdo bacteriana, com auséncia de atividade inibitéria, e coloragdo azulada
representa redug¢ao ou auséncia de crescimento bacteriano, indicando inibi¢ao parcial

ou total do in6culo. Todos os testes foram realizados em triplicata técnica e biolégica.
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4.4.1.2 Determinagdo da concentrag&o inibitéria minima (CIM)

Para a definicdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), foram testados
somente os compostos que apresentaram atividade inibitéria significativa na triagem.
Uma diluicdo seriada dos compostos foi preparada nas concentragdes de 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 yg/mL com o meio liquido Middlebrook 7H9 OADC. As placas
de 96 pogos e a suspensao bacteriana foram preparadas pela mesma metodologia do
ensaio de triagem, bem como os controle positivo, negativo e o teste com isoniazida.
As placas foram seladas e incubadas a 37 °C durante 7 dias e, ao final, adicionado 30
ML de solugdo 0,01% de resazurina. A leitura foi feita 24 horas apés a adigao de
resazurina, com interpretacao visual dos resultados. A CIM foi definida como sendo a
menor concentragao testada onde houve inibigdo do crescimento bacteriano. Todos

os testes foram realizados em triplicata técnica e bioldgica.

4.4.1.3 Determinagéao da concentragao bactericida minima (CBM)

A partir das placas utilizadas no ensaio de CIM, foram selecionados os pogos
onde foi observado inibicdo para cada composto e 0 po¢o na sequéncia de diluicdo
em que nao houve inibigcdo para a determinagao da concentragcao bactericida minima
(CBM). 50 pL da suspenséo presente nesses pocos foi diluido em 450 yL de tampao
fosfato-salino (PBS) para preparar uma diluicdo seriada em 7 concentracdes, na
ordem de 10" & 107. Cada uma das concentragdes foi inoculada, juntamente do
in6culo puro, em placas contendo meio sélido Middlebrook 7H10, suplementado com
OADC e glicerol. Uma placa de meio sdlido sem inéculo ou composto foi preparada
para avaliacdo da esterilidade. Todas as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37 °C por um periodo de 28 dias. A leitura das placas foi efetuada por
meio da contagem das colénias. A CBM foi definida como a menor concentragcédo do
composto em que houve redugéo do crescimento bacteriano maior ou igual a 99,9%.
Para os compostos onde observou-se uma razao CBM/CIM < 4 foi atribuido carater
bactericida para a sua atividade. Os testes foram realizados em duplicata técnica e

bioldgica.
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4.4.2 Determinagao da atividade contra Acanthamoeba castellanii in vitro

4.4.2.1 Triagem dos compostos

Os trofozoitos de Acanthamoeba castellanii (ATCC 50492), gendtipo T4, foram
cultivados durante 96 horas em meio PYG suplementado com 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina 400 Ul/mL). Em uma placa de 96 pogos, 50 yL de uma
suspensdo de amebas na concentragdo de 1 x 10° trofozoitos/mL foi inoculada,
seguida de 50 uL dos compostos solubilizados no meio PYG com antibiético nas
concentragdes de 100 e 200 uM. Clorexidina 12,5 yM (Riohex®) e Voriconazol 50 uM
(Sigma Aldrich) foram utilizados como controle positivo. Como controle negativo foi
utilizada uma solucdo de DMSO 0,1%. As placas foram incubadas a 30 °C por 96
horas, com adicdo de 10 yL do reagente de viabilidade resazurina (Alamar Blue,
Invitrogen) 8 horas antes de completar o tempo de incubacédo. As leituras de
fluorescéncia foram realizadas nos comprimentos de onda de 530 nm para emissao e
de 615 nm para excitacdo em um leitor de microplacas Infinite M200® Tecan®. Os

testes foram realizados em triplicata técnica.

4.4.2.2 Determinacgéo da concentragéo inibitéria de 50% da atividade (ICsg)

Para a determinacgao da ICso frente a A. castellanii, os compostos mais ativos,
ou seja, que apresentaram redugcao maior que 50% da viabilidade celular foram
testados. Os procedimentos para a obtencdo da atividade foram as mesmas
realizadas para a triagem, onde uma suspenséo de 1 x 108 trofozoitos/mL foi inoculada
em uma placa de 96 pogos, seguida por 50 yL dos compostos solubilizados no meio
PYG nas concentragcbes de 10, 25, 50, 100, 200 e 300 uM para o delineamento da
curva dose-resposta em relacéo a viabilidade da ameba. Para o controle positivo, foi
utilizada clorexidina a 12,5 uM (Riohex®) e como controle negativo uma solugao de
DMSO a 0,1%. As placas foram incubadas a 30°C por 96 horas, com adi¢cdo de 10 uL
do reagente de viabilidade resazurina (Alamar Blue, Invitrogen) 8 horas antes de
completar o tempo de incubagao. As leituras de fluorescéncia foram realizadas nos
comprimentos de onda de 530 nm para emissao e de 615 nm para excitacdo em um
leitor de microplacas Infinite M200® Tecan®. Os testes foram realizados em triplicata

técnica.
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5RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

5.1.1 Sintese das tetrahidro-beta-carbolinas

Primeiramente, as tetrahidro-beta-carbolinas (THBCs) foram obtidas a partir da
condensacgao de 11 aldeidos aromaticos com L-triptofano pela condensagao de Pictet-
Spengler em acido acético a 90 °C. A Tabela 01 resume os dados de rendimento,

ponto de fusado e razao cis/trans de cada estrutura.

Tabela 01: Dados sintéticos das THBCs.

(o]
OH
\ NH
N

7\

Estrutura R Rendimento Ponto de Razao
(%) Fusao (°C) Cis/Trans?

1a H 41 184-188 82:18
1b 4-CHs 77 180-185 40:60
1c 4-OCHs 65 175-180 82:18
1d 2,3-OCHs3 49 185-188 13:87
1e 3,4-OCHs 48 179-183 35:65
1f 2,3,4-OCH3 29 233-235 5:95
1g 3,4,5-OCHs 61 177-180 31:69
1h 4-Br 67 180-183 78:22
1i 4-Cl 85 174-178 87:13
1j 3,4-Cl 76 175-180 59:41
1k 4-CF; 48 180-183 81:19

a Determinado por "H RMN entre os hidrogénio do carbono 1.
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As informacgdes apresentadas da sintese de 1-aril-THBCs na sua forma de
acido carboxilico livre (ndo esterificado) sdo escassas na literatura, visto que muitas
vezes os trabalhos partem do metil éster de L-triptofano ou nao purificam o sdélido
obtido apds precipitagdo da reagédo por meios cromatograficos, dando sequéncia na
via sintética. Em alguns casos, ndo ha detalhamento e discussao desses dados.

