UNESP- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE

MATERIAIS — POSMAT

Suzane Rosa da Silva

PLANEJAMENTO, SINTESE E CARACTERIZACAO DE ANALOGOS DA

DOPAMINA.

PRESIDENTE PRUDENTE

2020



Suzane Rosa da Silva

PLANEJAMENTO, SINTESE E CARACTERIZACAO DE ANALOGOS DA

DOPAMINA.

Dissertacdo apresentada como requisito para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia de Materiais ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Materiais
(POSMAT) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, area de concentracao

Quimica Organica.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo René Pérez Gonzalez

Co-Orientador: Dr. Predrag Kalaba

PRESIDENTE PRUDENTE

2020



Silva, Suzane Rosa da.

Planejamento, sintese e caracterizacdo de andlogos
da dopamina / Suzane Rosa da Silva, 2020

125 f.

Orientador: Eduardo René Pérez Gonzalez
Co-orientador: Predrag Kalaba

Dissertacédo (Mestrado-Universidade Estadual
Paulista. Faculdade de Ciéncias, Bauru, 2020

1. Andlogos de dopamina. 2.SKF38393. 3.Di-
hidrexidina. 4. Agonistas D1 I. Universidade Estadual
Paulista. Faculdade de Ciéncias. II. Titulo.




S UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA l.-’
Unesp ko e Pacn L’

Fauidade de Ciéntias

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE SUZANE ROSA DA SILVA,
DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-‘GRADUACE_O EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
MATERIAIS, DA FACULDADE DE CIENCIAS - CAMPUS DE BAURLU.

Aas 13 dias do més de fevereiro do ano de 2020, as 14:00 horas, no{a) FCT/PRUDENTE, reuniu-se a
Comissdo Examinadora da Defesa Plblica, composta pelos sequintes membros: Prof, Dr. EDUARDO
RENE PEREZ GONZALEZ - Orientador(a) do(a) Departamento de Quimica e Biogquimica /
UNESP/Campus de Presidente Prudente, Prof. Dr. GIULIANO CESAR CLOSOSKI do(a)
Departamento de Fisica e Quimica / Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - Ribeirdo Preto,
Prof. Or. LUIZ CARLOS DA SILVA FILHO do(a) Departamento de Quimica / Universidade Estadual
Paullsta , sab a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguigo publica da DISSERTACAO DE
MESTRADO de SUZANE ROSA DA SILVA, intitulada Planejamento, sintese e caracterizagao de
anilogos da dopamina.. Apds a exposigao, a discente foi arguida oralmente pelos membros da
Comissao Examinadora, tendo recebido o congeito final; _ “‘_r:-f‘;-b_'-j e’ _ _ _ . Nada mais
havendo, fol lavrada a presente ata, que apds lida e aprovada, foi assinada pelos membros da

Comissao Examinadora.

A
Prof, Dr. EDUARDO RENE PEREZ GONZALEZ - fé/ﬁ/ -
Prof. Dr. GIULIANO CESAR CLOSOSKI
Prof. Dr. LUIZ CARLOS DA SILVA FILHO

) 7 i . = /, Ny
f-- 2 /-’./(ju' It rdae~"d He rof Cloriis % D/4'% f"_“//ff;.‘
=~ 7 -
!

( ".‘1'_& f/,;'{? e (tésar (?/"S.-'W < A s Ak ,-._:JJ"\'I <l

P . ! ) .
' . o Gl e ey
,-"'ﬁ-g’i /’u‘;‘; rEn /{JIL ’

.

ey =

Fascuddadn de Cillnckes - Chmpos de Baun -
Ay Lotz Edmundo Camijo Coube, 1407, 17031383, Baurs - 2o Paulo
ity P T unesp breposmatCNPS. S8.001 9R0028-44



Aos meus pais Cida e Nélio,

e a Vovo Luzinete, com todo amor, dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus que € a minha for¢a todos os dias, que me acompanha e
guia possibilitando que eu cresga profissionalmente e espiritualmente, vencendo todas

as etapas até aqui.

Ao meu orientador, Professor Dr. Eduardo René Pérez Gonzalez, com
guem eu tenho a honra de aprender todos os dias. Obrigada por toda paciéncia,

amizade e confianca.

Ao meu co-orientador, Dr. Predrag Kalaba, da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Viena, Austria, pelas discussdes e a colaborac¢éo que contribuiram

no desenvolvimento deste trabalho.

Ao Professor Dr. Gil Valdo José da Silva da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP), Universidade de Sao Paulo (USP) e
ao seu assistente Vinicius Palaretti do Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear
do Departamento de Quimica - FFCLRP — USP pelos estudos de RMN ao longo desse

trabalho.

Ao professor Valdemiro do Laboratério de Catalise Organometalica e
Materiais (LaCOM) da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia/FCT — UNESP e ao aluno

Patrik Dione pelas analises de FT-IV.

A todos os Professores da POSMAT e aos professores que fizeram parte
da banca de defesa deste trabalho de Mestrado, Professor Dr. Luiz Carlos da Silva
Filho do Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias da Unesp de Bauru e
Professor Dr. Giuliano César Clososki do Departamento de Fisica e Quimica-

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP - Ribeirdo Preto.



Aos meus amigos do LQOF, Fer Du, Marina, Luaninha, e Tain4, agradeco
pela amizade, companheirismo, apoio e aprendizado. Em especial agradeco a Lu, que
€ uma irma que o laboratério me deu, muito obrigada por sua ajuda, parceria, cafés,
cervejas, por todas as horas que vocé me ouviu, por todas as risadas e choros ao

longo desses anos, conte comigo sempre.

Em especial agradeco a minha familia, Nélio, Cida, Jane, Paulo, Fernando,
Mayara, Aline, Masinha e Matheus me que me acompanham e ajudam em todos o0s
momentos da minha vida, agradeco por todo amor e incentivo, vocés foram
fundamentais nessa jornada. Em especial a vovo Lu, que mesmo sendo analfabeta foi
inspiragéo e exemplo em minha vida, tenho certeza que la de cima ela tem muito

orgulho em ter uma neta mestre na familia.

Aos meus amigos e amigas, Cris, Lidi, Gabi, Gabi Lima, Ju, kellen, Fran,
karol, Nati, L&, Flavinha, Bia, Di, Bob e Bruninho, obrigada por todo incentivo, por

serem apoio e forca ao longo desses anos, vocés alegram meus dias.

A Capes pela bolsa concedida.



“Dizem que, na vida, quem perde o telhado
ganha as estrelas. E é assim mesmo. As vezes
vocé perde o0 que ndo queria, mas conquista o
gue nunca imaginou. Nem tudo depende de um

tempo, mas sim de uma atitude”.

Séstenes Cruz



RESUMO

O desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes, menos toxicos, mais seletivos
e com menores efeitos colaterais, tem se mostrado de grande importancia e interesse
cientifico. Neste contexto, o presente trabalho apresenta uma série de compostos
analogos da dopamina, com potencial atividade biolégica nos receptores
dopaminérgicos. Tendo em vista que a dopamina € um importante neurotransmissor
gue regula fung¢des essenciais como cogni¢do e o movimento voluntério, a sintese de
seus analogos é importante para o desenvolvimento de compostos que poderao
ajudar no tratamento de doencas neurodegenerativas como a Doenca de Parkinson.
A base de dados ZINC foi utilizada para sugerir novos candidatos analogos da Di-
hidrexidina (DHX) e do SKF-38393, que sao agonistas, total e parcial,
respectivamente, do receptor de dopamina D1. Trés compostos que apresentaram o
maior indice de similaridade foram selecionados como prototipos. Todos o0s
intermediarios que foram isolados, assim como os produtos das sinteses, foram
devidamente caracterizados. As analises fisico-quimicas foram realizadas por
diferentes técnicas analiticas tais como espectrometria de massas com ionizacao por
eletrospray de alta resolucéo, cromatografia em fase gasosa acoplada a detector de
massas com ionizacao eletrénica, cromatografia liquida acoplada a detector de massa
e espectroscopia na regido do ultravioleta visivel, espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier e ressonancia magnética nuclear de

prétons e C'3 (HRESI-MS, GC-(EI)MS, LC-MS-UWvis, FT-IV, RMN de H e 13C).

Palavra-chave: analogos de dopamina, SKF38393, Di-hidrexidina, agonistas D1.



ABSTRACT

The development of new drugs that are more efficient, less toxic, and more selective
and have fewer side effects has been shown to be of great importance and scientific
interest. In this context, the present work presents a series of dopamine analogous
compounds, with potential biological activity at dopaminergic receptors. Bearing in
mind that dopamine is an important neurotransmitter that regulates essential functions
such as cognition and voluntary movement, the synthesis of its analogues is important
for the development of analogues that may help in the treatment of neurodegenerative
diseases such as Parkinson's disease. The ZINC database was used to suggest new
analogous candidates for Dihydrexidine (DHX) and SKF-38393, which are agonists,
total and partial, respectively, of the dopamine D1 receptor. Three compounds that
showed the highest similarity index were selected as prototypes. All the intermediates
that were isolated, as well as the synthesis products, were properly characterized. The
physical-chemical analyzes were performed by different analytical techniques such as
mass spectrometry with high resolution electrospray ionization, gas chromatography
coupled to a mass detector with electronic ionization, liquid chromatography coupled
to a mass detector and spectroscopy in the ultraviolet region visible, Fourier transform
infrared spectroscopy and proton and C13 nuclear magnetic resonance (HRESI-MS,

GC- (El) MS, LC-MS-UVvis, FT-1V, 1H and 3C NMR).

Keywords: dopamine analogs, SKF38393, Dihydrexidine, D1 agonists.
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1. INTRODUCAO

A quimica medicinal é o desenvolvimento de moléculas para o tratamento
de diversas doencas. Em adicdo, define uma ciéncia que estuda a aplicacdo de novos
farmacos com fins terapéuticos. Na quimica medicinal, busca-se o isolamento de
compostos provenientes da natureza e a sintese de novas moléculas, investigando as
relacdes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica destas, 0 que envolve o

estudo das interagdes com receptores de varios tipos, no organismo.!

Para a descoberta de um farmaco o primeiro passo € identificar a causa da
doenca. Muitos sintomas aparecem quando ha um desequilibrio (excesso ou
deficiéncia) de um composto quimico em particular no corpo, ou a invasao de um
organismo estranho ou o crescimento celular anormal. O efeito destes sintomas pode
ser corrigido por farmacos com efeito agonista, que atuam simulando os efeitos
reguladores dos compostos sinalizadores se ligando ao receptor ou por efeito
antagonista, onde o farmaco reduz ou bloqueia o efeito de um agonista, 0s sintomas
de algumas doencas também podem ser amenizados através da inibicdo de uma
enzima especifica ou transportador. 23 A partir dessas considera¢des, um composto
farmacologicamente ativo pode ser obtido através do planejamento e sintese de
analogos de ligantes enddgenos, substratos enzimaticos, transportadores ou atraves

de outros ligantes ja conhecidos, como os farmacos comerciais. 14 >

Como exemplo, os neurotransmissores enddgenos sao utilizados como
base de estudos no desenvolvimento de novos analogos. A Tabela 1 mostra exemplos
dos farmacos que evoluiram a partir das estruturas dos neurotransmissores

enddgenos serotonina, acetilcolina e norepinefrina. *
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modelos para a descoberta de novos medicamentos.

Tabelal. Exemplos de ligantes neurotransmissores endégenos que forma utilizados como serviram de

Ligante Enddgeno

Farmaco comercial
NH, H
) N—CH;
0 -
HO
A\ N R\
Serotonina Frovatriptano (anti-enxaqueca)
= :
CH O i
G, @_/_ 0 [ \F'CH 3
H.C— N N S
H_ld H®
Acetilcolina Cevimelina (tratamento boca seca)
OH OH
HO NH- -
HOY

Norepinefrina

H OH
) N O
H
F

Nebivolol (anti-hipertensivo)

Fonte. Adaptado de SILVERMAN,1992.*

1.1. Sistema dopaminérgico

A dopamina € um neurotransmissor catecolaminico que pertence a familia

das aminas biogénicas. Essas aminas sdo usadas pelos sistemas neuronais para

modular funcdes complexas do sistema nervoso central como a ativagao psicomotora,

desempenho cognitivo e recompensa.®’
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Dopamina é sintetizada no citoplasma do neurénio dopaminérgico pre-
singptico a partir da tirosina via hidroxilagdo pela enzima tirosina hidroxilase (TH)
formando a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) que na sequéncia € entdo
descarboxilada pela enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase (AADC),
produzindo a dopamina, conforme mostrado na figura 1. Apés a sua sintese, a
dopamina € transportada do citosol através do TVMA (transportador vesicular de
monoamina) para as vesiculas sinapticas sendo liberada por exocitose na fenda
sinaptica como um neurotransmissor.” A dopamina é também precursora de outros
neurotransmissores como a norepinefrina e epinefrina em neurénios adrenérgicos e

noradrenérgicos, respectivamente. 8910

Figura 1. Sintese de catecolaminas a partir da tirosina nos neurénios dopaminérgicos, adrenérgicos e

noradrenérgicos.

