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| - INTRODUGAO

A esquizofrenia, mal que atinge cerca de 1% da populacdo mundial,
foi onginalmente chamada por Emil Kraepelin, psiquiatra suigo do século 19,
de “deméncia precoce”, para identificar um grupo de pacientes psicéticos
jovens que vieram a desenvolver a deméncia. Euler Bleurer notou que a
maioria dos pacientes com psicose e distlarbios afetivos similares nao se
tornavam gravemente dementes, renomeando o disturbio para
“esquizofrenia” (Meltzer et al., 1999).

Mais do que um disturbio de caracteristica Unica, a esquizofrenia se
caracteriza por agregado de sintomas diferenciados positivos e negativos,
cognitivos e de humor, que juntos concorrem para o agravamento das
fungées de ordem ocupacional e social dos individuos portadores (Marder,
1999).

A clorpromazina e o haloperidol foram os primeiros farmacos a
serem introduzidos na terapéutica nas décadas de 50 e 60. Tais
medicamentos sdo bastante eficazes pnncipalmente quanto ao tratamento
dos sintomas positivos (ex.: ilusdes, delirios, entre outros) e desencadeiam
fortes efeitos adversos de ordem motora, conhecidos como efeitos extra-
piramidais (EEP).

A introduc¢do da clozapina na terapéutica nos EUA em 1990 causou
intensa discussdao sobre as bases neuroquimicas da esquizofrenia e dos
provaveis mecanismos de agdo dos agentes antipsicéticos (AP). A razédo
para tanto foi o perfil “atipico” deste farmaco, que exibe atividade
antipsicotica eficaz, porém nao desencadeia os EEP nas doses clinicas
administradas (Fleischhacker, 2002).

Fortes evidéncias sustentam a hipétese da hiperativagao
dopaminérgica como causa dos disturbios esquizofrénicos, uma vez que
agonistas de dopamina (ex. anfetamina) desencadeiam em humanos os
sintomas positivos da esquizofrenia (ex. alucinagbes) eliminados por

administragdo de antagonistas de dopamina.
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Seeman (1987) mostrou a forte correlagdao entre as doses clinicas
dos AP e as suas afinidades pelos receptores de dopamina D..

A atipia do comportamento da clozapina foi atribuida a sua afinidade
e falta de seletividade frente aos principais receptores envolvidos na
esquizofrenia (ex. D4, D2, 5-HT2, ay-adrenérgico e az-adrenérgico, H, e My)
(Kapur et al., 2001a). Mais importante & o fato de a clozapina mostrar maior
seletividade frente aos receptores 5-HT2 em comparagao com receptores Da.
Isto abriu espago para a introdugao de agentes antagonistas mistos de
serotonina-dopamina (SDA), caracterizados por afinidade substancial aos
receptores 5-HT2, e alguma afinidade aos receptores D> (Marder, 1999),
idéia originada e defendida por Meltzer et al. (1991).

Kapur et al. (2001b) discutem o modelo de Meltzer et al. provando
ser possivel a acao antipsicética sem a geragao dos EEP mesmo entre
agentes totalmente seletivos aos receptores Dz, a exemplo da amissulpirida,
farmaco pertencente a classe quimica das benzamidas. Os autores,
entretanto, nao discordam do fato levantado por Marder (Marder, 1999) de
que os antagonistas D, possam estar restritos ao tratamento dos sintomas
positivos da esquizofrenia, em detrimento dos demais, principalmente os
cognitivos e de humor.

Embora tenha-se avangado muito e rapidamente na compreenséao e
tratamento da esquizofrenia e demais distirbios psicéticos, ainda resta muito
a ser feito, especiaimente quanto a introdugao de farmacos mais seguros,
eficazes e de efeitos adversos diminuidos.

A exploragdo de novos protétipos de benzamidas, antagonistas
seletivos de receptores D;, contribui significativamente com este avango,
visto ser esta classe de compostos promissora em termos de novos agentes

atipicos.
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Il — OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Este trabalho tem como objetivo o planejamento, a sintese e a
avaliagao inicial de novos protétipos de agentes antipsicéticos da classe das
benzamidas e derivados nicotinicos, que contenham um anel pirrolidinico
substituido nas posi¢gbes 2, 3 ou no nitrogénio, em sua estrutura moiecular.

Fundamentalmente, procura-se entender quais sdo os fatores
determinantes da afinidade e seletividade entre os receptores estudados (D2,
5-HT3 e nAChR a4p2 € a7) frente ao processo de modificagdo molecular do
anel pirrolidinico, em regido quase que inexplorada até entao por estudos de
REA ou SAFIR.

Finalmente, objetivou-se a avaliagcdo da metodologia de sintese da
sub-estrutura heterociclica dos derivados benzamidicos e nicotinicos via

iodociclizagao de p-enaminoésteres.
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Ill - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nosologia das Psicoses

Segundo Baldessarini (1996), as psicoses estido entre os disturbios
psiquiatricos mais graves, caracterizados pelo prejuizo do comportamento,
falta de habilidade no pensar correto e compreensido da realidade. As
disfungoes psicoticas comumente agregam as falsas crengas (ilusdes) e as
sensagdes anormais (alucinagdes). Ha suspeitas de que os distarbios
psicéticos tenham uma base neurobiolégica, mas sao distintos das
sindromes cognitivas dos delirios e deméncias.

A etiologia de tais distirbios ainda & desconhecida. Propostas de
causas genéticas e de anomalias no neurodesenvolvimento, além de causas
ambientais tém sido postuladas. Sindromes representativas desta categoria
incluem a esquizofrenia, psicoses breves, disfungées ilusivas, e os aspectos
psicéticos comuns nas principais alteragdes do humor, como a mania e a
depressao grave.