O rendimento da série de THBCs foi de modo geral moderado a bom, variando
entre 48 e 85%. Isso pode ser explicado por alguns motivos, dentre eles: formagéo de
beta-carbolinas carboxiladas e descarboxiladas, evidenciadas em CCD; potenciais
especies ionizadas perdidas durante o tratamento da reacdo com agua e base,
também evidenciada por CCD; aplicagdao de uma nova metodologia de separacgao e
purificacdo dos compostos por silica de fase normal, podendo uma parte ter ficado
aderido ou ter degradado na silica; reatividade dos aldeidos; ou pureza de alguns
aldeidos utilizados, visto que nao foram purificados previamente a sintese. Entretanto,
a metodologia cromatografica proposta permitiu a purificagdo dos compostos em
escala de gramas, sendo interessante em nivel industrial.

Uma vez que todas as moléculas foram obtidas na forma de misturas
diastereoisoméricas, o ponto de fusdo para 10 das 11 misturas foi aproximadamente
de 175 a 180 °C. Cabe ressaltar que, independente da proporg¢ao entre os isdmeros,
nao houve variagao significativa das faixas de ponto de fusdo. Observa-se que, para
a mistura “1f’ do derivado 1-(2,3,4-trimetoxifenil), cuja proporgcao diastereocisomérica
foi de 5:95 cis:trans, obteve-se um ponto de fusdo de 233 a 235 °C, sendo
racionalizado pelo maior nivel de pureza da mistura em relagdo a um dos isbmeros.

Além das THBCs propostas, 4 aldeidos heteroaromaticos também foram
testados na sintese, sendo eles 2-tiofenocarboxaldeido, furfural, 3-
piridinacarboxaldeido e 2-indolcarboxaldeido. Apesar das tentativas de isolamento
pela metodologia cromatografica proposta, ndo foi possivel obter as respectivas
THBCs, visto a presenca de diversas impurezas na CCD para todos esses derivados,
bem como a baixa estabilidade e consequente pureza desses aldeidos. Outro fator
relevante, considerando a metodologia de purificagdo, € o comportamento observado
na CCD para esses compostos, onde fases moveis de alta polaridade nao possuem
afinidade suficiente para mobilizar as moléculas ao longo da fase estacionaria.

Nenhuma das estruturas de tetrahidro-beta-carbolinas sintetizada é inédita,

porém os dados de caracterizagao ndo sdo encontrados na literatura.



82

5.1.2 Estereoquimica reacional das tetrahidro-beta-carbolinas

Como observado na Tabela 01, diferentes propor¢cdes entre os
diastereoisbmeros cis e trans foram obtidos. Das 11 misturas, em 6 houveram
favorecimento do isbmero cis, enquanto em 5 delas o isbmero trans esteve em maior
quantidade. Algumas explicagdes com base nos estudos de Cook e Bailey podem
justificar, de maneira geral, a estereoquimica obtida nas condigdes reacionais
utilizadas. Até o momento, nenhum trabalho apresentou esse tipo de analise para a
forma nao esterificada na posi¢cao 3 do anel C das THBCs, e também levando em
conta as condi¢des reacionais.

A Figura 35 apresenta a ordem de distribuigdo dos substituintes em fungéo da
proporcao dos diastereoisdbmeros. A tendéncia evidenciada entre os compostos € uma
influéncia direta da posicao e volume dos substituintes no anel adicionado na posi¢ao

1, sem aparente efeito eletrénico envolvido.

Figura 35: Proporcao de isbmeros de acordo com o substituinte.
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Com excegao da metila para-substituida, todos os demais anéis com
substituicdo Unica na posicdo 4 apresentaram favorecimento do isbmero cis.
Entretanto, quanto mais préximo da posi¢cao 2, mais favorecido foi o isbmero trans,

possuindo diastereoseletividade no caso do grupo 2,3,4-trimetoxifenil (95%).
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Uma vez que o acompanhamento da reagao foi realizado por meio do consumo
completo do L-triptofano, diferengas nos tempos reacionais foram registradas. No
caso das reacgdes utilizando benzaldeido e aldeidos para-substituidos as reagdes se
procederam em curta duracao, entre 2 e 4 horas. Ja para as demais, o tempo variou
de 4 a 27 horas. Em tempos mais longos, espera-se que o produto termodinamico
prevalega em relagdo ao cinético, particularmente quando ha a possibilidade de
epimerizagao em meio acido, podendo explicar, em parte, os resultados obtidos.

Outro fator importante, em comparagdo com as metodologias de Cook e Bailey,
€ 0 uso do éster metilico da THBC no estudo do mecanismo. Uma vez que o éster
gera impedimento estérico na posigao cis em condigdes termodinamicas, é esperado
um efeito menos pronunciado na auséncia da metila desse grupo, levando a uma
perda da seletividade no meio reacional. Apesar disso, o volume do grupo aril do
aldeido aparenta ser um fator limitante da estereoquimica, podendo ser notado pela
diastereosseletividade do produto “1f’ (2,3,4-trimetoxifenil) e a reduc¢ao dela ao passo
que os substituintes ficam mais distantes do ponto de conexdao com o anel C.

Estudos aprofundados, variando parametros reacionais (temperatura, tempo e
concentracdo) no meio de acido acético e ampliando a série de derivados, séo
necessarios para efetivamente avaliar o comportamento estereoquimico da reacgao

com o triptofano nao esterificado.

5.1.3 Elucidagao estrutural das tetrahidro-beta-carbolinas

A conversao do L-triptofano em THBC é perceptivel na ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) pela formagao do anel C e a incorporagao de um
grupo aril derivado do aldeido na posicao 1 desse anel. Ademais, o anel C apresenta
dois centros quirais, um sendo um centro com configuragao fixa “R” do L-triptofano no
carbono 3 e outro de configuragao variavel no carbono 1 originado pelo ataque do
indol na imina durante o mecanismo de Pictet-Spengler. O resultado do fechamento
do anel é o desdobramento dos sinais dos hidrogénios ligados aos carbonos 3 e 4 em
duplos dupletos acoplados entre si e 0 aparecimento do sinal do hidrogénio ligado ao
carbono na posicao 1. Ainda, é notavel pelo RMN de 'H a presengca de ambos os
diastereoisdbmeros, apresentando diferentes valores de acoplamento nas posicoes 3

e 4 e de deslocamentos quimicos.
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Na Figura 36, é apresentado o espectro de RMN de 'H para a mistura de
isdmeros do produto “1a” (1-fenil-THBC) em DMSO deuterado. Para a presente
mistura, a razao diastereoisomérica foi de 82:18 cis/trans, logo os sinais de hidrogénio
de maior intensidade foram relacionados ao isdbmero majoritario (cis), enquanto os de
menor intensidade foram relacionados ao isémero minoritario (trans). Em todas as
misturas de produtos, somente o isbmero majoritario teve sua atribuicdo realizada de
forma completa, visto a dificuldade de definicdo dos sinais sobrepostos.