OH
NH,

Tirosina

HO

Tetra-hidrobiopterina | Tirosina Hidroxilase
0,, Fe?*
(e}

HO
OH

NH
HO 2

L-DOPA
Piridoxal fosfato L-aminoéacido aromatico

descarbolixase

HO NH,

;

HO
Dopamina

Acido Ascérbico Dopamina B- hidroxilase

0,, Cu?*

OH

HO NH,

téh

HO
Norepinefrina

S-adenosilmetionina Feniletanolamina
N-metiltransferase

H
N

HO ~

;

HO

Epinefrina

Fonte. Adaptado de Daubner, S.C; Le, T and Wang, S, 2011.8
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No esquema de neurotransmissdo da dopamina mostrado na figura 2
vemos que apos a sua liberacdo na fenda sinaptica, ela atuard se ligando em seus
receptores especificos pds-sinapticos. O término da neurotransmissao ocorre atraves
da sua recaptacao pelo TDA (Transportador de dopamina), que € um transportador
especifico, de volta ao neurdnio pré-sinaptico. 112

Quando a dopamina retorna ao neurbnio pré-sinaptico ela pode ser
reutilizada ou degradada no citoplasma pelas enzimas MAO (monoamina-oxidase) ou

COMT (catecol-O-metiltransferase). 131415

Figura 2. Neurotransmissdo dopaminérgica, desde a sintese da Dopamina no citoplasma até a sua

liberacéo na fenda sinaptica, bem como sua recaptacéo e degradacao.

N _//——‘ Tirosina

Tirosina
. 4/ L-DOPA
Potencial de acdo .
~L\ l __-Dopamina
///
oA
Neurdnio Transportador
Dopaminérgico o ADP de dopamina
J

d 63
2 . bA (
ca? oA
3+

Autorreceptor - MA -) i
de dopamina

K

Fenda
Sindptica

Receptores
pos-sindpticos de dopamina

Célula pos-sindptica

Fonte. Golan, D.E. et al.; 2012. 15
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Nesse sistema de neurotransmissao dopaminérgica, diversas substancias
sdo capazes de alterar a sua homeostase, essas substancias sao utilizadas no estudo
de alvos terapéuticos, para promover um melhor entendimento sobre o funcionamento
fisioldgico e os mecanismos de acao de farmacos sobre os receptores de dopamina,
o transportador de dopamina (TDA), as enzimas de degradacdo MAO distintas como
MAO-A e MAO-B e também a enzima COMT, que sao pecas chaves na regulacdo da
dopamina no sistema nervoso. 6 17

O maior trato de dopamina no cérebro estd presente no sistema
nigroestriatal (figura 3), que contém cerca de 80% da dopamina do cérebro. O sistema
dopaminérgico nigroestriatal exerce associacdo ao movimento voluntario, distdrbios
nessa via dopaminérgica estdo associados a Doenca de Parkinson.!®

Por outro lado, condicdbes como alerta, estresse, adicdo a drogas, e
desordens neuropsiquiatricas estdo associadas a alteracdes na liberacdo da
dopamina no sistema mesocorticolimbico. Como a manipulacdo farmacolégica dos
sistemas dopaminérgicos nem sempre € especifica para um determinado sistema, é
possivel prever a ocorréncia de muitos dos efeitos adversos dos farmacos que atuam
sobre esses sistemas, com base em seus efeitos nos outros sistemas

dopaminérgicos. 16
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Figura 3. Vias dopaminérgicas no Sistema Nervoso Central (SNC)
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Fonte. Brain human sagittal por Patrick J. Lynch. 1°

1.1.2. Receptores dopaminérgicos

A divisdo dos receptores de dopamina em duas familias foi baseada em

propriedades farmacoldgicas e funcionais dos receptores. 2% 21

Existem cinco tipos de receptores da dopamina (D1 a D5), todos possuem
sete dominios transmembrana e sdo membros da superfamilia de receptores
acoplados a proteina G, que sdo uma classe de proteinas responsaveis
pela transducdo de sinais celulares, sendo uma importante mediadora de vias
metabolicas. Os receptores sao classificados em dois grupos a familia D1 e a familia

D2 baseadas em caracteristicas estruturais e bioquimicas.??

Os receptores da familia D1 inclui os receptores dopaminérgicos D1 (RD1)
e D5 (RD5), estes modulam o funcionamento do cértex pré-frontal eles também estao
presentes no estriado, no hipotalamo e em outras regifes do cortex cerebral. Os
receptores D1 encontram-se acoplados a proteina G estimulatéria (Gs) (Tabela 2). A
ativacdo desses receptores provoca o aumento da atividade da enzima adenilato

ciclase (AC) e, consequentemente, eleva a concentracdo de monofosfato ciclico de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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adenosina ou 3,5-adenosina monofosfato ciclico (AMP-ciclico), que € um segundo
mensageiro e ativa a proteina quinase A (PKA), essa ativacao de AC € responsavel
por uma cascata de sinalizacdes relacionadas com as fungbes motoras e cognitivas

do sistema nervoso central.23:24

A familia D2 inclui os receptores dopaminérgicos D2 (RD2), nas isoformas
longa e curta, D3 (RD3) e D4 (RD4). Esses receptores (D2, D3 e D4) sédo acoplados
a proteina G inibitéria (Gi), que inibe a atividade da enzima adenilato ciclase (tabela
2), consequentemente, a ativagcdo dos receptores reduz a concentracdo de AMP-
ciclico e a atividade das enzimas dependentes deste segundo mensageiro. Os
receptores da familia D2 sdo alvos de farmacos antipsicéticos, o que sugere sua
relacdo com processos cognitivos, motores e afetivos. Eles estéo distribuidos no corpo
estriado, cortex cerebral, tronco encefalico e na medula espinhal. Os receptores
semelhantes a D2 podem ser encontrados em terminais pré- e pos-sinapticos,
enquanto receptores semelhantes a D1 estdo localizados principalmente em locais

pés-sinapticos.?526

Tabela 2. Receptores dopaminérgicos.

Familia do receptor D1 Familia do receptor D2
N N
Estrutura
esquematica
C
C
Sistemas de t AMPc (via G,) §# AMPc (via G;)
segundos # Hidrolise do PIP, # Correntes de K*
mensageiros Mobilizagéo do Ca2* (via IPg) § Correntes de Ca®* reguladas por voltagem
Ativacao da PKC
D1 i D5 D2 i D3 i D4
Estriado i Hipocampo Estriado i Tubérculo olfatorio } Cortex frontal
Distribuicao Neocortex | Hipotalamo Substancia negra| Nucleus accumbens | Bulbo
no SNC | Hipofise | Hipotalamo | Mesencefalo

Fonte. Adaptado BRUNTON, Laurence el.al 2012. 7
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Ao longo dos anos os receptores de dopamina D2 foram muito mais
investigados do que os receptores de dopamina D1, com diversos trabalhos
relacionados a fisiologia e farmacologia dos receptores de dopamina D2. A atracéo
relacionada aos receptores D2 aconteceu devido ao sucesso clinico de medicamentos
direcionados a esse receptor que foram utilizados no tratamento de distdrbios como
esquizofrenia e doenca de Parkinson, e também por apresentarem uma grande
variedade ligantes seletivos e eficazes. 2

A falta de estudos relacionados aos receptores de dopamina D1 ocorria
devido as benzazepinas, dentre elas o SKF 38393 e SHC 23390 que s&o agonistas
parcial e antagonistas dos receptores D1 respectivamente, serem praticamente 0s
unicos disponiveis para caracteriza¢do in vivo desses receptores da dopamina D1.
Como as benzazepinas sdo agonistas parciais e ndo completos, a poténcia e eficacia
nos estudos in vivo eram menores, provavelmente devido a baixa penetracdo desses
compostos na barreira hematoencefélica.?®

A pesquisa relacionada aos receptores de dopamina D1 ganharam forca
apos a sintese no final da década de 80 das fenantridinas, dentre elas a Di-hidrexidina
(DHX) e dos isocromanos (A68930), que apresentaram atividade agonista potente e
completa para o receptor de dopamina D1, permitindo com que estudos sugerissem

uma utilidade clinica para agonistas do receptor D1 da dopamina.30-31:32

1.1.3. Adopamina e o controle do movimento.

A dopamina é quem desempenha uma cascata de sinaliza¢cdes quando os
movimentos voluntarios desejados sao executados, nesse processo estdo envolvidos
os receptores D1 e D2. O equilibrio de atividade entre as vias direta e indireta regulam

o0 movimento. Uma via direta é formada por neurbnios estriatais que expressam
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principalmente receptores D1 de dopamina que se projetam diretamente para a saida
dos nucleos da base, dessa forma, a ativacédo da via direta desinibe o tdlamo, e esta
ativacdo da via direta estimula o movimento. A via indireta, também formada por
neurdnios estriatais, apresentam predominantemente receptores D2, que se projetam
para o segmento externo do globo péalido que, por sua vez em consequéncia de
multiplas etapas, inibe o tdlamo, ou seja, a ativacao da via indireta inibe 0 movimento

voluntario descontrolado que caracteriza a Doenca de Parkinson (DP). 3334
1.1.4. Agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento da Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) € um disturbio progressivo e todos o0s
tratamentos disponiveis, em sua maioria, sdo sintomaticos, visando uma melhoria nos
sintomas causados pela doencga, porém nao promovem cura do quadro clinico. Esses
tratamentos sdo uUteis e podem restaurar a qualidade de vida durante muitos anos até
gue a evolucdo da doenca ocorra. Muitos desses tratamentos disponiveis causam
efeitos colaterais e causam o comprometimento cognitivo em estagios avancados da
doenca, portanto a busca por novos farmacos e o desenvolvimento de tratamentos

neuroprotetores e neurorrestauradores movem as pesquisas nessa area. 3536

As estratégias para o tratamento da DP se baseiam em classes como:
precursores de dopamina, agonistas dos receptores de dopamina e inibidores do
metabolismo de dopamina (MAOs e COMT).?’ Os farmacos comumente utilizados

para o tratamento da DP sdo mostrados na tabela 3.
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Tabela 3. Farmacos comumente usados no tratamento da doenca de Parkinson

FARMACO

DOSE INICIAL HABITUAL

FAIXA DA DOSE
DIARIA

COMENTARIOS

Precursores de dopamina- For

mulagdes de Levodopa

Carbidopa/ levodopa
(]

25 mg de carbidopa + 100 mg de

200-1200 mg de

A biodisponibilidade é de

levodopa (comprimidos de levodopa 75% com a preparacao de
HOWOH “25/100”), 2-3 vezes/ dia liberac&o imediata
HO NH,
Inibidores de COMT
Entacapona 200 mg em cada dose de 600-2000 mg
levodopa/carbidopa
o
HO. N N~
o
oo
Tolcapona 100 mg com carbidopa/ levodopa 100-300 mg
o}
JO0
HO
)
Inibidores da MAO
Rasagilina 1 mg/dia 0,5-1 mg
V4
Selegilina 5mg, 2 vezes/ dia 2,5-10 mg

F
o

Agonista da DA

Apomorfina 2 mg subcutanea 6-18 mg por via A trimetobenzamida é
OH O subcutanea utilizada para atenuar as
HO nauseas no inicio do
O‘ N tratamento
H
Bromocriptina 1,25 mg 2,5- 15 mg/dia Derivado do esporéo- do-
o N Yo on centeio; 0 uso prolongado
o N>_,© esta associada a fibrose das
e % valvas cardiacas
s
HN %
Br
Pramipexol 0,125 mg, 3 vezes/dia 1,5-4,5 mg
H
~_N.. s
O
N
Ropinirol 0,25 mg, 3 vezes/dia 1,5-24 mg
N

Fonte. Adaptado BRUNTON, Laurence el.al 2012. 7
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1.2. Precursores da dopamina

