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Resumo

O alcaloide inddlico bufotenina (5-hidréxi-N,N-dimetiltriptamina) tem sido encontrado em
diversas fontes vegetais e animais e, recentemente, vem despertando grande atencdo desde a
sua deteccdo em varios fluidos corporais humanos. Esse trabalho descreve um protocolo
eficiente para o isolamento da bufotenina de sementes de espécies de Anadenanthera (A.
peregrina e A. colubrina), arvores amplamente distribuidas no cerrado brasileiro, e descreve o
uso deste alcaloide como matéria-prima apropriada para sintese de varios derivados indolicos
com potencial bioativo. A anélise quimica da fracdo oleaginosa revelou que a composicao
principal de &cidos graxos insaturados (acidos oleico e linoleico) sugere elevado valor
nutricional das sementes de Anadenanthera. A conversdao da bufotenina nos derivados
triptaminicos  iodeto de  5-hidrdxi-N,N,N-trimetiltriptamina  (bufotenidina),  N,N-
dimetiltriptamina (DMT) e 5-metdxi-N,N-dimetiltriptamina (MDMT) foi realizada através de
uma rota sintética simplicada e inovadora. Além disso, foi relatado um método facil para a
conversdo da bufotenina em um complexo aminoborano inédito. A partir do complexo
bufotenina aminoborano foram sintetizados oito dimeros e um derivado oxinddlico inéditos.
A caracterizacdo estrutural da bufotenina, dos derivados triptaminicos, e oxinddlico bem
como dos dimeros bis-indélicos foi realizada por CG-MS, FT-IR, RMN H e 3C (uni-
dimensionais) e HRESI/MS. A bufotenina, bufotenidina e quatros dimeros inddlicos foram
avaliados como inibidores da acetilcolinesterase (AChE) pelo método da enzima imobilizada
em bioreatores capilares acoplados a espectroscopia de massa (AChE-ICERs/LC-MS). Por
meio desse estudo, bufotenidina e trés dos dimeros testados apresentaram elevada
percentagem de inibicdo da AChE, com destaque para 1,3-bis-((5-metdxi-3-(2-(N,N-
dimetil)etilamino)-1H-indol-1-il) propano que exibiu 92,23% de atividade inibitéria, maior

que a galantamina (90,81 %).

Palavras-chave: Anadenanthera, bufotenina, bufotenidina, N,N-dimetiltriptamina, 5-metoxi-
N,N-dimetiltriptamina, dimeros, bis-inddlicos, oxindois, complexo aminoborano, inibidores
da acetilcolinesterase, ICERs/LC-MS.
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Abstract

The indole alkaloid bufotenine (5-hydroxy-N,N-dimethyltryptamine) has been found in
several vegetal and animal sources, and recently has been attracted great interest since its
detection in humans body fluids. This work describes an effortless and efficient protocol for
isolation of bufotenine from seeds of Anadenanthera species (A. peregrina and A. colubrina),
widespread trees in the Brazilian cerrado, and proposes the utilization of this alkaloid as
suitable starting material for the synthesis of various potential bioactive indole derivatives.
The analyses of the oleaginous fractions revealed that the main fatty acid composition (oleic
and linoleic) indicates the nutritional value of the Anadenanthera seeds. The conversion of the
bufotenine tryptamine derivatives into 5-hydroxy-N,N,N-trimethyltryptamine iodide
(bufotenidine), N-dimethyltryptamine N,N-dimethyltryptamine (DMT), 5-methoxy-N,N-
dimethyltryptamine (MDMT) was accomplished through an innovative and short synthetic
pathway. Furthermore, it was reported an effortless methodology for conversion of the
bufotenine into the inherit amineborane complex. Starting from bufotenine-amineborane
complex eight new dimers and an oxindole derivative were synthesized. The structural
characterization of bufotenine, tryptamine and oxindole derivatives as well as the bis-indole
dimers was accomplished by GC-MS, FT-IR, *H and *C NMR (uni and two-dimensional)
and HRESI/MS. The bufotenine, bufotenidine and four dimers were evaluated as inhibitors of
the acetylcholinesterase (AChE) by immobilized capillary enzyme reactor-tandem mass
spectroscopy (AChE-ICERS/LC-MS) method. Through this study the tested bufotenidine and
three dimers showed great percentage of the AchE inhibition, highlighting for propane-1,3-
diylbis(5-methoxy-1H-indole-1,3-diyl))bis(N,N-dimethylethan-1-amine ~ which  exhibited
92,23% of inhibitory activity, higher than the galantamine (90,81 %).

Keywords: Anadenanthera, bufotenine, bufotenidine, N,N-dimethyltryptamine, 5-methoxy-
N,N-dimethyltryptamine, dimers, bis-indole, amineborane complex, acetylcholinesterase
inhibitors, ICERS/LC-MS.

XV



CAPITULO 1

Introducao e
Objetivos



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos
L. A. Moreira

1 Introducao e Objetivos

1.1. Introducéo

O presente estudo abordou a sintese parcial de derivados triptaminicos (bufotenidina,
N,N-dimetiltriptamina, e 5-met6xi-N,N-dimetiltriptamina), compostos diméricos e respectivos
oxindois a partir do alcal6ide inddlico bufotenina, extraido de espécies de Anadenanthera do
cerrado. Os compostos almejados poderdo manifestar atividades biofarmacoldgicas como
antineoplasicos, inibidores da acetilconesterase e da agregacao AP-amildide, a exemplo de
analogos descritos na literatura. Adicionalmente, os derivados triptaminicos poderdo servir

como padréo analitico para estudos farmacolégicos futuros.

1.2. Objetivos

e Obtencdo do alcaloide bufotenina a partir de sementes de espécies/variedades de
Anadenanthera do bioma cerrado em quantidade suficiente para realizacdo das

modificacdes quimicas pretendidas;

e Preparacdo de derivados triptaminicos (bufotenidina, N,N-dimetiltriptamina e 5-

metdxi-N,N-dimetiltriptamina) a partir da bufotenina;

e Formacdo de dimeros a partir de derivados aminoborano da bufotening;

e Formacdo de oxindois a partir dos dimeros formados;

e Avaliagdo biofarmacologica dos intermediarios-chave e compostos dimeéricos como

inibidores da acetilcolinesterase.
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2 Revisao Bibliografica

2.1. Espécies de Anadenanthera do Cerrado como fonte de bufotenina

O cerrado, segundo maior bioma brasileiro, ocupa cerca de 24% do territorio nacional e
encontra-se distribuido principalmente pelo Planalto Central, nos estados de Goias, Tocantins,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, parte de Minas Gerais, Bahia e Distrito Federal (Figura 1).* E
considerado uma das trinta e quatro areas prioritarias de biodiversidade para conservacao
(hotspots) do mundo, com mais de 12.000 espécies vegetais registradas e em grau elevado de
ameaca.?® Essa grande biodiversidade tem estimulado estudos em bioprospeccdo de compostos

quimicos.

Ovesms Allsstico

Argernne

(O Agricultura anual — Areas extensas de solo exposto ou vegetadas, apresentado geralmente
monoculturas, cultivo de soja e ete.

@ NaturalNatural nio vegetado — Areas com padrio de cobertura da terra compativeis como as
diferentes fitofisionomias que compdem o Bioma Cerrado. apresentando algum nivel de
alteracdo em relacio a paisagem orieinal.

@ Agricultura penere — Areas extensas compostos por cultivo de longa duragio de Gnica espécie,
cafeicultura e ete.

Figura 1. Mapa de uso do cerrado brasileiro e cobertura da terra (Adaptada)*

https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/7808194/mapeamento-inedito-mostra-uso-e-cobertura-do-
cerrado acesso em 12 de dezembro de 2015.

2R. C.; Baumgratz, J. F. A.; Bicudo, C. E. M.; Canhos, D. A. L.; Carvalho Jr, A. A.; Coelho, M. A. N.; Costa, A. F.;
Costa, D. P.; Hopkins, M. G.; Leitman, P. M.; Lohmann, L. G.; Lughadha, E. N.; Maia, L. C.; Martinelli, G.;
Menezes, M.; Morin, M. P.; Peixoto, A. L.; Pirani, J. R.; Prado, J.; Queiroz, S. S.; Souza, V. C.; Stehmann, J. R;;
Sylvestre, L. S.; Walter, B. M. T.; Zappi, D. C. BioScience 2012, 62, 39.

3 Myers, N.; Mittermeier, R. A.; Mittermeier, C. G.; Da Fonseca, G. A. B.; Kent, J. Nature 2000, 403, 853.


https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/7808194/mapeamento-inedito-mostra-uso-e-cobertura-do-cerrado
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/7808194/mapeamento-inedito-mostra-uso-e-cobertura-do-cerrado
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Na rica vegetacdo do bioma cerrado destaca-se, pela vasta distribuicéo e diversidade, a
familia Fabaceae, compreendendo as subfamilias Faboideae, Caesalpinoidae e Mimosadeae.
Nesta ultima encontra-se 0 género Anadenanthera (Fabaceae), formado por arvores de porte alto
(popularmente chamadas de angicos) e apresentando duas espécies e quatro variedades:
Anadenanthera peregrina (var. Peregrina e falcata) e Anadenanthera colubrina (var. Colubrina
e cebil).*

A espécie Anadenanthera peregrina (Piptadenia peregrina Benth), comumente
chamada de ‘“angico-do-cerrado”, ‘angico-cascudo”, ‘angico-do-campo”, ‘angico-preto”,
“cambui-ferro”, “pau-de-Boaz” e “arapiraca” (Figura 2),apresenta vasta utilizacdo, como por
exemplo, na arborizacdo, construgdo civil (vigas e assoalhos), curtumes e como corantes
artificiais. Sua goma é empregada na forma de goma arabica no tratamento de doencas
pulmonares. A casca € rica em taninos, cujo poder adstringente pode ser explorado como

depurativo, sob a forma de cha.®

Foto: José Antonio da Silva

Figura 2. Partes aéreas de Anadenanthera peregrina (Piptadenia falcata Benth).*

4(a) Almeida, S. P.; Proenca, C. E. B.; Sano, S. M.; Ribeiro, F. J. Cerrado - Espécies vegetais Uteis; Embrapa:
Planaltina, DF, 1998. (b) Torres, C. M.; Repke, D. B. Anadenanthera visionary plant of ancient South America. The
Haworth Herbal Press: New York, 2006. (c) Altschul, S. von R. A Taxonomic Study of the Genus Anadenanthera.
In: Rollins, R. C.; Foster, R. C., editors. Contributions from the Gray Herbarium of Harvard University.
Massachusetts: Lexington Press, 1964. (d) Sprent, J. I. In: The nitrogen factor. Advances in Legume Systematics;
Sprent, J. . & McKaey, eds.; Royal Botanic Gardens, Kew, UK, 1994,

5(a) Fagg, C. W.; In: APA de Cafuringa, a tltima fronteira natural do DF; Netto, P. B.; Mecenas, V. V.; Cardoso, E.
S. eds.; Semarh, Brasilia, 2005; (b) Carvalho, P. E. R. Espécies florestais brasileiras: recomendagdes silviculturais,
potencialidades e uso da madeira; Colombo, EMBRAPA-CNPF, 1994; (c) Corréa, M. P.; Dicionario das plantas
Uteis do Brasil e das exoticas cultivadas; Ministério da Agricultura/Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal; Rio de Janeiro, 1984; (d) Maia, G. N.; Caatinga: Arvores e arbustos e suas utilidades; D & Z Computago

Grafica e Editora, Sdo Paulo, 2004.
5
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Da semente de Piptadenia peregrina (formalmente, Anadenanthera peregrina) foi
extraido o alcaléide 5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina (1, bufotenina)®, membro de uma vasta
classe de compostos derivados da 5-hidroxi-triptamina (2, serotonina) e designados como
indolalquilaminas (IAAs) ou derivados triptaminicos (Tabela 1).” Nos anos 1950s, bufotenina
(1), N,N-dimetiltriptamina (4) e 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina (5) foram detectadas em varias
espécies de Piptadenia (P. Paniculada, P. Peregrina, P. Macrocarpa e P. Colubrina), além de

outros vegetais, como por exemplo, na raiz de Mimosa hostilis.®*°

Tabela 1. Representacéo estrutural da bufotenina (1) e indolalquilaminas relacionadas.’

R R
/l @1\ /RZ
< z \§ ( z \§
N N
H H
1-6 7
Composto R? R? R® R* Nome(s)
1 Me Me OH - 5-Hidroxi-N,N-dimetiltriptamina, Bufotenina,
HDMT
2 H H H - Triptamina
3 H H OH - Serotonina, 5-HT
4 Me Me H N,N-Dimetiltriptamina, DMT
5 Me Me OH - 5-Hidroxi-N,N-dimetiltriptamina
6 Me Me OMe - 5-Metdxi-N,N-dimetilltriptamina, MDMT
7 Me Me OH Me 5-Hidrdxi-N,N,N-trimetiltriptamina, Bufotenidina,

Cinobufotenina

Em 1971, Felows e Bell estudaram o metabolismo de ind6is em Piptadenia peregrina e
sugeriram que triptamina (3), 5-hidroxi-triptamina (2, 5-HT), 5-hidréxi-N-metiltriptamina (5) séo

os intermediarios envolvidos na biossintese da bufotenina (1, Figura 3).1°

®Stromberg, V.L.; J. Am. Chem. Soc. 1954, 76, 1707.

Yu, A.M, AAPS Journal 2008, 10, 242.

8Fish, M.S; Joohnson, M.; Horning, E.C. J. Am. Chem. Soc. 1955, 77, 5892.
%Pachter, I. J.; Zacarias, D.E.; Ribeiro, O. J. Org. Chem. 1959, 24, 1285.
OFellows, L. E.; Bell, E. A.; Phytochemistry 1971, 10, 2083.
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\
NH, NH
HO HO
N e N >
N N
H H

serotonina (2) 5-hidroxi-N-metiltriptamina (5)

@fg

trlptofano

enzima triptofano
descarboxilase

C{g

5-hidréxi- tr|ptofano 10)

enzima triptofano
hidroxilase

\
N/
HO
N\
N
H

bufotenina (1)

Figura 3. Proposta de Felows e Bell para a biossintese de derivados 5-hidroxi-triptaminicos em P.

peregrina (adaptada).?

A bufotenina foi também encontrada em espécies de graminea Phalaris ssp.,!! no latex

da planta medicinal Brosimum acutifolium®? e, mais recentemente, nas

folhas de Citrus bergamia

juntamente com varios outros derivados triptaminicos, inclusive a bufotenidina (7), nunca antes

encontrada nesta espécie.’® Adicionalmente, bufotenina tem sido detectada em fontes de origem

animal, como secre¢des da pele de anfibios Osteocephalus®*
Paramuricea clavata.®®
O nome bufotenina deriva de sua descoberta em 1893

(Bufonidae). Desde entéo, sapos Bufo e bufotenina tém sido objeto de

e vertebrados marinhos

na pele do sapo Bufo

controvérsias na literatura

quanto as suas propriedades psicodélicas.'® Apds sua deteccdo em urina humana, na década de

50, a bufotenina tornou-se novamente o centro do debate cientifico.

Recentemente, Barker e

colaboradores!’ examinaram uma extensiva literatura, compreendendo o periodo de 1955-2010,

11Zhou, L.; Hopkins; A. A.; Huhman; D. V.; Sumner, L. W. J. Agric. Food Chem.2006, 54, 9287.
2Moretti, C.; Gaillard,Y.; Grenand, P.; Fabien B. F.; Prévost, J. M.; J. Ethanopharmacol. 2006,

106, 198.

3Servillo L.; Alfonso, G.; Balestrieri, M.L.; Casale, R.; Cautela, D.; Castaldo, D. J. Agric. Food Chem. 2013, 61,

5156.

1Costa, T. O. G.; Morales, R. A. V.; Brito, J. P. Gordo, M.; Pinto, A. C.; Bloch, Jr. R. C. Toxicon 2005, 46, 371.
15pénez, N.; Culiol, G.; Pérez, T.; Briand, J. F.; Thomas, O. P.; Blache Y.; J. Nat. Prod. 2011, 74, 2304.
16 (@) Lyttle, T.; Goldstein, D.; Gartz, J. Journal of Psychoactive Drugs 1996,28, 267. (b) Shen, H. W._; Jiang, X. L.;

Winter, J. C.; Yu, A. M. Current Drug Metabolism. 2010,11,659.

"Barker, S. A.; Mcllhennya, E. H.; Strassmanb, R.; Drug Test. Analysis 2012, 4, 617.
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relativa a presenca de bufotenina e analogos em varios fluidos corporais humanos como sangue,
urina e liquido cerebroespinhal.

2.2. Atividades farmacolodgicas dos derivados da triptamina

Derivados triptaminicos naturais ou sintéticos (Figura 4) apresentam diversas atividades
farmacologicas, como exemplos, temos: neutrotransmissor endégeno (serotonina, 2); regulador
de sono (melatonina, 11); antimagrainina (zolmitriptano, 12), ligante sintético do receptor
serotoninérgico 5-HTes humano (Ni-benzenosulfonila-MeO-DMT, 13), 18 antibiético (conjugado

bufotenina-cinamoila, 14)° e ligante do receptor da acetilcolina (bufotenidina, 7).2°

B\Wu, Y. -J.; Top. Heterocycl. Chem. 2010, 26, 1. (c) Barlow, R. B.; Burston, K. N.; Br. J. Pharmacol.1980, 69,
597.

BRussell, M. G. N.; Baker, R. J.; Barden, L.; Beer, M. S.; Bristow, L.; Broughton, H. B.; Knowles, M. McAllister,
G.; Patel, S.; Castro, J. L.; J. Med. Chem. 2001, 44, 3881.

20Barlow, R. B.; Burston, K. N.; Br. J. Pharmacol.1980, 69, 597.
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NH
2 HN/<

(0]

HO
N\ MeO

N
H

Iz /;>\

melatonina (11)

serotonina (2) ( regulador do sono )

( neurotransmissor )

|

N—
N
MeO
O\\I/H N
0/ "H N "o
N %

zolmitriptano (12)

( tratamento de enxaquecas ) N -benzenosulfonil-MeO-DMT (13)

( ligante sintético do receptor 5-HTg )

oM
MeO € \N/
OH
H ©
N X HO
| N\
(0]
HN N
H
conjugado serotonina-cinamoila (14) de C. nigra, _ bufotenidina (7). .
( ativo contra E. col, penicilina-resistente ) (ligante receptor da acetilcolina )

Figura 4. Exemplos de atividades farmacoldgicas de alguns derivados triptaminicos naturais e
sintéticos.!’

O interesse no metabolismo, na farmacocinética e no mecanismo de acdo dos derivados
triptaminicos tem crescido nos ultimos anos, principalmente devido a ocorréncia de varios
farmacos antipsicoticos que agem diretamente no subtipo 2A do receptor da 5-hidroxitriptamina
(5-HT2A), associado com as fungées normais do cérebro.?

5-Metdxi-N,N-dimetiltriptamina (5-MeO-DMT, 6) e harmalina (15) sdo os alcaloides
principais encontradas em uma mistura de ervas que compdem a “Ayhuaska”, bebida utilizada
em rituais religiosos por algumas tribos indigenas da Amazdnia e em cultos da seita Santo
Daime.*® Yu e colaboradores, ao investigarem o perfil da 5-MeO-DMT (6), tanto in vitro quanto
in vivo, concluiram que quando esta € coadministrada oralmente com harmalina (15), um

inibidor competitivo reversivel de monoamina oxidase (IMAO), o metabolismo e a

ZLAlmaula, N.; Ebersole, B. J.; Zhang, D.; Weinstein, H.; Sealfon, S. C. J. Biol. Chem. 1996, 271, 14672.
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farmacocinética da 5-MeO-DMT ¢ significativamente afetado bem como a formacdo do seu
metabdlico ativo (bufotenina, 1) catalisada pela enzima hepética citocromo Psso 2D6.2223 De
acordo com os pesquisadores em questdo, a bufotenina (1) apresentou cerca de 10 vezes mais
afinidade com receptor 5-HT2a do que 0 5-MeO-DMT. A atividade inibitdria da harmalina (15)
sobre a MAO aumenta a exposi¢cdo sisttmica a 5-MeO-DMT (3), em 3,6-4,4 vezes, como

também a bufotenina (1), em 9,9-6,1 vezes.

Iz

15

Figura 5. Harmalina: inibidor da monoamina oxidase (IMAQ) 120

2.3. Compostos diméricos como candidatos a farmacos multialvos para o tratamento
da Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa que progride de forma
agressiva e incuravel, acarretando perda da memdria e diversos distarbios cognitivos, tais como,
perda da flexibilidade de locomogéo, dificuldade na fala, reconhecimento de familiares,
deméncia e até morte.?*% Para retardar o avanco dos distlrbios destacados, foram desenvolvidos
farmacos (comercialmente disponiveis e em estagios pré-clinicos) no intuito de normalizar a
quantidade de neurotramissor acetilcolina (ACh) drasticamente diminuido em pessoas que
sofrem de DA, além de outros receptores nicotinicos e muscarinicos (M2) de acetilcolina
localizados nas membranas pré-sinapticas.?®

A quantidade de acetilcolina no sistema nervoso central (SNC) pode ser melhorada
através da inibicdo das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butilcolinesterase (BuChE) enzimas
que catabolizam a acetilcolina liberada no processo sinaptico.?” A concavidade ativa da AChE
(Gorge), que tem uma profundidade de 20 A, é formada pelos seguintes subsitios principais: 0

sitio periférico localizado na entrada, o sitio ligante de amdnio quaternario situado no centro ao

22Shen, H.; Wu, C.; Jiang, X.; Yu, A. M.; Biochemical Pharmacology 2010, 80,122.
BWinter, J. C.; Amorosi, D. J.; Rice, K. C.; Cheng, K.; Yu, A. M.; Drug. Metab. Dispos.2011, 99,
311.
24nttp://www.alzheimermed.com.br/diagnostico/sintomas-e-evolucao acessado em 28/04/2015.
®Goedert, M., Spillantini, M.G. Science 2006, 314, 777.
%Junior, C. V.; Bolzani, S. V.; Furlan, M.; Fraga, C. A. M.; Barreiro, E. J. Quim. Nova. 2004, 27, 655.
2Benzi, G.; Moretti, A., Eur. J. Pharmacol. 1998, 346, 1.
10
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lado direito, a cavidade oxianiénica no fundo (do Gorge), o sitio catalitico ativo composto por
serina (Ser200), histidina (His440) e o &cido glutamico 327 (Glu327) e bolso de acilagdo (Figura
6) 28

Sttio periférico &

15A

Sttio anidnico ¢
N
| was

=

Catalttico

Cavidade oxianionica

Figura 6. Representacdo da concavidade ativa da AChE da Torpedo californica (adaptada de Dvir e
col.).?8

De acordo com Silman e colaboradores?® o grupo hidroxi do aminoacido serina no sitio
catalitico da AChE ataca a carbonila da acetilcolina fomando um complexo enzima substrato e
liberando assim a colina. A enzima acetilada € atacada pela molécula de agua liberando éacido
acético e a enzima (Figura 7). Com isso, inibidores da enzima acetilcolinesterase sdo importantes
ferramentas terapéuticas para DA, por serem capazes de competir com acetilcolina, substrato

natural, impedindo assim a sua transformacéo em colina.