Figura 36: Espectro de RMN de 'H da mistura diastereoisomérica “1a”.
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Como observado no espectro, os sinais em 2,85, 3,12 e 3,74 ppm
correspondem aos hidrogénios ligados aos carbonos sp® do anel C, sendo,
respectivamente, os hidrogénios H4a (trans em relagédo ao 3), H4B (cis em relagédo ao
3) e H3. Os valores de constante de acoplamento geminal diastereotdpico (°JHa-Hg)
entre os hidrogénios na posicao 4 foide 11,3 a 15,1 Hz, enquanto o acoplamento trans
entre os sinais de H4a e H3 foi de 6,7 a 9,7 Hz e de acoplamento cis entre os sinais
H4B e H3 foi de 2,5 a 5,7 Hz.
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Em sequéncia, o hidrogénio ligado ao carbono 1 é observado a 5,38 ppm. Esse
valor é esperado, visto o efeito de desblindagem dos grupos ligados ao carbono 1. Na
regido de campo baixo estado os hidrogénios aromaticos do grupo aril e do indol, com
um dupleto em 7,45 ppm relacionado ao hidrogénio 5, um tripleto em 6,97 ppm
pertencente ao hidrogénio 6, outro tripleto em 7,02 ppm do hidrogénio 7 e um dupleto
em 7,22 ppm do hidrogénio 8, todos pertencentes ao grupo inddlico. Ainda, é
observado um simpleto em 10,43 ppm referente ao hidrogénio da amina do indol (NH;
H9). O conjunto de 2 dupletos, 2 tripletos e simpleto € observado para todos os
derivados da série de THBCs. O grupo fenil da mistura “1a” € observado como um
multipleto entre 7,43 e 7,35 ppm, com integragao de 5 hidrogénios. Os demais grupos
substituintes sdo observados na mesma regido de hidrogénios aromaticos, de acordo
com a multiplicidade esperada para cada anel.

O espectro de RMN de '3C para a mistura “1a” é apresentado na Figura 37,
bem como a representagcao esquematica das atribui¢gdes dos valores de deslocamento
quimico para o isbmero majoritario (cis). Assim como no espectro de RMN de

hidrogénio, os sinais se apresentam duplicados.

Figura 37: Espectro de RMN de '3C da mistura diastereoisomérica “1a”.
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Apesar do RMN de hidrogénio ndo permitir uma atribuicdo concisa dos
isdmeros, no caso do espectro de RMN de carbono essa atribuicdo é facilitada. Na
Tabela 02 é apresentada a atribuicdo completa dos dois isbmeros e comparacao dos

valores de deslocamento quimico para cada carbono.

Tabela 02: Valores de deslocamento quimico para os diastereoisbmeros “1a”.

Carbono é (ppm) Isbmero Cis & (ppm) Isémero Trans
1 57,2 52,1
3 57,8 54,2
4 24,6 24,3
4a 108,0 107,4
4b 126,4 126,4
5 117,8 117,9
6 118,6 118,6
7 121,0 1211
8 111,3 111,2
8a 136,6 136,3
9a 133,6 132,7
10 172,6 173,4
1 139,9 141,0

2'/6’ 129,3 128,9
35 128,4 128,8
4 128,3 127,9

A definicdo da configuracdo absoluta das THBCs com base nos valores de
deslocamento quimico dos carbonos 1 e 3 sdo bem documentadas para THBCs 1,3-
dissubstituidas nos trabalhos de Cook e, mais recentemente, CagaSova, que também
utiliza as constantes de acoplamento observadas para os hidrogénios 4q, 43 e 3 nessa
atribuicdo. Esses e outros trabalhos confirmam o método de atribuicdo por meio de
dados cristalograficos e espectroscépicos de RMN bidimensional. Sabe-se que ha

uma tendéncia dos valores de deslocamento quimico dos carbonos 1 e 3 serem
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maiores nos isdbmeros cis quando comparados com o seu par trans, sendo isso
observado na Tabela 2, onde o isdbmero cis possui valores de 57,2 e 57,8 ppm para
C1 e C3 (1R, 3R) e o isbmero trans possui valores de 52,1 e 54,2 ppm nos mesmos
carbonos (1S, 3R). Ressalta-se que a definicdo do conjunto C1/C3 de cada isémero
levou também em consideracéo a intensidade dos pares de sinais (CAGASOVA et al.,
2020; MOHAMED et al., 2010).

Por fim, o hidrogénio H1 apresentou correlagédo com o carbono C1 no mapa de
correlacdo de HSQC, permitindo a diferenciagdo entre os isdmeros: quando o
deslocamento quimico de H1 assume o menor valor observado, o composto
corresponde ao isébmero cis (5,36 + 0,03 ppm), enquanto que deslocamentos quimicos

mais elevados s&o atribuidos ao isbmero trans (5,57 + 0,12 ppm).

5.1.4 Sintese das beta-carbolinas

A mistura de diastereoisdmeros foi submetida a uma reacdo de oxidacao
completa do anel tetrahidropiridinico, gerando uma série de 8 beta-carbolinas 1,3-
dissubstituidas e 6 sais de beta-carbolinas 1-substituidas. Para isso, foi utilizada a
metodologia de Gaikwad et al. (2019), com uma oxidagéo branda que permite menor
taxa de descarboxilacdo da THBC. O mecanismo proposto esta representado na

Figura 38, onde é utilizado iodo molecular e acido cloridrico em DMSO.

Figura 38: Mecanismo de oxidagcdo de THBCs proposto por Gaikwad (2020).
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Fonte: Adaptado de Gaikwad et al., 2020.
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Inicialmente ha a formagao de um cation iodénio (I*) a partir da iodacéo do
DMSO em meio acido e posterior regeneragédo do iodo molecular (reagcéo “a”) . Em
seguida, o cation iodénio ataca o par de elétrons livres do nitrogénio do anel C da
THBC, formando o produto B. Na sequéncia, ocorre eliminacdo do iodo na forma de
acido iodidrico (HI), gerando a dihidro-beta-carbolina C. As etapas de iodagao e
eliminacdo do iodo na forma de HI ocorrem mais uma vez, resultando na beta-
carbolina 1,3-dissubstituida 2A. A formacdo de 2A é rapida, enquanto que a
descarboxilagdo no produto 3A se processa de maneira mais lenta, existindo ambas
formas no meio reacional (GAIKWAD et al., 2019).