A levodopa foi utilizada pela primeira vez no tratamento da doenca de
Parkinson ha mais de 30 anos e ainda continua sendo o tratamento mais eficaz para
a doenca. A propria dopamina ndo é apropriada para o tratamento, visto que ela é
incapaz de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE), porém o precursor imediato
da dopamina, a L-DOPA (levodopa), € rapidamente transportado por meio da BHE
pelo transportador de aminoacidos neutros. A levodopa administrada via oral €
rapidamente convertida em dopamina pela enzima AADC no trato gastrintestinal,
portanto, reforcar os niveis de levodopa disponiveis para o cérebro e reduzir os efeitos
adversos do metabolismo periférico da levodopa, ela quase sempre é administrada

em associacdo a carbidopa, um inibidor da AADC.38

Com o passar do tempo, a eficiéncia da levodopa declina, e conforme o
paciente continua administrando esse medicamento, ele vai necessitar de uma
quantidade maior do farmaco para que haja uma melhora significativa dos sintomas.°
Os efeitos colaterais da levodopa incluem discinesias e flutuacbes da funcao

motora.404!
1.2.1. Agonistas de dopamina

Os agonistas dopaminérgicos sao utilizados no tratamento da doenca de
Parkinson, como o pramipexol e o ropinirol, praticamente substituiram os agonistas
derivados da ergolina (ergot) mais antigos como lisurida, bromocriptina e a
cabergolina. Esses dois farmacos ndo séo tao eficazes como a levodopa, mas podem
ser menos provaveis de causar discinesias e podem ser utilizadas para retardar a
administracdo de levodopa ou reduzir a dose necessaria. A eficacia de um agonista

da dopamina depende em parte da sua especificidade para o receptor. O pramipexol
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e o ropinirol tém atividade seletiva nos receptores da classe D2, especificamente D2
e D3 e pouca ou nenhuma atividade para o receptor D1. Os efeitos colaterais
associados ao ropinirol e pramipexol incluem alucina¢cdées ou confusbes parecidas

com as do tratamento com levodopa além de nauseas e sonoléncia. 424°

A apomorfina € um desses agentes agonistas, mas sO pode ser
administrada por infusdo subcutanea, o que a torna mais cara e menos pratica. Além
de sua baixa biodisponibilidade oral, a apomorfina tem meia-vida de eliminacao curta

que resulta em efeitos clinicos que duram apenas cerca de uma hora. 5051

1.2.3. SKF 38393 e Di-hidrexidina (DHX)

O desenvolvimento da classe de compostos benzazepinicos, dentre eles
o SKF 38393 (2,3,4,5 -tetra-hidro-7,8-dihidroxi-1-fenil-1H-3-benzazepina), mostrado
na figura 4, foi promissor para o estudo e classificacédo de receptores dopaminérgicos.
Estudos demonstraram que a acdo do SKF 38393 ndo € mediada pela via da adenilato
ciclase, pois néo estimula a sintese de AMP-ciclico, um regulador chave da cognicéo,

portanto € um agonista parcial do receptor D1 da dopamina. 2

Figura 4. Estrutura quimica do agonista parcial D1 SKF 38393.

OH
OH

Foram estudados os efeitos inibitérios nos sintomas da hiperreflexia

(disfungbes da bexiga urinaria) do parkinsonismo mediados pelos receptores
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dopaminérgicos D1, onde o agonista parcial SKF 38393 aumentou o limiar do volume
da bexiga em macacos lesionados com a substancia neurotoxica MPTP (1-metil-4-
fenil- 1,2,3,6-tetraidropiridina), mas ndo em macacos normais quando comparado com
o tratamento de outros agonistas como quimpirol e apomorfina.5354

Em estudos realizados por Pifl et.al (1992) um agonista total como a
dopamina, quando administrada através de seu precursor L-DOPA, terd uma alta
capacidade agonista independentemente da reserva do receptor D1, porém o
agonismo parcial do SKF 38393 levou a possiveis diferencas na quantidade de
receptor D1 estriatal entre primatas e roedores. Essas observacdes levaram a elucidar
gue o uso do SKF 38393 poderia trazer beneficios terapéuticos atuando na
estimulacéo do receptor D1 no estriato de pacientes com doenca de Parkinson, desde
gue fosse utilizado de um agonista D1 completo. *°

A di-hidrexidina (trans-10,11-di-hidroxi-5,6,6a,7,8,12b-hexa-hidrobenzo [q]
fenantridina), mostrada na figura 5, ao contrario do SKF 38393, estimulou a sintese
do AMP-ciclico tdo bem quanto a dopamina e promoveu o0 deslocamento do
antagonista D1 SCH 23390 em testes in vivo com membranas estriados em ratos e

macacos. °°

Figura 5. Estrutura quimica do agonista total D1 Di-hidrexidina (DHX).
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A di-hidrexidina possui alta afinidade pelos receptores D1, porém também
possui afinidade pelos receptores D2, em estudos no estriato de ratos marcados com
o radioligando [3H] espiperona, o DHX apresentou uma seletividade 10 vezes maior
para os receptores D1 em relacdo aos receptores D2. Além disso, o DHX n&o distingue
entre D1/D5 e também apresenta afinidade por receptores a.-adrenérgicos. A di-
hidrexidina possui uma baixa biodisponibilidade oral e um tempo de meia-vida
relativamente curto, de 1 a 2 horas. Essas caracteristicas acabam limitando o uso
clinico do DHX. Além disso, vérios efeitos adversos da di-hidrexidina foram relatados
em um estudo clinico em pacientes com doenca de Parkinson. 575859

Tomando todas as propriedades dos farmacos agonista parcial SKF 38393
e do agonista total DHX, acima mencionadas, fica evidente que existe uma elevada
procura de compostos Novos que possam apresentar um maior grau de seletividade
entre 0s receptores dopaminérgicos D1 e D2, que sejam mais biodisponiveis
(preferencialmente por via oral) e que ajudem no desenvolvimento de farmacos como
potenciais atividades anti-parkinsonianas. Essas caracteristicas motivou o presente
trabalho, na busca da sintese de analogos da dopamina baseado na similaridade

estrutural com os agonistas D1 total e parcial DHX e SKF38393, respectivamente.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é realizar a sintese, purificacdo e
caracterizacdo fisico-quimica de novos compostos analogos a dopamina. Estes
compostos sdo baseados na similaridade com agonistas dopaminérgicos ja

conhecidos e podem ser potencialmente bioativos.

Objetivos especificos:

-Realizar a sintese dos analogos ao DHX: 2',3'-di-hidro-1'H-espiro[ciclo-hexano-1,4'-
isoquinolina]-6',7'-diol (composto 1d) e 2',3'-di-hidro-1'H-espiro[ciclopentano-1,4'-

isoquinolinal-6',7'-diol composto 2d)

-Realizar a sintese do analogo ao SKF38393: 6,7-dimetoxi-3,4-di-hidro-2H-

espiro[naftaleno-1,3'-pirrolidina] -2',5'-diona racémica (composto 3e)

-ldentificar todos os intermediarios obtidos nas rotas sintéticas.

-Realizar a separacdo cromatografica das misturas de produtos obtidas durante as

sinteses, para a obtencéo dos compostos finais isolados e com bom grau de pureza.

-Caracterizar os produtos sintetizados por diversas técnicas, tais como: Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS), Espectrometria de massas
de alta resolucdo com ionizacdo por eletrospray (HRESI-MS), LC-UV-MS,
Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IV),
Ressonancia Magnética Nuclear de proton e carbono (RMN-1H e RMN-13C) e analises

fisico-quimicas como ponto de fusao.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e Técnicas Analiticas

Os reagentes utilizados neste trabalho (hidreto de sédio; 3,4-dimetoxifenil-
acetonitrila; 1,5-dibromopentano; 1,4-dibromobutano; solu¢cdo 2M de hidreto de litio e
aluminio (LiAIH4) em THF; 6,7-dimetoxi-1-tetralona; cianoacetato etila; acetato de
amonia; &cido acético glacial; formaldeido (37%); é&cido formico (85%); &cido
bromidrico (HBr, 48%); cianeto de potassio (KCN); acido sulfarico) e os solventes
(dimetil-sulféxido (DMSO) anidro, éter etilico anidro, 2-propanol, acetato de etila, éter
de petréleo (pe.40-60°C), tetra-hidrofurano (THF) anidro, diclorometano, ciclo-hexano,
etanol) e também o sulfato de magnésio (MgSOa) anidro, placas de TLC de silica gel
A60 4cm x 8cm, silica gel A60 (70-230 mesh) foram adquiridos pela Sigma® Aldrich

Brasil. Todos os reagentes foram utilizados sem purificacao prévia.

3.1.1. Anélises por GC-MS

Utilizou-se o cromatégrafo gasoso equipado com a coluna Rtx-5MS (5%
difenil 95% dimetil polisiloxano) de baixa polaridade, (30 m de comprimento X 0,25
mm de diametro X 0,25 ym de espessura) sendo o detector um espectrometro de
massas com ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV). Os parametros para o
cromatografo otimizados utilizados para as andlises foram: gas de arraste na coluna:
Hélio; temperatura do injetor: 250°C; volume de inje¢ao 1,00 uL; Modo de injecao:
split; taxa de split: -1.0; Modo de controle de fluxo: Presséo; Pressédo: 82,1 kPa; fluxo
total: 50 mL.min; Fluxo da coluna: 0,8 mL.min!; Velocidade linear: 34,3 cm.seg™.
Temperatura inicial do forno: 180°C; Rampa de aquecimento do forno: 180°C por 5
minutos, aquecimento até 203°C em uma taxa de 5°C/min, isoterma de 2 minutos,

aquecimento até 204°C em uma taxa de 1°C/min, isoterma de 2 minutos, aquecimento
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até 220°C em uma taxa de 10°C/min, isoterma de 2 minutos, aquecimento até 275°C
em uma taxa de 20°C/min, isoterma de 5 minutos. Os parametros para o0
espectrometro de massas foram: Temperatura da interface: 250°C; Temperatura da
camara de ionizacao: 280°C; Tempo de corte do solvente: 2 min; Tempo inicial: 3 min;
Tempo final: 29.95 min; Modo de aquisi¢cao: Scan; Velocidade de Scan: 1000. Faixa
de leitura de massas: de m/z 40 a 500. Os espectros de massas de algumas
substancias foram adquiridos por meio da introducéo direta (DI) no Espectrometro de
Massas do equipamento GC-MS QP2010 plus. Os parametros utilizados para essas
analises foram: Temperatura da interface: 240°C; Temperatura da cémara de
ionizacdo: 250°C; Tempo de corte do solvente: 0,25 min; Tempo inicial: 0,30 min;
Tempo final: 40,0 min; Programa de Temperatura do DI: Temperatura inicial: 50°C,

com aquecimento de 20°C min! até 350°C e tempo de espera de 10 min.

3.1.2. Anélises por HRESI-MS

Os espectros de HRESI-MS foram obtidos num espectrémetro de massa
maXis HD ESI-Qqg-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). As amostras foram
dissolvidas 20 pg/mL em ACN/MeOH + H20 e infundidas diretamente na fonte ESI a
uma taxa de fluxo de 3 pL/min com uma bomba de seringa. A fonte de ions ESI foi
operada da seguinte forma: voltagem capilar: 0,9 a 4,0 kV (otimizada individualmente),
nebulizador: 0,4 bar (N2), fluxo de gas seco: 4L/min (N2) e temperatura seca: 200°C.
Os espectros de massa foram registados no intervalo de m/z 50 - 1550 no modo de
jon positivo. As férmulas de soma foram determinadas usando Bruker Compass
DataAnalysis 4.2 com base na precisdo da massa (Am/z < 2 ppm) e na

correspondéncia de padrdes isotopicos (algoritmo SmartFormula).



35

3.1.3. Anélises de Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo foram obtidos utilizando um Aparelho de Ponto de
Fusdo de Microprocessador WRS-2. As amostras foram colocadas em um tubo
capilar, e as temperaturas de pré-aquecimento e rampa final foram selecionadas para

60°C e 250°C, respectivamente. A taxa de aquecimento utilizada foi de 3,0°C.min,

3.1.4. Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-1V)

Os espectros de FT-IV foram obtidos através de um espectrofotbmetro da
marca Perkin EImer ®, modelo Frontier, equipado com modulo ATR de diamante, as
medidas foram feitas no intervalo de 250 a 4000 cm-! com resolucéo de + 2 cm™ e

100 varreduras.

3.1.5. Andlises Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 'H e 3C RMN foram registrados em um equipamento
Bruker Advance Ill - 400 MHz (Bruker, Bremen, Alemanha). A frequéncia de
ressonancia para *H NMR foi de 400,13 MHz e para *C NMR 100,61 MHz. Os
deslocamentos quimicos para *H RMN e *C RMN sé&o referenciados utilizando
trimetilsilano (TMS). As andlises foram realizadas em DO ou CDCIz e todos os
desvios quimicos foram relatados em ppm (38). Os dados sdo apresentados da
seguinte forma: deslocamento quimico, multiplicidade (s = singleto, d = dupleto, dd =
dupleto de dupleto, t = triplete, qua = quadrupleto, qu = quintupleto, m = multipleto, br

s = amplo singleto), as constantes de integracédo e de acoplamento (em Hertz).
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3.2. Procedimentos de Sintese
3.2.1. Rastreamento e busca na base de dados de similaridade

Em busca de novos farmacos quimioterapicos, foi aplicado o design
computacional de drogas baseadas em ligantes. A principal razdo dessa escolha, é
gue a estrutura de raios X do alvo, receptores D1 e D2, ndo sdo disponiveis em
nenhuma espécie, de modo que a modelagem de homologia ndo péde ser executada.
A base de dados ZINC foi rastreada para pesquisa de similaridade dos dois agonistas
D1 mais utilizados, o agonista total Di-hidrexidina (DHX) e o agonista parcial SKF
383393. Aposs inspecdo detalhada dos resultados obtidos através do rastreamento,
foram selecionados apenas 0s novos compostos (1d, 2d e 3e) com o maior indice de

similaridade (score). Os resultados sao apresentados abaixo (Figura 6).