As debilidades de ordem psicética sao caracterizadas pelas
desorganizagées no processo de pensamento, como comunicagdes ilégicas
e idiossincraticas, comportamento inconveniente e irracional e varios graus
de alteracdo do humor que podem variar desde excitagdo elevada até
retraimento emocional grave. As psicoses idiopaticas caracterizadas
principalmente pelas disfungbes cronicas de pensamento e retraimento
emocional e, freqientemente associadas com ilusées e alucinagbes séo
chamadas de esquizofrenia.

A esquizofrenia é distarbio mental grave que afeta cerca de 1% da
populagdo mundial. Cerca de 25% dos pacientes tratados com farmacos
adequados sao restabelecidos em periodo de cinco anos e 65% apresentam
problemas recorrentes durante varios anos. Cerca de 15% dos pacientes
cometem suicidio. Os custos sociais e pessoais desta disfungdo psiquica
sdo bastante substanciais, incluindo os custos da farmacoterapia,
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hospitalizagao, médicos e servigos relacionados e a perda da produtividade
no ambiente de trabalho (Rowiley et al., 2001).

Os sintomas clinicos da esquizofrenia se apresentam de forma
bastante acentuada entre a adolescéncia (aos 15 anos) e a fase adulta (45
anos). Mardem (1999) destaca os sintomas caracteristicos presentes na
esquizofrenia: 1) sintomas positivos (ilusdes, alucinagdes, discurso
desorganizado, catatonia); 2) sintomas negativos (rebaixamento afetivo,
alogia, avoligao, edonia); 3) sintomas cognitivos (atengao, memoria, fungdes
executivas) e 4) sintomas de humor (disforia, tendéncia ao suicidio e falta de
esperanga).

O termo ‘“esquizofrenia”, que siginifica cisdo (schism) no
funcionamento mental, foi introduzido por Eugen Bleuler (1911), psiquiatra
suico. Esta cisao &€ marcante na deméncia precoce. A Emil Kraepelin (1896)
se atribui os fundamentos do conceito moderno de esquizofrenia. Bleuler,
entretanto, ampliou os conceitos de Kraepelin tratanto a deméncia precoce
como disfungéo, caracterizada pela cisao do funcionamento cerebral - que
pode ser manifesta ou latente, branda ou grave, ao contrario de uma doencga
grave, cronica, sem causa externa, que acomete individuos jovens e
saudaveis e tem potencial efeito degenerativo. Esta abordagem Bleulenana
reorientou 0 conceito de esquizofrenia enfatizando as causas psicologicas
subjacentes a sintomatoliogia observada.

Esta mudan¢a de pensamento foi profundamente influenciada por
Sigmund Freud (Martin, 1997) e seus seguidores, que viam a neurose e a
esquizofrenia como espectro de disfungbes de gravidade emocional variavel,
mas resultantes do mesmo mecanismo psicolégico.

Tais idéias influenciaram a formula¢dao do primeiro Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-I), que implicitamente nao
enfatizava os fatores biolégicos constitucionais da esquizofrenia,. Tal fato
ocorreu mesmo em sua segundo versao (DSM-II), publicada vinte anos ap6s
(1960), a despeito dos grandes avangos da psicofarmacologia, neurobiologia
e genética, que firmaram a importancia dos fatores biolégicos no
comportamento humano. Mesmo as versées subseqiientes, o DSM-IIl, DSM-
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lI-R e DSM-IV, refletem, em muitos aspectos, retorno aos conceitos de
Kraepelin e Bleuler (Martin, 1997).

Talvez a tendéncia seja devida ao fato de que, a despeito das
inOmeras pesquisas biologicas, nenhum marcador bioldégico ou teste
laboratorial € capaz de diagnosticar a esquizofrenia, restando somente a
opg¢ao do julgamento clinico (Chaves, 1994). Os cntéros diagnosticos
usados atualmente sdao o DSM-IV (APA, 1994), da Associagao Psiquiatrica
America e o CiD-10 (OMS, 1993), da Organiza¢ao Mundial da Saude.

Segundo Martin, os critérios para diagndstico da esquizofrenia
estabelecidos pelo DSM-IV requerem dois ou mais dos seguintes sintomas
caracteristicos, persistentes pelo periodo minimo de um més: ilusdes,
alucinagdes, discurso desorganizado, comportamento muito desorganizado
ou catatonico e sintomas negativos. Contudo, somente um destes sintomas
é suficiente, caso as ilusées sejam bizarras ou as alucinagdes consistirem
em voz, ou vozes, que falam entre si. Apds longo periodo do inicio do
disturbio, uma ou mais atitudes do comportamento social mostram-se
diminuidas, tais como trabalho, auto-cuidado e relagbes interpessoais. Os
sinais dos disturbios devem perdurar pelo prazo de seis meses, incluindo um
més da fase sintomatica ativa. O diagnoéstico deve excluir os disturbios
esquizoafetivos e de humor. Estes ndo devem ser causados pelo uso de
medicamentos ou abuso de drogas ou alguma condigdo genérica.

O DSM-IV classifica a esquizofrenia em cinco subtipos. A
esquizofrenia parandide, desorganizada (ou hebefrénica), catatbnica,
indiferenciada e residual.

No tipo parandide ha predominio de delirios, mais ou menos
estaveis, ndo aparecendo a desagregagao do pensamento e 0 embotamento
afetivo.

O tipo hebefrénico, ou desorganizado, caracteristico do inicio da
adolescéncia, pode apresentar ilusGes e alucinagbes, porém nao
proeminentes. A desagregagdo do pensamento, desorganizacdo do
comportamento e afeto superficial e inadequado sao as suas caracteristicas

marcantes.
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A esquizofrenia cataténica reune as caracteristicas de altera¢oes
psicomotoras, como imobilidade, postura inapropriada ou bizarra,
movimentos esteriotipados, ecolalia e copraxia’, atividade motora excessiva
sem propdsito ou estimulo externo.

A forma indiferenciada é aquela que agrega todos os sintomas da
esquizofrenia, com excec¢do daqueles presentes nas formas ja citadas.