Para a purificacdo dessas moléculas, uma metodologia cromatografica
adaptada da de Gaikwad foi realizada. Originalmente, a fase mével (FM) utilizada é
composta por hexano e acetato de etila, com gotas de metanol, porém nao foi possivel
o isolamento de nenhum dos compostos utilizando essa FM, visto sua baixa
polaridade. Apos alguns testes, chegou-se na mistura acetato de etila:hexano:metanol
50:45:5 com adigao de 0,312% de acido trifluoroacético. Nessa FM, foi observada uma
separagdo em placa cromatografica adequada dos dois compostos com o produto
carboxilado apresentando maior retencdo e o produto descarboxilado com menor
retencdo em silica gel de fase normal. Entretanto, quando aplicada na coluna
cromatografica, a mistura alterou a polaridade dos compostos por conta da diferencga
na ionizagdo dos dois produtos: as beta-carbolinas carboxiladas (BCC), de carater
acido, sairam nos volumes iniciais da corrida, enquanto as beta-carbolinas
descarboxiladas (BCD), de carater basico, sairam nos volumes finais. Dessa forma,
foram obtidas as duas séries de compostos na mesma coluna cromatografica: as
BCCs na forma protonada e as BCDs na forma de sal de acido trifluoroacético, cujos
dados sintéticos estdo resumidos nas Tabela 3 e 4. Somente o composto “3j” (3,4-
diclorofenil-BCD) ¢é inédito na literatura.

Como observado na Tabela 03, nao foi possivel obter as BCCs
correspondentes aos produtos metoxilados 2,3-dimetoxifenil, 3,4-dimetoxifenil e 2,3,4-
trimetoxifenil, visto a alta afinidade pela fase estacionaria, bem como a formagao de
diversos subprodutos nao identificados que nao permitiram o isolamento completo dos
produtos na metodologia aplicada. Ja no caso das BCDs (Tabela 04), além dos
compostos metoxilados descritos acima, também n&o houve isolamento dos produtos
contendo 4-metoxifenil e 4-bromofenil, visto a formacdo de subprodutos que

dificultaram a separacgao.



Tabela 04: Dados sintéticos das BCDs.
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0]
OH

Ponto de Fusao

Estrutura R Rendimento (%) (°C)
2a H 28 254-256
2b 4-CHs 38 244-247
2c 4-OCHjs 50 183-186
29 3,4,5-OCHj3 40 172-174
2h 4-Br 31 156-160
2i 4-Cl 36 260-263
2j 3,4-Cl 11 262-265
2k 4-CF; 21 270-273

Tabela 04: Dados sintéticos das BCDs.
\ -: NH® CF,c00"
N
7\
"“\R

Estrutura R Rendimento (%) Ponto (gg)Fuséo
3a H 40 172-175
3b 4-CHs 14 184-187
39 3,4,5-OCHs 22 187-190
3i 4-Cl 30 167-171
3j 3,4-Cl 19 163-165
3k 4-CF; 8 150-153
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5.1.5 Elucidagao das beta-carbolinas

Com a oxidagéo das tetrahidro-beta-carbolinas, a caracterizacdo se baseou
na auséncia dos sinais de H3, H4a e H4[3 em campo alto (blindados) e aparecimento
de um unico sinal de H4 para as BCCs e dois sinais de H3 e H4 para as BCDs em
campo baixo (desblindados), uma vez que ocorre a extensdo da conjugagao das
ligagdes 11 no anel piridinico (anel C).

Como exemplo das BCCs, o espectro de RMN de 'H para o composto “2a”,
derivado de 1-fenil, € apresentado na Figura 39. Observa-se nesse espectro a
auséncia dos sinais em campo alto dos carbonos sp? do anel tetrahidropiridinico, a
presenca de um sinal com multiplicidade de simpleto em 8,92 ppm, correspondente
ao H4, os sinais do grupo indol em 8,43 (H5, dupleto), 7,70 (H8, dupleto), 7,33 (H6,
tripleto), 7,61 (H7, tripleto) e 11,95 (NH, simpleto) ppm. O grupo fenil, em comparacgéao
com sua THBC correspondente, tem todos os seus ambiente quimicos separados e
nao na forma de um unico multipleto, com H2'/H6’ em 8,07 (dupleto), H3'/H5 em 7,65

(tripleto) e H4’ em 7,57 (dupleto) ppm.

Figura 39: Espectro de RMN de 'H para o composto “2a”.

8 3IYEERBESIHH-BRRRANARNH

L I A e e

—11.95

| VW N gtk
8 Iq g5 CEEEIHE R R ERARRHY
¥ ¥ SRHEY PR P
|
|
|\
1
I ” 1 1
| M | [N —
I SO
90 89 g5 84 83 82 81 80 79 V8 77 76 75 T4 T3
1 {ppm)

|

|

|
L
|
\
;
B
f
|
|

|

100
100

LI T T T 1 1 T T T T 1 Y T T T T T T T T T ¥
70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
1 (ppm)

A B B B R B |
125 120 M5 M0 105 100 95 90 8

o | 200~
100, |

200

n 1.00

1004
1100/ ¢

[



91

Em relagéo ao espectro de RMN de '3C para o composto “2a”, apresentado na
Figura 40, ndo ha duplicacéo de sinais como no caso das THBCs. Ha apenas um sinal
relacionado a impureza, derivado do acido trifluoracético em ~158 ppm e presente em
todos os espectros de RMN de '3C por conta da cromatografia aplicada. Os sinais de
carbono, em comparagao aos sinais da THBC “1a”, se encontram mais desblindados,

visto 0 aumento da nuvem eletrénica entre os 4 aneis conjugados da BCC.