Figura 6. Compostos obtidos através da modelagem baseada em ligantes (pesquisa de similaridade
de banco de dados de ZINC) sobre DHX e SKF-38393 como compostos de origem.

HO NH HO -
HO HO

ZINC71491349 ZINC71491347
Score: 0.940 Score:0.923

1d 2d

Dihidrexidina
(DHX)

HO
SKF-38393 O - "o o
HO —
HO HO
O NH LNH
ZINC39098107 ZINC39098109

Score:0.794 Score:0.778

3e racémico

Os esquemas sintéticos para a obtencdo compostos selecionados foram

tracados conforme mostram os esquemas 1 e 2 abaixo.
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Esquema 1. Via de reacdo para os compostos la-d e 2a-d como analogos do agonista total D1 Di-

hidrexidina (DHX).

I I
HO.
0. /N B o) c 0. D
— — >
H NH NH
1a 1c 1d

N
[ 1b I

| |
HO
© A g 0O c © o
NH NH NH
0 o 2 o HO
| 2a | 2 I 2¢

2d

I: 3,4-dimetoxifenil-acetonitrila; A: (1,5-DBP ou 1,4-DBB) /NaH; B: LiAlH4 /THF, N2; C: HCHO /HCOOH,
Ar ou N2; D: 48% de HBr, N2; as condi¢cdes de reacdo mais especificas para todos os intermediarios
sdo descritas na parte experimental.
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Esquema 2. Via de reacéo para a sintese dos compostos 3a-e como analogos do agonista parcial D1
SKF 38393.

II: 6,7-dimetoxi-1-tetralona; A: CNCH2C (O)OC:zHs, CH:COOH (anh), NHAc, ciclo-hexano, Dean-Stark,
refluxo, 7h; B: KCN, EtOH, 65°C, durante a noite; C: CHzCOOH/H>SO4, 125°C, 4h; D: LiAIH4/THF, N2,
refluxo, 6h; E: 48% de HBr, N2, 125°C, 2h.
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3.2.2 Sintese de 1-(3,4-dimetoxifenil) ciclo-hexano-1-carbonitrila (1a).

_o N 5 .
P =
1,5 DBP/NaH Z
o >

I o

1a

Uma suspensao de hidreto de sodio (1,92 g; 44 mmol) em DMSO anidro
(20 mL) foi previamente preparada em um baléo de fundo redondo de duas bocas de
250 mL. Na sequéncia, com o auxilio de um funil de adicdo, uma mistura de (3,4-
dimetoxifenil) acetonitrila (17.7 g, 40 mmol) e 1,5-dibromopentano (5,7 ml; 40 mmol)
solubilizados em 15 mL de DMSO anidro foram gotejados lentamente sobre a
suspensao previamente preparada de hidreto de sodio a -10°C. A mistura reacional
foi mantida com agitacdo constante a temperatura ambiente durante 18 horas. Apos
transcorrer o tempo necessario, a reacdo foi finalizada pela adicdo de 25 mL de 2-
propanol e 25 mL de agua. Na sequéncia foram adicionados 15 mL de éter etilico para
extracdo do intermediario la. A fase organica foi separada, lavada com solucéo
saturada de NaCl (2 x 25 mL) e agua (2 x 30 mL), em seguida, a solu¢do organica foi
seca sobre MgSO4 anidro e evaporada sob pressdo reduzida para dar um oOleo
amarelo (14,7 g; 83% de produto cru contendo a mistura de reagente de partida e
produto 1a). O produto bruto obtido (6leo amarelo) foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel A60 (70-230 mesh) e eluido com um sistema de solventes éter de
petroleo/acetato de etila 4:1 para dar um sélido branco cristalino (2,35 g; 16% de
rendimento do produto 1a isolado, pureza de 99% por GC-MS); GC-MS (El) m/z: [M7]
245, 232, 189 (100%), 176. Pf.: 69-70°C. 'H NMR (400.13 MHz, CDCl3) = 7.01 (J =
8,0 Hz, 1H), 7.00 (J = 2,0 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,88 (s, 3H),

2.16 — 1.74 (m, 4H), 1.86 (m, 4H), 1.86 — 1.27 (m, 2H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCls)
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& = 149.2 (C-0), 148.7 (C-0), 134.2 (C), 122.9 (C), 117.6 (CH), 111.4 (CH), 109.5

(CH), 56.1 (CHs), 56.0 (CHs), 43.9 (C), 37.6 (2CH>), 25.1 (CHz), 23.7 (2CH>)

3.2.3. Sintese de 1-(3,4-dimetoxifenil) ciclopentano-1-carbonitrila (2a).

0 N
- Z o N
1,5 DBP/NaH -~ Z
o >

I o

2a

O procedimento foi semelhante ao realizado para la, porém com a
utilizacéo de 1,4-dibromobutano (DBB) para a formacé&o do espiro ciclo de 5 membros.
No final da reacéo, o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna sobre
silica gel A60 (70-230 mesh), obtendo-se o composto 2a como um 6leo amarelo (2,70
0; 16% de rendimento do produto 2a isolado, pureza de 99% por GC-MS). GC-MS m/z

[M*] 231, 216, 202, 189 (100%), 151.

3.2.4. Sintese de (1- (3,4-dimetoxifenil) ciclohexil) metanamina (1b).

o
O /N LiAIH,/THF -~

N, NH
o o 2

1a 1b
O composto la (2,35 g; 0,01 mol) foi solubilizado em 15 mL de THF anidro

e foi vertido em um baldo de 250 mL, mantido em atmosfera inerte N2 ou Argdnio
(através de um baldo de borracha). Essa solucéo foi resfriada como auxilio de um
banho de gelo a -10°C, mantida sob agitacdo constante e entédo foi cuidadosamente
adicionada (por seringa) uma solucdo 2 M de LiAlHs em THF (15 mL; 0,03 mol de
LiAlH4). A mistura reacional permaneceu com agitagdo constante em temperatura

ambiente por 4 horas. A reacado foi cessada pela adicdo lenta de 4gua até que a
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liberacdo géas foi interrompida (aproximadamente 25 ml de &gua, neste caso), O
mesmo volume (25 mL) de uma solu¢do de NaOH a 20% (p/v) foi adicionado para
neutralizacdo, seguido por mais 25 mL de agua. Foi observada a formacao de flocos
brancos, em seguida foram adicionados 15 mL de acetato de etila e a mistura
resultante foi filtrada sob presséo reduzida através de um funil de Buchner. O filtrado
foi transferido para um funil de separacéo e a fase organica foi separada, lavada com
agua (2x15 mL), seca com MgSO4 anidro, e 0 excesso de solvente foi removido por
evaporacao a pressao reduzida, obtendo-se o produto 1b como um 6leo amarelo (1,85
0; 79% de rendimento; pureza de 99% por GC-MS). GC-MS m/z [M*]: 249,

219,151(100%).

3.2.5. Sintese de (1-(3,4-dimetoxifenil) ciclopentil) metanamina (2b).

N
~ Z LIAIH4/THF -
_—

N,
O

2a 2b

O procedimento foi semelhante ao utilizado para 1b, porém o composto de
partida foi 2a (2,70 g; 0,01 mol). O produto 2b foi obtido como um 6leo amarelo (2,3
g; 87% de rendimento; pureza de 97% por GC-MS). GC-MS m/z [M*]. 235, 205

(100%),151.

3.2.6. Reacao de ciclizacdo Pictet-Spengler (P-S) para a sintese do intermediario

biciclico 6',7'-dimetoxi-2',3'-di-hidro-1'H-espiro(ciclo-hexano-1,4'-isoquinolina) (1c).

O o o

HCHOMCOOH + 7
_—
NH

1b 1c 1e (subproduto)
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O composto 1b (1,85g; 7,5 mmol) foi vertido em um baléo de fundo redondo
de 50 ml com duas bocas. Em seguida, foi adicionada ao baldo, uma solucdo de
formaldeido a 37% (7,5 mmol) e acido férmico (85%; 11,2 mL). A mistura resultante
foi agitada sob condi¢cdes de refluxo (temperatura ~50°C) durante 2 horas. Ap6s o
termino da reacdo o solvente foi evaporado sob presséo reduzida até a metade do
seu volume original. Em seguida, uma solucdo de bicarbonato de sédio a 20% (m/v)
foi lentamente adicionada a mistura reacional até a neutralizacdo. Na sequéncia, 20
mL de diclorometano foram introduzidos e a fase organica foi separada, seca com
MgSO4 e evaporada sob presséo reduzida para dar um produto oleoso contendo
principalmente o composto 1c e uma quantidade menor do derivado N-metilado 1e
(subproduto). A separacao e isolamento de 1c e seu derivado N-metil 1e foi realizada
por cromatografia com silica gel A60 (70-230 mesh), utilizando como eluente um
gradiente de 10 a 20% de metanol em acetato de etila. Durante a separacao as fracoes
coletadas foram monitoradas por TLC e GC-MS e as que continham apenas um
produto isolado (1c ou 1e) foram misturadas e o solvente foi retirado por evaporacao
rotativa a temperatura e pressao reduzida. O composto 1c foi obtido como um soélido
cristalino branco (0,2 g; 62% de rendimento do produto isolado, pureza de 99% por
GC-MS).GC-MS m/z [M*]: 261, 232 (100%), 217, 204. P.f.. 60-64°C. HRESI-MS m/z
[M+H]* 262.1801, (C16H24NO2, A = 0,1 ppm). Pureza por LC-UV-MS> 98%.'H NMR
(400.13 MHz, CDCls) 8 = 6.87 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 3.24 (s, 1H), 4.09 (s, 1H), 1.40 —
1.80 (s, 4H), 1.40 — 1.80 (m, 4H), 1.20 — 1.40 (m, 2H); 3C NMR (100.61 MHz, CDCls)
& = 109.1 (CH), 147.6 (C-OCH3) 148.4 (C-OCHs), 108.6 (CH), 122.8 (C), 134.8 (C),
48.2 (CH.), 46.0 (CH2), 36.7 (2CH>), 21.8 (2CH>), 25.6 (CHz), 55.8 (CHs), 56.0 (CH3).
O composto 1e foi obtido como um p6 branco (0,038 g; 11% de rendimento do produto

isolado, pureza de 98% por GC-MS). GC-MS m/z [M*]: 275, 232 (100%), 217. P.f.
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decomposto. HRESI-MS m/z [M+H]" 276.1959, (C17H26NO2, A = 0.4 ppm). LC-UV-MS
pureza > 95 %. *H NMR (400.13 MHz, CDCls) & = 6.85 (s, 1H), 6.48 (s, 1H), 2.74 (s,
2H), 2.54 (s, 3H), 3.61 (s, 2H) 1.40 — 1.80 (m, 4H), 1.40 — 1.80 (m, 4H), 1.20 — 1.40
(m, 2H); 3C NMR (100.61 MHz, CDCl3s) & = 109.1 (CH), 147.2 (C-OCHs) 148.0 (C-
OCHpa), 108.8 (CH), 122.8 (C), 135.2 (C), 37.8 (C), 58.0 (CHy>), 46.2 (CH3), 59.9 (CH>),

37.3 (2CHa), 22 (2CHy), 25.8 (CHy), 55.8 (CHs), 56.0 (CHa).

3.2.7. Reacdo de ciclizacdo de Pictet-Spengler para a sintese do intermediario

biciclico 6',7'-dimetoxi-2', 3'-di-hidro-1'H-espiro(ciclopentano-1,4'-isoquinolina) (2c).