Finalmente, a forma residual, na qual ha evidéncia continua de
tristeza emocional caracterizada pela presenca dos sintomas negativos, ou
dois ou mais sintomas caracteristicos da esquizofrenia em forma acentuada
(ex.: crendices estranhas e percep¢dées nao usuais). Entretanto, ndo se
observa o aparecimento de ilusées, alucinagbes ou comportamentos
desorganizados ou catatdnicos.

Segundo Chaves (1994), os transtornos esquizofrénicos
caracterizados pelo CID-10 sdao mais ligados as fungdes basicas,
responsaveis nas pessoas normais pelo senso de reponsabilidade,

unicidade e dire¢do de si mesmas.

* Ecolalia - ato de repetir o som ou palavra que acaba de ouvir;
Copraxia - tique motor gue envolve agdes involunidrias e obscenas, socialmente inaceitdveis.
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3.2. Hipdteses neuroquimicas da esquizofrenia

Pela falta de evidéncias, aceita-se que a esquizofrenia seja termo
englobando grupo de disturbios, exteriorizados por fenétipo comum e nao
doenca de identidade unica ( Meltzer et al., 1999a).

Para a explicagao da etiologia destas disfuncdes, destacam-se as
hipéteses neuroquimicas dopaminérgicas, serotoninérgicas e
glutaminérgicas. Como por si s6 ndo explicam a contento, sdo considerados
outros sistemas como o GABAeérgico, colinérgico e os mediados por alguns
neuropeptideos transmissores (Rowley et al., 2001; Meltzer et al., 1999b).

A hipotese dopaminérgica baseia-se na observa¢do de que certas
substincias clinicamente eficazes no tratamento da esquizofrenia, como a
clorpromazina e o haloperidol (Figura 1), aumentam os niveis de dopamina
(DA) e norepinefrina (NE) no cérebro de roedores e possuem aita afinidade
pelos receptores D2 (Carilsson et al., 1963, Creese et al., 1976; Seeman,
1987). Além disso, a administragdo repetitiva de anfetamina em humanos
induz & psicose parandide, com sintomas similares aqueles observados nos
pacientes esquizofrénicos. Apesar disto, ha poucas evidéncias diretas, a
partir de estudos neuroquimicos post-mortem em pacientes esquizofrénicos
niao medicados, para substanciar anormalidade da fungdo neuronal da
dopamina central. Contudo, estudos clinicos recentes em pacientes
esquizofrénicos nao medicados mostraram que a administragdo aguda de
anfetamina diminui sensivelmente o potencial de ligagao do ['ZI)-IBZM
(Figura 1) aos receptores D2 e D3 na regido estriatal, verificado mediante
SPECT (Single-Photon-Emission-Computerized-Tomography) em relacéo ao
grupo controle, indicando aumento pronunciado na liberagdo de dopamina
em individuos esquizofrénicos (Laruelle et al., 1996).

Um dos marcos histéricos para a hipétese dopaminérgica, foi a
descoberta da clozapina, agente antipsicético eficaz, que possue baixa
afinidade e fraca atividade antagonista aos receptores D» nas doses
terapéuticas e boa afinidade e atividade antagonista frente aos receptores S-
HT,, e az-adrenérgico (Svenson, 2000). Isto abriu o caminho para a busca
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de novos agentes antipsicoticos e revelou que a hipétese dopaminérgica per
se nao é suficiente para explicar esta disfun¢ao complexa.
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Figura 1 — Alguns ligantes de receptores D,.

A serotonina (5-HT), mediador responsével por diferentes fungbes
somaticas e de comportamento, tambeém parece estar relacionado com o
aparecimento da esquizofrenia (Meltzer et al.,, 1999a), ja4 que algumas das
suas agdes podem resultar nos sintomas caracteristicos dessa psicose como
as alucinagbes, cognigdo, humor, agressdo, libido, apetite alterado,
atividade motora, limiar da dor, fungdes endécrinas e sono.

A hipétese serotoninérgica fundamenta-se no fato de que varios
agonistas de serotonina (5-HT), como exemplo a mescalina, a bufotenina e a
LSD (Figura 2), produzem alucinagdbes em humanos e, portanto, sugerem o
envolvimento da 5-HT na etiologia da esquizofrenia (Wooley et al., 1954).
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Figura 2 - Alguns agonistas de serotonina

Estudos post-morterm recentes mostraram decréscimo na densidade
dos receptores 5-HT2,, no cortex de pacientes esquizofrénicos (Burnett et al.,
1996; Gurenich ef al., 1997).

O argumento mais importante em relagao ao papel da 5-HT na
esquizofrenia fundamenta-se no mecanismo de ag¢ao de novos agentes
antipsicéticos ditos atipicos, ou de segunda geragéo. Tais compostos, além
de nao produzirem os indesejaveis efeitos motores (EEP), mostram-se
eficazes no tratamento das disfun¢gées cognitivas e dos sintomas positivos e
negativos. Alguns destes apresentam afinidade balanceada entre os
receptores de serotonina e dopamina e por isso sao chamados de
antagonistas de serotonina-dopamina (SDA), embora existam exemplos de
agentes atipicos que ndo se ligam aos receptores de 5-HT. Alguns exemplos
de AP atipicos sdo a clozapina, a olanzapina, risperidona, ziprazidona,
sertindol e o M100907.

A clozapina, antipsicotico atipico (ndo apresenta os efeitos motores
indesejaveis, conhecidos como efeitos extrépiramidais - EEP), exibe ailta
afinidade pelos receptores 5-HT2; em contraste com os receptores D2. Nas
doses clinicas administradas, a clozapina ocupa cerca de 40% dos
receptores Dy, enquanto que a taxa de ocupagio dos receptores 5-HTz, € de

85-95% (Nyberg et al., 1996).
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Segundo Meltzer et al. (1991) a razdo entre as afinidades dos
ligantes aos receptores 5-HT2, € D2 em humanos deve ser superior a 1,0
para auséncia de EPS, ou seja, a razao pKi 5-HT2/ pKi D> > 1,0. Isto esta
relacionado ao carater atipico de alguns dos agentes antipsicoticos.