2BDvir, H.; Silman, 1.; Harela, M.; Rosenberryc, T. L.; Sussmana, J. L. Chem. Biol. Interact. 2010, 187, 10.
2Sjlman, I.; Millard, C. B.; Ordentlich, A.; Greenblatt, H. M.; Harel, M.; Barak, D.; Shafferman, A., Sussman J. L.

Chem Biol Inter act 1999, 119-120, 43.
11
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Figura 7. Representacdo do mecanismo da hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase, adaptada de

Silman e col.?

Além de outras evidéncias patoldgicas que ocorrem no cérebro, tanto intra ou

extracelular, em pacientes que sofrem de DA observa-se a formacéao das placas protéicas de Ap-

amildide entre os neurdnios, que acarretam morte celular devido processo neuro-inflamatorio e

neurotoxico (Figura 8). O peptideo AB-amildide é formado por 39 a 42 residuos de amino&cidos

gerados a partir de uma quebra sequencial da proteina precursora amil6ide (APP) por duas

enzimas secretases (y e B). A quebra da APP fornece dois residuos de aminoacidos Api-40 € AP1-

22.PEsse Gltimo residuo é o mais expressivo na formacdo da agregacdo protéica devido

apresentar menor solubilidade e maior toxicidade neural do que o residuo APi-so.

A

Placas amiléides
(peptideo AR)

Figura 8. A) Neurdnio saudavel. B) Placas amiléides em neurénio com DA (adaptada de Falco e col.)?®

%Falco, A. D.; Cukierman, D. S.; Hauser-Davis, R. A.; Rey, N. A. Quim. Nova, artigo no Prelo, publicado na web

em 30/09/2015.
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Para o tratamento da doenca Alzheimer, os compostos com perfil anticolinesterasico que

exibiram resultados promissores foram donepezil (16, Aricept®), fisostigmina (17, Eserina®), tacrina

(18, Cognex®), galantamina (19, Reminyl®) e dimero da tacrina (20). Tacrina foi o primeiro farmaco

sintético aprovado pelo FDA, mas devido a sua hepatotoxicidade caiu em desuso (Figura 9).%

% Q;Q;/\H/

fisostigmina (17) tacrina (18)
donepezil(16)

/L\_\j
7\

HN

MeO

galantamina (19)

dimero da tacrina (20)

Figura 9. Exemplos de inibidores classicos da AChE.®!

Unico farmaco com perfil ndo anticolinesterasico disponivel, a memantina (21,
Namenda®) foi aprovada pela agéncia FDA em 2003, Figura 10, atuando como um antagonista
de receptores de glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDA).>> O glutamato é o maior
neurotransmissor excitatorio envolvido em quase todas as fun¢fes do SNC. Liberado na sinapse
excitatoria, ativa o receptor de NMDA induzindo a entrada do ion Ca?* no neur6nio,® cujo
excesso acarreta a morte de neuronio.?* Devido a essa atuacdo diferenciada, o farmaco em
questdo, esta sendo indicado para o tratamento de DA nos estagios moderados e até mesmo

severos.®

3l(a) Gargano, R.; Paula, A. A. N.; Romeiro, L. A. S. ; Nascimento, E. C. M. ; Kiametis, A. S. ; dos Santos, Maria
Lucilia ; Castro, N. G. ; Nascente, L. C. ; Martins, J. B. L. Revista Processos Quimicos 2011, 10, 9. (b) Barbosa
Filho, J. M.; Medeiros, K. C. P.; Diniz, M. F.; Batita, L. M.; Athayde-Filho, P. F.; Silva, M. S.; da Cunha, E. V.L;
Almeida, J. S.; Quintans-Janior, L. J. Braz. J. Pharm. Sci. 2016, 16, 258.
$2http://www.alzheimermed.com.br/tratamento/antagonista-dos-receptores-de-glutamato, acesso em 17 de janeiro de
2015.

%3Bressana, R. A.; Pilowsky, L. S. Ver. Bras. Psiquiatr. 2003, 25, 177.

34Geldenhuys, W. J.; Van der Schyf , C. J. Curr. Med. Chem. 2013, 20, 1662.

®Dias, K. S. T.; de Paula, C. T.; Riquiel, M. M.; Lago, S. T.; Costa, K. C. M.; Vaz, S. M.; Machado, R. P.; Lima, L.

M. S.; Viegas Junior, C. Rev. Virtual Quim. 2015, 7, 609.
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NH,

21

Figura 10. Memantina, um antagonista de receptores de glutamato (NMDA).*

Garcia-Alloza e colaboradores® acessaram as fungdes serotoninérgico e dopaminérgico
no cértex frontal e temporal de 22 pacientes de DA (post-mortem) e concluiram que o
desequilibrio nesses dois sistemas contribui para 0s sintomas cognitivos e comportamentais da
DA. Considerando esses aspectos, a monoamina oxidase (MAQ) foi ponderada como possivel
alvo da DA e seus inibidores devido as propriedades sobre as duas isoformas: IMAO-A
(antidepressivos) e IMAO-B (desordens neurodegenerativas) tornaram candidatos Gteis no

tratamento da DA.%’

Desde o inicio, na busca de tratamento para DA, foi explorada uma unica estratégia
terapéutica como, por exemplo, inibidores da AChE, inibidores da agregacdo Ap-amiloide,
antagonistas de receptores NMDA ou IMAOs. Entretanto, devido & complexidade dessa doenga,
moléculas capazes de atingir um unico alvo ndo foram suficientes para um tratamento eficaz da
DA. Uma das alternativas recentes incide no desenvolvimento de protétipos moleculares capazes
de atingir multialvos simultaneamente.®® Abordagem multialvos tem sido explorada por muitos
pesquisadores, em especial, inibidores de colinesterases, inibidores da agregacdo Ap, IMAOs e
antagonistas de receptores NMDA. Dentre esses prototipos, moléculas de estrutura dimeérica,
compostos hibridos contendo subunidade inddlica e derivados triptaminicos vem se

destacando.®®

Dados recentes da literatura evidenciam que derivados da triptamina também exibem

acao inibitoria sobre a AChE e podem ser considerados candidatos potenciais a

%Garcia-Alloza, M.; Gil-Bea, F. J.; Diez-Ariza, M.; Chen, C.P.L.-H.; Francisc P. T.; Lasherasa, B; Ramireza M. J.
Neuropsychologia 2005, 43, 442.
$"Bolea, |.; Juarez-Jimenez, J. Los Rios, C.; Chiou, M.; Pouplana, R.; Luque, F. J.; Unzeta, M.; Marco-Contelles, J.;
Samadi, A. J. Med. Chem. 2011, 54, 8251.
3Morphy, R.; Rankovic, Z. Lead Generation Approaches in Drug Discovery 2010, 142,
3(a) Camps, P.; Formosa, X.; Munoz-Torrero, D.; Petrignet, P.; Badia, A.; Clos, V. M. J. Med. Chem. 2005, 48,
1701. (b) Rodriguez-Franco, M. I.; Fernadndez-Bachiller, M. I.; Pérez, C.; Hernandez-Ledesma, B.; Bartolomé, B. J.
Med. Chem. 2006, 49, 459.
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anticolinesterasicos. Queiroz e colaboradores®® isolaram do caule de Tetrapterys mucronata,
planta usada ocasionalmente na prepara¢do da bebida psicoativa Ayahuasca, vinte metabdlicos
secundarios, dentre eles, bufotenina (1), triptamina (4), metoxi-dimetiltriptamina (6) e os
dimeros 22 e 23, os quais exibiram atividade inibidora da AChE com valores de ICs abaixo de
15 uM (Tabela 2).

Tabela 2. Compostos isolados de Tetrapterys mucronata com acéo inibitéria sobre a AChE.*

Composto 1Cs0 (LM)
1 11,4+0,2
4 12,5+0,3
6 140+0,2
22 11,704
23 12,7£0,3
Galantamina (17) 2,4+0,2
Tacrina (19) 0,09 £ 0,02

Aguilera e colaboradores®* planejaram e sintetizaram uma nova série de hibridos
donepezil-indolil multialvos andlogos do ASS234 (24), inibidor das enzimas MAO A/B, AChE e
BuChE. Segundo 0s autores, as caracteristicas “drug-like” ¢ propriedades ADMET do composto
25 (Tabela 3) sugerem ser este um candidato promissor a farmaco para tratamento da DA e,
portanto, merecedor de estudos adicionais. Com base em estudo de modelagem molecular
(docking), os pesquisadores concluiram que a conformacéo linear de 25 possibilita a interagdo no
sitio catalitico e periférico da EeAChE, contribuindo para maior seletividade AChE/BUChE. No

40Queiroz, M. F., Queiroz, E. F., Zeraik, M. L., Ebrahimi, S. N., Marcourt, L., Cuendet, M., Castro- Gamboa, .,
Hamburger, M., Bolzani, S. V., Wolfender, J.-L. J. Nat. Prod 2014, 77, 650.
41Bautista-Aguilera, O. M.; Esteban, G.; Bolea, I.; Nikolic, K.; Agbaba, D.; Moraleda, I.; Iriepa, I.; Samadi, A.;
Soriano, E.; Unzeta, M.; Contelles, J.M. Eur. J. Med. Chem. 2014, 75, 82.
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caso da MAO, as simulagcdes mostraram que a orientacdo das subunidades propargilamina e fenil
é responsavel pela maior seletividade MAO A/B.

Tabela 3. Atividade inibitoria e seletividade de 24 e 25 frente a AchE/BUChE e MAO A/B.%’

SROVUIoE R CWOW@“\

ASS234 (24)

Sel.
Sel.
c t ICs0 (UM) BUChE/ ICs0 (UM) hMAO
omposto e u
P s i o B/hMA
EeAChE
OA
EaAChE eqBUChE hMAO A hMAO B
ASS234(24) 0,35+0,01 0,46 + 0,06 1,3 0,0042 +
0,039 + 0,004 9,2
0,0005
25 0,19+0,01  0,83+0,16 4,4 0,0055 +
0,15 + 0,031 27,3
0,0014
Donepezil  0,013+0,001 0,84+ 0,05 65 850 + 13 15+2,2 0,017

Léon e colaboradores*? apresentaram os resultados da atividade de varios dimeros de
farmacos disponiveis para o tratamento da DA ou de outras substancias inibidoras da AChE,
comprovando a potencializacdo da interacdo dos compostos dimericos no sitio da AChE com
consequente melhoria do perfil colinesterasico. A Figura 9 mostra alguns exemplos de
homodimeros e heterodimeros multialvos atuando como potentes inibidores da AChE e

apresentando propriedades anti agregagao AB-amiloide melhoradas.

42|_edn, R., Garcia, A.G, Marco-Contelles, Med. Res. Rev. 2015, 33, 139.
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N A Br@ 0
N
~ —
N
Homodimero: bis-tacrina (26)
AChE IC5; = 0,40 nM
BUChE ICgy = 390 nM Heterodimero: donepezil-galantamina (27)
abAChE |C50 = 41 .7 mM AChE IC5O = 8,8 nM
NMDA (b'OqUelO) |C50 =0,76 mM BuChE ICSO = 81,5nM

GABAA (blogueio) IC50= 5,6 mM
BACE-1 ICs = 7,5 mM

USRS AON

Heterodimero: piperidina-(clorofenil)acetato (28) Homodimero: bis-N-dimetilmeptazinol (29)
AChE IC5, = 0,32 mM AChE IC5p = 9,5 nM
BuChE ICg; = 38,4 mM BuChE IC5p = 17,0 nM
abauto ag. ICgq = 28,2 mM abAChE ag. IC5y = 5,80 mM

abAChE ag. 42,4 % (1 mM)

Figura 11. Exemplos de dimeros multialvos inibidores da AChE e da agregacio da Ap-amildide.*

2.4. Métodos classicos de determinacdo da atividade inibitéria da AChE e

imobilizacao enzimatica em bioreator capilar (ICER)

Diversos métodos tém sido relatados para a determinacdo da atividade inibit6ria da
AChE, sendo 0 método espectrofotométrico de Ellman,** o mais utilizado. O fundamento do
método é a producdo da tiocolina (31) por acdo da AChE sobre a acetil-tiocolina (30, ATCh). A
tiocolina (31) formada interage com o acido ditiol-bis-nitrobenzoico (33, DTNB), fornecendo o
acido-5-tio-2-nitrobenzéico (34, TNB) de coloracdo amarelada, que na analise de UV-vis
apresenta-se com comprimento de onda de 420 nm. Deste método derivou-se variantes
simplificadas ou otimizadas que tem sido relatadas na literatura para determinagdo dos efeitos
falso-positivo por microplacas (microplates)**; analises de colinesterase eritrocitaria* e analise

rapida de AChE no fluido amni6tico.*®

“Ellman, G. L.; Courtney, K. D.; Andres, V. ; Featherstone, R. M. Biochem. Pharmacol. 1961, 7, 88.
#Rhee, I. K.; Van Rijin, R. M.; Verpoorte, R. Phytochem. Anal. 2003, 14, 127.
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Figura 12. Fundamentos quimicos do método de Ellman.*

Outra metodologia classica na determinacdo inibitdria de colinesterase é o método de
Marston e Hostettmann*’ que emprega a Cromatografia de Camada Delgada. Consiste em uma
andlise qualitativa rapida de identificacdo de compostos com propriedade inibitoria da AChE
numa mistura complexas como, por exemplo, extrato de plantas. A placa de CCD com a amostra
é eluida até migracdo da amostra, forma tradicional, utilizando um solvente apropriado. A placa
é secada com pistola de ar quente até remocdo do solvente e uma solucdo contendo a enzima,
previamente preparada, é pulverizada e secada com controle de temperatura. Em seguida, uma
solucdo de acetato de naftil acetato (36) e 39 (fast Blue Salt B) é pulverizada na placa,
fornecendo uma coloracdo puarpura devido a formacdo do composto diazo (40), no caso de

resposta positiva (Figura 13).

4George, P. M.; Abernethy, M. H. Clin. Chem. 1983, 29, 365.
%Hay, D. L; lIbrahim, G. F.; Horacek, I. Clin. Chem. 1983, 29, 1065.

4"Marston, A.; Kissling, J.; Hostettmann, K. Phytochem. Anal. 2002, 13, 51.
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composto diazo (40), coloracdo roxa

Figura 13. Fundamentos quimicos do método de Marston e Hostettmann.*’

Além dos métodos classicos apresentados, radiometria, fluorimetria, eletroquimica e
metodologia a base de nanoparticulas também tem sido descritos na literatura.*® Uma abordagem
inovadora e interessante para determinacdo da atividade inibitéria da AChE é a técnica de
imobilizacdo enzimatica em bioreator capilar (ICER, immobilized capillary enzyme reactor) em
sistema de fluxo, cromatografia liquida (CL), acoplado a espectrofotometria UV-vis* e
espectrofometria de massa.>® A técnica permite a quantificacdo em fluxo do produto da catalise
enzimatica da acetilcolinesterase sobre a acetilcolina, substrato natural da enzima.

Recentemente, Vanzolini e colaboradores®® desenvolveram um método AChE-ICER
acoplada a LC-MSLC-IT-MS/MS (liquid chromatography—tandem-trap mass spectrometer).
Segundo os pesquisadores, nos ensaios de triagem, novos ligantes candidatos a inibidores da
acetilcolinesterase e acetilcolina (substrato da enzima da AChE) séo coinjetados no CL adaptado
com AChE imobilizada em coluna capilar. Aatividade é avaliada monitorando-se por MRM

“Miao, Y. Q.; Nongyue, H.; Zhu, J. J. Chem. Rev. 2010, 110, 5216.
4%da Silva, J. I.; Moraes, M. C.; Vieira, L. C. C.; Corréa, A. G.; Cass, Q. B.; Cardoso, C. L. J. Pharm.Biomed.Anal.
2013, 73, 44.
S0Forsberg, E. M.; Gree, J. R.; Brennan, J. D. Anal. Chem. 2011, 83, 5230.
Slvanzolini, K. L.; Vieira, L. C. C.; Corréa, A. G.; Cardoso, L. C.; Cass, Q. B. J. Med. Chem. 2013, 56, 2038.
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(multiple reaction-monitoring) o ion molecular precursor (colina, produto da catalise), usado

para quantificacdo, e ion fragmento da primeira transi¢do, que corresponde a perda de etanol,

para confirmagao da catalise enzimatica (Figura 14).>

@D
P @® xOH>
N, M s
NN
m/z 105,1

\%),I

7\

mz/ 60,0

Figura 14. Proposta de fragmentacéo da colina (adaptado de Vanzolini, K. L).5%52

O procedimento para imobilizacdo da enzima AChE no capilar pode ser resumido na

seguintes etapas: limpeza e ativacdo dos grupos silila na superficie interna do capilar com

solucdo acida para sililacdo com insercdo do grupo 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) e adicao

do espacador glutaraldeido para imobilizacdo covalente da enzima acetilcolinesterase de peixe-

elétrico (eel, Electrophorus electricus) e humana (huAChE), via formacdo de bases de Schiff

(Figura 14).°% Outras formas de imobilizagdo enzimatica em capilar tem sido descrito na

literatura.>35

A2 A)
e\
lén_ _____
e ___-
B2 g
Si—OH Si—O, OFt
Limpeza e ativacio do capilar: (|) APTS (I) \Si/
HCI (2M) | /£ \(\‘)/NH2
Si—OH S‘i—O 4
. Glutaraldeid
Adicdo do espagador l AR
Si—O, $i—O0
[ N /OEt Enzima—NH, |I % /OE‘
() Si - 0 Si
S|i_0/ \(“)z/N\/H\/ S|i_0/ VN
3 N 3
| — ke A | \/Hw/l"
Enzima
Imobilizacdo da enzima @

2vanzolini, K. L. Bioreatores de acetilcolinesterase: estudos de condigBes para condigBes para triagem ligantes.

Universidade Federal de Sdo Carlos, 2013.

%3Gabrovska, K.; Nedelcheva, T.; Godjevargova, T.; Stoilova, O.; Nanolova, N.; Rashkov, I. J.

Mol. Catal. B 2008, 55, 169.

%Min, W.; Wang, W.; Chen, J.; Wang, A.; Hu, Z. Anal. Bioanal. Chem. 2012, 404, 2397.
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Figura 15. Método de imobilizacdo da enzima eel e huAChE em capilares de silica fundida (Reproduzido
de Vanzolini, K. L)%

A configuracdo béasica do sistema operacional LC-MS consiste em uma bomba A,
conectada a um reservatério para solucéo de acetato de amonio (fase mével), um auto injetor de
amostra, uma coluna capilar como enzima acetilcolisterase imobilizada (AChE-ICER) e uma
bomba B conectada a um reservatdrio com metanol para otimizar a ionizacdo e ndo alterar
atividade da AchE (Figura 32).51:%2

Bomba A Auto-injetor

ICER-AChE

Figura 16. Sistema de LC-MS utilizado da avaliacdo da atividade inibitéria de ligantes da AchE
(Reproduzido de Vanzolini, K. L) %2

Recentemente, da Silva e Colaboradores® avaliaram a técnica AChE-ICER junto com
outras metodologias classicas de determinacdo inibitéria da AchE utilizando uma série de benzil-
piperidina. Segundo os pesquisadores, a ICER (immobilized capillary enzyme reactor) oferece
um analise de triagem rapida e automatizada permitindo avaliacdo inibitériade AChE de vultuosa
quantidade de amostras. E considerado um método confiavel e alternativo, fornecendo
informacdes importantes de estrutura-atividade norteadores para prétotipos mais eficiente.

2.5. Importéncia de oxindois e preparacao a partir do indol

Os alcaldides oxinddlicos representam uma classe de compostos encontrados em uma
grande variedade de produtos naturais, tanto em plantas quanto como metabolicos de fungos,
muito atraentes no que diz respeito a sua atividade biologica e potencial aplicacGes na descoberta

%da Silva, J. I.; Nicastro, P. C.; de Oliveira, P. C. M.; Fossaluzza, P. C.; Morais, E. P.; Dias, K. S. T.; da Costa, R.
S.; Castro, N. G.; Cardoso, C. L.; Viegas Junior, C. Rev. Virtual Quim. 2015, 7, 2334.
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de protétipos a farmacos.>®>"°8 Estruturalmente, apresentam o niicleo oxindolico (indolinona)
que resulta da fusdo entre um anel benzénico e a 2-pirrolidona, apresentando quatro sitios

reativos, destacados na Figura 13.%°

4

5
Substuicéo E* 4-@3%0
6 N

7 H Centro reativo, C-2, grupo carbonil

Centro reativo, N-1, nitrogénio

Figura 17. Centros reativos do nlcleo oxinddlico.®

Na literatura sdo encontrados registros de utilidade diversificada para 0s compostos
oxindolicos (Figura 14) como, por exemplo, no combate ao HIV (41), em disturbios alimentares
e obesidade (42), doencas fibréticas (43), atividade antitumoral (44) e producdo de células
solares (45).%° Atualmente, os oxinddis tém despertado especial interesse devido seu potencial
terapéutico no combate a diversos tipos de cancer, sendo o Sunitinib® (46) o primeiro
medicamento a ser aprovado pelo FDA para o tratamento de carcinoma renal.%! Desde ent&o,
outros compostos andlogos a esta indolinona estdo em fase clinica de teste. Tais fatos vém

estimulando estudos visando a sua obten¢&o por vias sintéticas.®?