O o o

HCHOMHCOOH +
—_—
~ NH, A, N NH N
0 2 o o N
2b 2c 2e (subproduto)

O procedimento foi semelhante ao utilizado para 1c e o composto de partida
foi 2b (2,3 g; 0,01 mol). A separacéao e isolamento do composto 2c¢ e seu derivado N-
metil 2e, (0,4 g da mistura 2c e 2e), foi realizada por cromatografica com silica gel A60
(70-230 mesh), o eluente utilizado foi um gradiente de 8 a 20% de acetato de etila em
éter de petréleo (p.e 60-80°C). Durante a separacdo as fracfes coletadas foram
monitoradas por TLC e GC-MS e as que continham apenas um dos produtos isolados
foram misturadas e o solvente foi retirado por evaporacao rotativa a temperatura e
pressao reduzida. O composto (2c¢) foi obtido como um p6 branco (0,21 g; 53% de
rendimento do produto isolado, pureza de 96% por GC-MS). GC-MS m/z [M+]: 247,
218 (100%), 203. HRESI (+) -MS m/z [M+H]* 248,1644 (CisH2:NO2, A= 0,5 ppm).
Pureza LC-UV-MS >97%. P.F.: 130-137°C. O composto (2€) foi obtido como um 6leo

amarelo (0,045¢; 11,2% de rendimento do produto isolado, pureza de 89% por GC-
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MS.). GC-MS m/z [M+]: 261, 218 (100%), 203, 189. HRESI (+) -MS m/z [M+H]*

262,1801 (C16H24NO2, A= -0,7 ppm). Pureza LC-UV-MS >85%.

3.2.8. Sintese do composto 2',3'-di-hidro-1'H-espiro[ciclo-hexano-1,4'-isoquinolinal-

6',7"-diol (1d).

/o HO.
HBr
~o NH AN, HO NH
1c 1d
ou
/o HO
HBr
o NNTT AN Ho N~
1e (subproduto) 1f (subproduto)

A reacao foi realizada por refluxo de uma solucéo de 25 mL de HBr a 48%
contendo (0,01 mol) de 1c ou (0,01 mol) de 1e (T = 125°C) sob atmosfera de nitrogénio
por uma hora. A solucdo marrom-avermelhada resultante foi concentrada sob pressao
reduzida até o volume ser reduzido para metade e depois resfriada a 4°C (no
refrigerador) por 1 hora até a precipitacdo do produto bruto O-desmetilado
correspondente na forma de sais de acido bromidico. Os sais foram filtrados a vacuo
utilizando um funil de filtro de vidro sinterizado (porosidade =3), lavados com
diclorometano frio e secos sob presséo reduzida por uma hora. O composto 1d foi
obtido como um p6 cristalino laranja (0,025 g; 22% de rendimento do produto isolado).
P.f. decomposto. GC-MS/DI m/z [M*] 233, 204 (100%), 189. HRESI (+) -MS m/z [M
+H]* 234.1491, (C14H20NO2, A = 1 ppm). Pureza LC-UV-MS >95%. H NMR (400.13
MHz, CDCls) & = 6.88 (s, 1H), 6.51 (s, 1H), 3.33 (s, 1H), 4.04 (s, 1H), 1.50 — 1.60 (m,
4H), 1.30 —1.50 (m, 4H), 1.20 - 1.60 (m, 2H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3z) 6 = 144.5
(C-OH), 143.1 (C-OH), 134.3 (C), 119.4 (C), 114.0 (CH), 113.7 (CH), 47.8 (CH>), 45.1

(CHy), 36.5 (2CHy>), 35.5 (C), 25.0 (CHy>), 21.4 (2CH). O composto 1f foi obtido como
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um 6leo marrom (0,210 g; 12% de rendimento do produto isolado). GC-MS/DI m/z [M*]
247, 232, 204 (100%). HRESI (+) -MS m/z [M+H]*" 248.1645, (C15H22NO2), A = 0 ppm.
Pureza LC-UV-MS >91%.

3.2.9. Sintese de 2',3-di-hidro-1'H-espiro[ciclopentano-1,4'-isoquinolina]-6',7'-diol
(2d).

(o) HO
- HBr
NH > NH
~o A, Ny HO
2 2d
ou
(o) HO
HBr
-
o "NNTTAN ko "~
2e (subproduto) 2f (subproduto)

O procedimento foi semelhante ao utilizado para 1d. O composto de partida
foi 2¢ (0,01 mol) ou 2e (0,01 mol). O composto (2d) foi obtido como um 6leo marrom
(46,2 mg; 22% de rendimento do produto isolado). GC-MS/ DI m/z [M*] 219, 205, 191,
83 (100%). HRESI (+) -MS m/z [M+H"* 220.1338, (C13H1sNO2, A = 2.5 ppm). *H NMR
(400.13 MHz, CDCl3z) 6 = 6.70 (s, 1H), 6.46 (s, 1H), 4.03 (s, 2H), 3.08 (s, 2H), 1.58 —
1.67 (m, 4H), 1.66 (m, 4H); 3C NMR (100.61 MHz, CDCls) & = 144.9 (C-OH), 143.3
(C-OH), 134.4 (C), 119.6 (C), 114.0 (CH), 113.7 (CH), 51.8 (CHs), 45.2 (CH.), 43.7
(C),41.1 (2CHy>), 25.7 (2CHz2). O composto 2f foi obtido como um 6leo marrom (99 mg,

21% de produto isolado). GC-MS/DI m/z [M*] 233, 219, 205,191, 83 (100%).
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3.2.10. Sintese do Etil (E)-2-ciano-2-(6,7-dimetoxi-3,4-di-hidronaftalen-1(2H) -ilideno)

/o /O
CNCH,C(0)OC,Hs /ICH3COOH /NH,Ac
~ >
(0] ciclo-hexano, A \O |

Em um baldo de 250 mL de trés bocas adicionou-se a 6,7 dimetoxi-1-

acetato (3a).

tetralona (25,0 g; 0,1 mol) solubilizada em 35 mL de ciclo-hexano, em seguida foram
adicionados o cianoacetato etila (13 mL; 0,12 mol), acetato de amoénia (1,81g; 0,023
mol) e acido aceético glacial (7 mL; 0.012 mol). Essa mistura em um sistema com
condensador e Dean Stark foi refluxada por 7 horas a 120°C. Apdés o resfriamento da
reacao, o meio foi diluido com 200 mL de éter etilico anidro. A solugdo formada foi
transferida para um funil de separacéo e a fase etilica contendo o produto foi coletada.
A fase aquosa foi lavada com éter etilico (2x 25 mL) e as fases organicas extraidas
do funil foram misturadas, secas com MgSO4 e o0 excesso de solvente evaporado a
pressao reduzida até obtencdo de um dleo laranja. (20,9 g; 80% de 3a bruto). O
produto foi purificado por uma coluna cromatografica (40x400 mm) empacotada com
135,0 g de silica gel A60 (70-230 mesch) e eluida com uma mistura 4:1 de éter de
petroleo/acetato de etila. As aliquotas contendo o produto, foram misturadas e
concentradas sob pressao reduzida para dar 3a como um 6leo amarelo (9,8 g, 45%
de rendimento do produto isolado, pureza de 98% por GC-MS). GC-MS m/z [M*]: 301

(100%), 255, 228.
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3.2.11. Sintese de (S)-1-(cianometil)-6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetra-hidronaftaleno-1-

carbonitrila (3b).

/O .
HaC
\ KCN, EtOH e
0 | A o 7,
C ° ]
3a N/// N /
O\/ N

Uma solucdo de KCN (5,34 g; 0,08 mol) em &agua (11,4 mL) foi
cuidadosamente adicionada, sob agitacao, a uma solucao do composto 3a (9,8 g; 0,03
mol) em etanol (66 mL) e a mistura foi submetida em refluxo a 65°C por 16 horas. A
mistura reacional obtida foi concentrada sob presséo reduzida (99 mbar) para dar um
residuo marrom. Em seguida, a solucdo concentrada foi extraida com 25 mL de
diclorometano anidro e o solido preto restante foi filtrado usando um funil de Buchner.
A solucéo do extrato organico foi lavada com agua (3x 10 mL), seca sobre MgSO4 e
0 solvente em excesso foi evaporado sob pressao reduzida para dar o produto 3b
como solido marrom (1,65 g; 22% de rendimento do produto isolado, pureza de 96%

por GC-MS). GC-MS m/z [M*]:256, 216 (100%), 189. P.f. 138-141°C.

3.2.12. Sintese do espiro- 6,7-dimetoxi-3,4-di-hidro-2H-espiro[naftaleno-1,3'-

pirrolidina] -2',5'-diona racémica (3c).

/O (o)
CH3COOH/H,S0y, -
AN
0 A
CH, o

C
3b 1 3c NH
N

Uma suspensdo do composto 3b (1,65 g; 6,4 mmol) em acido acético

glacial (3,2 mL; 0,0064 mol) e solucdo de &cido sulfarico a 78% v/v (1,3 mL) foi
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aquecida por uma hora, em banho de 6leo a 125°C. Apds o termino da reacéo,
excesso de acido acético foi removido por evaporacdo sob pressdo reduzida e a
suspensao obtida foi misturada com agua (38 mL), o produto foi entdo extraido da
mistura aquosa com acetato de etila (3x 19 mL). Os extratos organicos foram
combinados, lavados com solugéo saturada de NaHCOz3 (2x 15 mL), agua (2x7 mL),
secos sobre MgSO4 e 0 excesso de solvente foi removido sob presséo reduzida dando
o produto 3c como um p6é amarelo brilhante (0,94 g; 53% de rendimento do produto
3c racémico isolado, pureza de 92% por GC-MS). GC-MS m/z [M*]:275, 261, 204, 164.

P.f. decomposto.

3.2.13. Sintese de 6,7-dimetoxi-3,4-di-hidro-2H-espiro[naftaleno-1,3'-pirrolidina]

racémica (3d).

0
~ 0 0
LAH,THE 7 L7
~ g
0 <0 AN, ~o . ~o
3c NH NH NH
o 3d S

3f (subproduto)

O composto 3c racémico (0,94 g; 3,8 mmol) foi solubilizado em THF anidro
(34,2 mL) e mantido em atmosfera inerte N2 ou Argonio, e foi adicionada lentamente
a essa suspensao 0,013 mol (5,15 mL) de uma solucdo 2M LiAlH4-THF, depois a
mistura foi refluxada por 24 horas a ~ 80°C. ApGs o termino da reacado, o excesso de
LiAlH4 foi decomposto com adicdo cuidadosa de agua (-5 mL) até a liberacdo
completa do gas, entéo foi adicionado MgSO4 e a mistura foi filtrada utilizando um funil
de filtro de vidro sinterizado (porosidade =3). O filtrado obtido foi concentrado sob
pressdo reduzida dando como produto um 6leo amarelo claro, uma mistura dos
compostos 3d e 3f. (0,84 g; 89% de rendimento da mistura, pureza de GC-MS 52 e

31% de 3d e 3f, respectivamente).
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A separacao e o isolamento de 3d e da lactama 3f foram realizados na
seguinte experiéncia: 0,4000 g da mistura (6leo amarelo claro) foi purificada por
coluna cromatogréfica (1,5x 20 cm), empacotada com 12 g de silica gel A60 (70- 230
mesh) e eluida com 5 a 40% de metanol em acetato de etila. Durante a separagao
cromatografica, foram coletadas aliquotas de 1,5 mL, essas fracdes foram analisadas
por TLC e GC-MS e as que continham apenas um produto foram misturadas e
evaporadas a pressao reduzida, obtendo-se 3d como um 6leo laranja. (0,15 g; 38%
de rendimento do produto 3c racémico isolado, pureza de 92% por GC-MS). GC-MS
m/z [M*]:247, 218, 204 (100%), 187. HRESI (+) -MS m/z [M+H* 248,1645 (C15H22NO»,
A = -0,5 ppm). Pureza LC-UV-MS >66%. Obteve-se na separagdo cromatografica o
composto 3f como um 6leo laranja. (0,11 g; 30% de rendimento do produto 3f racémico
isolado, pureza de 80,5% por GC-MS). GC-MS m/z [M*]:261, 218, 202, 57 (100%).
HRESI (+) -MS m/z [M+H!* 262,1802 (C16H2aNO2, A = -0,1 ppm). Pureza LC-UV-MS

>57%.

3.2.14. Sintese de 3,4-di-hidro-2H-espiro [naftaleno-1,3'-pirrolidina]-6,7-diol racémico

(3e).
O HO
HBr
—_—
o n ANy HO
NH
NH
3d ou 3e
_O HO
HBr
_—
o > ANy HO
NH NH
o} o}
3f (subproduto) 39 (subproduto)

Uma solucédo de HBr a 48% (4,2 mL) e 1,0 mmol do intermediario 3d ou 3f,

foi colocado em um baldo de vidro com fundo redondo de 50 mL. A solugéo foi
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refluxada sob N2 por uma hora a 125°C. Em seguida, a mistura reacional foi resfriada
e 0 excesso de HBr foi removido por evaporacao sob pressao reduzida para dar os
produtos desejados. Obteve-se o composto 3e, como um 6éleo marrom escuro (0,1 g;
73% de rendimento do produto racémico isolado). GC-MS/DI m/z [M*]: 219, 204, 176,
57(100%). HRESI-MS m/z [M-H*] 220.1333, (C13H1sNO2, A = 0,3 ppm). Obteve-se o
composto 3g, como um 6leo marrom escuro (80 mg; 73% de rendimento do produto
racémico isolado). GC-MS/DI m/z [M*]: 233, 219, 204, 57 (100%). HRESI-MS m/z [M-

H*] 234.1486, (C14H20NO2, A = -1.1 ppm).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Sintese, caracterizacdo e purificacdo do produto 1-(3,4-dimetoxifenil) ciclo-
hexano-1-carbonitrila 1a e o0 analogo ciclopentano 2a.