Estudos recentes tentam elucidar se a alta afinidade pelos
receptores 5-HT2, per se é suficiente para explicar a atividade antipsicética.
Assim, novos antagonistas seletivos de receptores 5-HT,, foram testados
como agentes antipsicoticos promissores, entre os quais o composto
M1000907 e a fanansenna (Rowley et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3 — Novos antagonistas seletivos de receptores 5-HT,.

Contudo, Kapur et al. (2001b) ressaltam que todos os esforgos em
se produzir um AP sem agao antidopaminérgica ao nivel dos receptores D>
tém sido infrutiferos. Assim, farmacos potenciais que bloqueiam
especificamente receptores 5-HT2; (M 100907), D4 (L-745-850), 5-HT24/D4
(fananserina) e D4 (SCH 23390) falharam em testes clinicos.

A hipétese glutaminérgica sugere que a hipofungédo deste sistema
nos neurdnios do SNC esteja associada com a etiologia da esquizofrenia
(Tamminga, 1998; Javitt, 1996; D'Souza et al, 1995). Esta hipotese foi
primeiramente postulada devido aos baixos niveis de glutamato encontrados
" no fluido cerebro-espinal de individuos esquizofrénicos (Kim et al., 1980) e
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com a constatacdo de que isto se correlaciona inversamente com a
gravidade dos sintomas positivos da esquizofrenia (Faustman, 1999).

Estudos post mortem confirmam a modulagdo (up regulation) dos
receptores de glutamato, especificamente de N-metil-D-aspartato (NMDA),
em certas regides do cérebro, como possivel conseqiiéncia da redugdo da
liberagdo de glutamato (Sherman et al, 1991, Grinwood et al., 1998;
Ishimaru et al., 1994, Toru ef al., 1992). A evidéncia mais forte, porém, vem
do fato de que individuos normais experimentam sintomas parecidos com a
esquizofrenia sob administragdo de antagonistas nao competitivos de
NMDA- como a cetamina e a fenciclidina (Figura 4). Tais sintomas sao
exarcebados em pacientes esquizofrénicos sob as mesmas condi¢gbes
(Krystal et al., 1994; Cohen et al., 1959).
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Figura 4 — Antagonistas ndo competitivos de NMDA.

Grande énfase tem sido dada a hiperfun¢do dos sistemas
dopaminérgico e serotoninérgico. Sabe-se que o sistema colinérgico também
esta associado a estes sistemas, principalmente com o primeiro, no qual o
aumento dos niveis de acetilcolina (ACh) resulta em decréscimo do nivel de
dopamina (DA) e vice-versa.

Assim, agonistas de acetilcolina (ACh) podem modular o sistema
dopaminérgico e indiretamentamente agirem como antipsicoticos (Bymaster,
1999).

Sinopse elucidativa de todos os sistemas neuroquimicos envolvidos
na esquizofrenia é dada por Meltzer ef al. (1999b), na qual listam-se as

hipéteses dopaminérgica, serotoninérgica, GABAérgica, glutamatérgica,
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colinérgica e de alguns neuropeptideos que atuam como neurotransissores
(ex.: neurotensina, colecistocinina-CCK e neuropeptideo-Y-(NPY)).

A etiologia da esquizofrenia ainda é um campo de pesquisa aberto.
Sem duavida vira a sofrer forte impacto dos avangos tecnolégicos deste
século, tais como da tecnologia do chip genético, do proteoma, dos animais
transgénicos e do apnmoramento das técnicas de mapeamento como o PET
(Positron Emission Tomography-Tomografia por Emissdo de Pésitrons) e
SPECT. Estas tecnologias causardo impactos importantes no processo de
desenvolvimento de novos farmacos e na sintese de ligantes especificos
como “sondas” farmacoldgicas Uteis na compreensao das bases moieculares
da esquizofrenia, bem como das suas possiveis formas de tratamento
(Rowley et al., 2001).

3.3. Farmacoterapia via agentes antipsicoticos e seus mecanismos de

acao

O tratamento classico das psicoses, em especial da esquizofrenia,
consiste na administracao de antagonistas de dopamina (DA). Tais farmacos
agem competitivamente com a DA, bloqueando o0s seus receptores,
normalizando assim a freqiténcia de disparos espontaneos dos neurdnios
dopaminérgicos.

Com a finalidade de se compreender melhor a agéo dos agentes AP,
detalha-se, a seguir, o processo de sinalizagdo neuronal, as relagbes entre a
estrutura e a atividade (REA) das principais classes de farmacos e as
diferengas fundamentais entre os AP tradicionais (ou tipicos) e os de
segunda geragao (atipicos), bem como as implicagdes tedricas decorrentes
desta diferenciagdo na discussdo e refinamento das hipdteses

neuroquimicas da esquizofrenia.
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3.3.1. Sinalizagcdo neuronal e o mecanismo de acao dos agentes

antipsicoticos (Siegel et al., 1999)

3.3.1.1. Arquitetura neuronal do sistema nervoso central (SNC)

Os neurdnios s&o células especializadas que permitem a
comunicagdo no SNC. Tal comunicagéo é tipicamente de natureza elétrica e
quimica. A comunicagdo no intenor do neuronio & principaimente elétrica ao
passo que entre os neurdnios é geralmente quimica. Estas células nao se
unem fisicamente umas as outras, mas s&o separadas por pequenos
“vazios” chamados sinapses. A transmissao sinaptica & de natureza quimica
e & efetuada por meio de moléculas especializadas conhecidas como
neurotransmissores (NT).