Figura 40: Espectro de RMN de '3C para o composto “2a”.
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Para a série das BCDs, o espectro de RMN de hidrogénio do composto “3a” (1-
fenil-BCC) é apresentado na Figura 41. A diferenga para a série de BCCs é a auséncia
de um acido carboxilico na posicdo 3, o aparecimento de um sinal de hidrogénio
desblindado com constante de acoplamento entre 5,0 e 6,0 Hz relativo ao H3,
caracteristico de hidrogénios de anel piridinico, e desdobramento do sinal de H4 em
um dupleto com mesmo valor de acoplamento. Essa caracteristica é observada para
os sinais em 8,73 e 8,62 ppm, onde ha um acoplamento de ~5,9 Hz entre eles e a

multiplicidade de dupletos.
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Figura 41: Espectro de RMN de 'H para o composto “3a”.
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Uma caracteristica observada nessas estruturas é a presenca de um multipleto,
semelhante a um duplo duplo dupleto (ddd), entre 7,4 e 7,5 ppm, que corresponde ao
H6, e um multipleto onde os sinais de H7 e H8 se encontram. Possivelmente, isso se
deve aos efeitos eletronicos decorrentes do fluxo de elétrons nos anéis, os quais
sofrem interferéncia pela presenca do ion piridinio, levando a diferengas nos padroes
de acoplamento e, consequentemente, nos desdobramentos de sinais.

Por fim, o espectro de RMN de '3C dessa estrutura esta representado na Figura
42, junto da atribuigdo dos valores de deslocamento quimico. E notada a auséncia do
sinal do carbono do acido carboxilico préximo de 166 ppm em comparagao as BCCs.
Ainda, os sinais do ion trifluoroacetato se encontram préximo de 116 ppm, com
acoplamento J'cr igual a 300 Hz, para o sinal do carbono do grupo trifluorometil (CF3)
e proximo de 158 ppm, com acoplamento J2cr igual a 32 Hz, para o carbono do grupo
carboxilato. A formacgao do sal se deve a presencga do acido no processo de purificagao

por coluna cromatografica sem neutralizacao posterior do produto.
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Figura 42: Espectro de RMN de '3C para o composto “3a”.
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5.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS TETRAHIDRO-BETA-CARBOLINAS

As tetrahidro-beta-carbolinas em misturas diastereocisoméricas foram
submetidas aos ensaios contra Mycobacterium tuberculosis e Acanthamoeba
castellani, entretanto nenhuma das 11 misturas teve atividade nas concentragdes
testadas. Nao obstante, as THBCs foram também testadas em outros sistemas
biolégicos (microrganismos e enzimas), sendo eles: Trypanosoma cruzi, tripanotiona
redutase, Mpro (Main protease, encontrada em SARS-CoV-2), acetilcolinesterase,
butirilcolinesterase, catepsinas L e B, rodesaina e ZIKV NS2B/NS3 (protease de zika
virus). Apesar disso, nenhuma mistura apresentou efeitos inibitérios contra as

enzimas ou efeitos contra T. cruzi.
5.3 ATIVIDADE BIOLOGICA DAS BETA-CARBOLINAS

Apods a avaliagao inicial das THBCs, as beta-carbolinas sintetizadas foram

avaliadas pelas mesmas metodologias in vitro, sendo 8 BCCs e 6 BCDs testadas.



94

5.3.1 Atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Inicialmente, foi realizada a triagem de 13 dos 14 compostos sintetizados, com
a finalidade de investigar a ocorréncia e a intensidade de possiveis interferéncias na
viabilidade das células de Mycobacterium tuberculosis da cepa H37Ra. Somente o
composto “3b” (4-metilfenil-BCD) nao foi avaliado. Dentre as 13 moléculas, quatro
delas apresentaram atividade na concentragéo de 100 pg/mL: 2i, 3g, 3i e 3j, sendo
uma delas BCC (2i) e 3 delas BCDs (3g, 3i e 3j).

ApO0s a triagem, as moléculas mais ativas foram submetidas a determinacéo da
concentracao inibitéria minima (CIM) em diferentes concentragdes, sendo a CIM
definida como a menor concentragdo na qual o composto € capaz de inibir o
crescimento do microrganismo, ou seja, quanto menor a CIM, mais ativa € a molécula.
Na Figura 43, as estruturas dos quatro compostos e seus valores de CIM estao
representados. Em carater comparativo, o valor da concentragao inibitéria encontrado

para a isoniazida (INH) foi de 0,5 pyg/mL.

Figura 43: Beta-carbolinas com atividade frente a M. tuberculosis e valores de CIM.

2i
CIM: 50 pg/mL

3i 3j
CIM: 25 pg/mL CIM: 12,5 pg/mL



95

Com as concentragdes inibitérias minimas definidas, os pogos do ensaio de
CIM correspondentes a propria CIM e das concentragdes superiores foram cultivados
em placas contendo meio Middlebrook 7H10 para definicdo da concentragao
bactericida minima (CBM). A CBM refere-se a menor concentracdo na qual é
verificada a reducédo da carga bacteriana em 99,9%. A quantificacdo das unidades
formadoras de colbénia (UFC) por microlitro de indculo foi realizada e convertida em
escala logaritmica, sendo apresentada para todas as concentragées dos compostos
na Figura 44. Como comparativo, o controle positivo (sem inoculo) apresentou
crescimento na ordem de 7,15 (1,41 x 107 UFC/mL).

Figura 44: Quantificacdo de UFCs de M. tuberculosis por microlitro de indculo.
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Uma vez que o controle representa o crescimento maximo de UFCs no ensaio,
para determinar a concentragcao onde ha a reducao de 99,9% das bactérias deve-se
calcular o valor limite em que se observa o crescimento de 0,1% dos organismos, ou
seja, 0,1% de 1,41 x 107 (controle), resultando no valor de 1,41 x 10% ou 4,15 em
escala logaritmica. Nota-se que somente nas concentragdes de 100 ug/mL para os
compostos “2i” e “3g” foi observado o crescimento de menos de 0,1% das bactérias,
sendo a razao CBM/CIM de 2 e 4, respectivamente. Isso indica que os dois compostos
apresentaram atividade bactericida, enquanto os demais foram bacteriostaticos.

Os resultados de atividade frente ao Mycobacterium tuberculosis

demonstraram uma possivel relevancia do atomo de cloro na molécula, evidenciado
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por 3 moléculas contendo esse substituinte (2i, 3i e 3j). Para o composto “3g” (3,4,5-
trimetoxifenil), somente sua forma descarboxilada e aromatizada teve atividade,
diferentemente dos seus correspondentes carboxilados aromatizados (2g) ou né&o
(1g9). Com base nos resultados de CIM, observa-se que as trés BCD apresentaram
menor valor de concentragao inibitéria que a BCC “2i”, podendo ser relacionado a
auséncia do grupo carboxila na posi¢cao 3. Em suma, foi observado o aumento da
atividade das THBCs quando o anel tetrahidropiridinico € aromatizado, bem como
quando a carboxila esta ausente na forma de beta-carbolina.