%Song, R.-J.; Liu, Y.; Xie, Y.-X.; Li, J.-H. Synthesis 2015, 47, 1195.
S"Tsukamoto, S.; Kato, H.;Samizo, M.; Nojiri, Y.;Onuki, H.;Hirota, H.; Ohta, T. J. Nat. Prod. 2008, 71, 2064.
%8Tsuda, M.; Kasai, Y.; Komatsu, K.; Sone, T.; Tanaka, M.; Mikami, Y.; Kobayashi, J. Org. Lett. 2004, 6, 3087.
%9Ziarani, G. M.; Gholamzadeh, P.; Lashgari, N.; Hajiabbasia, P. ARKIVOC 2013, 1, 470.
®0(a) Maass, G.; Immendoerfer, U.; Koening, B.; Leser, U; mueller, B.; Goody, R.; Pfaff, E. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 1993, 2612. (b) Puleo, I.; Marini, P.; Avallone, R.; Zanchet, M.; Bandiera, S.; Baroni, M.; Croci,
T. bioorg. med. chem., 2012, 20, 5623. (c) Roth, G. J.; Heckel, A.; Brandl, T.; Grauert, M.; Hoerer, S.; Kley, J. T.;
Schnapp, G., Baum, P.; Mennerich, D.; Schnapp, A.; Park, J. E. J. Med. Chem. 2010, 53, 7287. (d) Roth, G. J,;
Heckel, A.; Colbatzky, F.; Handschuh, S.; Kley, J.; Lehmann-Lintz, T.; Lotz, R.; Tontsch-Grunt, U.; Walter, R.;
Hilberg, F. J. Med. Chem. 2009, 52, 4466. (f) Manvar, A.; Bavishi, A.; Loriya, R.; Jaggi, M.; Shah, A. Med. Chem.
Res. 2013, 22, 3076. (g) Valitov, M. I.; Romanova, I. P.; Gromchenko, A. A.; Shaikhutdinova, G. R.; Yakhvarov, D.
G.; Bruevich, V. V.; Dyakov, V. A.; Sinyashin, O. G.; Paraschuk, D. Y. Solar Energy Materials and Solar Cells.
2012, 103, 48.
81Chow, L. Q.; Eckhardt, S.G.; J. Clin. Oncol. 2007, 25, 884.
®2Prakash, C.R.; Raja, S. Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 2012, 12, 98.
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Figura 18. Oxinddis com reconhecidas atividades biotecnolégicas.

A oxidacdo de inddis é importante etapa sintética na preparacdo de oxinddis, inclusive
na sintese de varios alcaldides de estrutura quimica complexa. Em geral, os reagentes oxidantes
classicos empregados sao N-bromosuccinimida (NBS) na presenca de &cido acético/agua/THF,
hipoclorito de terc-butila (t-BuOCI) e DMSO/HCI.® Além destes, outros oxidantes, tais como:
H.O2/chloroperoxidase,® oxaziridina de Davis®®, dimetildioxirano® e tetroxido de dsmio®’ tem
sido descritos na literatura.

Siller e colaboboradores® sintetizaram o 2-oxindol-N-araquidonico (50), como padrio
analitico, a partir da serotonina (47). A sintese envolveu cinco etapas, onde a reacdo chave foi a
formacdo do oxindol 49 a partir de 48, que quando tratado como acido meta-cloroperbenzdico

(mCPBA) em diclorometano forneceu 49 com 10 % rendimento.

83Marti, C.;Carreira, E. M. Eur. J. Org. Chem. 2003, 2209.

®4Corbett, M. D.; Chipko, B. R. Biochem J. 1979, 183, 269.
®Finefield, J. M.; Williams, R. M. J. Org. Chem. 2010, 75, 2785.
%6pettersson, M.; Knueppel, D.; Martin, S. F. Org. Lett. 2007, 9, 4623.
7Yy, P.; Cook, J. M. Tetrahedron Lett. 1997, 38, 8799.

88Siller, M.; Goya, S.; Yoshimoto, F. K.; Xiao, Y.; Wei, S.; Guengerich, F. P. JCB 2014, 389, 10476.
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N
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2-oxo-araquiddnico-serotonina (50)

Esquema 1. Sintese do 2-oxo-araquiddnico-serotonina (50).%

Castillo e colaboradores® apresentaram um protocolo geral para formagéo de oxinddis a
partir do indol, utilizando dimetildioxirano (DMDO). De acordo com o0s pesquisadores, 0s indois
51, 52 e 53 foram tratados com DMDO (preparado in situ) em acetona para fornecer os oxindois

54 e 55 com rendimentos 63 e 94%, respectivamente, e a lactona (56) com rendimento de 96%.
HO
R Rq
@E\g\ DMDO @ﬁg
- = o)
N acetona

o o

MeO MeO
51: R = CO,Me 54: R = CO,Me, 63%
52: R = CH,0CO,Me 55: R = CH,O0CO,Me, 94%
NHMe B NHMe o
N
(0] DMDO NS
(0]
- o o]
N acetona N N
MeO ., | MeO | MeO 56

Esquema 2. Formacdo dos oxindois 54 e 55 e da lactona 56 com o uso de dimetildioxirano.®’

89Sudrez-Castillo, O. R.; Sanchez-Zavala, M.; Meléndez-Rodriguez, M.; Castelan-Duarte, L. E.; Morales-Rios, M.
S.; Joseph-Nathan, P. Tetrahedron 2006, 62 3040.
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Danishesky e Nussbaum? relataram uma sintese total e versatil para o alcaléide espiro-
oxindol 63 a partir do triptofano. De acordo com esta, o éster metilico do triptofano (55) foi
transformado no oxindol 56 com uso de AcOH, DMSO/HCI 12 M aq. Este ultimo foi tratado
com aldeido prenilico, co-catalisado por base (piridina ou trietilamina) e peneira molecular,
gerando uma mistura de estereoisdmeros (59-62), que apds quatro etapas subsequentes forneceu

o alcaloide espirotriprostatina B (Esquema 3).

Et;N, ms 3 A
py, 0 - 10°C, 9h
H/, COzMe H’ COZMe Y\CHO
- AcOH, DMSO0,12 M HCl aq. i
NH,.« (HCI) 5 mol % PhOH, ta NH,« (HCI) >

—_—

95% N
H

(0]

4 etapas
_— >

espirotriprostatina B (63)

Esquema 3. Sintese total do alcaloide 63 espirotriprostatina B.®

Alvarado e colaboradores’ publicaram um estudo sobre a reagdo de Swen na formagéo
de espiro-oxindois. Pela metodologia empregada, o composto inddlico 64 foi oxidado com
DMSO e cloreto de oxalila durante 20 min para fornecer o oxindol 65 com 80% rendimento.
Este ultimo foi transformado na lactona 66 com 91% de rendimento, por aquecimento sob vacuo

(Esquema 4).

"Nussabaum, F. V.; Danishefsky, S. J.; Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 2175.
"IAlvarado,-L. P.; Steinhoff, J.; Miranda, S.; Avendafio, C.; Menéndez, J. C.; Tetrahedron, 2009, 65, 1660.
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H
HO €O 110 °C, 0.1 Torr,
8h
B
N O 91%
| 65

Esquema 4. Formagcao do espiro-lactona 66 via oxidacdo de Swern.®

Outro intermediario utilizado na formagdo de espiro-oxindois € 3-bromo-3-metil-2-

indolinona (68) preparado a partir do indol 67 sob condicdo oxidante, N-bromosuccinimida
(NBS) na presenca de AcOH/H>O/THF ou t-BuOH/THF (Esquema 5).

N\ NBS

N AcOH/THF/H,0O

67 ou terc-BuOH/THF

Iz

+ Br
Br
—_— O
"OH, N
68

Esquema 5. Formacdo do 3-bromo-3-metil-2-indolinona (68).

Funchs e Funk’ relataram o uso de intermediarios chave (3-bromo-3-metil-2-

indolinonas) com carbonato de césio em diclorometano na formacao de varios espiro-oxidois, via

adicdo nucleofilica intramolecular, como mostrado Tabela 4.

2Fychs, J. R.; Funk, R. L.; Org. Lett, 2005, 7, 677.
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Tabela 4. Adicéo intramolecular do nucleéfilo na formagéo espiro-oxindois.”
Entrada Substrato CondicGes Produto
. Br N CsCO; Tiey!
N 12h, 85% N O
H H
OMe MeO

O OMe CsCO;, o O
2 Br, CH,Cl, ta ° .
O o 24h, 13% O o

N N

H H
TPISO (0]
3 CH2C|2‘ ta Br
] 24h, 78% (0]
N N
H H
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3 Materiais e Métodos

3.1. Material vegetal

3.1.1 Coleta de sementes de espécies de Anadenanthera.

As sementes de Anadenanthera foram coletadas durante agosto e setembro de 2009 e 2011,
nos arredores da Universidade de Brasilia, cerrado strito sensu, a uma altitude de 1.030 m.
Espécimes testemunhos foram autenticados pelo Prof. Dr.Christofer William Fagg e
depositados no Herbario (UB), UnB, CEP 70919970, Brasilia DF, Brasil, sob os codigos Fagg
CW 1739, Anadenanthera peregrina (L.) Speg. Var. Peregrina, e Fagg CW 1737,
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. Cebil (Griseb.) Altschul.

3.2. Parte quimica

3.2.1 Procedimentos gerais:

¢ Os reagentes e solventes foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificacdo adicional, exceto nas reacdes que demandaram um maior grau de pureza. Na
analise preliminar da matéria prima, dos intermediarios e dos produtos finais foram
empregadas técnicas de cromatografia em camada delgada analitica (CCD) em placas de
silica gel 60 (Macherey Nagel F254/0,2 mm, UV2s4), eluidas com diferentes solventes ou
misturas, reveladas inicialmente com luz UV e com os reveladores vanilina sulfarica,
reativo de Drangendorff e &cido molibdofosforico.

+ Na purificacdo dos produtos foram exploradas técnicas de CCD preparativa (placas de
silica gel previamente preparadas), recristalizacdo e cromatografia classica em coluna,
usando 29a29alo gel 60 (0,04-0,06 mm) como suporte e eluentes diversos puro ou
gradiente.

¢ Os pontos de fusdo foram determinados no equipamento Logen Scientific, LS 111 plus.
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# Os espectros de IV foram registrados em dois espectrémetros Varian 640 FT-IR utilizando
partilha de KBr e Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR utilizando moédulo ATR, com
frequéncias expressas cm™.

¢ O assinalamento dos hidrogénios e carbonos foi confirmado por experimentos uni e
bidimensionais (APT, COSY, HMQC, HMBC). Os espectros de RMN *H e 3C foram
registados em espectrémetro Varian Mercury Plus (7,05 T), operando a 300 MHz para 'H e
75,46 MHz para 3C e espectrometro Bruker Avance™ UltraShield™ Plus (9,4 T),
operando a 600 MHz para 'H e 150 MHz para **C. Os deslocamentos quimicos foram
expressos em & (ppm) com referéncia ao tetrametilsilano (TMS) para o RMN !H e aos
solventes deuterados (CDCls, metanol-ds e DMSO-ds) no caso do RMN 3C. As constantes
de acoplamento foram relatadas como J (Hz) e os padrdes de acoplamento definidos por s
(simpleto), d (dupleto), m (multipleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo dupleto de dupletos)
e sl (simpleto largo).

¢ HRMS-ESI foram obtidos num Micro TOF Bruker Daltonics Inc. E HPLC -ESI- IT - TOF
Shimadzu e Triple TOF 5600 ACIEX.

¢ Os espectros de massas foram obtidos em aparelhno de cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM), utilizando cromatégrafo Shimadzu 7890 A,
com coluna capilar de 5%-fenil-95%-metilsilicone (HP5, 30 mm x 0,32mm x 0,25 pym) e
hélio como gas carreador (1,0 mL/min). A temperatura do fornofoi programada de 60 a
240°C a uma taxa de aquecimento de 3°C/min. Um miligrama de amostra foi dissolvido
em 1,5 mL de metanol e 1uL da solugéo foi injetada no modo com divisao de fluxo (1:50),
em injetor a 250°C. Os espectros de massas obtidos foram comparados como dados da
biblioteca Wiley 6™ Ed.

¢ As estruturas e nomes dos compostos foram obtidos com o apoio do programa ChemDraw
Ultra (versdo 10).

3.2.2 Extracdo, isolamento e caracterizagdo da bufotenina (5-Hidroxi-N,N-

dimetiltriptamina, 1)

N/ Na obtencdo da bufotenina (1) a partir das sementes de

™ | Anadenanthera foram explorados dois métodos distintos para

Ho N\ preparacdo do extrato com a fragdo alcaloifera, mas similares quanto
N 1
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ao uso do método cléssico de extracdo acido-base para isolamento do alcaloide, conforme
detalhado abaixo.

Metodologia 1 (Método de Stromberg)’. As sementes de Anadenanthera foram secadas a
temperatura ambiente, protegidas da umidade e reduzidas a p para entdo proceder a extracao
quimica, onde 120 g de sementes trituradas foram agitadas em 300 mL de etanol comercial a
96% e 1% 4acido tartarico durante quatro horas, com uso de agitador magnético. A suspensao
foi filtrada em funil de Buchner, o filtrado etanolico foi reservado e a torta foi submetida a um
segundo ciclo de extragdo. Em experimento paralelo, uma segunda amostra de 120 g do p6 foi
submetida ao mesmo protocolo. Os filtrados etanolicos provenientes das duas amostras foram
combinados e concentrados no rotaevaporador. O residuo foi diluido com 40 mL de agua
destilada e acidificado 60 mL de HCI 2N. A solucédo &cida resultante foi transferida para um
funil de separagéo, lavada 9 vezes com 60 mL de diclorometano e uma vez com 60 mL
cloroférmio. A fase aquosa foi alcalinizada a pH 9-10 com hidréxido de aménio concentrado
e, em seguida, extraida por 10 vezes com 60 mL de cloroférmio. As fases organicas foram
reunidas, o combinado secado com sulfato de sdédio e concentrado no rotaevaporador,

fornecendo a bufotenina (1) como sélido amarelado pélido (4,70g, 1,96%).

Metodologia 2 (Método classico). As sementes de Anadenanthera (50 g) foram secadas a
temperatura ambiente, protegidas da umidade e trituradas em liquidifcador doméstico para
entdo proceder a extracao quimica. Inicialmente, o p6 da semente foi desengordurado com
hexano (80 mL x 3) sob agitacdo, a temperatura ambiente, durante 2 horas. Apos filtracdo, o
solido residual foi extraido com MeOH (80 mL x 4) sob agitacdo, a temperatura ambiente,
durante 2 horas. O extrato metanolico foi filtrado em funil de Biichner e concentrado no
roevaporador para 80 mL. Em seguida, foi adicionado agua destilada (100 mL) e a solucéo
resultante foi agitada durante 2 h com uma solucéo aquosa de HCI 2 M (40 mL), neutralizada
com NaCOs solido (7,0 g). A mistura foi transferida para um funil de separacdo, extraida
com AcOEt (20 mL x 10). A fase organica foi secada como Na>SOs e concentrada no
rotaevaporador, fornecendo um sélido amorfo castanho, o qual foi recristalizado com AcOEt
para fornecer a bufotenina (1) como um solido amarelo palido, em rendimento de 2,0 g
(1,2%) de A. Colubrina e 2,0 g (4%) de A. Peregrina; R¢ 0,45 (MeOH-AcOEt-NHsOH
1:1:0.1); p.f. 150-155 °C (lit. [7] 146-147 °C).

IV (KBr, vmax) cmt: 3409, 2945, 1623, 1468, 1245, 1056, 827, 796, 504.

31



Capitulo 3 — Materiais e métodos
L. A. Moreira

RMN !H (300 MHz, metanol-ds) &: 1,93 (s), 2,26-2,30 (m), 2,51 (m), 6,64 (s), 6,86 (dd, J =
8,5; 2.4 Hz), 6,87 (d, J = 2,4 Hz), 6,89 (dd, J = 8,5; 0,64 Hz), 9,63 (sl).

RMN 2C (75 MHz, metanol-ds) &: 22,9; 43,9; 59,8; 102,2; 111,1; 111,4; 122,6; 127,9;
131,6; 159,7.

HRESIMS, m/z: 205,1335 (calc. para C12H17N20 [M + H]*, 205,1341).

3.2.3 Preparacao de derivados triptaminicos a partir da bufotenina

A partir bufotenina (1) isolada das sementes de Anadenanthera foram planejadas
algumas rotas sintéticas curtas para preparacdo dos derivados triptaminicos (bufotenidina (7).

Metdxi-N,N-dmetiltriptamina (6) N,N-dimetriptamina, 4), de acordo com o Esquema 6.

/ NP N/
N ®N— N
HO a HO b
N
N N H
H
1 H 7 4
© /
W /o N
SN-BH; ®N—BH; N
MeO
HO g MeO P \
y —— D —
N N N
H Boc H
79 80 6

Reagentes e condicBes: a) Mel, acetona, ta; b) NaH, CCIF;0,S, THF/LiAlHs MeOH,
refluxo ou Hp, Pd/C, MeOH; c¢) (CHs),S:BHs, THF, ta; d), KOH, TBAB, Mel,
THF/(Boc).°, CH2Cly; f) DABCO, refluxo/TFA, CHCl,, ta.

Esquema 5. Planejamento esquematico para preparacdo dos derivados triptaminicos.

32



Capitulo 3 — Materiais e métodos
L. A. Moreira

3.2.4 5-Hidrdxi-N,N,N-trimetiltriptamina (6)

Em um baldo de 50 mL foram adicionados acetona (3,0 mL), 1
gN/_@ (0,204 g, 1,0 mmol) e iodometano (0,283 g, 2,0 mmol). A
mistura foi mantida sob agitacao durante 3h, a 25 °C e sob
HO N\ atmosfera de N2. O solvente foi evaporado no rotaevaporador e o

H solido residual foi recristalizado de acetona para fornecer 6
como um sélido amorfo amarelado (0,186 g, 85%); p.f. 210-214

°C.

IV (ATR, vmax) cml; 3305, 1582, 1457, 1185, 905, 844, 792.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8: 3,05-3,10 (2H, m), 2,18 (9H, s), 3,54-3,57 (2H, m), 6,63
(1H, dd, J = 8,4; 2,31 Hz), 6.88 (1H, d, J = 2,14 Hz), 7,14 (d, J = 3,21 Hz), 7,16 (LH, s), 8,64
(1H, s), 10,64 (1H, sl).

RMNC (75 MHz, DMSO-de) &: 19,2; 52,6; 65,7; 102,7; 107,8; 112,1; 112,3; 124,3; 127,8;
131,2; 150,8.

HRESIMS, m/z: 219, 1493 (calc. para C1sHaoN20 [M + H]*, 219,1497).

3.2.5 Complexo bufotenina-aminoborano (79)

I o Em uma baldo de 50 mL contendo 1 (1,02 g, 5,0 mmol)
~N
@N~BHs | dissolvido em THF seco foi adicionada uma solucdo de
Me,S-BHz 10 M em THF (0,75 mL, 7,5 mmol). A mistura

A\ foi agitada durante 2 horas, a 25 °C e sob atmosfera de N2. O

HO

solvente foi evaporado a pressdo reduzidae o residuo foi

Ir=

7 transferido para funil de separacgéo dissolvido em CH2Cl> (40

mL). A fase organica foi lavada com NH4OH 10% (100 mL

x 3), secada com NaxSOs e concentrada no rotaevaporador. O 0Oleo escuro resultante foi

cromatografado em coluna (silica gel, hexano- AcOEt, 2:1), para fornecer 79 na forma de
cristais brancos (1,03 g, 95%); Rt 0,3 (hexano-AcOEt 2:1); p.f. 123-125 °C.

IV (KBr, vmax) cm*: 3395, 3028, 2894, 1697, 1576, 1485, 1220, 927, 698.
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RMN *H (300 MHz, metanol-ds) 8: 2,58 (6H, s), 2,91-2,96 (2H, m), 3,05-3,09 (2H, m), 6,68
(1H, dd, J = 8,7; 2,7 Hz), 6,95 (1H, d, J = 2,7 Hz), 6,17 (1H, dd, J = 8,7; 2,7 Hz).

RMN 3C (75 MHz, metanol-ds) &: 20,9; 43,0; 57,6; 109,5; 112,0; 118,7; 118,9; 123,7;
127,1; 136,7.

HRESIMS m/z: 241,1495 (calc. para C12H1sBN2Ona [M + Na]*, 241,1488).