A estrutura do neurbnio é composta de aiguns elementos
fundamentais: dendritos (recebem o sinal de entrada), corpo celular (centro
do controle da célula), axénio (transmite o sinal até o terminal) e o terminal

(final do axdénio que contem o NT) (Figura 5).

3.3.1.2. Comunicagao interneuronal

O processo de comunicagdo entre os neurbnios, ou
neurotransmissao, inicia-se quando um sinal elétrico, vindo do corpo celular
migra através do axonio e atinge o terminal do neurdnio. Isto faz com que
haja influxo de ions (ex.: Ca*? em neurdnios excitatérios) para dentro do
terminal, causando a migrag¢io das vesiculas sinapticas portadoras do NT e
sua fusdo com a membrana celular, disso resultando o esvaziamento do NT
para dentro da fenda sinaptica.

O NT é entdo detectado por estruturas protéicas localizadas nas
membranas dos neurdnios pos-sinapticos, chamadas de receptores, cuja
fungio é captar o sinal quimico e transmiti-lo para dentro da céiula. Este
sinal serad processado e transformado em um novo impulso elétrico que
reiniciara o ciclo de propagacao entre a extensa rede de neurdnios (Figura

6).
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Figura 5 - Estrutura neuronal e sinapse.

Figura 6 - Etapas da neurotransmissao.
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A Tabela | mostra a concentragdo dos ions mais importantes nos
meios intra e extracelulares em neurdnios de mamiferos e da fula, e suas

permeabilidades relativas através da membrana.

Tabela | - Permeabilidade e concentragoes ionicas em
membranas biologicas de mamiferos e lula

lons Permeabilidade  Concentragbes molares (mM)
idnica da dos ions comuns em neurdnios
membrana (Px) de mamiferos
e lula
Mamiferos Intracelular Extracelular
K* 1 140 5
Na* 0,04 5-15 145
Cr 0,45 4-30 110
Ca"* 0,0001 1-2
Lula Intracelular Extracelular
K* 1 400 20
Na* 0,04 50 440
Cr 0,45 40-150 560
Ca"? 0,0001 10

Os potenciais de Nernst (potenciais de equilibrio) para estes ions
sao calculados a seguir.

Ex+ = 61,5/1 . log(5/140) = -89 mV

Enas = 61,5/1 . log(145/18) = 56 mV

Ecr = 61,5/(-1) . log(110/17) = -64 mV

Eca+2 =61,5/2 . log(1/0,0001) = 123 mV

Constata-se, experimentalmente, que as membranas celulares em
repouso sao permeaveis aos ions K" e CI". Disto resuita potencial elétrico
negativo no interior do neurénio. A membrana em repouso é dita polarizada.
Quaiquer perturbagdo deste equilibrio causara um acréscimo
(despolarizagao) ou decréscimo (hiperpolarizagdo) do potencial de repouso.
Dessa forma, o influxo de fons Na* ou Ca'?, por exemplo, causa
despolanzagao da membrana, por elevar o seu potencial elétrico.
Analogamente, o influxo de CI" ou K* causa hiperpolarizagdo da mesma.
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Potencial Local - A abertura de canais ibnicos, resultante da
interagao do NT com o receptor a ele associado, permite a difusdo de ions
através da membrana, alterando o seu potencial em diregdo ao potencial de
reversao (repouso) do ion em questdo. Como exemplo, a abertura dos
canais de Na" e K" nos receptores de ACh por ocasido da ligagao do NT faz
com que a membrana seja despolarizada até um potencial préximo de 50
mV, que € o potencial de reversdo do ion sédio. Estas alteragdes locais de
potencial elétrico sao chamadas de potencial local. Um fator importante na
geragao do potencial local (ou potencial sinaptico) é que a forca motriz do
mesmo reside na diferenga entre o potencial de repouso pos-sinaptico e o
potencial de reversado (ou equilibrio) do ion que difunde para o interior do
neurdnio. Quanto maior esta diferenca, maior é a intensidade do potencial

local.

Potencial de agdo - Como ja mencionado, o potencial de agao, ou
impulso elétrico, ou ainda o “disparo” do neurdnio, depende de todo o
processo dinamico de difusdo ibnica através da membrana. A soma de
varios potenciais locais pode dar origem ac potencial de a¢do quando o valor
atinge o limiar de -40 mV (despolarizagao). Esta soma pode ser femporal ou
espacial. No primeiro caso, ha sobreposi¢ao entre um impulso que ainda nao
voltou ao nivel basal com um novo potencial local gerado, caso estes sejam
no mesmo sentido (mesmo sinat). Caso hajam diferencas de sentido, estes
podem anular-se mutuamente. A outra possibilidade é a soma espacial de
potenciais locais através de varios pontos adjacentes na membrana.
Qualquer valor abaixo do limiar ndo gera o potencial de agéo, sendo este
entao um processo ativo do tipo “tudo-ou-nada”

Os canais idnicos, ao serem abertos pela agao do NT, permitem um
influxo muito maior de Na* do que efluxo de K', o que provoca efeito
despolarizante auto-alimentado, ou seja, quanto mais Na* entra, mais
permedvel fica o canal idnico a ele.

A corrente despolarizante de Na* supera a corrente repolarizante de
K* e o neurdnio entdo atinge o potencial limiar para disparo. Isto porque ha
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uma diferenga na cinética de abertura e fechamento dos canais de Na* e K*,
sendo os primeiros mais rapidos. Outro fato importante é a possibilidade dos
canais de Na® sofrerem inativagdo tendo conseqiiéncias importantes na
cessac¢ao do efeito e regeneragdo do potencial de repouso.

A fase de retorno ao valor base (potencial de repouso) é conhecida
como repotarizacdo. Nesta fase, o neurdnio fica insensivel a novos estimulos
(periodo refratario).