Sabe-se que varios alcaloides inddlicos naturais, em especial os MiIAs,
apresentam atividade frente Mycobacterium tuberculosis, com a classe das
Manzaminas sendo uma das mais conhecidas (DE CARVALHO JUNIOR et al., 2019;
LIU et al., 2020; TEWARI et al., 2021). Mesmo alcaloides inddlicos do tipo carbazol,
onde ha auséncia de um nitrogénio no terceiro anel quando comparados com as
carbolinas, também tém relatos de atividade antimicobacteriana (SCHMIDT et al.,
2018).

Para as beta-carbolinas, alguns estudos envolvendo sintese sdo encontrados
na literatura. Dentre eles, o trabalho de Lopez-Ortis com diferentes imidas ciclicas
substituidas na posicédo 3 do anel C de beta-carbolinas mostraram atividade na cepa
H37Rv com CIM de 125 pug/mL para 5 delas, as quais foram testadas em cepas
resistentes chegando a 31,25 pg/mL em algumas delas (LOPEZ-ORTIS et al., 2020).

De maneira comparativa, o trabalho previamente apresentado de Penta et al.,
com diarilpiperazinas substituidas na posi¢cao 3, traz como resultado principal o
composto contendo 3,4-dicloro como substituintes no anel ligado a piperazina
apresentando menor valor de CIM e maior indice de seletividade para a cepa H37Rv
de M. tuberculosis. Nesse mesmo trabalho, as posicdes orto, meta e para substituidas
com cloro foram também testadas, porém somente a posi¢gdo em orto teve melhor
atividade (PENTA et al., 2015°).

Outro trabalho, realizado por Noren-Muller et al.,, explorou a sintese de
cicloocta[b]inddis contendo nucleo de beta-carbolina e avaliou sua capacidade
inibitoéria na enzima MptpB2, uma fosfatase de tirosina importante em M. tuberculosis.
Alguns dos compostos mais ativos possuiam atomos de cloro em sistemas
aromaticos, sendo um deles o 3,4-diclorofenil substituido em N2 e um a&cido

carboxilico ligado no biciclo, com ICs0 de 6,91 + 2,39 uM, e o mais ativo possuindo um
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grupo 2H-cromeno dissubstituido com cloro em N2, apresentando ICso de 4,71 + 1,14
uM (NOREN-MULLER et al., 2008).

Poucos trabalhos exploram o mecanismo pelo qual as beta-carbolinas
interferem nas vias metabdlicas de Mycobacterium tuberculosis, como o apresentado
por Noren-Muller na inibicdo da MptpB2. Outra enzima encontrada como alvo das
beta-carbolinas é a fosfatase de fosfoserina (SerB2), investigada por Pierson et al. em
2020, onde derivados de Harmina 2,7 ,9-trissubstituidos foram avaliados quanto a sua
atividade e modo de ligagdo com a enzima. Quatro compostos se demonstraram
promissores, com valores de CIMgg (concentragédo inibitéria minima para a inibicao de
99% do crescimento da bactéria) contra a cepa H37Rv na faixa de 0,8 a 6,3 uM, sendo
que todos foram bactericidas nas concentracdes testadas. Um detalhe interessante é
que 3 dos 4 compostos se apresentavam como sal de brometo, uma vez que o
nitrogénio 2 era quaternario (PIERSON et al., 2020).

Evidentemente que observar vias metabdlicas onde ha semelhanga estrutural
entre os metabdlitos envolvidos e os compostos ativos permite que novas enzimas
sejam estudadas como potenciais alvos contra microorganismos. No contexto da
tuberculose, a bactéria produz o préprio triptofano para uso na sintese proteica, sendo
necessario diversas enzimas nesse processo. Uma das primeiras enzimas envolvidas
nessa via é a quinase de chiquimato (MtSK), que fosforila o chiquimato em chiquimato-
3-fosfato, podendo ser inibida por Manzaminas naturais ou semissintéticas (SIMITHY
et al., 2018). Uma revisdo de 2020 por Lott, apresenta que o triptofano é essencial
para o estabelecimento da infec¢ao por M. tuberculosis e que inibidores da sua sintese
tém alta eficacia contra o microrganismo, porém pouco tem sido explorado com

relacdo as beta-carbolinas nesse sentido (LOTT, 2020).
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5.3.2 Atividade contra Acanthamoeba castellanii

Dentre as beta-carbolinas sintetizadas, 12 das 14 foram submetidas a uma
triagem nos ensaios de viabilidade por resazurina nas concentragdes de 200 e 100
MM. Somente os compostos “2j” (3,4-diclorofenil-BCC) e “3b” (4-metilfenil-BCD) nao
foram avaliados nos ensaios. Os resultados para a série de beta-carbolinas

carboxiladas s&o apresentados na Figura 45.

Figura 45: Avaliagao da viabilidade de A. castellanii frente a série de BCCs.
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O controle negativo, onde a viabilidade da ameba nao sofre interferéncias, é
representada pela solugdo de DMSO a 0,1%, enquanto que os controles positivos, ou
seja, onde a viabilidade é afetada pela presenga de um composto conhecidamente
ativo contra o organismo, sao as solugdes de clorexidina a 12,5 yM e voriconazol a 50
MM. Para o controle negativo, a viabilidade é proxima de 100%, enquanto os dois
controles positivos reduzem a viabilidade a 16,0 £ 0,5% e 26,7 + 6,0%. Das 7 BCCs
testadas, 5 delas reduziram a viabilidade a menos de 50% nas concentragdes de 200
e 100 uM, sendo elas: 2a, 2b, 2c, 2h e 2k, com suas estruturas e valores de viabilidade
esquematizadas na Figura 46. Esses compostos apresentaram efeito na viabilidade
na mesma ordem que o controle voriconazol. Para os compostos “2g” e “2i” os valores
de viabilidade na concentracdo de 200 uM foram de 64,1 + 6,2% e 75,1 = 8,0%,

respectivamente.
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Figura 46: BCCs com atividade frente a A. castellanii.

2a 2b 2¢
100pM: 31,7 +1,2% 100uM: 26,4 £ 0,3% 100pM: 38,0 + 0,7%
200pM: 26,0 + 1,3% 200uM: 23,3  0,1% 200pM: 29,7 + 0,4%

2h 2k
100pM: 31,2+ 2,1% 100pM: 43,9 £ 4,2%
200uM: 26,3 £ 1,3% 200uM: 32,5 £ 0,9%

Apos a observagao dos compostos mais ativos, foi determinada a concentracao
inibitéria de 50% da atividade frente a A. castellanii utilizando uma curva dose-
resposta para cada uma das cinco BCCs ativas, as quais estdo apresentadas na
Figura 47.