Dados cristalograficos do complexo bufotenina-aminoborano (80): C12H1sN20B; M =
218,10; monoclinico, grupo espacial P21; a = 5,849 (3) A, b = 7,671 (4) A, ¢ = 13,763 (6) A;
oy ==290%pB=92160 3)% V=0617,17 (5 A3 Z =2; Dc = 1,174 g.cm; F (000) = 236;
bloco incolor, dimensdes 0,49 x 0,28 x 0,15 mm; 2423 medidas independentes de reflexdes,
refinamento baseado em F? para dar R1 [F?> 45 (F?)] = 0,048; w, = 0,106 para 5,791 reflexdes
observadas e 151 parametros. Os dados de difracdo foram coletados em um difratdmetro de
monocristal Bruker CCD SMART APEX II com Mo Ka radia¢io (0,71073 A) a 296K. Os
dados foram processados com SAINT®! e as absorcdes corrigidas usando SADABS®2. As
estruturas foram ressolvidas por métodos diretos usando SHELXS-97°% e subsequentes
analises de mapas de diferenca de Fourier, que forneceram as posi¢es dos atomos diferentes
de hidrogénio e o refinamento foi executado utilizando SHELXL -97. Oak Ridge Thermal
Ellipsoid Plot, ORTEP-3,%* foi utilizado para elaboracdo dos graficos moleculares e na
preparacdo do material para publicacdo, WinGX-Routine®. Dados cristalograficos
suplementares foram depositados no Centro de Dados Cambridge Crystallographic com
namero de referéncia CCDC 1022431. As copias do material disponivel podem ser obtidas,
gratuitamente, por solicitagdo ao Diretor da CCDC, 12 Union Road, Cambridge CH21EZ, UK
(fax: +44-1223-336-033 ou e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk ou http://www.ccdc.cam.ac.uk).

Dados cristalograficos: Ci12H19N20OB; M = 218,10; monoclinico, grupo espacial P21; a =
5849 (3) A, b =7,671 (4) A, c=13,763 (6) A; oy ==90°, B =92,160 (3)°; V=617,17 (5) A
8.7 =2; Dc=1,174 g.cm; F (000) = 236; bloco incolor, dimensdes 0,49 x 0,28 x 0,15 mm;
2423 medidas independentes de reflexdes, refinamento baseado em F? para dar R1 [F>> 4c

(F?)] = 0,048; w, = 0,106 para 5,791 reflexdes observadas e 151 parametros.
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3.2.6 N,N-Dimetiltriptamina (4)

/ Em um baldo de 50 mL, uma mistura contendo NaH (0,06 g, 2,4 mmol,
N\ | 60% em oleo mineral) e 71 (0,436 g, 2,0 mmol) em THF seco foi
agitada a -40 °C, sob atmosfera de N2. Apds 20 min, foi adicionado
N CITf (0,6 mL, 8,0 mmol) e a agitacdo foi continuada durante 12h. A
H mistura reacional foi diluida com CH2Cl, (50 mL), lavada com solucao
de NH4+OH 10% (10 mL x 3) e salmoura (10 mL), secada como Na2SO4
e concentrada no rotaevaporador. O residuo escuro foi dissolvido em
MeOH, Pd-C 10% (0,235 g, 0,22 mmol) foi adicionado e a mistura reacional foi
desgaseificada e mantida em atmosfera de H> (ca. De 1 atm, bexiga de borracha). A agitacédo

foi mantida a temperatura ambiente, durante 24 h. Em seguida, a mistura reacional foi filtrada
através de uma camada de Celite®. O filtrado foi concentrado no rotaevaporador e
cromatatografado em coluna (silica gel, ACOEt-EtsN 1:1,0x107%) para obter 4 como um solido
amarelo (0,147 g, 39%); R¢ 0,40 (MeOH-AcOEt-NH4OH, 1:1:0,1); p.f. 37-40 °C (lit. [56] 38-
40 °C).

IV (ATR, vmax) cml; 3046, 2772, 1639, 1618, 1460, 1262, 1338, 1221, 740.

RMN H (300 MHz, metanol-ds) &: 2,81 (6H, s), 3,10-3,15 (2H, m), 3,28-3,32 (2H, m),
7,03-7,16 (2H, m), 7,19 (1H, ), 7,39 (1H, d, J = 8,1 Hz), 7,59 (1H, d, J = 7,69 Hz), 10,37
(1H, sI).

RNM B3C (75 MHz, metanol-ds) &: 20,7; 42,3; 57,9,4, 108,3; 100,2; 108,8,111,2; 117,5;
118,8; 121,4; 122,9; 126,5; 126,7, 136,9.

HRESIMS, m/z: 189,1482 (calc. para C12Hi7N2 [M + HJ*, 189,1392).

3.2.7 Complexo 5-metdxi-N-Boc-bufotenina aminoborano (80)

Um baldo de 50 mL contendo KOH em pé (0,05 g, 0,75

\S) o mmol), TBAB (0,05 g, 0,13 mmol) e 79 (0,109 g, 0,50
\BH3

MeO \ mmol), em THF seco, foi agitado a 25 °C, sob atmosfera
W de N2. Apds 20 min, iodometano (0,05 mL, 0,75 mmol) foi
N adicionado, matendo-se a agitacdo durante 12 h. O

80 Boc
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solvente foi evaporado no rotaevaporador e o residuo foi dissolvido em CH2Cl> (10 mL),
lavado com H2O destilada (3 mL x 3), secado como Na>SOs4 e 0 solvente evaporado. O
residuo resultante foi tratado com DMAP catalitico, (Boc)2, (0,109 g, 0,50 mmol) e EtsN (0,2
mL, 1,5 mmol) em CH.Cl>. Ap6s 2 h, sob agitacdo a 25 °C, adicionou-se agua (3 mL) a
mistura recional , fase organica foi separada, fase aquosa resultante foi extraida com CH2Cl>
(7 mL x 3). A fase organica combinada, foi secada como Na>SOs, concentrada e
cromatografada em coluna (silica gel, hexano:AcOEt 2:1) para se obter um sélido branco
caracterizado como 80 (102 mg, 62%); R¢ 0,45 (hexano-AcOEt, 2:1); p.f. 134-136 °C.

IV (KBr, vmax) cml: 2090, 2953, 2387, 2389, 2285, 1725, 1383, 1165, 799.

RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 1,65 (9H, s), 2,34 (6H, s), 2,60-2,66 (2H, m), 2,81-2,86 (2H,
m), 3,86 (3H, s), 6.92 (1H, dd, J = 8,84, J = 2,46 Hz), 6,95 (1H, d, J = 2,46 Hz), 7,38 (1H, s),
7,90 1H, sl).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) &: 23,4; 28.2, 43,4; 55,7; 59,1; 101,8; 112,6; 115,9; 118,5;
123,2; 130,1; 131,4; 155,7.

3.2.8 5-Metdxi-N,N-dimetiltriptamina (6)

Em uma bal&o de 50 mL, uma mistura contendo 80 (90 mg, 0,3

/
N\ mmol), DABCO (0,07 g, 0,6 mmol), em CHxCl> (4,0 mL), foi
agitada, a temperatura ambiente, sob atmosfera de N2, Apos 2h,
MeO . C oy
N\ a mistura foi diluida com CH.Cl, (10 mL), lavada com H.O e

salmoura, secada com Na;SO4 e concetrada no rotaevaporador.
O residuo resultante foi tratado com TFA em CHCl; (0,5: 1

Iz

mL), a 25 °C. O solvente foi evaporado e concentrado foi
cromatografado em coluna (silica gel, AcOEt-EtsN 1:1,0x107) para obter 6 na forma de dleo
amarelo (41 mg, 69%); R¢ 0,43 (MeOH-AcOEt-NH4OH 1:1:0,1).

IV (KBr, vmax) cml: 3297, 1582, 1457, 1360, 904, 848, 796.

RMN H (300 MHz, metanol-ds) 8: 2,39 (6H, s), 2,68-2,74 (2H, m), 2,90-2,95 (2H, m,),
3,82 (3H, s), 6,75 (1H, dd, J = 8,84, J = 2,46 Hz), 7,01 (1H, d, J = 2,46 Hz), 7,03 (1H, s), 7,22
(1H, d, J = 8,82 H2).
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RMN 22C (75 MHz, metanol-da) &: 22,6; 43,8; 55,0; 59,7; 99,7; 99,8; 111,1; 111,5; 122,6;
127,4; 132,0; 153,5.
HRESIMS, m/z: 219,1493 (calc. para C13H1sN2O [M + H]*, 219,1497).

3.2.9 Preparagdo de dimeros da bufotenina e conversdo destes nos correspondentes

oxindadis

O planejamento sintético para obtencdo dos compostos-alvo compreendeu a
transformacdo do complexo bufotenina-aminoborano (79) em compostos borano diméricos,
os quais foram protegidos com diferentes grupos protetores (terc-butoxicarbonila, metila e
sulfonila), para entdo serem convertidos (sob varias condigdes oxidantes) nos correspondentes

oxindois (Esquema 7).
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Reagentes e condi¢des: a) (CHs3).S:BH3, THF/K.CO3, DMSO, CICH,CH.Br; b) protecao
(Boc, metila e sulfonila); c) DMSO, HCI (sob condicGes oxidantes); d) DABCO, CH.Cl,, ta.

Esquema 6. Planejamento esquematico para obtencdo dos dimeros e correspondentes derivados
oxinddlicos.

3.2.10 5-(2-Cloroetoxi)-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil) aminoborano (85)

Um bal&o de 100 mL contendo K>COs (5,1 g, 37 mmol) e 79 (1,0 g, 4,6 mmol) dissolvido em
acetona seca (30 mL) foi mantido sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apos 30 min, 1-2-

dicloro-etano (1,10 mL, 14 mmol) foi adicionado gota a

gota, mantendo-se sob 25 °C, durante 12h. A mistura foi
concentrada no rotaevaporador, diluida com diclorometano

N~BH; | (8 mL), lavada com H.0O, salmoura e secada com NazSO..

\
O )
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A fase organica foi concentrada e cromatografada em coluna (silica gel, hexano-AcOEt, 7:3)
para se obter um 6leo marron, caracterizado como 85 (0,84 g, 65%); R¢ 0,47 (hexano-AcOEt
2:1).

IV (ATR, vmax) cmL; 3215, 2925, 2859, 2371, 1487, 1456, 1214, 1172, 1082, 797.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) §: 2,68(6H, s), 2,34 (6H, s), 3,01-3,05 (2H, m), 3,15-3.18 (2H,
m), 3,83 (2H, t, J = 5,7 Hz), 4,29 (2H, t, J = 5,7 Hz) 6,90 (1H, dd, J = 8,84, J = 2,46 Hz), 7,00
(1H, s), 7,11(1H, d, J = 2,5 Hz), 7,27 (1H, d, J = 8,9 Hz).

RMN 3C (APT, 75 MHz, CDCls) &: 20,4; 42,4; 51,8; 64,8; 69,3; 102,6; 111,7; 112,2; 113,0;
122,9; 127,5; 131,9; 152,1.

3.2.11 1-terc-Butdxicarbonil-5-(2-iodoetoxi)-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil)

aminoborano (86)

Em baldo de 50 mL, uma mistura contendo 85 (0,6 g, 2,1

| mmol), DMAP (catalitico), dicarbonato di-terc-butila (0,68
\\‘ \® O g, 2,1 mmol) e trietilamina (0,9 mL, 6,3 mmol), em CH2Cl,
o '\l\\I3|—|3 foi mantida sob agitacdo, a 25 °C. Apds 2 h, foi adicionada
W agua (10 mL) a mistura reacional, a fase organica foi

86 E‘OC separada e a fase aquosa resultante foi extraida com CH2Cl»

(20 mL x 3). A fase orgénica foi combinada foi secada com

Na>SOs, concentrada no rotaevaporador. O Residuo foi
tratado com Kl (3,5 g, 21,0 mmol) seco em acetona anidra (50 mL), mantida sob agitacéo e
refluxo. Apos 12h, A fase organica foi filtrada, concentrada e cromatografada em coluna
(silica gel, hexano-AcOEt, 7:3) para obter 86 como um 6leo amarelado (0,68 g, 85%); Rt 0,45
(hexano-AcOEt, 12:5);

IV (ATR, vmax) cml; 2974,2400, 2370, 1738, 1467, 1366, 1248, 1139, 1082, 860.

RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 1,65 (9H, s), 2,67 (6H, s), 3,01-3,03 (2H, m), 3,09-3,11 (2H,
m), 3,83 (2H, t, J = 5,6 Hz), 4,26 (2H, t, J = 5,6 Hz) 6.94 (1H, dd, J=8,84, J=2,46 Hz),
7,07(1H, s), 7,39 (1H, 5), 8,03 (LH, 9).
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RMN 23C (75 MHz, CDCls) &: 20,2; 29,0; 42,39; 51,8; 63,9; 68,8; 83,6; 103,2; 113,9; 116,1;
116,5; 123,8; 130,5; 130,9; 149,4; 154,4.

3.2.12 5-terc-Butildimetilsililoxi-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil)-aminoborano (87)

TBSO

87 H

Um bal&o de 100 mL contendo uma mistura formada por 79
(2,0 g, 9,17 mmol), imidazol (0,75 g, 11,0 mmol) e cloreto
de terc-butildimetilsilila (1,66 g, 11,0 mmol), em CH.Cl>
(20 mL), foi agitada, a 25 °C. Apo6s 2h, a mistura reacional
foi diluida com CH.Cl, (20 mL), lavada com &agua e
concentrada no

salmoura, secada com NaSO; e

rotaevaporador. O residuo foi cromatografado em coluna

(silica gel, hexano-AcOEt, 7: 3) para se obter um s6lido branco, caracterizado como 87 (2,67
0, 87%); R 0,35 (hexano-AcOEt, 2:1); p.f. 75-77 °C;

IV (ATR, vmax) el 3412, 2371, 2320, 2268, 1628, 1470, 1209, 806.
RMN 'H (300 MHz, CDCls) §: 0,21 (6H, s), 0,98 (9H, s), 2,69 (6H, s), 2,98-3,06 (2H, m),
3,14-3,20 (2H, m), 6,77 (1H, dd, J = 8,7; 2,3 Hz), 7,00 (2H, dd, J = 9,2; 2,3 Hz), 7,20 (1H, d,

J=8,7 Hz), 7,90 (1H, sI).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) &: -4,4; 18,3; 23,7; 25,8; 45,4; 60,2; 108,3; 111,3; 113,7; 116,1;

122,3; 128,0; 131,6; 148,9.

HRESIMS, m/z: 331,2325 (calc. para C1sHssBN2Osi [M - Hz + H]*, 331,2325).

3.2.13 1-tert-Butoxicarbonil-5-terc-butildimetilsililoxi-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil)

aminoborano (88)

Um baldo de 50 mL contendo 87 (0,45 g, 1,35 mmol),
dicarbonato di-terc-butila (0,29 g, 1,35 mmol), DMAP
catalitico e trietilamina (0,6 mL, 4,3 mmol) em CH2CI, (10
mL), foi mantido sob agitacdo, a 25 °C, durante 2h. A

mistura reacional foi diluida com CH.Cl, (10 mL), lavada
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com agua e salmoura, secada como Na>SO4 e concentrada no rotaevaporador. O residuo foi
cromatografado em coluna (silica gel, hexano-AcOEt 4:1) para fornecer 6leo amarelado,
caracterizado como 88 (0,48 g, 82%); Rt 0,43 (hexano-AcOEt 2:1); p.f. 52-54 °C;

IV (ATR, vmax) cm: 2963, 2932, 2859, 2382, 2275, 1732, 1376, 1276, 958, 847.

RMN H (300 MHz, CDCl3) &: 0,22 (6H, s), 1,01 (9H, s), 1,65 (9H, s), 2,69 (6H, s), 2,97-
3,03 (2H, m), 3,08-3,14 (2H, m), 6,85 (1H, dd, J = 8,9; 2,3 Hz), 6,97 (1H, d, J = 2,1 Hz), 7,36
(1H, s), 7,94(1H, sI).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) &: -4,4; 18,3; 20,3; 25,8; 28,2; 51,9; 64,0; 83,5; 106,8; 115,9;
117,9; 123,6; 130,6; 131,0; 149,5; 151,4.

HRESIMS, m/z: 419,2667 (calc. para C23H41BN20sSi, [M - BHs + H]", 419,2724).

3.2.14 1-terc-Butdxicarbonil-5-(hidroxi)-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil)-aminoborano

(89)
Um bal&o de 50 mL, uma mistura contendo 88 (0,35 g, 0,81
HO \,\(P\EDHs mmol) em CH2ClI> foi tratada com uma solucdo de fluoreto
A de tetrabutilaménio 1 M (0,96 mL, 0,96 mmol) em THF (10
W mL), sob agitacdo, a 25 °C, durante 2h. A mistura foi
89 EOC diluida com CH.Cl, (12 mL), lavada com agua, secado com
Na>SOs e concentrada no rotaevaporador. O residuo escuro

foi cromatografado em coluna (silica gel, hexano-AcOEt, 2:1) para obter 89 como um 6éleo
marron (019 g ,77%); R 0,35 (hexane-AcOEt 2:1).

IV (ATR, vmax) cml: 3374, 2973, 2377, 2269, 1734, 1371, 1250, 1138, 1077.

RMN H (300 MHz, CDCls) §: 1,66 (9H, s), 2,69 (6H, s), 2,97-3,03 (2H, m), 3,06-3,10 (2H,
m), 6,85 (1H, dd, J = 8,9; 2,3 Hz), 6,98 (1H, d, J = 2,1 Hz), 7,38 (1H, s), 7,95 (1H, sI).

RMN 33C (75 MHz, CDCls) &: 20,3; 28,2; 51,8; 64,0; 83,6; 104,1; 113,6; 116,1; 123,8;
129,8; 131,1; 149,6; 152,1.
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3.2.15 5-(3-Bromopropoxi)- 1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil)-aminoborano (90)

Em baldo de 50 mL, 89 (0,50 g, 2,3 mmol) dissolvido

Br em THF foi tratado com hidreto de sodio (0,08 g, 3,3
\I\‘ \® O mmol, 60% em O6leo mineral) sob agitacdo, a 25 °C.
o] N\\BH3 Apbés 20 min, 1,3-dibromopropano (0,5 mL, 3,0
Q—g\/ mmol) foi adicionado gota a gota. Apds 12h, a

N mistura reacional foi concentrada no rotaevaporador

Y0 H e dissolvida em CHCl, (20 mL), lavada como &gua e

salmoura. A fase organica foi secada com Na>SOs e
cromatografada em coluna (silica gel, hexano-AcOEt, 2:1) para obter um o0leo incolor
caracterizado como 90 (0,19 g, 62%). Ry: 0,46 (hexano-AcOEt, 2:1).

IV (ATR, vmax) cml: 3398, 2938, 2375, 2330, 2225, 1459, 1208, 1185, 798.

RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 2,34 (2H, g, J = 6,2 Hz), 2,69 (6H, s), 3,01-3,06 (2H, m),
3,16-3,20 (2H, m), 3,65 (2H, t, J = 5,7 Hz), 4,16 (2H, t, J = 5,6 Hz), 6,86 (1H, dd, J = 8,9; 2,1
Hz), 6,98 (1H, d, J = 2,3 Hz), 7,09 (1H, d, J = 2,2 Hz), 7,26 (1H, m), 8,06 (1H, sl).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) &: 20,4: 30,5; 32,6; 51,8; 64,8; 66,3; 101,9; 111,7; 112,1; 112,8;
127,5; 131,6; 153,0.

3.2.16 5-(3-Bromopropoxi)-1-terc-butoxicarbonil-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil)-

aminoborano (91)

Um baldo de 50 mL contendo 90 (0,45 g, 1,35
Br\l\‘ mmol), dicarbonato di-terc-butila (0,29 g, 1,35

\® O mmol), DMAP catalitico e trietilamina (0,6 mL, 4,3

O N\\BH3 mmol), em CH.Cl, (10 mL), foi mantido sob
W agitacdo, a 25 °C, durante 2h. A mistura reacional foi
o1 E diluida com CH2Cl, (10 mL), lavada com agua e

ocC

salmoura, secada como Na»SOs e concentrada no

rotaevaporador. O residuo foi cromatografado em
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coluna (silica gel, hexano-AcOEt, 4:1) para fornecer 91 como um 6leo amarelado (0,48 g,
82%); Rf 0,43 (hexano-AcOEt, 2:1).

IV (ATR, vmax) cm1: 2981, 2377, 2347, 2260, 1738, 1466, 1375, 1254, 1142, 758.

RMN *H (300 MHz, CDCls) &: RMN H (300 MHz, CDCls): 1,65 (9H, s), 2,33 (2H, g, J =
6,1 Hz), 2,68 (6H, s), 3,00-3,04 (2H, m), 3,14-3,16 (2H, m), 3,62 (2H, t, J = 5,7 Hz), 4,15
(2H, t,J = 5,7 Hz), 6, 93 (1H, dd, J = 8,9; 2,1 Hz), 7,05 (1H,s), 7,37 (LH,s), 7,99 (1H, sl).
RMN 13C (75 MHz, CDCls) &: 20,3; 28,2; 30,3; 38,7; 51,92; 64,00; 65,1; 83,5; 102,6; 113,7;
116,1;116,5; 123,6; 128,8; 130,9; 149,6; 155,2.

3.2.17 5, 5’-(Propano-1,3-dioxi-bis(1-terc-butdxicarbonil -1H-indol-3-(2-N,N-dimetil)etil-

aminoborano

Em baldo de 50 mL, 89 (0,50 g, 2,3 mmol) dissolvido
\ em THF foi tratado com hidreto de sédio (0,08 g, 3,3

BH; | mmol, 60% em 6leo mineral) sob agitacdo, a 25 °C.

Apbs 20 min, foi adicionada uma solucdo 0,3 M de
91 em THF (10 mL, 3,0 mmol) gota a gota. Apds

J_/ 24h, a mistura reacional foi concentrada no
P rotaevaporador e dissolvida em CH.Cl, (20 mL),

lavada como agua e salmoura. A fase organica foi

BocN 92
= secada com NaxSOs e cromatografada em coluna
& (silica gel, hexano-AcOEt, 7:3) para obter Oleo
_N
HaB™ amarelado caracterizado como 92 (0,23 g, 15%); Rs

0,35 (hexano-AcOEt, 2:1).