Os canais de sddio se fecham por processo lento de desativagéo
enquanto que os canais de K' permanecem abertos e o efluxo de K*
contribui para a repolarizagdo da membrana ao nivel basal. O neurdnio
estara pronto para um novo disparo (potencial de agao) quando os canais de
sddio se recuperarem de seu estado inativo para o estado de repouso e a

membrana atingir o seu potencial de repouso.

3.3.1.2.2. Caracteristicas fundamentais dos NT

Mais de 100 peptideos e 10 pequenas moléculas compdem o
universo de substancias neurotransmissoras, incluindo fundamentaimente 4
classes quimicas: aminoacidos, aminas, peptideos e gases. A tabela Il

mostra as substancias mais comuns em cada classe.

Tabela Il: Os NT mais comuns e suas classes quimicas

Aminoacidos aminas peptideos gases
Acido y- Acetilcolina (ACh)  Encefalina (Enk) Oxido
aminobutirico nitrico (NO)
(GABA)

Glutamato (Glu) Dopamina (DA) N-Acetilaspartilglutamato Mondxido
(NAAG) de carbono
(CO)
Glicina (Gly) Epinefrina Neuropeptideo Y

Histamina Somatostatina Y

Norepinefrina(NE) Substancia P

Serotonina (5-HT) Polipetideo intestinal
vasoativo (VIP)

Por definigao, uma substidncia deve respeitar os seguintes critérios

para ser considerada um NT:
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1) Deve estar presente no terminal do neurénio

2) As enzimas necessarias para a biossintese devem estar
presentes no terminal (para a maioria do NT)} ou no corpo celular
(para os neuropeptideos)

3) A substancia deve ser liberada do neurdnio pré-sinaptico sob
estimulagao

4) A substancia quando aplicada de fora, deve reproduzir o efeito da
estimulagao neuronal

5) A acao da substancia, quando exdgena, deve ser bloqueada por
antagonistas competitivos da mesma forma para com a
estimulagcao endégena

6) Deve haver um mecanismo de termina¢ao do efeito (tais como

transporte € metabolismo).

3.3.1.3. Mecanismo de agdo dos agentes antipsicoticos (AP)

A proposigdo de um mecanismo de agdo para os agentes AP
fundamenta-se nas hipéteses neuroquimicas anteriormente discutidas. E um
tanto quanto ingénuo propor um mecanismo de acgao definitivo dos AP visto
a propria etiologia da esquizofrenia ainda ndo ser plenamente conhecida.
Porém, um fato que é comum a todos os agentes AP conhecidos é a
afinidade com os receptores de dopamina D,. Seeman (1987) provou a
existéncia de forte correlacao entre as doses clinicas de AP e suas
afinidades pelos receptores Da.

Portanto, a hipdtese dopaminérgica classica ainda € a que melhor
explica o fenémeno da esquizofrenia e 0 antagonismo competitivo dos AP
com a DA o mais plausivel mecanismo de acdo (Kapur et al., 2001b). Com
isso nao se quer dizer que as outras hipoteses (serotoninérgica,
glutaminérgicas, entre outras) nao sejam validas, mas que necessitam de
melhor fundamentagédo. A discussdo sobre a origem da atipicabilidade nos
agentes AP feita a frente esclarecera meihor este ponto de vista.

A Figura 7 mostra estas etapas, auxiiando a compreensao dos pontos de

agao possiveis para os AP.
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1°) O primeiro passo é a capta¢ao da L-tirosina, bioprecursor da DA, para

dentro do neurdnio.
Embora seja teoricamente possivel interferir na oferta deste

aminoacido, este nao € um alvo efetivo para a manipulagao terapéutica.

2°) No interior dos neurdnios dopaminérgicos meso-corticais a L-
tirosina & oxidada a diidroxifenilalanina (L-DOPA) por acdo da enzima
tirosina hidroxilase (TH) e transportada até as terminacgées. Esta é a fase
limitadora da velocidade da biossintese da DA.

A sintese de inibidores enzimaticos ainda é restrita a estudos
farmacolégicos e nao aplicavel clinicamente.

3°) A L-DOPA é entso descarboxilada a DA por agiao da DOPA
descarboxilase (piridoxalfosfato). A DA é entao armazenada em vesiculas.

Existem alguns agentes depletores de armazenamento de NT,
disponiveis no mercado (ex.: reserpina, tetrabenazina), que ndo sao muito
seletivos.

4°) As vesiculas portadoras de DA se fundem a membrana em
conseqiéncia da despolanzagio do neurdnio e propagacao do potencial de
acao. Isto ocorre na dependéncia de ions Ca*?, Apés fusdo, a DA é
despejada na fenda sinaptica.

O litio inibe a liberagao de DA, provavelmente por interfenr no
processo de fusdo da vesicula com a membrana. Sais de litio tém sido
usados como moderadores de humor. Outros agentes, como a anfetamina,
funcionam como agonistas indiretos de DA, por facilitarem a liberagao da
DA.

5° Uma vez presente na fenda sinaptica, a DA migra em diregéo aos
receptores do tipo D1 (D1 € Ds) e D2 (D2, D3 e D4) presentes no neurdénio pds-
sinaptico e aos auto-receptores (D2). Os primeiros (tipo D) estao associados
a proteina Gs, que estimula a enzima adenilciclase, responsavel pela sintese
de AMP ciclico. Isto inicia uma cascata de passos intracelulares, envolvendo
a sintese de segundos mensageiros, que, em ultima instancia, resultara no
efeito final de abertura dos canais idnicos. Por outro lado, a ligagéo da DA
com os receptores do tipo D2 leva a atenuagdo do efeito, pois estes
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receptores estao ligados a proteina Gi, que inibe a sintese de AMP ciclico

via inibi¢ao da adenilciclase.

OPAMI NEURONIO RECEPTOR
NEUECR)EESAmIGg ico POS-SINAPTICO

Figura 7 - Pontos de agao dos agentes antipsicoticos.
(Fonte: Baldessarini, 1996)

Estes dois tipos de receptores (D4 e D2) funcionam, de forma
analoga, ao “acelerador” e “freio” , respectivamente, de um automoével.