Figura 47: Curvas dose-resposta das BCCs contra A. castellanii.
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Os valores de ICso calculados a partir das curvas foram de 45,68 uM para o
composto “2a”, 38,32 uM para o composto “2b”, 180,10 uM para o composto “2c”,
55,22 uM para o composto “2h” e 90,64 yM para o composto “2k”.
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Observa-se a auséncia de tendéncia entre o grupo funcional presente no anel
ligado na posicdo 1 e a atividade, uma vez que tanto grupos retiradores quanto
doadores de elétrons demonstram atividade. Um exemplo é a baixa atividade
encontrada para o derivado “3g” (3,4,5-trimetoxifenil), o qual tem efeito doador de
elétrons para o anel, e uma melhora na atividade quando o anel se encontra
substituido com metila (“2b”) ou metoxila (“2¢”), também doadores. Ainda, observa-se
viabilidade abaixo de 50% com o derivado substituido com bromo (“2h”), mas n&do com
cloro (“2i”), sendo ambos retiradores de elétrons.

O tamanho do grupo funcional também nao aparentam influenciar na atividade,
visto que o cloro presente no derivado “2i” (4-cloro) possui menos volume que o0 bromo
(“2h”) ou o grupo trifluorometil (“2k”), os quais apresentaram atividade.

Ja em relacao a atividade da série de sais de beta-carbolinas descarboxiladas,

os resultados estdo apresentados na Figura 48.

Figura 48: Avaliacéo da viabilidade de A. castellani frente a série de BCDs.
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A viabilidade de A. castellanii ndo foi reduzida a menos de 50% em nenhuma
das concentragdes avaliadas das BCDs, sendo notado que somente os compostos
“3g” (3,4,5-trimetoxifenil) e “3i” (4-cloro) demonstraram efeito mais pronunciado (“3g”:
69,9 £ 3,5% e 58,0 £ 0,9%, ambos na concentragao de 200 uM).
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Um ponto importante, observado durante a analise das beta-carbolinas, € a
auséncia de granulagdes e rompimento da membrana plasmatica, indicativos de morte
celular. Por conta disso, os efeitos gerados pelas beta-carbolinas possivelmente séo
de carater metabdlico, onde vias essenciais para a sobrevivéncia do microrganismo
foram afetadas, levando a menor viabilidade celular.

Em suma, os resultados da atividade frente a Acanthamoeba castellanii
demonstraram uma clara dependéncia da aromatizacdo do anel C na atividade, uma
vez que nenhuma tetrahidro-beta-carbolina apresentou efeito no microorganismo. Da
mesma forma, a presenca do acido carboxilico na posi¢ao 3 se mostrou essencial na
atividade, uma vez que as beta-carbolinas descarboxiladas na forma de sal nao
geraram reducao da viabilidade a menos que 50%. Todos os dados apresentados de
atividade de beta-carbolinas contra Acanthamoeba castellanii sao inéditos na
literatura, ndo sendo possivel compara-los diretamente com artigos que investigaram

a mesma classe.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho foram sintetizadas ao todo 25 moléculas, sendo 11
tetrahidro-beta-carbolinas em misturas diastereoisomeéricas, 8 beta-carbolinas 1,3-
dissubstituidas e 6 beta-carbolinas 1-substituidas na forma de sal de trifluoroacetato.
As estruturas foram caracterizadas por RMN de 'H e de '3C. Além disso, também foi
aferido o ponto de fusdo e absor¢cdo na regido do infravermelho para todos os
compostos e absorgao na regido do ultravioleta para a maioria deles.

As tetrahidro-beta-carbolinas foram sintetizadas com rendimento entre 29 e
85% por meio da reagdo de Pictet-Spengler, onde observou-se a influéncia dos
substituintes na razao cis/trans dos diasteroisbmeros sintetizados. Verificou-se que,
em geral, grupos fenil substituidos em 2 e/ou 3 aumentaram a proporgéo trans,
enquanto substituintes na posicao 4 favoreceram o isémero cis. Todos os isdbmeros
foram caracterizados por RMN de 3C, com o majoritario também por RMN de "H.

Ja as beta-carbolinas foram obtidas em menores rendimentos, sendo aplicada
uma metodologia cromatografica ndo descrita antes na literatura para esses
compostos, que permitiu o isolamento de ambas as estruturas carboxiladas e
descarboxiladas, essa ultima na forma de sal de trifluoroacetato. Dos 25 compostos
obtidos no total, somente o composto “3j” € inédito na literatura.

Os ensaios bioldgicos indicaram que as tetrahidro-beta-carbolinas nao
exibiram efeito nas concentragbes testadas para Mycobacterium tuberculosis e
Acanthamoeba castellanii. Para as beta-carbolinas, observou-se quatro compostos
promissores contra M. tuberculosis, “2i”, “3g”, “3i”, “3j”, com valores de CIM de 50, 25,
25 e 12,5 yg/mL, respectivamente. Além disso, os compostos “2i” e “3g” apresentaram
efeito bactericida na concentracéo de 100 pg/mL.

Em relacdo aos ensaios em A. castellanii, 5 beta-carbolinas foram ativas na
concentragéo de 100 pM, sendo todas elas beta-carbolinas 1,3-dissubstituidas. Os
valores de ICso variaram entre 38,32 uM e 180,10 yM para os compostos “2a”, “2b”,
“2c”, “2h” e “2k”. Nenhuma beta-carbolina 1-substituida foi ativa, assim como os
compostos “2i” e “2g”.

Por fim, é relatada a influéncia na atividade quando as tetrahidro-beta-
carbolinas foram oxidadas em beta-carbolinas, sendo vantajosa a descarboxilagao no

caso do M. tuberculosis, porém nao no caso da A. castellanii.
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Figura A1 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A2 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A4 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura

diastereoisomérica 1b.

_~17289
1722

|—1 vy
137.4
1373
1366
1363
1325
1204
1283
12849
1289
~126.4
126.4

121 1
~121.0
118.6
118.5
—117.9
PEie
{111.2

1079
107 .4

575

{5?.3

~—53.9
524

24 4
£24.1
209

-‘(20.8

139



{wdd) |4
5 0t SE O0¢V S¥ 05 §5 0% §9 02 §4 08 S8 06 S56 00L S0 OL

0e

50 0L g

0o

Figura A5 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-de da mistura
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Figura A6 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A7 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-de da mistura
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Figura A8 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A9 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-de da mistura
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Figura A10 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A11 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A12 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A13 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em
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Figura A14 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A15 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A16 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A17 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A18 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A19 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds da mistura

7 100

200-¢
- 105+
1.00—=
1,00~

122
T 1.4233‘

1.00—=

1.30—=

| 183
1.08—=%

diastereoisomérica 1j.