As nitrilas benzilicas apresentam atomos de hidrogénio acidos ligados ao
atomo de carbono benzilico. Estes atomos de hidrogénio podem ser retirados na
forma de prétons por hidretos alcalinos dando lugar a formagédo de um carbé&nion o
gue possui carater de nucledfilo e pode render produtos de Substituicdo Nucleofilica
Bimolecular (SN2) como é mostrado no esquema 3.

Esquema 3. Mecanismo para a obtencdo do produto la e para o analogo ciclo-pentano 2a.

S}
H :(3 O -'C\ (o) C~
O C\ ~ I\C\ e |\C\@ + H
- C\\\N - H SN <> H N 2
~ o o

©
-iBr

Br(H,C
r(Ha )4\CH2

|
/O (I:\C\\ ©
H SN + :H
\O \_/

©
-:Br

Fonte. Baseado em SMITH, Michael B.5°

Os produtos da reacdo foram caracterizados por GC-MS e os

cromatogramas mostrados nas figuras 7 e 8, referem-se aos intermediarios 1a e 2a,
respectivamente. O pico cromatografico observado em ambas as analises e que

aparece com tempo de retengao (Rt) de 17,5 minutos, corresponde ao reagente de
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partida (3,4-dimetoxifenil) acetonitrila (composto 1) ndo consumido durante as reagoes.
A quantidade deste material recuperado € significativa o que sugere que, a sua
conversao para o seguinte produto, pode ser a etapa mais lenta do processo.

Nos valores de Rt de 12,3 min (figura 7) e 9,7 minutos (figura 8), aparecem
picos que correspondem aos produtos 1-(3,4-dimetoxifenil) ciclo-hexano-1-carbonitrila

la e ao anélogo 1-(3,4-dimetoxifenil) ciclo-pentano-1-carbonitrila 2a, respectivamente.

Figura 7. Cromatograma do produto ndo purificado 1a, obtido por GC-MS.
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Figura 8. Cromatograma do produto ndo purificado 2a, obtido por GC-MS.
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Os espectros de massas obtidos durante a analise de GC-MS, mostram os

respectivos ions moleculares [M*] m/z 177 para reagente de partida (3,4-dimetoxifenil)

acetonitrila (figura 9a) m/z 245 para o composto la (figura 9b) e de m/z 231 para o

Intermediario 2a (figura 9c). 6.62
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Figura 9. Andlises de GC-MS para: a) o reagente de partida; b) intermediario 1a; c) analogo ciclo-

pentano 2a.
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Apbs a observacao da presenca do reagente de partida ndo consumido na

mistura de reacéo, realizou-se a purificacdo dos compostos la e 2a através de

cromatografias em coluna de silica gel A60.

Os compostos foram isolados, como é possivel observar,

nos

cromatogramas e espectros de massas mostrados nas figuras 10 e 11. Apos a etapa

de purificacdo os produtos la e 2a apresentaram purezas de 99% determinadas por

GC-MS, porém os rendimentos desses produtos foram baixos, ao redor de 16% em

ambos 0s casos.
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Figura 10. Cromatograma e espectro de massas obtido por GC-MS para o composto la isolado
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Figura 11. Cromatograma e espectro de massas obtido por GC-MS para o composto 2a isolado.
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Investigou-se o efeito do solvente na reacao de formacédo das espiro-nitrilas

la e 2a, e nesse sentido trocou-se o solvente comecgando por éter etilico, THF e DMF,
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porem os resultados ndo foram alentadores e como o primeiro objetivo é a obtencéo
dos produtos planejados para realizar os testes dopaminérgicos, foi decidido realizar

a otimizacao da reacgao futuramente.

4.2. Sintese, caracterizacdo e purificacdo dos produtos (1-(3,4-dimetoxifenil) ciclo-

hexil) metanamina 1b e o analogo (1-(3,4-dimetoxifenil) ciclopentil) metanamina 2b.

As espiro-nitrilas 1a e 2a foram reduzidas as respectivas aminas 1b e 2Db,
através da reacdo com LiAIHs, No mecanismo descrito no esquema 4, é proposto
primeiro o ataque nucleofilico do hidreto para a formacdo do complexo intermediario
I-1. Entdo, um segundo ataque nucleofilico de hidreto ocorre e resulta na adicéo de
mais um atomo de hidrogénio ao carbono e a formacdo do novo complexo
intermediario 1-2. A reacdo somente é cessada e completa apos a hidrolise do I-2
(work-up).

Os cromatogramas e espectros de massas mostrados nas figuras 12 e 13,
referem-se as analises dos compostos 1b e 2b, respectivamente, realizadas apos o
término das reacfes. O pico presente em 12,17 minutos (Figura 12) refere-se ao
produto (1-(3,4-dimetoxifenil)ciclohexil) metanamina 1b e espectro de massas obtido
para este pico mostrou o ion molecular [M*] m/z 249, confirmando a reducéo do grupo

nitrila a amina.



Esquema 4. Mecanismo proposto de reducdo dos compostos 1la ou 2a.
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Ja na figura 13, o tempo de retencéo de 9,9 minutos refere-se ao produto

(1-(3,4-dimetoxifenil)ciclopentil)metanamina 2a e 0 seu espectro de massas evidencia

gue ocorreu a reducéo pela presenca o ion molecular [M*] m/z 235.

Foram testados diferentes sistemas redutores: NaBH4-CoCl», LiAlH4-CoCly,

Ni/KBHs em diferentes condi¢cbes experimentais. A reducdo mais eficiente dos

compostos espiro-nitrilas ocorreu utilizando o LiAIH2 em THF e através de

modificacdes na metodologia de Crooks et al.646566
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Figura 12. Cromatograma e espectro de massas obtido por GC-MS do produto 1b

8000000 -] o NH,
~
7000000 - o7
© 6000000 mw: 249 g/mol
= ] t= 12,17 min
2
@ 5000000
<
£ 4000000 -
[}
=
@ 3000000
I
£ 2000000 -
1000000 -
0 T T T T T r T .
8 9 10 11 12 13 " 5 5

Tempo de retencéo (min)

100
NH,
50
0 m/z
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0
Figura 13. Cromatograma e espectro de massas obtido por GC-MS do produto 2b
22000000 - _0O NH,
20000000 - ~o
18000000 2b
] mw: 235 g/mol
= 16000000 t= 9.9 min
8 14000000 -
<
© 12000000 -
s
S 10000000 -
()
§ 8000000 -
= 6000000
4000000 -
2000000
0 T /\l—}u T IL"I T T T 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo de retencdo (min)
%
100 i 205
0 NH;
151
50 ~o <
67 164 (™)
4151 | 77 91 10315 13139 | 1175 190 | 218 235

0 | m/z

7
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0




59

As amostras analisadas ndo mostraram impurezas dos correspondentes
precursores nitrilicos 1a e 2a, portanto foram utilizados como material de partida para

a subsequente etapa de reacgéo.

4.3. Sintese, caracterizacao e purificacdo dos compostos biciclicos 6',7'-dimetoxi-2',3'-
di-hidro-1'H-espiro(ciclo-hexano-1,4'-isoquinolina) 1c e para o analogo 6',7'-dimetoxi-

2', 3'-di-hidro-1'H-espiro(ciclopentano-1,4'-isoquinolina) 2c.

Os compostos 1c e 2c foram obtidos atraveés da reacao de Pictec-Splengler
(P-S), que é uma reacéo utilizada na sintese de uma grande variedade de compostos
heterociclicos. Esta pode ser considerada um caso especial da Reacdo de Mannich,
uma vez que a via de reacdo é semelhante. Essa reacdo tornou-se uma das
estratégias sintéticas mais bem-sucedidas, para a sintese das estruturas de
isoquinolinas e os alcaloides inddlicos. ¢

A reacao de Pictet-Spengler envolve a adicdo de uma feniletilamina a um
aldeido, formando assim um ion iminio intermediario com carater eletrofilico que
desenvolve uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica no anel benzénico
vizinho para a consequente ciclizagdo intramolecular. 68

A primeira etapa no mecanismo das reacdes de P-S é a formacéo da Base
de Schiff. A amina e o aldeido (formaldeido, nesta reacdo) dao origem a um aminal
(amino alcool), que é desidratado em meio acido para originar a imina correspondente.
A protonacdo da imina resulta na formacdo do ion iminio, que reage com o anel

aromatico para formar o sistema heterociclico de seis membros (esquema 5). ©°
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Esquema 5. Mecanismo proposto para a obtencado de 1c, 0 mesmo ocorre para analogo 2c

H+
0 . 0
_0 a H* O - H,0 -
1. H,H S N ~o ,NEC,H
~o Mo 0 CHy ¢
OH i/_H’f
_0
NH
o

Fonte. Baseado em Pictet, A; Spengler, 1911 e Cordeiro M.B. et.al, 2012.5570

No inicio do desenvolvimento de uma metodologia de sintese para as
reacdes de P-S as sinteses ocorriam com um tempo reacional de cerca de 16 horas
(overnight), a 50°C e com excesso de acido formico e nessas condi¢des observava-
se nas caracterizacdes por GC-MS a presenca de aminas terciarias como subprodutos
N.metilados (compostos le e 2e) e também formamidas 1c e 2c, que se formaram
junto com os compostos planejados. O exemplo de uma das reacdes € mostrado na
figura 14 na que é observado um cromatograma da mistura de produtos, 0 composto
le (tempo de retencédo de 16,4 min) se formou de forma majoritaria em relacdo ao
composto planejado 1c (tempo de retencdo de 18,4 min) nas condi¢cbes acima

mencionadas.
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Figura 14. Cromatograma e espectro de massas obtido por GC-MS do produto 1c.
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Investigou-se a seletividade da reacéo de P-S. e para tal finalidade realizou-
se um estudo cinético da reacdo GC-MS através da retirada de aliguotas do meio
reacional nos tempos de uma, duas e duas horas e meia. O acompanhamento da

reacao para o composto 1c e seu subproduto 1e é mostrado abaixo (figura 15), nota-
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se que logo na primeira hora de reacéo, houve praticamente o consumo total da amina
de partida 1b, a formacao do produto 1c de forma majoritaria e também a presenca
de subproduto N-metilado 1e. Ap6s 0 monitoramento, a reacao foi finalizada com 2
horas e 40 minutos, para investigar se ocorreria interconversao do produto 1c para

algum subproduto.

Figura 15. Grafico do percentual de area (proporcional a concentracdo) do composto de partida 1b, do
produto de interesse 1c, e dos produtos colaterais 1e e Formamida, em fung&o do tempo.
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Com esse estudo, foi observado que a reacao pode ser realizada por uma
hora, pois neste periodo de tempo alcangcou-se a maior conversao da amina de partida
1b para o produto fundamental 1c e a partir desse momento, no intervalo de 1 até 2
horas, observou-se um aumento da Formamida e ainda uma diminuicdo
aparentemente proporcional do produto 1c o que sugere que mais Formamida pode

ser produzida pela conversao direta da amina secundaria 1c.
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Um experimento cinético foi também realizado para estudar a formacao do
composto 2c (figura 16), porém as aliquotas comecaram a ser retiradas com 30 min,
1 hora e uma hora e meia de reacéo, pois foi previamente observado que esta reacao
acontecia de forma mais rapida quando comparada com a correspondente a formacao
do andlogo 1c. Como observado no gréfico da figura 16, média hora de reacdo é o

tempo 6timo nas condi¢fes reacionais estudadas.

Figura 16. Grafico do percentual de area (proporcional a concentracdo) do composto de partida 2b, do
produto de interesse 2c, e dos subprodutos 2e e Formamida, em fungéo do tempo.
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Outra observacdo apdés o monitoramento das reacdes de P-S foi a
necessidade de neutralizar 0 meio reacional para evitar a maior conversao para a
Formamida e amina N-metilada. Como nas primeiras reacdes realizadas a separacao

do excesso de acido formico foi realizada apenas por destilagéo sob presséo reduzida,
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agora as misturas reacionais contendo os compostos 1c e 2c passaram a ser
neutralizadas com solu¢do de bicarbonato de sédio 20% (m/v) antes de continuar para

a etapa de purificacéo e isolamento.

A separacéo e o isolamento dos compostos 1c e 1e foi efetuada através de
coluna cromatografica em silica gel, utilizando como eluente um sistema

metanol/acetato de etila com gradiente de 10 a 20%.