Os receptores do tipo D2 estdo funcionalmente ligados a fosfolipase
C (PLC). As subunidades B{( liberadas apés a ativagdo de Gi ativam os
canais de K e estimulam a PLC, que converte o bifosfato de fosfatidilinositol
(PIP2) em trifosfato de fosfatidilinositel (Pls) e diacilglicerol (DAG), com
respectiva modulagao secundaria de Ca*? e proteinas quinases (PKC).

A agao da DA nos autoreceptores D, somatodendriticos (localizados
no corpo celular) ativa a proteina Gi e inibe a biossintese da DA dependente
de AMP ciclico. Isto ocorre pela diminuigdo da fosforilagido da tirosina
hidroxilase (TH) responsavel pela formagdo da L-DOPA. Efeito oposto é

resultante da ativagao dos receptores de adenosina A..
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A ativagdo dos auto-receptores D2 presentes na regido terminal
limita a liberagdo da DA para a fenda sinaptica, possivelmente pela
modulagéo das correntes de Ca*? e K*.

Sem duvida alguma os principais alvos na pesquisa de novos
farmacos ativos no SNC sdo os receptores. A finalidade de uso de AP tem
sido explorar o efeito bloqueador (antagonismo competitivo) destes sobre os
receptores cerebrais D1 e D.. Todos os agentes AP (ou neurolépticos)
bloqueiam os receptores e auto-receptores D,. Alguns, como os agentes
triciclicos (ex.: fenotiazinicos, tioxanténicos, clozapina), bloqueiam também
os receptores Ds. Ainda n&o se tem explicagdo clara do porqué do efeito
antipsicotico ser especificamente relacionado com os receptores D; puros.
Estudos recentes mostraram que antagonistas especificos dos receptores D3
e D4 falharam na clinica. Adiante, sera feita discussdo mais abrangente
sobre este assunto ao se falar sobre os AP atipicos (ou de segunda
geragao). Os sais de litio também atuam como moderadores de humor por
inibirem a fosfatase responsavel pela hidrolise do IP e liberagao do inositol.

6°) Outra possibilidade para a DA presente na fenda sinaptica é a
sua recaptagao para o interior do neurdnio pré-sinaptico via transportadores.
Estes sao proteinas especializadas, ligados a membrana e semelhantes aos
receptores ligados as proteinas G (GPCR). A diferenga fundamental entre
eles & que os transportadores cruzam a membrana plasmatica 12 vezes ao
passo que os GPCR a cruzam 7 vezes. Cada NT tem um transportador
especifico.

Uma vez recaptada para o interior da célula, a DA livre presente no
citoplasma pode inibir o seu processo de biossintese via mecanismo de
feedback. Outra possibilidade @ o metabolismo da DA por agdo das enzimas
monoaminoxidases (MAO) presentes na superficie externa das membranas
mitocondriais.

A DA que permanece na fenda sinaptica também pode sofrer
degradagao por agdo das enzimas catecolaminotransferases (COMT)

presentes nas células da glia e também por alguns tipos de MAO (Figura 8).
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A tropolona e a pargilina sao respectivamente inibidores da COMT e
da MAO.

H H H
OH OMe OMe
COMT MAO
NH, NH,

CHO
Dopamina 3-O-Metiklopamina HVAldeido
MAO
H H
OH OH OMe
Aldeido COMT
—_— —_—
oxidase
CHO CO,H COH

DOPAldeido DOPAC Ac. Homovanilico (HVA)

Figura 8 - Dopamina e seus principais metabdlitos.

Como comentado anteriormente, a hip6tese dopaminérgica embora
plausivel ndo é a Unica candidata a explicar a esquizofrenia. Portanto, o
antagonismo competitivo ao nivel dos receptores Dy e D, ndo & o Unico
mecanismo de agao possivel para os agentes AP.

Mais a frente sera comentado o papel da serotonina e 0 uso de
antagonistas de receptores 5-HT3, como também sera feita uma analise do
envolvimento de agonistas de receptores nicotinicos nACh asp; € a7 e ©

subjacente processo de modulagao da DA via ACh.
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3.3.2. Principais classes terapéuticas de agentes antipsicéticos

Os principais agentes AP podem ser dividos nas seguintes classes:
triciclicos (fenotiazinicos, tioxanténicos e ftriciclicos do tipo 6-7-6),
butirofenonas, difenilbutilaminas e outros (Williams ef al., 2002).

3.3.2.1. AP Triciclicos

Compreende a classe de compostos que apresenta um anel central
de 6 ou 7 membros, fundidos por dois anéis benzénicos ou isésteros.

Os exemplos mais comuns sdo os AP fenotiazinicos e tioxanténicos.
3.3.2.1.1. AP Fenotiazinicos

O anel fenotiazinico apresenta uma torgao angular conforme mostra

a figura 9.

6 4
; S . 140—160"/2
N 2 8
I
R

1 10

vista lateral

Figura 9 - Sistema de numeragio do anel fenotiazinico e sua vista lateral.

Esta é a classe mais antiga e ampla de AP. Até recentemente, foi a
mais empregada na terapéutica em todo o mundo. Hoje ja divide o mercado
com os antipsicéticos de segunda geragdo, que sao os de primeira escolha,

devido aos efeitos adversos menos graves (Grady et al., 2003).
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O composto prototipo € a clorpromazina, (CPZ) (Figura 10).

CUrL
N Cl
Anelarométicd/' l\/\N/

Grupo amino terminal

Cadeia lateral

Figura 10 — Estrutura quimica da clorpromazina (CPZ).

Devido ao seu pioneirismo como AP eficaz, a CPZ tornou-se padrao,
pelo qual os demais AP sio comparados em termos de poténcia. Isto é feito
através do indice de clorpromazina (ICPZ).