92

W

(wdd) |
£l

v

¢l

LL

0L

{wdd) 4

9%t

re

ZEt

—~T7.64
762

f?.45
4744
730
L7
7a7
7a7

721
—=7.20

7.03
f 7.02
Yrm
—F.99
WBOE

597

_—371
“-369

308

~~305
(%)
=
284
Ve
ro 282
== 280
-

—10.41

7 64
762
746
744
7.39
7.38
737
737
.(:?.21
7.20
7.03
7.0z
7.m
6,99
698
697

—532

37

{3.59

3.08
LS.DS
2.84
42.82

\2.80

154



Figura A20 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura

(wdd) |}
0z 0E oF 03 09 0l 08 06 0ok 0kl 0zL gL oF L 051 091 0Ll 08l 06k 002

0l

diastereoisomeérica 1j.

1746
1734

—56.8
531
—4521

248
045

155



{wdd) 1y

Figura A21 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A22 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds da mistura
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Figura A23 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2a.
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Figura A24 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2a.
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Figura A25 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2b.
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Figura A26 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2b.
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Figura A27 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2c.
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Figura A28 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2c.
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Figura A29 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2g.
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Figura A30 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2g.
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Figura A31 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2h.
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Figura A32 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2h.
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Figura A33 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2i.
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Figura A34 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2i.
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Figura A35 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2j.
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Figura A36 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2j.
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Figura A37 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 2k.
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Figura A38 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 2k.
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Figura A39 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 3a.
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Figura A40 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 3a.
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Figura A41 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) em DMSO-ds do composto 3b.
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Figura A42 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz) em DMSO-ds do composto 3b.
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Figura A43 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 3g.
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Figura A44 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 3g.
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Figura A45 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 3i.
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Figura A46 - Espectro de RMN de 3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 3i.
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Figura A47 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 3;.
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Figura A48 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz) em DMSO-ds do composto 3j.
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Figura A49 - Espectro de RMN de 'H (600 MHz) em DMSO-ds do composto 3k.
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Figura A50 - Espectro de RMN de '3C (150 MHz) em DMSO-ds do composto 3k.
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APENDICE B - ESPECTROS DE ABSORGAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Figura B1 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1a.
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Figura B2 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1b.
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Figura B3 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1c.
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Figura B4 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1d.
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Figura B5 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1e.
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Figura B6 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1f.
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Figura B7 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1g.
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Figura B8 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1h.
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Figura B9 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1i.
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Figura B10 - Espectro no infravermelho em KBr da mistura diastereoisomérica 1j.

Transmitancia (%)

100 v

90

80 |

70

60

50

40

30

20

10

0

3440

N
3057 2934

743

1396
1629

4000

T
3500

T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

T
500



Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

Figura B11 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 1k.
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Figura B12 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2a.
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Figura B13 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2b.
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Figura B14 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2c.
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Figura B15 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2g.
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Figura B16 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2h.
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Figura B17 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2i.
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Figura B18 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2j.
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Figura B19 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 2k.
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Figura B20 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 3a.

I NZaY. /f i

- 726

: \ /\

/N
1199 1138

1684

T T T T

T T T

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)



Transmitancia (%)

Transmitancia (%)

Figura B21 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 3b.
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Figura B22 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 3g.
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Figura B23 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 3i.
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Figura B24 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 3;j.
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Figura B25 - Espectro no infravermelho em KBr do composto 3k.

100

198

90
80;
70
60 —
50
40;
30
20 -

10

3250 3102

1676

I 1129
13271203

4000

T
3500

T
3000

T T
2500 2000

Numero de onda (cm™)

T
1500

T
1000

T

T
500



199

APENDICE C - ESPECTROS DE ABSORGAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

Figura C1 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1a.
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Figura C2 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1d.
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Figura C3 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1e.
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Figura C4 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1f.
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Figura C5 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1g.
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Figura C6 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1h.
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Figura C7 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1i.
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Figura C8 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1j.
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Figura C9 - Espectro no ultravioleta da mistura diastereoisomérica 1k.

201

200

210

20205

200

——
210

220

271
246 o
L 327
T T T T T ™ | RERREERS T R R R R L R R R R LA R L L
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
nm
Figura C10 - Espectro no ultravioleta do composto 2a.
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Figura C11 - Espectro no ultravioleta do composto 2b.
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Figura C12 - Espectro no ultravioleta do composto 2c.
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Figura C13 - Espectro no ultravioleta do composto 2g.
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Figura C14 - Espectro no ultravioleta do composto 2h.
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Figura C15 - Espectro no ultravioleta do composto 2k.
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Figura C16 - Espectro no ultravioleta do composto 3a.
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Figura C17 - Espectro no ultravioleta do composto 3b.
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Figura C18 - Espectro no ultravioleta do composto 3g.
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Figura C19 - Espectro no ultravioleta do composto 3i.
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APENDICE D - Atividades desenvolvidas em parceria com o Essentia Group

O Essentia Group, em especial a Essentia Pharma, possibilitou ndo somente a
execucao deste trabalho de pesquisa pelo fornecimento da bolsa de Mestrado, mas
também a participagdo nas discussdes do setor de Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovagdo da empresa, oferecendo suporte no desenvolvimento de metodologias
analiticas aplicadas as suas matérias-primas e produtos.

Através dessa parceria pude aperfeicoar minhas habilidades analiticas, bem
como aprender técnicas fora da minha linha de pesquisa em sintese organica. Dentre
as técnicas e abordagens utilizadas estdo: ressonancia magnética nuclear (RMN;
mono e bidimensional), cromatografia liquida de ultra performance acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS), cromatografia liquida de alta performance
acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS) ou arranjo de fotodiodos (HPLC-
PDA), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS),
espectrometria de massas por ionizagao/dessorcido a laser assistida por matriz -
tempo do voo (MALDI-TOF MS), além do aprofundamento em métodos de preparo de
amostras para todas técnicas descritas, uma vez que uma gama de diferentes
moléculas foram recebidas para analise, envolvendo produtos naturais e peptideos.
As analises foram possiveis gracas a estrutura dos laboratérios CentralCrom (CCS -
UFSC) e LabCroms (CFM - UFSC) e pelo auxilio do seu corpo técnico.

Por fim, a parceria com a empresa permitiu o desenvolvimento de um trabalho
na area de quimica medicinal e a capacitagao e evolugao pessoal pelo conhecimento
analitico adquirido por esse tempo, facilitando a entrada em empresas que necessitem
esse tipo de habilidade ou até mesmo a permanéncia na académia em diversos

ambitos da quimica ou farmacia.
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