IV (ATR, vmax) el 2952, 2464, 2284, 1725, 1383, 1165, 1068, 798.

RMN *H (300 MHz, CDCls) : 1,60 (18H, d, J = 9,8 Hz) (2H, g, J = 6,0 Hz), 2,69 (6H, s),
3,01-3,03 (4H, m), 3,10-3,15 (4H, m), 4,26 (2H, t, J = 5,4 Hz), 6,98 (1H, dd, J = 8,9; 2,1 Hz),
7,07 (1H, d, J = 2,2 Hz), 7,36 (2H, sl), 8,00 (2H, sI).
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RMN 3C (75 MHz, CDCls) &: 21,9; 30,2; 31,3; 53,5; 65,6; 66,7; 85,6; 85,1; 104,3; 115,2;
118,1; 125,2; 132,5; 151,2; 156,8.
HRESIMS, m/z: 663,4326 (calc. para C37HssB2N20g, [M - BHz + H]", 663,4294).

3.2.18 5-terc-Butildimetilsililoxi-1-metil-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil-aminoborano
(93)

Em baldo de 50 mL, 87 (0,40 g, 1,2 mmol) dissolvido em

\@® © THF foi tratado com hidreto de sddio (0,32 g, 8,0 mmol,
TBSO N=BH,

\ 60% em 6leo mineral) sob agitacdo, a 25 °C. Ap6s 20 min,
\ foi adicionado iodeto de metila (0,50 mL, 8,0 mmol). Apds

93 Me 12h, a mistura reacional foi concentrada no rotaevaporador

e dissolvida em CH.Cl> (20 mL), lavada como agua e

salmoura. A fase organica foi secada com Na>SO4 e cromatografada em coluna (silica gel,
hexano-AcOEt, 5:1) para fornecer um solido branco caracterizado como 89 (0,31 g, 75%); R¢
0,46 (hexano-AcOEt, 2:1); p.f. 65-67 °C.

IV (ATR, vmax) cm™: 2959, 2932, 2856, 2375, 2349, 2271, 1483, 1186, 837, 781.

RMN !H (300 MHz, CDCls) &: 0,21 (6H, s), 1,01 (9H, s), 1,65 (9H, s), 2,68 (6H, s), 2,97-
3,04 (2H, m), 3,12-3,14 (2H, m), 3,70 (3H, s), 6,80 (1H, dd, J = 8,8; 2.3 Hz), 6,84 (1H, s),
6,95 (1H, d, J = 2,1 Hz), 7,13 (1H, d, J = 8,8 Hz).

13C NMR (75 MHz, CDCls) é: -4,3; 18,3; 20,4; 25,8; 32,8; 51,7; 65,1; 108,1; 109,8; 116,1;
127,3; 128, 0; 132, 9; 149,0.

HRESIMS, m/z: 347,2640 (calc. para C19H3sBN2Osi [M + H]*, 347,2688).

3.2.19 5-terc-Butildimetilsililoxi-1-tosil-1H-indol-3-(2-(N,N-dimetil)etil-aminoborano

(94)
\® o Em baldo de 50 mL, 87 (0,40 g, 1,2 mmol) dissolvido em
TBSO N\\BH3 THF foi tratado com hidreto de sodio (0,07 g, 4,8 mmol,
W 60% em 0leo mineral) sob agitacdo, a 25 °C. Apo6s 20 min,
94 N 44
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foi adicionado cloreto de p-toluenosulfonil (0,46 g, 2,4 mmol). Apds 2h, a mistura reacional
foi concentrada no rotaevaporador e dissolvida em CH.Cl, (20 mL), lavada como agua e
salmoura. A fase organica foi secada com Na;SO4 e cromatografado em coluna (silica gel,
hexano-AcOEt, 5:1) para obter 94 como um solido branco (0,44 g, 76%); Rf 0,45 (hexano-
AcOEt, 2:1); p.f. 76-79 °C.

IV (ATR, vmax) cm: 2959, 2928,2859, 2382, 2361, 2275, 1462, 1162, 837.

RMN !H (300 MHz, CDCls) &: 0,19 (6H, s), 1,01 (9H, s), 2,31 (3H, s), 2,65 (6H, s), 2,97-
2,99 (2H, m), 3,07-3,14 (2H, m), 6,85 (1H, dd, J = 8,9; 2,4 Hz), 6,93 (1H, d, J = 2,2 Hz), 7,19
(2H,d,J=8,3), 7,32 (1H,s), 7,71 (2H, d, 8,3 Hz), 7,82 (1H, d, 8,9 Hz).

RMN 3C (APT, 75 MHz, CDCls) é: -4,4; 18,3; 20,3; 21,6; 25,7; 51,9; 63,6; 109,1; 114,5;
118,8; 117,9; 123,9; 127,6; 129,9; 130,2; 131,5; 135,0; 144,9; 152,1;

HRESIMS, m/z: 473,2201 (calc. para C2sH33BN203Ssi [M + H]", 473,2289).

3.2.20 Complexo 5-metéxi-bufotenina aminoborano (95)

MeO \l\(li\E)HS Em baldo de 50 mL, 79 (0,5 g, 2.3 mmol) dissolvido em
Q—g\/ THF foi tratado com hidreto de sddio (0,05 g, 1,1 mmol,

05 ” 60% em 6leo mineral) sob agitacdo, a 25 °C. Ap6s 20 min,

foi adicionado iodeto de metila (0,50 mL, 1,2 mmol). Apo6s

12h, a mistura reacional foi concentrada no rotaevaporador e
dissolvida em CHCl> (20 mL), lavada como agua e salmoura. A fase orgéanica foi secada com
Na>SOs e cromatografada em coluna (silica gel, hexano-AcOEt, 5:1) para fornecer um solido
branco caracterizado como 95 (0,34 g, 65%); R¢ 0,46 (hexano-AcOEt, 2:1); p.f. 134-136 °C.

IV (ATR, vmax) cm™: 3418, 2951, 2385, 2282, 1584, 1281, 1214, 1169, 1038, 984, 801, 507.
RMN H (75 MHz, CDCls) &: 2,69 (6H, s), 3,05-3,08 (2H, m), 3,16-2,19 (2H, m), 3,88 (3H,
s), 6,68 (1H, dd, J = 8,7; 2,7 Hz), 6,95 (1H, d, J = 2,7 Hz), 6,17 (1H, dd, J = 8,7; 2,7 Hz).
RMN 13C (75 MHz, CDCls) 8: 20,4; 51,7; 56,0; 64,8; 100,9; 111,5; 112,2; 122,8; 127,5;
131,5; 154,0
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3.2.21 Procedimento geral para preparacgdo dos dimeros aminoboranos (96, 97 ou 98)

Em baldo de 50 mL contendo uma mistura de 93, 94 ou 95 (0,40 g, 1,2 mmol), KOH (0,19 g,
3,4 mmol) e TBAB (quantidade catalitica) em THF (2 mL)foi agitada, a 25 °C. Apds 20 min,
1,3-dibromopropano (0,46 g, 2,4 mmol) foi adicionado e agitacdo foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente. Apds 12h, a mistura reacional foi concentrada no rotaevaporador e
dissolvida em CH2Cl, (10 mL), lavada como &gua e salmoura. A fase orgénica foi secada com
Na>SO4 e cromatografada em coluna (silica gel, hexano-AcOEt, 7:3) para fornecer os dimeros

aminoboranos 96, 97 ou 98.

3.2.22 5, 5’-(Propano-1,3-dibis(oxi)-bis(1-metil-1H-indol-3-(2-N,N-dimetil)etil -
aminoborano (96)

@\N< B Preparado a partir de 93 como um 6leo amarelado
BHs [ (0,45 g, 75%); Rt 0,46 (hexano-AcOEt, 2:1).
S
o) N,
) JJ Me 1 IV (ATR, vmax) cml: 2928, 2855, 2375, 2329,
2288, 1497, 1486, 1224, 1172, 1018, 792.

e %6 RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 2,35 (2H, g, J =
= 6,1 Hz), 2,69 (12H, s), 3,02-3,05 (4H, m), 3,16-
ﬁ/ 3,20 (4H, m), 3,88 (6H, s), 4,99 (4H, t, J = 5,7 Hz),
HE O 6,79 (2H, s), 6,87 (2H, dd, J = 8,9; 2,4 Hz), 7,08

© (4H, m).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) 8: 20.3, 30.1, 43.4,
56.0, 64.9, 100.8, 110.3, 110.6, 110.6, 112.1, 125.1, 128.1, 131.5, 154.0.
HRESIMS, m/z: 491,3504 (calc. para C29H46B2N4O2, [M — BH3 + H]", 491,3557).
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3.2.23 5, 5°-(Propano-1,3-dibis(oxi)-bis(1-tosil -1H-indol-3-(2-N,N-dimetil)etil-

aminoborano (97)

Preparado a partir de 90 como um solido branco

NT ©
“BHs | (0,56 g, 65%); Ry 0,46 (hexano-AcOEt, 2:1); p.f. 58-
61 °C.
AN
N IV (ATR, vmax) cm'l: 2980, 2904, 2389, 2274, 1597,
Ts

1412, 1389, 1217, 1168, 667.

RMN H (300 MHz, CDCls) &: 2,23 (2H, q, J = 6,1
Hz), 2,30 (6H, s), 2,65 (12H, s), 2,95-2,99 (4H, m),
3,02-3,07 (4H, m), 4,15 (4H, t, J = 5,7 Hz), 6,94 (4H,
s), 7,18 (4H, d, J = 2,8 Hz), 7,29 (2H, s), 7,68 (4H,
d,J =2,6 Hz), 7,83 (2H, d, J = 2,8 Hz).

RMN BC (75 MHz, CDCls) &: 20,4, 21,6, 29,3, 52,0, 63,6, 64,8, 102,7, 114,3, 114,7, 119,0,
123,8, 126,7, 129,9, 131,4, 135,0, 145,0, 155,7.
HRESIMS, m/z: 771.3520 (calc. para C41Hs4B2N4O6S2 [M — BH3 + H]*, 771,3423).

3.2.24 1,1’-(Propano-1,3-dibis(oxi)-bis(5-metoxi-indol-3-(2-N,N-dimetil)etil -

MeO

OMe

aminoborano(98)

Em baldo de 50 mL, 98 (0,50 g, 2,3 mmol) dissolvido em THF
foi tratado com hidreto de sodio (0,08 g, 3,3 mmol, 60% em
6leo mineral) sob agitacdo, a temperatura ambiente. Ap6s 20
min, 1,3-dibromopropano (0,5 mL, 3,0 mmol) foi adicionado
gota a gota e agitacdo mantida por mais 12h. A mistura
reacional foi concentrada no rotaevaporador e dissolvida em
CH2Cl, (20 mL), lavada como &gua e salmoura. A fase
orgénica foi secada com Na>SO4 e cromatografado em coluna

(silica gel, hexano-AcOEt, 2:1) para obter um 6leo amarelado

caracterizado como 96 (0,19 g, 62%); Rt 0,46 (hexano-AcOEt, 2:1).

IV (ATR, vmax) cmt: 2928, 2855, 2375, 2326, 2268, 1497, 1416, 1224, 1172, 792.
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RMN 'H (300 MHz, CDCls) &: 2,33 (2H, g, J = 6,0 Hz), 2,67 (12H, s), 3,01-3,04 (4H, m),
3,16-3,18 (4H, m), 3,88 (6H, s), 4,26 (4H, t, J = 5,7 Hz), 6,79 (2H, s), 6,87 (2H, dd, J = 8,9;
2.4 Hz), 7,08 (4H, m).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) é: 20,4; 43,4; 51,8; 56,0; 64,9; 100,9; 110,2; 110,7; 112,2;
125,8; 128,2; 131,6; 154,1.

HRESIMS, m/z: 503,3738 (calc. para C2sHasBaN4O2, [M + H]*, 503,3729).

3.2.25 Procedimento geral para clivagem do grupo borano (99, 100 e 101).

Metodologia 1. Em baldo de 50 mL contendo © o monémero (0,5 mmol) dissolvido em
MeOH foi adicionado Pd-C 10% (0,06 g, 0,05 mmol) e a mistura reacional foi desgaseificada
e mantida em atmosfera de H> (48a. De 1 atm, bexiga de borracha). A agitacéo foi mantida a
temperatura ambiente, durante 24 h. Em seguida, a mistura reacional foi filtrada através de
camada de Celite® e o filtrado concentrado no rotaevaporador para obtencdo do dimero sem

processo de purificacéo.

Metodologia 2. Em uma baldo de 50 mL, uma mistura contendo o monémero (0,393 g, 0,5
mmol), DABCO (0,112 g, 1,0 mmol) em CH:Cl> (15,0 mL) foi agitada, a 25 °C e sob
atmosfera de N2. Apds 2h, a mistura reacional foi diluida com CH2Cl> (30 mL), lavada com
agua e salmoura, secada com NaxSOs; e concetrada no rotaevaporador. O residuo foi

cromatografado em coluna (silica gel, ACOEt-EtzN 1:1,0x10°%) para obtencdo do dimero.

3.2.26 5, 5’-(Propano-1,3-dibis(oxi)-bis(1-tert-butdxicarbonil  -1H-indol-3-(2-N,N -

dimetil)etanoamina (99)

\- Preparado a partir de 92 pela Metodologia 1 na forma de
6leo amarelado (0,36 g, 80%); Rf 0,46 (hexano-AcOEt,
o) N

IV (ATR, vma) cml: 2926, 1725, 1725, 1465, 1213,
1165, 1078, 768.

RMN *H (600 MHz, CDCls) 8: 1,65 (18H), 2,32 (14H,
N s), 2,60-2,63 (4H, m), 2,79-2,82 (4H, m), 4,25 (4H, t, J =
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5,6 Hz), 6,94 (2H, dd, J = 8,8; 2,0 H2), 7,02 (2H, d, J = 2,2 Hz), 7,36 (2H, sl), 7,97 (2H, sl).

RMN 3C (150 MHz, CDCls) &: 23,5; 28,3; 29,7; 455; 59,2; 65,3; 103,0; 113,2; 116,0;
118,8; 155,0.
HRESIMS, m/z: 649,3956 (calc. para CazHssN4Os, [M + H]*, 649,3965).

3.2.27 5, 5’-(Propano-1,3-dibis(oxi)-bis(1-tosil -1H-indol-3-(2-N,N-dimetil)etanoamina
(100)

\ Preparado a partir de 92 pela Metodologia 2 como um
solido branco (0,26 g, 70%); R¢ 0,45 (MeOH-AcOEt-
NH;OH 1:1:0.1); p.f. 53-56 °C.

JJ TS | RMN *H (600 MHz, CDClg) &: 2,23 (4H, ¢, J = 6.1
P Hz), 2,33 (8H, s), 2,39 (12H, s), 2,72-2,71 (4H, m),
2,83-3,86 (4H, m), 4,18 (4H, t, J = 5,7 Hz), 6,94 (4H,
= d, J = 2,2 Hz), 7,00 (2H, ), 7,20 (4H, d, 2,4 Hz s),
7,29 (2H, 5), 7,70 (4H, d, J = 2,4 Hz), 7,85 (2H, d,
)\ 2,4 Hz).

RMN 13C (75 MHz, CDCls) 8: 20,4; 51,6; 30,0; 52,1;
63,8; 65,0; 102,9; 114,4; 114,8; 119,0; 123,7; 126,7; 129,9; 131,4; 135,1; 144,7: 155,8.
HRESIMS, m/z: 757,3090 (calc. para C41H49N4O6S2 [M + H]*, 757,3094).
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3.2.28 1,1’-(Propano-1,3-di(bis)oxi-bis(5-metdxi-indol-3-(2-N,N-dimetil)etilanoamina

(101)

N/

N

MeO
N
N
€ 101
N
\
OMe
7\

Preparado a partir de 98 pela Metodologia 1 na forma de éleo
alaranjado (0,17 g, 72%); R¢ 0,45 (MeOH-AcOEt-NH4+OH
1:1:0.1).

IV (ATR, wma) cm: 2939, 1593; 1467; 1362; 1162; 737,
650.

RMN H (600 MHz, CDCls) &: 2,34 (14H, s), 2,60-2,61 (4H,
m), 2,88-2,90 (4H, m), 3,87 (6H, s), 3,99 (4H, t, J = 5,7 Hz),
6,79 (2H, s), 6,83 (2H, s), 7,05 (2H, d, J = 2,4 Hz), 7,07 (2H,
d, 8,9 Hz).

RMN 1C (150 MHz, CDCls) &: 20,4; 43,4; 51,8; 56,0; 64,9; 100,9; 110,2; 110,7; 112,2;

125,8; 128,2; 131,6; 154,1.

HRESIMS, m/z: 477,3224 (calc. para C29H41N4O2, [M + H ]*, 477,3230)

3.2.29 5-(Hidroxi-2-oxoindolin-3-il)-2-(N,N-dimetil)etil aminoborano (102)

Em uma baldo de 50 mL, contendo 1 (0,20 g, 1,0 mmol) em de
DMSO (2,0 mL) foi adicinondo gota a gota acido clorido
concentrado (2,0 mL), sob agitacdo, a 25 °C. Apos 45 min, a
mistura foi diluida com agua destilada (5,0 mL) e neutralizada
com hidréxido de amonia. A fase organica foi extraida com

AcOEt (5 x) , secada como NaxSOs4 e concentrada no

rotaevaporador. O residuo foi dissolvido em THF (4 mL) e tratado com py:BHz (0,1 mL).

Apbs 2h, a mistura reacional foi concentrada no rotaevaporador e cromatografada em coluna

(silica gel, hexano-AcOEt, 2:1), para fornecer 6leo amarelado caractreizado como 101 (35
mg, 15%); R 0,3 (hexano-AcOEt 2:1).

IV (ATR, vmax) cm: 3215, 2958, 2932, 2382, 2275, 1708, 1473, 1288, 1198, 816.
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RMN 'H (600 MHz, CDCls) &: 2,32-2,37 (2H, m), 2,52 (6H, s), 2,74-2,76 (2H, m), 6,67 (1H,
dd, J=8,9; 2,4 Hz), 6,73 (1H, d, J = 8,9 Hz), 6,79 (1H, d, J = 2,4 Hz).

RMN 3C (150 MHz, CDCls) &: 24,2; 50,3; 50,3; 50,7; 60,4; 110,1; 111, 6; 114,1; 129,8;
134,5; 153,1; 179,9.

3.3. Ensaio biologico

3.3.1. Avaliacdo da atividade inibitdria da bufotenina e derivados por AChE-ICER/ LC-
MS

Os ensaios de avaliacdo da atividade inibitoria dos ligantes 1, 7, 96, 99, 100 e 101
sobre a enzima acetilcolinesterase (Achk) foram realizados pelo Grupo de Sintese Organica
de CLAE, liderado pela Prof?® Dr? Quezia C. Cass (USFCar), por meio da técnica na triagem
automatizada (High-Throughput Screening, HTS) usando AChE imobilizada em bioreator
capilar (ICER, immobilized capillary enzyme reactor) acoplado a espectrofometro de massa
em sistema LC-MS, técnica que apresenta alta seletividade e reprodutibilidade para ligantes

inibidores da acetilcolinesterase.

3.3.2. Condicdes experimentais de analise por AChE-ICER/LC-MS

Empregou-se um sistema cromatografico de ultra eficiéncia Waters ACQUITY
UPLC (Milford, USA) composto por uma bomba binaria (BSM), uma quaternaria (QSM),
com injetor automatico Waters 2777C, acoplado a um espectrébmetro de massa modelo Xevo
TQ-MS (Waters, Milford, USA) com ionizagdo por eletrospray (ESI) operando no modo
positivo para analise de acetilcolina e colina.

Para a otimizagdo das condicdes de ionizagédo solugdes aquosas, individuais de cada
composto (100 ng/mL), foram introduzidas no sistema no modo combined com vazdo de 30
pL/min de MeOH/tampédo acetato de amonio 15 mM pH 8 (50:50 v/v) vinda do sistema
cromatografico combinado com uma vazdo de 20 uL/min da bomba seringa contendo as
solugdes aquosas. As condicgdes estabelecidas foram: voltagem do capilar: 2,0 kV; voltagem
do cone: 10 V; temperatura de dessolvatacdo: 350°C; vazdo do gas de dessolvatacdo: 800
L/Hr.
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O espectrometro de massa operou no modo selected reaction monitoring (SRM),
monitorando-se as transi¢cdes de cada analito: 146,9>146,9 para acetil colina e 104,07>104,07
para colina.

As solucdes estoque de cada composto foram preparadas em diclorometano numa
concentracdo de 10 mg/mL e em seguida foram diluidas em metanol obtendo-se solugdes de
trabalho 4mM. As amostras foram preparadas aliquotando-se 5 uL das respectivas solucdes de
trabalho, 25 uL da solucdo de trabalho de acetilcolina 60 uM e 70 uL de agua, sendo a

concentracdo molar final de composto 200 uM e de acetilcolina 15 uM.
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4 Obtencéo e caracterizagdo do alcal6ide bufotenina (1)

4.1. Coleta das sementes de espécies de Anadenanthera

As sementes de Anadenanthera foram coletadas nos periodos de agosto a setembro
dos anos de 2011 e 2012, em duas localidades da Universidade de Brasilia: atras da Biblioteca
Central (BCE/UnB) e no Centro Olimpico (CO/UnB), respectivamente identificadas pelo Prof.
Dr. Christopher William Fagg como sendo Anadenanthera peregrina, var. peregrina
(BCE/UnB, Figura 18) e Anadenanthera peregrina, var. falcata (APCEF, Figura 19). Como
forma de garantia da protecdo do patrimbnio genético, especimes foram autenticadas e
depositadas no Herbarium da Universidade de Brasilia, observados os protocolos de acesso
(Anexo 1).

Figura 19. Arvore, ramos, vagens e sementes da espécie A. Peregrina, var. peregrina (BCE/UnB).
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Figura 20. Arvore, ramos, vagens e sementes da espécie A. peregrina, var. falcata (APCEF).