Os cromatogramas e espectros de massas mostrados nas figuras 17 e 18
séo, respectivamente, dos compostos 1c e le separados. O composto 1c, com Rt de
17,1 minutos foi confirmado pela observacédo do ion molecular [M*] m/z 261 e o
fragmento majoritario (pico base) em m/z 232 e € proveniente da fragmentacao do

anel espiro de seis membros com a perda neutra de 28 unidades de massa (- C2Ha).

O composto 1c foi isolado na forma de um sélido branco cristalino e
apresentou pureza de 98% por GC-MS. O subproduto 1e, foi observado no tempo de
retencdo de 16,3 minutos e sua presenca € confirmada no espectro de massas pelo
ion molecular [M*] m/z 275, esse produto foi isolado como um soélido branco levemente

amarelado e apresentou uma pureza de 98% por GC-MS.

O produto 2c foi isolado de 2e através de separacdo cromatografica realizada
sobre silica gel, utilizando como eluente um sistema de solventes acetato de etila/éter
de petréleo com um gradiente de 8 a 20%. O composto 2c¢ foi identificado (figura 19)
pelo espetro de massas do pico correspondente em Rt = 14 minutos, e 0 seu ion
molecular [M*] m/z 247. O pico base com m/z 218 vem da fragmentacédo e perca de
radical etila no anel espiro de cinco membros. O produto 2c foi isolado como um sélido

branco cristalino e apresentou pureza de 96% por GC-MS.



Figura 17. Cromatograma e espectro de massas do produto isolado 1c.
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Figura 19. Cromatograma e espectro de massas do produto isolado 2c.
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O produto 2e (figura 20) foi observado no Rt de 12,6 minutos e sua
presenca é confirmada pelo espectro de massas que mostra o ion molecular [M*] m/z
261, esse produto foi isolado como um éleo amarelo e apresentou uma pureza de 89%

por GC-MS, sendo a impureza neste caso um residuo do composto 2c.
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Figura 20. Cromatograma e espectro de massas do produto 2e.
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O acompanhamento dessa etapa de sinteses e a purificacdo dos
compostos intermediarios obtidos possibilitou uma sintese mais direta e limpa dos

compostos finais planejados (1d e 2d) na sintese subsequente.
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4.4, Sintese e caracterizagdo dos produtos finais 2',3'-di-hidro-1'H-espiro[ciclo-
hexano-1,4"-isoquinolina]-6',7'-diol (composto 1d) e seu analogo 2',3'-di-hidro-1'H-

espiro[ciclopentano-1,4'-isoquinolina]-6',7'-diol 2d.

A etapa final para a obtencdo dos compostos 1d e 2d foi concluida e
obtiveram-se também dois subprodutos, os compostos 1f (2'-metil-2',3'-dihidro-1'H-
espiro[ciclohexano-1,4'-isoquinolina]-6',7'-diol) e 2f  (2'-metil-2',3'-dihidro-1'H-
espiro[ciclopentano-1,4'-isoquinolina]-6',7'-diol). Nesta etapa utilizou-se a reacao de
O-desmetilacdo com HBr aquoso 48% seguindo um processo de retro Williamson. O

mecanismo mostrado no esquema 6 € o proposto para estas reacoes.

Esquema 6. Mecanismo proposto para a formacédo do produto 1d.

.. H H
o N+ !
HN A A HN \C'?.}h - HN © ~
o H—Br ‘ Br + H—Br
U = 77 o O_//
A
6]
HN ‘
_C. +(—Br
o
H
l-CH3Br
O-H
HN
O-H

Fonte. Baseado em SMITH, Michael B."*

Os compostos obtidos ap0s a reacdo de desmetilacdo foram analisados por

espectrometria de massas via introducéo direta no GC-MS/ DI. Nos espectros de
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massas mostrados nas Figuras 21 e 22, observam-se o0s ions moleculares dos

compostos 1d e 1f, [M*] m/z 247 e m/z 233, respectivamente.

Figura 21. Espectro de massa obtido por introducéo direta (GC-MS/DI) do produto 1d.

%
- 80
100
] HO
NH
i HO x
50 4
] 204 [m]
137 233
123
5|5 * | 9|1 103. lII10I| 1
[ Y YT IR TTITIroeTt 11 | 1 FYTOOTIN INETTTat A 11 P 1Y I 1 PP f
0 I T T T T I T T T I T T T T I m/z
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0

Condicdes experimentais: Temperatura da camara de ionizacdo: 200°C; Temperatura da interface:
240°C; Energia usada para ionizacao elétrons (El) é de 70-eV.

Figura 22. Espectro de massa obtido por introducéo direta (GC-MS/DI) do produto 1f.
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Condigbes experimentais: Temperatura da camara de ionizacdo: 200°C; Temperatura da interface:
240°C; Energia usada para ionizacao elétrons (El) é de 70-eV.

Nos espectros de massas mostrados nas figuras 23 e 24, foram observados

os ions moleculares dos compostos 2d e 2f [M*] m/z 219 e m/z 233, respectivamente.
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Figura 23. Espectro de massa obtido por introducéo direta (GC-MS/DI) do produto 2d.
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Condicdes experimentais: Temperatura da cadmara de ionizacdo: 200°C; Temperatura da interface:
240°C; Energia usada para ionizacao elétrons (El) é de 70-eV.

Figura 24. Espectro de massa obtido por introducéo direta (GC-MS/DI) do produto 2f.
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CondigBes experimentais: Temperatura da camara de ionizacdo: 200°C; Temperatura da interface:
240°C; Energia usada para ionizacéo elétrons (El) é de 70-eV.

4.5. Sintese, Caracterizacdo e purificacdo do composto Etil (E) -2-ciano-2-(6,7-

dimetoxi-3,4-di-hidronaftalen-1(2H)-ilideno) acetato 3a.

A primeira etapa sintética para a obtencdo dos analogos de dopamina
baseados na estrutura do agonista SKF38393 foi realizada através de uma reacéo de

condensacdo aldolica, onde ocorre uma adicdo nucleofilica (Adicdo de Michael)
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seguida de uma B-eliminacdo. Na etapa inicial, o cianoacetato de etila perde um préton
do carbono a para o ion acetato em solugéo, formando o nucledfilo que posteriormente
ataca o grupo carbonila da tetralona, apos esta adicdo nucleofilica um tipico
intermediario alcoxido € formado. O intermediario alcoxido retira um préton do &cido
acético formando um produto hidroxilado que sofre uma eliminacdo gerando o produto
ciano-éster alfa-beta insaturado 3a.”> Essa reacéo foi realizada com modificacdes a
metodologia de Crooks e colaboradores e 0 mecanismo proposto estd mostrado no

esquema 7 abaixo.

Esquema 7. Mecanismo proposto para a formacdo do composto 3a.

5.3 Sk
_~ +
Né/\(l: O/\/ + _O)J\CH;; NZ\C':_JJ\O/\/ HO CHj
[}
H\/
(0]
o 0 Lo Jis
+ IT|1J\ = + HO C
~o N N0~ ~o ,,,/‘/ A

C,H500C-C!
” H,0

_0

\o |

/C\
C,Hs00C” " CN

Fonte. Baseado em MICHAEL, Am. 1887. 73
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O cromatograma obtido para o composto 3a é mostrado na figura 25, foi
realizado logo apds o término da reacdo. Os picos com Rt em 9,4 e 21,5 minutos
referem-se ao composto de partida 6,7 dimetoxifenil-1-tetralona (composto 1) e Etil
(E)-2-ciano-2-(6,7-dimetoxi-3,4-di-hidronaftalen-1(2H)-ilideno) 3a, respectivamente.
Os espectros de massas dos compostos Il e 3a mostram seus respectivos ions

moleculares [M*] m/z 206 e m/z 301, respectivamente.

Figura 25. Cromatograma e espectro de massas do produto néo purificado 3a.
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O composto 3a foi purificado por cromatografia de coluna em silica gel A60
e foi isolado como um 6leo amarelo com alto grau de pureza (> 98% por GC-MS),
conforme mostram o cromatograma e o espectro de massas na figura 26. O composto
de partida 6,7-dimetoxifenil-1-tetralona foi recuperado durante a separacéo
cromatografica e sua reutilizacdo em novas sinteses foi feita apos a recristalizacéo

com n-hexano.

Figura 26. Cromatogramas e espectro de massas para 0 composto isolado 3a.
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4.6. Sintese, caracterizacéo e purificacdo do composto 1-(cianometil) -6,7-dimetoxi-

1,2,3,4-tetra-hidronaftaleno-1-carbonitrila 3b.

Na sintese de obtencdo do composto 3b estdo envolvidos dois mecanismos,

uma Adicdo de Michael seguida de B-descarboxilacdo (Reacdo de Krapcho). ™

Esquema 8. Mecanismo proposto para formacéo do composto 3b.

+ "CN/EtOH/H,0 ——> e (ex. enantiomero '1S)
HBC\O A 3V~

‘s,
2
2

ad 7

o) CH, N

\ - EtOH
- Co2

O
HaC™
H,O/EtOH
HiC N + 2
74

Etapa de adicdo de Michel C2 0
7
l o\/
0 0
HoC” OH/HZO HyG”
HsC N H* HsC
° Z — "o .,
& o - EtOH y “,
- CO
7 7
O\/CH3 \/ N

Etapa de hidrolise e descarboxilacao

Fonte. Baseado em KRAPCHO, A. Paul; WEIMASTER, John F, 1980 e KURTI, Laszlo; CZAKO,
Barbara, 2005.756°

O composto obtido, foi analisado por GC-MS e o cromatograma e espectro

de massas, sdo mostrados na figura 27, onde observa-se a presenca do produto 3b
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com tempo de retengéo de 17,6 minutos. O espectro de massas mostra o0 respectivo

ion molecular [M*] de m/z 256.

Figura 27. Cromatograma e espectro de massas obtidos por GC-MS do produto 3b.
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Algumas adaptacdes da metodologia proposta por Crooks.et al ® foram

necessarias durante essa etapa sintética. A mistura reacional obtida logo apo6s o

término da reacdo foi concentrada a pressao reduzida de acordo com a literatura,

porém nao foi realizada uma diluicdo do meio com agua. A adi¢cao da agua solubilizava

compostos inorganico presentes que conferiam uma cor marrom escura a solucao

resultante o que dificultava a observacao das fases separadas, portanto, o produto foi

extraido diretamente da mistura reacional com diclorometano. O produto 3b obtido
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apresentou uma pureza >96% por GC-MS e um rendimento de 19% (rendimento
reportado por Crooks.et al foi 9,6%). O composto 3b foi utilizado na etapa seguinte

sem purificacao prévia.

4.7. Sintese, purificacdo e caracterizagdo do composto espiro- 6,7-dimetoxi-3,4-di-

hidro-2H-espiro [naftaleno-1,3'-pirrolidinal-2',5'-diona racémica 3c.

O composto 3c racémico foi obtido através da hidrélise dos grupos nitrila a
amidas em meio acido, seguido da ciclizagdo intramolecular gerando o derivado

espiro-sucinimida. Os esquemas 9 mostra 0 mecanismo da reacao.

Esquema 9. Mecanismo para formacao do composto 3c.

.
0 H/f|l-|20 0 e MO . -°
Terux, — S
\O N \O HO _ \O ~
C’CHZ C=N H,C C=N HZ)C\ C=N H,C C=N*"H
N® N -H 4¥\
H. +/§NH HO N NH,
o) | o
N H
H0 O H _H* _O -NH; _O
> - O+H — -
0 / >0 //O ~o
= o]
H,C~ C=NH H,c” ~C
NH,

)\ NH
NH, NH, o)
o}

Fonte. Baseado em JOHNSON, Francis; NASUTAVICUS, 1967 e LUNDAHL, K. et al, 1972. 7677

O cromatograma e o espectro de massas da amostra 3c apoés a realizacao
da reacdo de hidrélise das nitrilas, (Figura 28), mostra que o pico com Rt em 21,3

minutos refere-se ao composto 3c. No espectro de massas é possivel observar o
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respectivo ion molecular [M*] m/z 275 e o pico base com m/z 164 produzido pela perda
do radical imida ciclica expandido com massa igual a 111 g.mol* (-CsHsNO-) seguido

de rearranjo confirmando a sintese do racemato 3c.

Figura 28. Cromatograma e espectro de massas do produto 3c.
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O composto 3c racémico foi obtido como um solido amarelo com pureza
>96% por GC-MS, portanto 0 composto seguiu para etapa seguinte sem purificacao
previa.

4.8. Sintese, purificacdo e caracterizagdo do composto 6,7-dimetoxi-3,4-di-hidro-2H-

espiro[naftaleno-1,3'-pirrolidina] racémica 3d.