4.1.1 Isolamento do alcaldide bufotenina (1) e composicdo da fracdo oleaginosa das

sementes de Anadenanthera

As sementes das espécies selecionadas foram secadas a temperatura ambiente,
protegidas da umidade e reduzidas a pé para entdo proceder a extracao do alcaléide bufotenina
utilizando duas metodologias diferentes.

Inicialmente, foi utilizada uma adaptacio da metodologia de Stromberg,® por meio da
qual duas porgdes de sementes de A. peregrina foram extraidas com solucdo etandlica de
acido-tartarico 1% (m/v), em dois experimentos independentes. Os extratos etandlicos acidos
foram concentrados e extraidos vérias vezes com diclorometano/cloroférmio para remocdo da
fracdo oleaginosa. A fase aquosa foi fortemente basificada com hidroxido de amonia e extraida
varias vezes com cloroférmio para obtencdo da bufotenina (1) pura em 1,97% de rendimento
(Figura 20).
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Sementes 4. peregrina Sementes A. peregrina
(120 2) (120¢)
Ac tartirico 1% Ac. tartarico 1%
(agitagao) (agitagio)
Residuo sélido Extrato etanolico Residuo solido
(descarte) (descarte)
1. Concentragéo
2. HCl 2M (aquoso)
3. Extragéo com CH,Cl/CHCls
Fase aquosa Fase organica
1. NH4OH (conc.) 1. Naz304
2. Extragdo com CHCly 2. Filtragdo
3. Concentragio
Fase organi Fracao
F:,]tle aquosa ase organica oleag:inosa
(descarte) 1. NaySOq
2. Filtragéo
3. Concentragio
FAMEs

Bufotenina
(4,7 2,1.,96%)

Figura 21. Diagrama de fluxo usado na extragdo da bufotenina (1) pelo método de Stromberg.®

Por esse procedimento, a bufotenina (1) foi obtida de A. peregrina como um sélido
amarelado; ponto de fusdo 154 °C (literatura 146,5°C); R¢ = 0,45 (silica gel 60, 0,2 mm UV 2za,
eluente metanol:acetato de etila:hidroxido de aménio 1:1:0,1); ESI/MS: m/z 205,1335 [M +
H]*, calculado Ci2H17N20 205,1341, porém com rendimento modesto.

A necessidade de acumular bufotenina em quantidade suficiente para acessar as rotas
sintéticas visando a preparacdo dos compostos espiro-oxinddis diméricos bem como analises
biofarmacoldgicas, incentivaram a busca por melhorias no processo extrativo. Nesse sentido, a
bufotenina foi extraida das sementes de Anadenanthera spp. usando uma versdo modificada do
método classico de extracdo de alcaloides. Conforme descrito na Figura 21, os componentes
lipidicos foram preliminarmente removidos das sementes por macera¢do com hexano (fracao

oleaginosa) e o sélido residual foi extraido com metanol. Na sequéncia, o extrato metandlico
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foi concentrado, diluido em agua e tratado com uma solucdo de acido cloridrico. A mistura
resultante foi fortemente basificada e extraida varias vezes com acetato de etila. Os extratos
foram combinados, secados, concentrados e o sélido escuro residual foi recristalizado de

acetato de etila para fornecer a bufotenina.

Sementes Anadenathera spp.

S0
(308 1. Hexano (agitagdo)
2. Filtragio
Residuo salido Extrato hexanico
1. Extragio com MeOH
2. Filtraciio 1. NapS04
2. Filtracie

3. Concentragio

Exmrato Residuo sélido Fracio
metanolico (descarte) 3
oleaginosa
1. Cencentracio
2. HCl 2M (aquose)
3. Nag CO3 .
4, Extracdo com AcOEt Fanhdlis

Fase aquosa Extrato acetato etila
(descarte) 1. NaySO,
2. Filtracde

3. Concentragio
4. Recnstalizacio de AcOFEt

Bufotenina
2.0g 4%

Figura 22. Diagrama de fluxo usado na obteng&o da bufotenina (1) pelo método cléssico de extracdo de
alcaldides.

Por este procedimento, a bufotenina (1) foi isolada das sementes das duas espécies de
Anadenanthera com melhor rendimento comparado aquele descrito por Stromberg A. peregrina
(Tabela 5). Durante esse estudo, verificou-se que, se o tratamento com &cido cloridrico é
omitido nas fases finais da separacdo, a bufotenina (1) pode ser isolada em forma de glicosideo

(gly-bufotenina), confirmado por analise em CG-EM e experimentos de RMN H e 1*C.
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Tabela 5. Comparacdo dos resultados da extracdo da bufotenina das espécies de Anadenanthera usando
a modificacdo do método classico de extracdo de alcaloides.

Espécie Rendimento (g, %) Propriedades
Frag&o oleaginosa Bufotenina® p.f. (°C)° ICG Ry

A. peregrina 7,50 g, 15% 2,0 g (4%)° 140-142 °C 23,92

A. colubrina 8,759, 17,5% 1,2 g (2,4%) 139-140 °C 24,00

2Rendimentos baseados na massa das sementes (g de bufotenina por 50 g de sementes).
b Stromberg 1954: 0.94 %, p.f. 146-147 °C (ap0s varias recristalizagdes de AcOE).
¢Pontos de fusdo foram medidos método do capilar em bloco de Kofler, ndo corrigidos.
4Ry = Tempo de retencdo (GC-MS Shimadzu Plus 7890, modo El a 70 eV; coluna HP-5).

As amostras de bufotenina (1) provenientes das duas espécies de Anadenanthera
foram analisadas por GC/EM. O cromatograma CG-EM demonstrou que as amostras
apresentavam elevado grau de pureza e a comparagédo dos espectros de massa das amostras com
0 espectro de bufotenina da biblioteca do proprio equipamento (Wiley 6™ Ed) confirmou, com

98% de similaridade, tratar-se do alcaldide desejado (Figura 22).
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Paréametros de funcionamento: tempo total de corrida 60,00 min; temperatura da coluna 100 °C, taxa de
aquecimento 4 °C.min-1; temperatura do injetor 250 °C; razdo de divisdo (split) 1: 50; gas de arraste hélio; fluxo
total de 48,4 mL.min-1; fluxo da coluna 0,89 mL.min.

Figura 23. CG-EM (Rt 24,00) da bufotenina de A. peregrina (superior) e de A. colubrina (inferior).

Como descrito na se¢do Materiais e Metodos, na caracterizagdo da bufotenina (1) foi
empregada uma combinacéo de experimentos de RMN *H e *3C uni- e bi-dimensionais (COSY,
HMQC e HMBC). Na Tabela 1 sdo apresentados os deslocamentos quimicos e as atribuicdes
para 0s sinais observados nos espectros de RMN *H e 3C (Anexos 2 a 8), de acordo com a

numeracdo apresentada na estrutura da bufotenina.
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Tabela 6. Dados espectrais RMN de *H e 3C da bufotenina (1)?
Posicao N &b APT !H-1H COosY HMBC
1 - - - - -
2 6,69; s 122,6 CH - H-10
3 --- - 1114 C - H-2, H-4, H-10, H-11
4 6,91; d (J= 2,4 Hz) 102,2 CH - H-6
5 - 159,7 C - H-6, H-7
6 6,65; dd (J=8,5; 2,4 Hz) 1111 CH H-7 H-4, H-7
7 7,15; dd, (J= 8,5 Hz) 1114 CH H-6 H-6
8 - 131,6 C - H-4, H-6
9 - 127,9 C - H-2, H-7
10 2,58 — 2,61 (m) 22,9 CH;, H-11 H-11
11 2,81 - 2,85; (m) 59,8 CH, H-10 H-10, H-12/H-13
12,13 2,29; s 43,9 CHs - H-11, H-12/C-13
14 9.63; sl - - - -

3Experimentos realizados a 300 MHz para *H e 75 MHz para *C, em metanol-d4, usando TMS como referéncia

interna (5 0.00 ppm); PAssinalamentos confirmados por experimentos COSY (correlagdes homonucleares *H-*H),

APT, HMQC e HMBC (correlacdes heteronucleares *H-1*C).

Para determinar a composicdo de acidos graxos da fracdo oleaginosa, amostras de

FAMEs (Fatty Acid Methyl Esters) foram preparadas, seguindo procedimentos usuais, e

analisadas por GC-EM usando coluna capilar (HP-5). Os componentes foram identificados por

comparacéo do espectro de massa com dados da biblioteca Wiley 6™ Ed (Figura 23).
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Parametros de funcionamento: tempo total de corrida 35,00 min; temperatura da coluna 140 °C, taxa de
aquecimento 4 °C.min-1; temperatura do injetor 260 °C; razdo de divisdo (split) 50,0; gas de arraste hélio; fluxo

total de 48,4 mL.min-1; fluxo da coluna 0,89 mL.min-1.

Figura 24. Cromatogramas da mistura de FAMEs da fracdo oleaginosa de amostras de A. peregrina (A)

e A. colubrina (B).

Como mostrado na Tabela 3, a composi¢do em termo de acidos graxos das sementes

de duas variedades de Anadenanthera mostraram perfil quimico relativamente semelhante. Os

principais FAMEs foram o éster metil linoleico seguido pelo oleico, com tempos de retencdo

23,65 e 23,77 min, respectivamente. (Tabela 7). Apenas A. colubrina apresentou o &cido

tetracosanoico com um tempo de retencdo de 28,94. O teor elevado de acidos linoleico e oleico

indica o valor fisioldgico e nutricional das sementes de Anadenanthera.
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Tabela 7. Composicédo da fragdo oleaginosa das sementes de Anadenanthera.
FAME Acido graxo? Tempo de retencdo (min) Area relativa (%0)?
A. peregrina A. colubrina A. peregrina  A. colubrina
1 Palmitico (16:0) 19,61 19,61 2,11 2,01
2 Linoleico (18:2)%12 23,65 23,65 41,91 43,09
3 Oleico (18:1)%¢ 23,77 23,77 23,02 19,48
4 Elaidico (18:1)* 23,89 23,89 1,26 1,36
5 Estearico (18:0) 24,34 24,34 1,44 1,29
6 Eicodiendico (20:2)8 28,05 28,05 2,74 0,79
7 Eicosendico (20:1)° 28,15 28,15 12,92 11,27
8 Araquidico (20:0) 28,68 28,68 8,91 7,89
9 Lignocérico (24:0) - 28,94 - 4,31
10 Erucico (22:1)° 32,51 32,51 1,26 1,30
11 Behénico (20:0) 33,15 33,15 7,17 7,21

aPrecursor dos FAMES; °Percentagem em termos de FAMEs.

4.1.2 Preparacao de derivados triptaminicos a partir da bufotenina.

Ap0Os vérias tentativas utilizando condigdes convencionais de metilacdo (Mel/base),

em diferentes temperaturas, a bufotenina (1) extraida das sementes de Anadenanthera foi

seletivamente convertida na bufotenidina (7), em 85% de rendimento, por tratamento com

iodometano em acetona, sob condigdes brandas (temperatura ambiente e auséncia de base).

Esse protocolo simples e eficiente ndo foi anteriormente descrito na literatura para preparacao

desse derivado (Esquema 8).

HO

1

/
N
AN
Mel, acetona
ta, 2h _
\ -
85%
N
H

HO

7

Esquema 7. Preparacdo da bufotenidina (7) a partir da bufotenina.
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A formagéo do derivado 7 foi confirmada por espectrometria de RMN (Anexos 9 e
10), com destaque para 0 RMN *H onde se observou um singleto em & 3,16 ppm referente aos
nove hidrogénios (N-Me) e a desblindagem dos grupos metilénicos que s¢ moveram de 6 2,61 ¢
2,81 ppm para 6 3,05 e 3,51 ppm em relagdo ao matéria de partida (1). O HRESIMS apresentou
fon molecular com m/z 219,1493 [M + H]" correspondendo a formula Ci3H20N20 e pico
intenso com m/z 160,0606 [M + H]* para C1oHoNO referente a eliminacéo alfa do grupo

amonio (Figura 24 e Anexo 12).

ntes. AE, D% tmn 81 55
xr 80,0808
—
' HO N
N
N® aN—

I L)
arn o - .2 -0 Ta ) 2en
- - o W W L}« el

F3
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Figura 25. Espectro de HRESI/MS da bufotenidina (7).

Uma tentativa inicial de conversdo da bufotenidina (7) na N,N-dimetiltriptamina (4)
via O-triflato, por hidrogenagao catalitica sequida de reducdo com hidreto de litio,”® falhou na
etapa de N-desmetilacdo seletiva do sal quaternario, possivelmente, devido ter havido apenas a

remocao do grupo triflato (Esquema 9).

©)
N— N— N—
@1 NaH. CE.SO.Cl 1. 10% Pd/C, Hy,
- van, LFast MeOH, ta, 24h
HO THF,-40 °C, 12h TfO
y e \ —X— 0
N N N
H L H | 2. LiAIH,, THF, H
7 ~ refluxo, 24h 4
Nao Isolado

Esquema 8. Tentativa de converséo da bufotenidina (7) em N,N-dimetiltriptamina (4)

8Cope, A. C.; Ciganek, E.; Fleckenstein, L. J.; Meisinger, M. A. P. J. Am. Chem. Soc. 1960, 82 4651.
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Para contornar essa situacdo, a bufotenina (1) foi convertida no complexo
aminoborano 71 conforme protocolo descrito na literatura™ que utiliza o reagente
dimetilsulfeto borano em THF. Apos elaboracdo usual e recristalizacdo de acetato de etila, 79
foi obtido como um sdélido cristalino branco com 95% de rendimento (Esquema 10).
Interessantemente, o derivado aminoborano 79 apresentou propriedades desejaveis para
utilizacdo como matéria-prima em propositos sintéticos: grande estabilidade e menor

polaridade (técnicas cromatograficas) que seu precursor.

X N0
~ ®BH,
Mez-BH&
HO THF, ta, 2h HO
A\ >~ A\
95%
N N
, H H 79

Esquema 9. Preparacdo do complexo aminoborano (79) a partir da bufotenina (1).

O espectro de RMN !H do derivado aminoborano 79 apresentou aspecto semelhante
do alcaléide de partida (1), exceto pela desblindagem do singleto referente aos seis hidrogénios
do grupo N-Me que se moveu de 6 2,29 para 2,57 ppm bem como dos dois tripletos relativos
aos hidrogénios metilénicos, de & 2,61 e 2,81 ppm para & 2,95 e 3,04 ppm (Anexo 13). No
HRESI/MS apresentou fon molecular com m/z 241,1495 [M + Na]*, correspondendo a férmula
C12H19BN2NaO (Figura 25, Anexo 19).

m“:‘ A5, 27057 S5 250
110%9 T IE<]
2411488 SN-BH,
o] HO {
N
H
3] [M + Na]
2401530
' 22152
0 '\ b
2% 28 2% 20 2 2% 28 "z

Figura 26. Espectro de HRESI/MS do derivado aminoborano (79).

4 Gomes, J. M.; Gil, L.; Ferroud, C.; Olesker, A. G.; Martin, M. T.; Marazano. J. Org. Chem. 2001, 66, 4898.
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A partir da amostra do derivado aminoborano (79) foi possivel a obtencdo de um
monocristal adequado para analise por cristalografia de raios-X que confirmou a estrutura
quimica do novo derivado da bufotenina. Na Figura 26, € mostrada uma representacdo ORTEP-
3 (Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot) da unidade assimétrica de aminoborano complexo (79)

com atomos identificados e elipsoides de deslocamento a 50% de probabilidade.

Figura 27. Representacdo ORTEP-3 do derivado aminoborano (79).

Com a disponibilidade do intermédiario-chave 79 foi possivel prosseguir na rota
sintética visando a preparacdo da N,N-dimetiltriptamina (4) e da 5-metoxi-N,N-
dimetilltriptamina (6). Neste sentido, o grupo 5-hidréxi do derivado aminoborano (71) foi
transformado na subunidade O-trifluorometanosulfonila, que em seguida foi integralmente
removida por hidrogendlise fornecendo o derivado triptaminico 4 em 39% de rendimento. Na
preparacdo do derivado triptaminico 6, o derivado aminoborano (79) foi tratado com
iodometano sob condicOes de catélise por transferéncia de fase (KOH em p6, TBAB em THF
seco) e posterior introducdo do grupo Boc no N-indol para se obter o intermediario 80 com
62% de rendimento. Na etapa final, procedeu-se o tratamento sequencial de 80 com DABCO e
TFA para clivagem do borano e remogdo do grupo Boc, respectivamente, obtendo-se 5-

metoxi-N,N-dimetilltriptamina (6) em 69% de rendimento (Esquema 11).
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oV BHs 4 NaH, CCIF,0,8 N_
THF -40 °C,
HO 12h
A\ - AN
N 2.10% Pd/C, H., N
79 1 MeOH, ta, 24h, 4 H
39%
1. KOH, TBAB,
Mel, THF, ta
2. (Boc),0, DMAP,
Et3N, CH2C|2, ta, 2h
oN-BH; N
1. DABCO, CH,Cl,,
MeO ta, 12h MeO
\ > N
N 2. TFA, CH,Cl,, ta, 4h N
Boc 69% H
80 6

Esquema 10. Preparagdo da N,N-dimetiltriptamina (4) e 5-metoxi-N,N-dimetilltriptamina (6) a partir do
derivado aminoborano (79).

No espectro de RMN *H da N,N-dimetiltriptamina (4), destaque para um sinal em
forma de multipleto em 6 7,13-7,06 ppm referente aos dois hidrogénios na posicdo 5 e 6 do
sistema inddlico. No RMN de **C destacou-se o sinal em & 118,9 ppm referente ao (CH) na
posicdo 5 do nhcleo inddlico (Anexo 20 e 21). No espestro de RMN *H e 3C da 5-met6xi-N,N-
dimetilltriptamina (6), foi observado o desaparecimento dos singletos em & 1,65 ppm ¢ 155,7
ppm referentes ao grupo terc-butil do grupo Boc. (Anexo 27 e 28). Na Tabela 3 sdo
apresentadas as atribuicdes de RMN *3C de todos os derivados triptaminicos 4, 6, 7, 79 e 80,

comparados aos da bufotenina (1).
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Tabela 8. Comparacéo dos dados de RMN de *3C da bufotenina (1) com os derivados triptaminicos 4, 6,
7,79 e 80.

RU ., \
N-R \NéRS
RY \ (1) Ry =R, = Me, R3 = OH RO ()R, = OH, R, =H, Rz = Me
(4)R1=Ry;=Me,R3=H N (79) Ry = OH, R, = H, R = BHj4
N (6) R1 = Ry = Me, Ry = OMe N (80)R; = OMe, R, = Boc, Ry = BHj
R2
Posicdo 1 4 6 7 79 80
1-NH - - - - - -

2-(CH) 122,6 123,7 122,6 124,3 121,6 123,2
3-(C) 111,4 112,0 99,7 107,8 108,8 118,5
4-(CH) 102,2 118,7 99,8 102,7 100,7 101,8
5-(C-OH),(C-H), (C-OMe) 159,7 118,9 153,5 150,8 148,5 149,7
6-(CH) 1111 121,7 1115 112,3 110,2 112,6
7-(CH) 111,4 109,5 1111 1121 109,9 115,9
8-(C) 131,6 136,7 132,0 131,2 130,4 130,1
9-(C) 127,9 1271 127,4 1278 126.5 131,4
10-(CH,) 22,9 20,9 22,6 19,2 18,7 23,4
11-(CH,) 59,8 57,6 59,7 52,6 63,4 59,1
12, 13,-(NCHb) 43,9 43,0 438 65,7 49,3 43,4
14-OCHs - - 55,0 - - 55,7
15-COO(CCHs) - - - - - 155,7

No HRESI/MS os derivados triptaminicos 4 e 6 apresentaram ion molecular com m/z
189,1493 [M + HJ]" correspondendo a formula Ci2HigN2 € com m/z  219,1493 [M + H]*

correspondendo formula C13H18N20, respectivamente (Figura 21, Anexos 23 e 30).
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Figura 28. Espectro de HRESI/MS da N,N-dimetiltriptamina (4) e metdxi-N,N-dimetiltriptamina (6).

4.1.3 Preparacao de oxindois a partir do dimero dos derivados da bufotenina

Conforme planejamento inicial, o complexo bufotenina aminoborano (79) foi
explorado como ponto de partida para formacdo dos dimeros que seriam posteriormente
transformados nos correspondentes oxinddis. Entretanto, as varias tentativas para transformar o
complexo borano (79) diretamente no dimero 81 com carbonato e 1-bromo-2-cloroetano em
DMSO, explorando temperatura ambiente e refluxo, ndo levaram ao produto esperado,
fornecendo apenas o composto monoalquilado 85 com 5% de rendimento (Esquema 12).
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Esquema 11. Tentativa de formag&o do dimero 81.

No espectro de RMN *H do monoalquil-boranobufotenina (85) foram observados nove
sinais, com destaque para dois tripletos em & 4,26 e 3,86 ppm referentes aos hidrogénios

metilénicos do grupo cloro-etoxi, confirmados no espectro de APT pelos sinais em 6 69,30 e

42,43 ppm (Figura 28, Anexos 31 e 32).
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Figura 29. Regides diagndsticas dos espectros de RMN H e C (APT) do monoalquil-
boranobufotenina (85).

Considerando que o monoalquil-boranobufotenina (85) poderia ser utilizado para
formagdo subsequente de dimeros com derivados da bufotenina, resolveu-se investigar varias
condicdes com o intuito de melhorar o rendimento da reacdo de formacdo do composto
monoalquilado-boranobutenina (85) para, somente entdo, proceder a formacdo do dimero. Na
Tabela 9 sdo mostrados os resultados do estudo de monoalquilagdo do complexo aminoborano
(79) para obtencdo do monoalquil-boranobufotenina (85).