A reacao para obtencédo do composto 3d ocorre através de uma reacao de

reducdo da sucinimida 3c, préximo do mecanismo mostrado no esquema 4.
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O produto desejado 3d apos a reducédo completa dos grupos amida a amina
foi observado no tempo de retengcédo de 14,2 minutos (figura 29) e o seu espectro de
massas confirmou a presenca do ion molecular [M*] m/z 247, porém, foi observado
também a presenca de um produto intermediario a lactama 3f (6,7-dimetoxi-3,4-di-
hidro-2H-espiro [naftaleno-1,3'-pirrolidin]-5'-ona) no tempo de retencdo de 12,5

minutos e confirmada pela apari¢do do ion molecular [M*] m/z 261.

Figura 29. Cromatograma e espectro de massas obtidos por GC-MS da mistura ndo purificada dos

compostos 3d e 3f.
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A mistura dos compostos racémicos 3d e 3f foram separados por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando como eluente uma mistura de
metanol e acetato de etila e um gradiente de 5 a 40%.

Os cromatogramas e espectros de massas nas figuras 30 e 31 sdo,
respectivamente, dos produtos racémicos 3d e 3f isolados apés a purificacdo. O
composto 3d foi isolado na forma de um éleo de cor laranja e apresentou uma pureza
>92% por GC-MS. O composto 3f foi isolado também na forma de um 6éleo laranja,
apresentou uma pureza >80,5% por GC-MS, sendo a principal impureza presente o

composto 3d.

Figura 30. Cromatograma e espectro de massas obtidos por GC-MS do composto racémico isolado
3d.
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Figura 31. Cromatograma e espectro de massas obtidos por GC-MS do composto racémico isolado 3f.
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No procedimento relatado por Crooks et al, uma mistura complexa de compostos

e inseparaveis foi descrita como sendo observada apenas ha etapa seguinte de

O-desmetilacéo. Esses subprodutos se originaram na etapa de redugcéo dos compostos, como

foi observado nesse trabalho, portanto a separacdo dos compostos 3d e 3f possibilitou a

obtencéo do composto final planejado de forma isolada.

4.9. Sintese, purificacdo e caracterizagdo do composto 3,4-di-hidro-2H-espiro

[naftaleno-1,3'-pirrolidina] -6,7-diol racémico 3e.

Os compostos racémicos 3d e 3f foram desmetilados através de uma

reacdo de O-desmetilacdo com acido bromidrico de acordo com o0 mecanismo

mostrado anteriormente no esquema 6. "8

A andlise dos compostos 3e e 3g (6,7-dihydroxy-3,4-dihydro-2H-

spiro[naphthalene-1,3'-pyrrolidin]-5'-one) foi realizada por introducdo direta (DI) no
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GC-MS. Nos espectros de massas mostrado na figura 32 foi possivel observar o ion
molecular m/z 219 para o composto 3g. Ja na figura 33 € observado o ion molecular

m/z 233.

Figura 32. Espectro de massas obtido por analise de introducéo direta GC-MS/DI, para o composto
racémico 3e.
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Temperatura da camara de ionizagdo: 200°C; Temperatura da interface: 240°C; Energia usada para
ionizacao elétrons (El) é de 70-eV.

Figura 33. Espectro de massas obtido por analise de introducéo direta GC-MS/DI, para o composto
racémico 3g.
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4.10. Caracterizagdo dos compostos por FT-IV
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Os compostos também foram caracterizados por FT-IV e foi possivel

observar bandas de absor¢do caracteristicas de certos estiramentos dos compostos

analisados, sendo eles: sua caracterizacdo e distincdo das etapas de sintese dos

compostos, as principais bandas destes espectros encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Valores das principais bandas de absor¢do na regido do IV (cm™) dos compostos

sintetizados.

Composto

la

1c

2a

2b

2c

2d

3a

3b

3c

v(N-H)

3345

3365, 3290

3330, 3115

3185

Ar: Aromatico, Al: alifatico

v(C-H)al

2940, 2860

2930, 2855

2955, 2875,

2835

2950, 2870,

2835

2950, 2863,

2832

2950, 2870,

2983, 2940

2925, 2850

2935, 2850

v(C=N) v(C=0)
2225
2230
2265, 2210 1740 (éster)
2235

1775, 1690

(amida)

v(C=C)ar

1518

1515

1515

1510

1510

1525

1510

1520

1510

v(C-0)

1245

1250

1245

1250

1245

1245

1250

1260

1255
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Foi possivel observar mudancas no decorrer das etapas sintéticas. Da série
1, o composto 1a apresentou a banda referente ao estiramento do grupo nitrila v(C=N)
em 2225 cm™. J4 o composto 1c, além de ndo apresentar essa banda, apresentou em

3345 cm* a banda caracteristica de amina v(N-H) secundaria.

Na série de compostos 2, 0 composto 2a apresentou a banda referente ao
estiramento do grupo nitrila v(C=N) em 2230 cm; sequencialmente o 2b néo
apresentou essa banda, mas apresentou em 3365 cm?! e 3290 cm? bandas
caracteristicas de amina Vv(N-H), confirmando a reducdo do composto. Em
contrapartida para o composto 2c era esperado a presenca da banda caracteristica
de amina secundaria, na regido de 3185 a 3365 cm! porém sinais de impureza (amina
terciaria, N.metilada 2e), pode ter contribuido para que essa banda nao fosse
observada. No composto 2d a banda na regido de 3330 cm* caracteristica de amina
torna a aparecer, contudo nao é possivel ver o estiramento referente aos grupamentos

fendis (O-H).

Para composto 3a foram observadas as bandas principais caracteristicas
do composto, como a presenca de grupos nitrila e éster nas regibes de 2265, 2210
cm? e 1740 cm?, respectivamente. Quando comparado o composto 3a com o 3b foi
observado principalmente o decaimento drastico da banda referente ao estiramento
do éster v(C=0) em 1710 cm o que era esperado, pois houve a formacdo de uma
dinitrila (3b). No composto 3c foi observada a presenca das bandas 1775 e 1690 cm?
referente ao estiramento v(C=0) do anel pirimidinico e também é observado o

desaparecimento da banda v(C=N) e o surgimento da banda em 3185 cm™ referente

ao estiramento v(N-H).
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4.11. Caracterizagdo dos compostos por Espectroscopia de Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN).

Os compostos enviados para testes farmacolégicos da série 1c-e foram

também caracterizadas por Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de

hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono (RMN de *3C). A estrutura para 0os compostos

com os atomos numerados € mostrada na Figura 34 e os deslocamentos quimicos

para os experimentos de RMN de 'H e RMN de 3C sdo mostrados nas Tabelas 5 e

6, respectivamente.

Figura 34. Estrutura geral para os compostos 1c-e com 0s atomos numerados

1c: R1= H, R2= CH3, R3= CH3
1d: Ry=H, R,=H, R3=H
1e: R1= CH3, R2=CH3, R3= CH3

Fonte. Autoria propria.

Tabela 5. Principais deslocamentos quimicos de *H (ppm) para os compostos da série 1.

Composto H4 H8 H9 H10 H11,H15 H12,H14 H13 H16 H17
1c 6,87 6,49 3,24 - 4,09 1,4-1,8 1,4-1,8 1,2-1,4 3,84 3,89
1d 6,88 6,51 3,33 - 4,07 1,5-1,6 1,3-15 1,2-1,6 - -
le 6,85 6,48 2,74 254 3,61 1,4-1,8 1,4-1,8 12-1,4 3,83 3,88




Tabela 6. Principais deslocamentos quimicos de *3C (ppm) para os compostos da série 1.
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Compostos
1c 1d le
C1l 109,1 114,0 109,1
Cc2 147.,6 1445 147,2
C3 148,4 143,1 148,0
C4 108,6 113,7 108,8
C5 122,8 1194 122,8
C6 134,8 134,3 135,2
Cc7 35,5 35,5 37,8
Ccs8 48,2 47,8 58,0
C9 - - 46,2
C10 46,0 45,1 59,9
ClleCi15 36,7 36,1 37,3
Cl2eCl4 21,8 21,4 22,0
C13 25,6 25 25,8
C16 55,8 - 55,8
C17 56,1 - 56,0
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As Figuras 35 e 36 apresentam como exemplo os espectros de RMN de *H

e 13C respectivamente, para o composto 1le.

Figura 35. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCIsz) do composto

le.
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Figura 36. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) do composto 1e

166.892
_—147.987
109.083
108.803
77.230
77.018
76.807
59.952
58.026
56.074
55.840

T—-147.196
—135.255

——46.270

<
<
=
~

0

C17,

O
=

6

C1,C4

™S

C3cy C6

C8

C13

C10 911, C]I.S

T T T T T T T T T T T 1
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

T

30

C12.C14

20

T
10 ppm

87

Na regido alifatica dos espectros de RMN de 'H do composto le, o

deslocamento quimico dos sinais dos protons alifaticos no espiro ciclo de 5 membros

sdo observados na regido de 1,4-1,8 ppm. Na regido aromatica dos espectros de

RMN de 'H do composto le, o deslocamento quimico dos sinais dos prétons

referentes ao anel benzénico (H1 e H4), sdo observados na regido de 6,8 a 6,4 ppm.

Outro sinal caracteristico para compostos N.metilados foi observado em 2,54 ppm.

Nos espectros de RMN de '3C os sinais esperados foram observados para

todos os compostos alisados das séries 1c-d e 2c-d. Todos os espectros de RMN de

'H, demonstraram sinais de deslocamento quimico correspondentes aos prétons

aromaticos (H e H4) na faixa de 6,7 a 7,03. Os espectros de RMN de 'H e *3C
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confirmam a formacg&do dos produtos planejados 1d e 2d. Os compostos da série 3
foram encaminhados para testes farmacologicos onde serdo realizadas as

espectroscopias de RMN.
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5. CONCLUSOES

A série de compostos la-d e 2a-d derivados analogos ao agonista total do DAR1
Di-hidrexidina (DHX) foram sintetizados. Todos o0s produtos e subprodutos

(compostos 1 e 2 e-f) foram caracterizados.

Os compostos 1c e 2c foram isolados e purificados apds a realizacdo das
reacoes de Pictet -Spengler. O monitoramento da conversdo no tempo mostrou que
os produtos e subprodutos foram formados logo na primeira hora de reacéo, e que no
decorrer do tempo e na presenca de um meio fortemente &cido, a formacdo de
subprodutos era favorecida. Portanto, o estudo dessas reacfes possibilitou a
otimizacdo no tempo e consequentemente uma diminuicdo na formacdo dos

subprodutos N.metilados (1e e 2e).

Os compostos finais 1d e 2d, juntamente com seus subprodutos N.metilados 1f

e 2f foram obtidos com um bom grau de pureza entre 85 e 98% (LC-UV-MS).

A rota de sintese para os compostos das séries la-f e 2a-f, ndo se encontram
descritas na literatura e as estruturas dos compostos lc-f e 2c-f ndo foram
encontradas na literatura, portanto a sintese e os dados estruturais sdao uma
contribuicdo importante do presente trabalho e esta sendo analisada para

patenteamento junto com as atividades farmacolégicas.

Os compostos 3d e 3f analogos ao SKF-38393 foram obtidos com um grau de
pureza acima de 65% por GC-MS e LC-UV-MS e precisam ser mais bem isolados e
purificados. A série de compostos 3d-g foram encaminhados para estudos

farmacoldgicos.
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ESI(+)-MS

ESI (+) -MS do composto 1c

107

_0
~o NH
Intens. ] +MS, 0.0-0.4min #1-24
%107 ] [M+H]*
1.5 2621801
1.0]
0.5
4 151.0752
0.0 —L— T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z
Meas. m/z # lonFormula Score m/z err[mDa] err[ppm] mSigma rdb eA” Conf N-Rule
2621801 1 C16H24NOZ2  100.00 262.1802 0.0 01 175 6.0 even ok
ESI (+) -MS do composto 1d
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ESI (+) -MS do composto le
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ESI (+) -MS do composto 3f
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LC-UV para o composto 1d
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LC-UV para o composto le
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LC-UV-MS para o composto 1f
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Retention Time: 3.4 min

Relative Peak Area: 91.36 %



LC-UV para o composto 2c
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LC-UV para o composto 2d
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LC-UV para o composto 2e
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LC-UV para o composto 3d
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Retention Time: 11.6min
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LC-UV-MS para o composto 3f

Intens. | 68994 [Vc-LACTAM_1tolk_10275.d: BPC +All M9
x107-
3_
2_
1
0] — . sy
Intens. 68994 _IVc-LACTAM_1tolk_10275.d: UV Chromatogram, 200 nm
[mAUT
2001
| 14 s
A_:_l}\
(|
=200+
L L L L B A
0 5 10 15 20 25 30 35 Time [min]

Retention Time: 11.8min

Relative Peak Area: 57.17 %
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Composto 1d
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Composto le
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Composto 2d
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