Tabela 9. Estudo da reacéo de formacao do composto monoalquil-boranobufotenina (85).

&

\ o
~N-BH3 Cl \}\IIBH3
Reacdes H
HO _ > 0
A\
Condicdes A\
N N
79 H gs H
Reagentes e condices Rendimento %
DMSO, K,COs3, ta, 6h 5%
Acetona, K,COs, ta, 6h 20%
Acetona, K,COgs, refluxo, 12h 65%

Alternativamente, foi tentada a dimerizacdo da bufotenidina (7) com o composto
monoaquil-boranobufotenina (85), usando hidreto de sddio em presenca de iodeto de potassio.
De forma semelhante, as tentativas de formacdo do dimero 79 falharam (Esquema 13),

resultando apenas na recuperagao dos derivados inddlicos na forma monomérica.
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Esquema 12. Tentativa na formag&o do dimero (103).

Antes de novas tentativas de dimerizacdo, o grupo Boc foi introduzido no cloro-alquil
(85), de acordo com protocolos convencionais e, em seguida, procedeu-se a transformacao do
derivado protegido no iodo-alquil (104) que foi transformado, in situ, no iodo-alquil derivado
(86) como mostrado mostrado no Esquema 14.

Cl - ,BC?-| Cl \N’Bﬁ)’b
H No °  (Boc),O, DMAP H
EtsN, CH,Cl,, 5
O ta, 2h

A\ - N\

N 85% N

H Boc

85 104
— né&o isolado -
\ 9
\N’BHs

Kl, acetona
\@EC refluxo 12h
Boc

Esquema 13. Formacao do iodo-alquil (86) a partir cloro-alquil (85).

O espectro de RMN *H do iodo-alquil 86 apresentou dez sinais, dentre os quais se
destacam o singleto em & 1,65 ppm referente ao terc-butila do grupo Boc e dois tripletos em o

4,26-3,86 ppm referentes aos dois hidrogénios metilénicos do grupo iodo-etoxi, confirmados no
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espectro de RMN 3C pelos sinais em & 28,18, 68,75 e 42,39 ppm, respectivamente. A presenca
do grupo Boc também foi confirmada pelo sinal em & 154,39 ppm no RMN *3C (Figura 29,

anexos 34 e 35).
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Figura 30. Regides diagndsticas dos espectros de RMN *H e **C do intermediario monoalquilado 86.

Em paralelo, o complexo borano 79 foi sequencialmente protegido com terc-
butildimetilsilila e N-Boc para formacéo do derivado 89 que, apds remogéo do grupo silila, foi
tratado com carbonato de potassio, seguido da adicdo do iodo-alquil (86) preparado
anteriormente, no intuito de se obter o dimero 105 (Esquema 16). Surpreendentemente, o
produto bruto dessa Gltima etapa foi submetido a uma cromatografia em coluna de onde foram

recuperadas as duas matérias primas.
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S
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Esquema 14. Tentativa de formag&o do dimero (105) a partir do complexo borano (79).

Para tentar contornar essa situacdo, o complexo borano 79 foi tratado com hidreto de

sodio e 1,3-dibromopropano em THF, a temperatura ambiente, fornecendo o bromo-alquil 90

com 62% de rendimento. Este Ultimo foi tratado com Boc-anidrido, trietilamina, DMAP

(catalitico) em diclorometano, a temperatura ambiente, fornecendo o intermediario 91 em 82%

de rendimento (Esquema 16).
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Esquema 15. Formagdo do intermédiario bromo-alquil (91) a partir do complexo borano (79).

No espectro de RMN *H do composto 91 foram observados onze sinais, com destaque
para um quinteto em & 2,33 ppm referente aos hidrogénios metilénicos centrais do grupo
bromo-propdxi e dois tripletos em 6 4,16 e 3,62 ppm dos hidrogénios metilénicos dos carbonos
adjacentes deste mesmo grupo, confirmados no espectro de RMN *3C pelos sinais em & 66,28,
32,60 e 30,47 ppm (Figura 30, Anexos 44 e 45).
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Figura 31. Regides diagndsticas dos espectros de RMN *H e **C do intermediario bromo-alquil (91).

Com o bromo-alquil 91 disponivel, procedeu-se a reacdo de preparacdo do dimero 92.
De acordo com Esquema 17, o complexo borano 89 foi tratado com hidreto de sodio e o
bromo-alquil 91 em THF durante 12h, a temperatura ambiente, fornecendo o dimero do

complexo aminoborano (92) em modesto rendimento de 15%.
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Esquema 16. Formag&o do complexo aminoborano dimérico (92) a partir do composto 89.

No espectro de RMN *H do produto de alquilagdo foram observados nove sinais, com
destaque para um tripleto em o 4,26 ppm referente aos quatro hidrogénios metilénicos dos
carbonos ligados aos atomos de oxigénio do grupo espacador e um quinteto em & 2,30 ppm do
grupo metilénico central deste mesmo grupo, confirmados no espectro de RMN *3C pelos sinais

em & 64,88 e 30,14 ppm, respectivamente. (Figura 31, anexos 51 e 52).
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Figura 32. Regides diagndsticas dos espectros de RMN *H e *C do dimero (92).

O HRESI/MS do dimero 92 apresentou ion molecular 663,4326 m/z [M - BH3 + H]",
correspondendo a férmula Cz7HssBN4Os, e fragmentacdo 563,3744 m/z [M - BHz - Boc + H]"
referente a formula Cs2HagBNa.

Considerando que o produto almejado foi obtido em modesto rendimento e que a
técnica empregada envolveu vérias etapas, uma metodologia alternativa foi proposta, onde no
derivado sililado (87) foi introduzido s grupos protedores (Boc, alquila e sulfonila), fornecendo
os sililados 88, 93 e 94 com redimentos de 82, 75 e 76 %, respectivamente.

Tabela 10. Preparacéo dos derivados sililados 88, 93 e 94.
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\ -BH \ -BH
N@ N@
TBSO Reagentes 150
A\ = A\
N Condicdes N
: R
87 88 R =Boc
93 R=Me
94R=Ts
Reagentes e condi¢cbes Produtos (sililados) Rendimentos (%)
(Boc).0, DMAP, EtsN, CH:Cl,, ta, 2h 88 82%
NaH, Mel, THF, ta, 12h 93 75%
NaH, p-TsCl, THF, 2h 94 76%

Para tanto, em experimentos independentes, os sililados 79, 88, 93 e 94 foram tratados
com hidroxido de sodio, brometo de tetrabutilamonio (TBAB), 1,3-dibromopropano em THF,
fornecendo os respectivos complexos borano diméricos (92, 96, 97 e 106), em alguns casos,
com bons rendimentos. Por esta nova abordagem ocorreu a remogdo do grupo silila e
alquilacdo (dimerizacdo) consecutiva, em mistura reacional Unica (Esquema 18).

\

@®NT o
“BH,4
®/ o
SN-BH, KOH, TBAB, =
NR
TBSO Br” > gr %
A\ > f
N THF, ta, 12h 0
R
88 R = Boc RN — 92 R = Boc, 65%
93R = Me 96 R = Me, 75%
94R=Ts ® 97 R=Ts, 65%
ON~
H3B \

Esquema 17. Formacéo dos boranos diméricos a partir dos respectivos intermedidrios sililados.

Uma proposta de mecanismo para a transformacéo geral é apresentada no Esquema 19.
Inicialmente, ocorre a remocao paulatina do grupo terc-butildimetilsilila com formacéo do

correspondente ion alcoxido. Este Ultimo ataca via Sn2 o 1,3-dibromopropano formando o
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bromo-alquilindol correspondente. O ion hidroxi permanece atacando o grupo silila, dando

continuidade a supracitada reacdo de substituicdo, mas também ataca o bromo-alquilindol

gerado, o que conduz a formac&o dos dimeros.

+ \& TN
o &7 N‘CBaHS Br/\/\Br \ﬁ?/@
HO ~— \) “BHs
©
\ —_— O —_—
N \
R N \
R eNTo
BH5
\
i >
S 3 e} N-r
° A\ /
Br
\&
7\ N.© N O
BH, \
(0] R >
o R
A\ N
N
R
oN
H3B™ |

Esquema 18. Proposta de mecanismo para formacao dos dimeros.

A formacéo dos dimeros 92, 96 e 97 foi comprovada por técnicas espectrométricas de

RMN (*H e *3C) e HRESI/MS. Para exemplificar a analise dos dados espectrais dos produtos

diméricos foi escolhido o dimero 96. No espectro de RMN *H, o dimero 96 apresentou nove

sinais e no diagnostico de sua formacdo, além da proporcdo relativa do nimero de hidrogénio,

foram usados os sinais do grupo espag¢ador: um multipleto em & 3,99 ppm referente aos quatro

hidrogénios metilénicos dos carbonos ligados aos 4tomos de oxigénio e um quinteto em 6 2,35

ppm relativo aos hidrogénios centrais. Essas atribui¢cbes foram confirmadas no espectro de

RMN 3C pelos sinais em & 64,86 e 30,14 ppm, respectivamente (Figura 32, Anexos 64 e 65).
No HRESI/MS de 96 observou-se o ion molecular com m/z 419,3495 [M - BHs + H]",

correspondendo a formula C29H44BN4O2 (Anexo 64).
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Figura 33. Regides diagndsticas dos espectros de RMN *H e C do dimero 96.

Registra-se aqui que quando a metodologia acima descrita foi aplicada ao derivado
sililado 84, com o nitrogénio indolico ndo protegido, obteve-se a formacdo de uma mistura
composta pelo dimero 106, o derivado vinilico (107) e o bromo-alquil (90), dificilmente
separados por cromatografia em coluna devido apresentarem o mesmo fator de retencédo. Essa
observacdo mostrou ser necesséria a protecdo do nitrogénio indolico antes da reagdo de

dimerizagéo (Esquema 20).
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Esquema 19. Reacdo de dimerizacao do sililado 87 e formacédo do éter vinilico (107) e do bromo-alquil
(90).

N
w
I

Hs

A mistura foi analisada por RMN de *H, onde foi confirmada além da formagéo do
dimero 106 com base nos sinais caracteristicos do grupo espacador, conforme descrito acima
para 0 andlogo dimérico 96 (Figura 33), a presenca do éter vinilico 107 e do bromo-alquil (90).
RMN !H apresentou absorcdes caracteristicas do grupo O-alilico do éter vinilico 107: um
multipleto em & 6,25-6,00 ppm, correspondente ao hidrogénio vinilico interno (H-18a), um
dupleto de dupleto em & 5,50-5,20 ppm relativo aos hidrogénios vinilicos terminais (H-19a,a”)
e um dupleto de tripleto em 6 4,60-4,40 ppm referente aos hidrogénios O-metilénicos. No caso
do bromo-alquil 90 destacaram-se os sinais dos hidrogénios metilénicos do grupo bromo-
propdxi, ou seja, um tripleto em 6 4,20 (H-17), um tripleto em & 3,50 ppm (H-19) e um quinteto

em 0 2,30 ppm referente aos hidrogénios internos (H-18).
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Figura 34. Espectro de RMN *H da mistura dos derivados éter alilico (107) e brometo (90).

Devido as propriedades farmacologicas da 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina (6) ao
nivel do SNC, pensou-se na formacdo do dimero desta molécula para, juntamente com 0s
dimeros descritos acima, submeté-los a ensaios biofarmacoldgicos na perspectiva da descoberta
de novos inibidores da acetilcolinesterasecom potencial para atuar emoutros alvos de interesse
na terapia da DA. Para tanto, o intermediario aminoborano (79) foi tratado com hidreto de
sodio e iodometano em THF, fornecendo o intermedidrio aminoborano 95 com 65% de
rendimento. Na sequéncia, este ultimo foi tratado com hidreto de sodio, 1,3-dibromopropano
em THF para fornecer o dimero 98 com 80% de rendimento (Esquema 21).
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Esquema 20. Formag&o do dimero aminoborano (98).

Com base em modelos da literatura, duas metodologias foram escolhidas para a
remocdo do grupo borano nos dimeros: hidrogenagdo catalitica com Pd/H2" e refluxo com
DABCO em diclorometano.”® Os resultados do estudo para remocdo do grupo borano
encontram-se mostrados no Esquema 22. Ressalta-se que as duas metodologias foram testadas

com o dimero 96, entretanto, obteve-se composto instavel que sofreu decomposicao.

> Blakemore, P. R.; Kim, S.-K.; Schulze, V. K; White, J. D.; Yokochi, A. F.T. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2001,

1, 1831.
> Tam, A.; Raines, T. Bioorganic. Med. Chem. 2009, 17, 1055.
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Esquema 21. Estudo metodoldgico para remogao do grupo borano.

A formacdo dos dimeros 99, 100 e 101 foi comprovada por técnicas espectrométricas
de RMN (*H e 3C) e HRESI/MS, por meio das quais se verificou o desaparecimento dos sinais
caracteristicos da presenca do borano. A titulo de exemplificacdo sdo apresentados abaixo a
comparagcéo dos espectros de RMN *H do dimero 91 e do correspondente dimero desboronado
99. Na analise desses dados espectrais destacou-se a blindagem do singleto referente aos doze
hidrogénios (N-Me), que migraram de & 2,71 ppm para & 2,29 ppm, e dos grupos metilénicos
que se moveram de & 3,05 e 3,15 ppm para 6 2,66 e 2,78 ppm, respectivamente.
Adicionalmente, foi observada a sobreposicdo do sinal do quinteto referente ao grupo

metilénico central do espacador com o sinal dos hidrogénios N-Me (Figura 34, Anexos 63 e 76

).
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Figura 35. Comparacdo dos espectros de RMN *H dos dimeros 91 e 99.

O HRESI/MS do dimero 99 apresentou ion molecular com m/z 649,3958 [M + H]*
correspondendo a férmula Cs7HssN4sOs. No HRESIMS/MS foram observadas algumas
fragmentacOes principais, destacando-se os fragmentos com m/z 549,3490 [Cz2HasN4Oa]",
449,2911 [C27H37N4O2]*, 404,2338 [C25H30N302]* e 359,1755 [CagH23N202]* (Anexos 79).

Dando continuidade ao planejamento sintético proposto, foram executadas algumas
tentativas de formacdo do oxindol via oxidacdo do C2-C3 dos compostos indolicos.
Inicialmente, foi realizado um estudo teste visando a formacdo de oxindois a partir de
bufotenina (1) com dimetildioxirano (DMDO), preparado previamente de acordo com
metodologia de Murray e Singh.”” Por essa metodologia, ocorreu a formagéo de dois compostos
de dificil separacdo cromatografica, porém ndo se verificou por espectroscopia qualquer

evidéncia do oxindol almejado (108) (Esquema 23).

" Murray, R. W.; Singh, M. Organic Syntheses, 1998, 9, 288.
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Esquema 22. Tentativa de formacao oxinddis 108 a partir da bufotenina (1).

Alternativamente foi empregada uma adaptacdo da metodologia de Castillo e
colaboradores,’® por meio da qual a bufotenina (1) foi tratada com DMSO/HCI durante 45 min
e, em seguida, o produto foi capturado na forma de complexo borano com py:BHas. Por este
procedimento, o oxindol 101 foi obtido com 15% de rendimento (Esquema 24).

l \ _©O
1. DMSO/HCI
HO ta, 45 min HO
\ >
N 2. Py-BHy, THF N
H ta, 2h H 102
1 15%

Esquema 23. Formag&o do oxindol bufotenina borano (102)

Um mecanismo plausivel para a reacdo de oxidacdo envolve a captura de um proton
pelo anel indélico (C3), seguida da adi¢cdo do dimetil-sulféxido ativado na posicdo C2. Na
etapa seguinte, o ion cloreto retira um proton e por deslocamento de elétrons forma-se a
carbonila com eliminacdo de dimetil-sulfeto. Na etapa subsequente, o borano (BH3) complexa

com a amina alifatica terciaria gerando o oxindol 102 (Figura 35).

8Castillo-Suarez., O. R.; Rodrigues-Meléndez, M.; Duarte-Castelan.; L. E.; Zalava-Sanchez., M.; Becerril-Rivera,
E.; Rios-Morales.; M. S.; Nathan-Joseph, P. Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20, 2374.
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Figura 36. Mecanismo proposto para a formagéo oxindol 102.

No espectro de RMN *H do oxindol 102 foram observados nove sinais, sobressaindo o

deslocamento dos dois multipletos em 6 2,70 e 2,30 ppm, referentes aos quatro hidrogénios

metilénicos, e a auséncia do hidrogénio C2-inddlico.

No espectro de RMN *3C foram

observados onze sinais, destacando-se 0s sinais em 6 179,60 ppm, referente ao grupo carbonila,

e 6 50,27 ppm, referente ao carbono quaternario na posi¢do C3-indélico (Figura 36, Anexos 92

e 93). No espectro de Infravermelho, foram observadas uma banda fina em em 1709 cm?

correspondente ao estiramento axial do grupo carbonila e uma banda larga de estiramento O-H

em 3215 cm™.
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Figura 37. Regides diagndsticas dos espectros de RMN *H e **C do oxindol 102.

O mesmo protocolo foi utilizado na formacéo oxinddis diméricos a partir dos dimeros

97 e 98, onde estes foram tratados sob condicdo oxindante (DMSO/HCI) e na sequéncia com

Py-BHs. Entretanto, os dimeros almejados ndo foram observados, exceto a decomposi¢do do

nucleo

inddlico.

Outra metodologia™ foi

testada, utilizando agente oxidante N-

bromosuccinimida (NBS) e &cido acético ou terc-BuOH, sem obter éxito.
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Esquema 24. Tentativa de formag&o dos oxindois diméricos 108 e 109.

Tendo em vista a ndo evolucdo dos estudos metodoldgicos visando a obtencdo dos

oxindois diméricos, resolveu-se por suspender novas tentativas. Entretanto, levando-se em

consideracdo as possiveis propriedades farmacoldgicas desses compostos, a bufotenina (1),

bufotenidina (7) e os dimeros (96, 99, 100 e 101) foram enviados para avaliacdo do potencial

farmacol6gico como inibidores da AChE.
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4.1.4 Resultados da Avaliacdo da atividade inibitéria da bufotenina e derivados por
(AChE-ICER) LC-MS

Os ligantes bufotenina (1), a bufotenidina (7) e compostos diméricos 96, 99, 100 e 101
envolvidos no presente estudo (Figura 37) foram ensaiados pela técnica da AChE imobilizada
em bioreator capilar (ICER, immobilized capillary enzyme reactor) em sistema LC-MS,
conforme descrito na secdo Materiais e Métodos. O ensaio foi validado usando como referéncia

(controle positivo) a galantamina, um inibidor conhecido da AChE.

/
O\
N —
H3B=N \
AN 3 ® N~
HO
1
HO
7
</
Os N
N Galantamina (19)
/N OMe
N
A\

Figura 38 Relacéo de ligantes ensaiados por AChE-ICER em fluxo LC-MS.

Para quantificar a colina produzida foram construidas as curvas de calibragcdo em baixas
(0,1 — 6,4 uM) e altas concentragdes molares (6,4 — 208,8 uM). De acordo com a Figura 34 a
curva de calibragéo obtida com o uso de altas concentragcdes molares mostrou-se mais adequada,
tendo em vista a baixa quantidade de colina detectada no primeiro caso, em outras palavras, a

atividade inibitéria em concentra¢es menores ndo foi significativa.
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Figura 39. Curvas de calibracdo em baixa (0,1 — 6,4 uM) e alta concentracdes (6,4 — 208,8 uM).

O percentual de inibicdo de hidrélise da colina [I (%)] para cada ligante foi calculado
com base na quantidade de colina produzida na auséncia de ligante, Po (controle negativo) e na
quantidade de colina produzida em presenca do ligante, P, incluindo a galantamina (controle
positivo), segundo a equacgéo abaixo. Os resultados de inibigdo a concentragdo molar final dos

ligantes 200 uM e de acetilcolina 15 uM encontram-se mostrados na Tabela 32.

| (%) = 100 - (Pi/Po)
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Tabela 11. Percentagem de inibicdo da hidrélise da acetilcolina por AChE-ICERs.

Ligante® Colina produzida Colina produzida I (%)°
sem ligante (Po) com ligante (Pi)

1 57,56 22,27 61,31

7 13,35 1,58 88,14

96 12,40 9,90 20,16

99 12,15 2,50 79,42

100 10,32 11,29 -9,32

101 37,31 2,90 92,23
Galantamina (19) 7,49 0,69 90,81

aConcentracdo molar final de composto 200 uM e de acetilcolina 15 uM.

bPercentagem de inibicéo.

De acordo com os dados experimentais, dos seis ligantes testados, trés apresentaram
elevada percentagem de inibicdo da hidrolise da acetilcolina, os ligantes 101, 7 e 99, com 92,23,
88,14 e 79,42 %, respectivamente. Destaca-se aqui a dimero 101 com percentagem inibitoria
acima da exibida pela galantamina que apresentou 90,81 % de inibicdo. Interessantemente, a
bufotenidina (7) apresentou percentual inibitério comparavel ao dimero 99, fato que merece
aprofundamento das investigacfes quanto a sua acdo neste alvo terapéutico dada a facilidade de
sua obtencdo a partir da bufotenina (1). Por outro lado, o ligante 100 mostrou uma atividade
inibitoria desprezivel.

De forma geral, a andlise do percentual inibitério e a estrutura dos ligantes testados
sugerem que 0 grupo amina terciario e a funcdo metdxi na posicdo 5 inddlica, presentes na
estrutura do dimero 101, exercem um papel importante na interacdo com a AChE, a semelhanca
do prototipo galantamina. A presenca de grupos volumosos na posic¢ao 5, como em 96, 99 e 100
parece ser responsaveis pela diminui¢do da atividade inibitoria, quando comparado ao grupo
hidroxi da bufotenidina (7) e metoxi do dimero 101. A fungéo sulfonamida presente em 100
parece interferir na interacdo do ligante no sitio catalitico da acetilcolinesterase, seja por efeito
eletronico (retirador de densidade eletrdnica) ou pelo volume do grupo p-metil benzenosulfonila.

Os resultados dos ensaios preliminares sdo animadores e justificam a continuidade dos
estudos de avaliagéo da atividade inibitoria com énfase no mecanismo de agdo bem como quanto
a preparacao/teste inibitorio de novos ligantes que, em conjunto, poderdo contribuir para o

estabelecimento inequivoco da relagéo estrutura-atividade dessa classe de compostos.
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5 Conclusoes e Perspectivas

5.1.1 Conclusoes

Sob o ponto de vista da Quimica Medicinal, o presente estudo abordou a importancia
das plantas do bioma Cerrado, em especial de espécies de Anadenanthera, por apresentarem em
suas sementes quantidades elevadas do alcal6ide bufotenina (1), que poderd ser aproveitado
como material de partida para sintese de derivados triptaminicos, compostos diméricos e

oxindolicos com potencial biolégico.

Ao considerar 0s pressupostos que orientaram a execucdo do presente estudo, 0S
seguintes objetivos foram atingidos:

e Das sementes das espécies/variedades de Anadenanthera (A. peregrina e A. colubrina)
foi extraido por procedimento eficiente o alcal6ide bufotenina (1) em quantidade

suficiente para realizacdo das modifica¢fes quimicas pretendidas;

e Os derivados triptaminicos bufotenidina (7), N,N-dimetiltriptamina (4) e 5-met6xi-N,N-
dimetiltriptamina (6), encontrados em diversas fontes naturais, foram preparados a partir
da bufotenina (Quadro 1), configurando-se esta como uma rota alternativa para obtengédo

desses compostos;

e Sete compostos bis-indélicos 92, 96, 97, 98, 99, 100 e 101 (Quadro 1) foram preparados a
partir de derivados da bufotenina por metodologia simples e eficiente, varias etapas em

um frasco reacional;

¢ O estudo metodologico para obtencéo de derivados oxindolicos da bufotenina permitiu o

desenvolvimento de um protocolo adaptado para preparacdo do oxindol 102 (Quadro 1);

e Os ensaios farmacoldgicos preliminares usando a técnica AChE-ICER acoplada a LC-MS
evidenciaram que a bufotenidina (7) e os dimeros 92 e 96 apresentaram elevado

percentagem de inibi¢cdo, com destaque para o dimero 96, que apresentou atividade
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inibitdria superior a galantamina (um inibidor consagrado da acetilcolinesterase), e a para

a bufotenidina (7), um derivado simples da bufotenina.
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Quadro 1. Bufotenina e derivados triptaminicos, bis-inddlicos e oxindélico produzidos.

5.1.2 Perspectivas

Os avangos alcancados nesse estudo, em especial quanto a formacao dos derivados da

triptamina (bufotenidina, N,N-dimetiltriptamina e 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina), dimeros e
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oxindol fundamentam diversas perspectivas de atuagcdo no campo sintético e biofarmacoldgico,

como por exemplo:

« Aplicacdo de protocolo para formacao de oxindol desenvolvida nesse trabalho na sintese
de novos compostos oxinddlicos a partir da bufotenina, visando explorar o potencial
terapéutico de membros dessa classe de compostos no combate a diversos tipos de

cancer;

e Estudos de mecanismo de inibicdo da AChE pela bufotenidina (7), dimeros 97_e 99, além

de pesquisas complementares sobre esse alvo bioldgico;

e Ampliacdo da biblioteca de compostos testados visando uma melhor compreensdo da

relacdo estrutura-atividade inibitéria da AChE;

e Estudos visando a conjugacdo dos derivados triptaminicos (bufotenidina, N,N-
dimetiltriptamina e 5-metdxi-N,N-dimetiltriptamina) com compostos luminescentes para

estudos de processos celulares.
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Anexo 1. Chave botanica de Anadenanthera

la. Textura da superficie do fruto rugoso, aspero e opaco, anteras sem glandulas no botéo

FIOTAL. ... e 2. A
peregrina
;W o (1 (0 T () (0 TSRS .la. A. peregrina var.
peregrina
2b. Fruto curvado ou em forma de foice.............c..cceuennneeee.. . 1b. AL peregrina var.

falcata

1b. Textura da superficie do fruto lisa e brilhosa, anteras com glandula no botéo floral
colubrina

3a. Fruto com margem ondulada e regularmente contraida entre as sementes, botdo
floral esbranquigado, inflorescéncias terminais em forma de panicula
................................................................................................... 2a. A colubrina var.
colubrina

3b. Fruto com margem ondulada ou ndo e irregularmente contraida entre as sementes,
botdo floral ndo esbranquicados, inflorescéncias axilares ou terminais em forma de
121015111 SRS SRP 2b. A
colubrina var. cebil

1. Anadenanthera peregrina (L.) Speg. Physis 6:313. 1923.

Arbusto até arvore alta, tronco até 3-27m e 20-40cm didmetro; ritidoma de cor acinzentada até
quase preto com muitas lenticelas, sem ou com projecdes com espinhos no tronco quando
jovem, depois com ritidoma grossa, folhas multifolioladas, folhas e caules pubérulos e
depois glabras. Estipulas pubescentes linear 6x0,5mm rapidamente decidua. Eixo foliar 12-
20(30) cm, maiores raquis 10,5-19,5 cm, peciolo 15-45mm, peciolo base mais escuro 4-8mm,
glandula normalmente basal ou as vezes até metade do peciolo e plana 0,5-5mm; pinas de
(10)13-22(30) jugos, glandulas pequenas entre ultimas 1-3(5) pares de pinas, raquis de pina
maiores 35-95mm, foliolos de pinas maior (25)45-90 jugos, foliolos maiores oblongos 0,5-
5(2-8) x 0,5-1(1,5) mm, uma nervura. Pedunculos 1-8 por né, (1,75)2,0-3,2(4) cm na antese,
pubérulo; capitulo normalmente axilar 10-18mm diametro com filamentos verde-branco ou
amarelho-creme; invélucro pubérulo bi-dentato de um mm a % no base do pedunculo;
bracteolo deltdide 1-2mm; flores haplosttmmones 5 pétalas; célice 0,5-2,6mm; corola 2-
3,5mm, ambos campanulados; filetes brancas, 10 por flor e livres, 5-8mm, anteras sem
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glandula no botdo floral. Fruto reto ou falcado, oblongo-elongado 1-3 por capitulo, 9-
33,5x1,5-2,8mm sem estipe, estipe 1-3,5cm, margem ondulada ou ndo entre sementes, textura
da superficie rugosa, &spera e opaca, 8-16 sementes; sementes muita finas e compressas,
circular com margem fina até 1mm, castanha-escura a preta e lustrosa, 10-20 mm diametro,
com pleurograma no centro 5-7mm.

1.1 Anadenanthera peregrina (L.) Speg. var. peregrina

Sinonimia: Mimosa peregrina L., Acacia peregrina (L.)Willd., Piptadenia peregrina (L.)
Benth., Niopa peregrina (L.) Britton & Rose, Acacia angustiloba DC.

1.2 Anadenanthera peregrina (L.) Speg. var. falcata (Benth.) Altschul
Sinonimia: Piptadenia falcata Benth., Anadenanthera falcata (Benth.) Speg.

2. Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan Kew Bull. 2:182 1955.

Arbusto até arvore alta, tronco até 3-30m e 30-50cm didmetro; ritidoma acinzentada 2-5cm
grossa glabra ou rugosa, sem ou com projecbes no tronco quando jovem, folhas
multifolioladas, folhas e caules pubérulos e depois glabros. Estipulas pubescentes lineares
6x0,5mm, rapidamente decidua. Eixo foliar (4)11-16,5 (20) cm, maiores raquis 9,5-15 cm
com sulco, peciolo 12-18mm, base de peciolo mais escuro 6mm, glandula achatada no
peciolo 0,5-4mm no centro até apical posicdo; pinas de (7)24-33(35)jugos, glandulas
pequenas entre ultimas 1-6(7) pares de pinas, raquis de pinas maiores (12)20-40(70)mm as
vezes com mucro 1,5-2mm, foliolos de maiores pinas (20)50-67(80) jugos, foliolos maiores
oblongos (1)2-3(6) x 0,5-0,75(1,5)mm, nervura obscura ou com uma. Pedtnculos 1-7 por nd,
1,5-(4) cm no antese, pubérulos ou glabras; capitulo normalmente axilar ou agrupados em
racemos ou paniculas no apices, 15-20mm diametro com filamentos brancos ou amarelo-
creme; invllucro glabro diretamente embaixo do capitulo; bracteolo deltéide 1-2mm; flores
haplosttmmones 5 pétalas; célice (0,6)-(3)mm; corola (2,5)-(4)mm, ambos campanulado;
filetes brancos, 10 por flor e livres, 5-8mm, anteras com glandula no bot&o floral, rapidamente
deciduo. Fruto reto ou falcado, oblongo-elongado 1-2 por capitulo, 10,5-29(32)x(1)1,5-
2(3)cm com estipe, estipe 1,5-2,5cm, margem ondulada ou ndo entre sementes, textura da
superficie lisa e brilhosa, 8-16 sementes; sementes muita finas e compressas, circular com
margem fina até 1mm, castanha-oscura e lustrosa, 12-20 mm didmetro, com pleurograma no
centro 5-4mm.

2.1 Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. colubrina

Sinonimia: Mimosa colubrina Vell., Acacia colubrina (Vell.) Mart., Piptadenia colubrina
(Vell.) Benth.

2.2 Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Griseb.) Altschul

Sinonimia: Acacia cebil Griseb., Piptadenia macrocarpa Benth., Anadenanthera macrocarpa
(Benth.) Brenan, Piptadenia microphylla Benth., Piptadenia hassleriana Chod.
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Anexo 2. Espectro de RMN 'H (CD30D, 300 MHz) da bufotenina (1) HO
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Anexo 3. Espectro *C (APT, CDs0OD, 75 MHz) da bufotenina (1) A\
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Anexo 4. Espectro COSY H-1H (CDsOD, 300 MHz) da bufotenina (1) HO \
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Anexo 5. Espectro HMQC (CDsOD, 300 MHz) da bufotenina (1) A\
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Anexo 6. Espectro HMBC (CDsOD, 300 MHz) da bufotenina (1)
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Anexo 7. Espectro de Infravermelho (Pastilha de KBr) da bufotenina (1)
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Anexo 8. Espectro de HRESI/MS da bufotenina (1) N\
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Anexo 9. Espectro de RMN 'H (CD30D, 300 MHz) de 5-hidréxi-N,N,N-trimetiltriptamina (7) N
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Anexo 10. Espectro de RMN 3C (DMSO-ds, 75 MHz) de 5-hidréxi-N,N,N-trimetiltriptamina (7) HO N\
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Anexo 11. Espectro de Infravermelho (ATR) de 5-hidréxi-N,N,N-trimetiltriptamina (7) HO N\
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Anexo 12. Espectro de HRESI/MS de 5-hidroxi-N,N,N-trimetiltriptamina (7)

HO

Intens4. +MS, 2.2-6.5min #(126-365)
x10% 160.0606
6_
4_
219.1493
2_
0 N mJ;J N l
T U T T T T T T T T T T L A B L L
150 160 170 180 190 200 210 220 230 m'z

117



S
~
SN-BH;
HO
. A\
Anexo 13. Espectro de RMN *H (CD30D, 300 MHz) do complexo aminoborano (79) N
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Anexo 14. Espectro 3C (APT, CD30D, 300 MHz) do complexo aminoborano (79) A
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Anexo 15. Espectro COSY H-'H (CDsOD, 300 MHz) do complexo aminoborano (79)

2013-3-1cosy-BH3final
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File: shome/alunos/vnmrsys/datasLlucilias2013-3-2cosy-BH3final.fid

Pulse Seguence: gCOSY

Solvent: cd3od

Ambient temperature
Operator: alunos

File: 2013-3-2cosy-BH3final
Hercury-300BB "mercury3oo"

Relax. delay 1.301 sec
Acg. time 0.142 sec
Width 3601.0 Hz

20 width 3601.0 Hz
Single scan

512 increments
OBSERVE H1, 300,0685495 MHz
DATA PROCESSING

5¢g. sine bell 0.071 sec
F1 DATA PROCESSING
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FT size 4096 x 4036
Totat time 16 min, 15 sec
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Anexo 16. Espectro HMBC (CDsOD, 300 MHz) do complexo aminoborano (79) N
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Anexo 17. Espectro HMQC (CDs0OD, 300 MHz) do complexo aminoborano (79)

2013-6HMQC~BH3final2

File: shomesalunos/vnmrsys/data/Luciliasz013-6HMQC-BH3final2.fid

Pulse Sequence: gHMQC

Solvent: cd3od

Ambient temperature
Operator: alunos

File: 2013-6HMQC-BH3final2
Mercury-300BB "mercury300"

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.128 sec

Width 2730.0 Hz
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DECOUPLE C13, 75.4579557 MHz
Low power 10 dB atten.

on during acquisition
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GARP-1 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.059 sec
F1 DATA PROCESSING

Gauss apodization 0,909 sec
FT size 2048 » 2048
Total time 5 hr, 32 min, 29 ssc
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Anexo 18. Espectro de Infravermelho (Pastilha de KBr) do complexo aminoborano (79) A\
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Anexo 19. Espectro de HRESI/MS do complexo aminoborano (79)
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Anexo 20. Espectro de RMN H (CD30D, 300 MHz) de N,N-Dimetiltriptamina (4) N
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Anexo 21. Espectro de RMN 3C (CD30D, 75 MHz) de N,N-Dimetiltriptamina (4) A\
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Anexo 22. Espectro de Infravermelho (ATR) N,N-dimetiltriptamina (4)
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Anexo 23. Espectro de HRESI/MS de N,N-dimetiltriptamina (4)
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Anexo 24. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) de 5-Metéxi-N-Boc aminoborano (80) \
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Anexo 25. Espectro de RMN 3C (CDClz, 75 MHz) de 5-Met6xi-N-Boc aminoborano (80) \
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Anexo 26. Espectro de Infravermelho (ATR) de 5-Met6xi-N-Boc aminoborano (80)
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Anexo 27. Espectro de RMN H (CDCls, 75 MHz) de 5-Met6xi-N,N-dimetiltriptamina (6) N

H
FERERs e > SEGSEEaE b

b Ji§ s J
1 %1 2.011.04 3.03 2.03 2.65 5.99
[ ] = (] = =
11‘.0 16.5 1C;.0 9.‘5 9}0 8.‘5 8.‘0 7.‘5 ' 7.‘0 ‘ 6.‘5 ' 6.‘0 5.‘5 5.‘0 4}5 4.‘0 ‘ 3.‘5 3.‘0 ‘ 2.‘5 ‘ 2.‘0 ‘ 1.‘5 1.‘0 ' O.‘5 (5 ‘ —0‘.5 —1‘.0

Chemical Shift (ppm)

132



N
N
Anexo 28. Espectro de RMN 3H (CDCls, 75 MHz) de 5-Met6xi-N,N-dimetiltriptamina (6) MeO \
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Anexo 29. Espectro de Infravermelho (ATR) de 5-metdxi-N,N-dimetiltriptamina (6) r\}
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Anexo 30. Espectro de HRESI/MS de 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina (6) N
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Anexo 31. Espectro de RMN H (CDCIls, 300 MHz) do Cloro-aquil complexo aminoborano (85) {
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Anexo 32. Espectro de RMN 3C (APT, CDCl3, 75 MHz) Cloro-aquil complexo aminoborano (85) \
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Anexo 33. Espectro de Infravermelho (ATR) do Cloro-aquil complexo aminoborano (85) W
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Anexo 34. Espectro de RMN H (CDCl3, 300 MHz) do lodo-alquil compexo aminoborano (86) N
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Anexo 35. Espectro de RMN 13C (CDCls, 75 MHz) lodo-alquil complexo aminoborano (86) A\
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Anexo 36. Espectro de Infravermelho (ATR) do lodo-alquil complexo aminoborano (86)
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Anexo 37. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) do complexo aminoborano (87) A\
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Anexo 38. Espectro de RMN 13C (CDCls, 300 MHz) do complexo aminoborano (87) H
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Anexo 39. Espectro de Infravermelho (Pastilha de KBr) do aminoborano (87) TBSO
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Anexo 40. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) do complexo aminoborano (88)
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Anexo 41. Espectro de RMN 3C (CDCls, 75 MHz) do complexo aminoborano (88) {
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Anexo 42. Espectro de Infravermelho (ATR) do complexo aminoborano (88)
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Anexo 43. Espectro de RMN *H (CDClz, 300 MHz) do complexo aminoborano (89) \
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Anexo 44. Espectro de RMN 3C (CDCls, 75 MHz) do complexo aminoborano (89) {
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Anexo 45. Espectro de Infravermelho (ATR) do complexo aminoborano (89) W
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Anexo 46. Espectro de RMN H (CDCl3, 300 MHz) do bromo-alquil complexo aminobofano (90)
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Anexo 47. Espectro de RMN 3C (CDClz, 75 MHz) do bromo-alquil complexo aminoborano (90) N~BH,
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Anexo 48. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) do bromo-alquil complexo aminoborano (91)
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Anexo 49. Espectro de RMN 3C (CDClz, 75 MHz) do bromo-alquil complexo aminoborano (91)
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Anexo 50. Espectro de Infravermelho (ATR) do bromo-alquil complexo aminoborano (91) N
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Anexo 51. Espectro de RMN H (CDCl3, 300 MHz) do amino borano dimérico (92)
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Anexo 52. Espectro de RMN 3C (CDClz, 75 MHz) do amino borano dimérico (92) ~
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Anexo 53. Espectro de Infravermelho (ATR) do amino borano dimérico (92)
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Anexo 54. Espectro de HRESI/MS do amino borano dimérico (92)
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Anexo 55. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) do complexo aminoborano (93) = \
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Anexo 56. Espectro de RMN 13C (CDCI3, 75 MHz) do complexo aminoborano (93)
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Anexo 57. Espectro de Infravermelho (ATR) do complexo aminoborano (93) W
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Anexo 58. Espectro do HRESI/MS do complexo aminoborano (93)
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Anexo 59. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) do complexo aminoborano (94)
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Anexo 60. Espectro de RMN 3C (APT, CDCls, 75 MHz) do complexo aminoborano (94) {
g N
_ Ts
53 so. 7
T 87E
b

]

L6'EZ)

0SPhl—
951z

8l —
£1'60l—

98'6C1—

161G

R o e e N A BERRRRESREs R EERsEssEEaN
220 210 200 190 180 170

P T T T T T T T I O T T T T
160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 60 50

I T T
40 30 20 10 0 -10 -20
Chemical Shift (ppm)

165



TBSO N\\BH3
Anexo 61. Espectro de Infravermelho (ATR) do complexo aminoborano (94) W
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Anexo 62. Espectro de HRESI/MS do complexo aminoborano (94) N
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Anexo 63. Espectro de RMN H (CDCls, 300 MHz) do amino borano dimérico (96) =
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Anexo 64. Espectro de RMN 3C (CDCl3, 75 MHz) do amino borano dimérico (96) fo "Me
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Anexo 65. Espectro de Infravermelho (ATR) do amino borano dimérico (96)
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Anexo 66. Espectro de HRESI/MS do amino borano dimérico (96) Of
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Anexo 67. Espectro de RMN H (CDCl3, 300 MHz) do amino borano dimérico (97) o N,
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Anexo 68. Espectro de RMN 3C (CDCl3, 75 MHz) do amino borano dimérico (97) o N
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Anexo 69. Espectro de Infravermelho (ATR) do amino borano dimérico (97) J_/ Ts
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Anexo 70. Espectro do HRESI/MS do amino borano dimérico (97)
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Anexo 71. Espectro de RMN H (CDCl3, 300 MHz) do amino borano dimérico (98) N
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Anexo 72. Espectro de RMN 3C (CDCl3, 75 MHz) do amino borano dimérico (98) N@
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Anexo 73. Espectro de Infravermelho (ATR) do amino borano dimérico (98)
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Anexo 74. Espectro de HRESI/MS do amino borano dimérico (98)
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Anexo 75. Espectro de varredura ion produto precursor [M + H]* =503,3738 do amino borano dimérico (98)
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Anexo 76. Espectro de RMN 'H (CDCls, 600 MHz) do dimero (99)
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Anexo 77. Espectro de RMN **C (CDCls, 150 MHz) do dimero (99) o NBoc
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Anexo 78. Espectro de Infravermelho (ATR) do dimero (99)
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Anexo 79. Espectro de HR-ESIMS dimero (99)
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Anexo 80. Espectro de varredura do ion produto precursor [M + H]* = 649,3956 do dimero (99)
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Anexo 81. Espectro de RMN H (CDCls, 600 MHz) do dimero (100) JJ Ts
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Anexo 82. Espectro de RMN 3C (CDClz, 150 MHz) do dimero (100)
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Anexo 83. Espectro de Infravermelho (ATR) do dimero (100)
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Anexo 84. Espectro de HRESI/MS do dimero (100)
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Anexo 85. Espectro de varredura do ion produto precursor [M + H]* =

757,3090 do dimero (100)
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Anexo 86. Espectro de RMN H (CDCls, 600 MHz) do dimero (101)
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Anexo 87. Espectro de RMN 3C (CDClz, 150 MHz) do dimero (101) {
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Anexo 88. Espectro de Infravermelho (ATR) do dimero (101)
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Anexo 89. Espectro de HR-ESIMS do dimero (101)
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Anexo 90. Espectro de varredura do ion produto precursor [M + H]* =477,3224 do dimero (101)
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Anexo 91. Espectro de RMN H (CDCls, 600 MHz) do oxindol (102)
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Anexo 92. Espectro de RMN 3C (CDCIlz, 150 MHz) do oxindol (102)
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Anexo 93. Espectro de Infravermelho (ATR) do oxindol (102)
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