A poténcia do efeito AP na classe dos fenotiazinicos depende da
presenga e localizagdo dos grupos ligados ao sistema ftriciclico. Alguns
compostos mostram atividade anticolinérgica e anti-histaminica. Varios AP
desta classe (ex. CPZ) apresentam efeitos indesejaveis conhecidos como
efeitos extra-piramidais (EEP), caracterizados por dificuidades motoras e
alguns disturbios hormonais (ex. produgao de prolactina).

3.3.2.1.1.1. REA dos Fenotiazinicos

Sistema aromatico

« O anel fenotiazinico & 6timo para a atividade antipsicética

« Atividade maxima é observada quando existe um grupo aceptor
de elétrons na posigdo 3, ou, preferenciaimente, na posi¢do 2. A poténcia
aumenta com a capacidade eletron atraente dos grupos, segundo a série: -
CF3> -Cl > -C(O)CHa>> -H >> -OCH3

« Substituintes contento enxdéfre aumentam a lipofilicidade, a
atividade antipsicética, mas causam retinopatias.

» Substituintes em outras posigoes, (exceto 10), diminuem a

atividade antipsicotica.
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Cadeia lateral:
e Uma cadeia de 3 atomos de carbono unindo ¢ nitrogénio anelar

ao da cadeia lateral é necessaria para a atividade o6tima. Ramificagbes

geralmente diminuem a atividade.
e O encurtamento ou ramificagdes tem efeito muito pequeno sobre

a atividade anticolinérgica e anti-histaminica.

SOCHNNSY

K/\N/ k/N/\

CPZ (ICPZ=1) | Dietzzina (Diparcal) j
(ICPZ=0) - Anticdlinérgico

COQ.,,

Tioridazida (
(ICPZ=0.8)

Figura 11 — REA fenotiazinicos — efeito da cadei lateral.

Grupo amino terminal:
Grupo aminico terciario terminal é requisito essencial para a

atividade 6tima.
A tabela Il a seguir mostra a comparag¢do entre a poténcia

antipsicética de alguns compostos fenotiazinicos (ICPZ).
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TABELA il - REA de fenotiazinicos

R X iIcCPZ Agente
Alquilaminas
-N(CH,)2 -Cl 1 clorpromazina
(Torazina®)
-NH-CH3,3 -Cl 0,5
N*(CHa)s -Cl 0
Piperidinas
s -
N OH . .
SV -COCH,4 2 piperacetazina
(Quide®)
Piperazinas
;/ N& 7~ -Cl 4  proclorperazina
N )
(Compazina®)
g/ N@ -~ -CF, 8 trifluoperazina
N . e
(Stelazina™)
N .
& &N/\/OH Cl 10  perfenazina (Trilafon®)
N
g(/ \\//\\N/\/ OH  cocH, 5 acetofenazina (Tindal®)
N
'k \\ﬂN/\/OH -COCHs 5  carfenazina
(Procetazina®)
N
é/ &N/\/OH -CF, 25 flufenazina (Prolixina®)
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3.3.2.1.2. AP Tioxanténicos

Os tioxanténicos sao bioisésteros (ou equivalentes biolégicos) dos
fenotiazinicos, nos quais 0 atomo de nitrogénio anelar é substituido por outro
atomo eletricamente denso, um carbono spz, que mimetiza a contribuicdo
eletrdnica do nitrogénio no sistema triciclico. A consequéncia direta desta
substituicdo é a geracao de isbmeros geométricos, nos quais a forma ativa é
a do isdmero Z. A reducgao da dupla ligagao aniquila a atividade antipsicética.

A REA dos tioxanténicos é a mesma dos fenotiazinicos.

P
CcPz Clorproxiteno (Taractan)

(ICPZ ~1)

Figura 12 - Bioisosterismo entre fenotiazinicos e tioxanténicos.

3.3.2.1.3. AP triciclicos do tipo 6-7-6
E importante notar que tanto a natureza quanto a orientagio do anel

central nao sao muito importantes para a atividade antipsicética.

COC,
~ k/\u\:
N—\—OH N_—\—OH

Flufenazina (ICPZ ~25) Dibenzazepina (ICPZ ~25)

Figura 13 — Equipoténcia AP da flufenazina e da dibenzazepina.

O sistema triciclico serve como uma armacdo das estruturas

importantes para a afinidade com o receptor.

Eliseu Ortega de Oliveira



Revisdo Bibliogrdfica 53

Existem varios exemplos de AP nesta classe seguindo a estrutura
geral abaixo (Figura 14), onde X e Y podem ser N, O, S, C-sp? ou C-sp°.

X

A

Figura 14— Estrutura geral triciclicos do tipo 6-7-6.

Alguns exemplos de agentes AP desta classe sao mostrados na

figura 15.

3.3.2.2. Butirofenonas

As butirofenonas agregam os AP mais potentes. Porém, séo os que
mais desencadeiam os EEP. Estudos recentes apontam a dissociagao lenta
destes agentes com os receptores D,, como a causa principal dos EEP
(Kapur et al., 2001b).

O composto protétipo desta classe & o haloperidol, utilizado como
AP e no tratamento da sindrome de Tourette. Alguns exemplos de
butirofenonas sdao dados a seguir (figura 16). Nos anéis piperidinicos, os
grupos (R1 e R2) devem ser um heteroatomo e/ou um C-sp>.
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)
| cl
N
"N
Pinoxepina —\—OH
';' H
N N S
cl W/
N= N=
NR‘
Clozapina (Clozaril) N— Olanzapina (Zypreza) N
(ICPZ ~1) (ICPZ ~10)
o S
: .y
N= N=
N NR‘
N—R N
Loxapina (Loxitana) R=Me i >
Amoxapina (Asedin) R=H Quetiapina (Seroquel) g

OH

Figura 15 - Alguns exemplos de triciclicos do tipo 6-7-6.

3.3.2.2.1. REA das Butirofenonas
A figura 17 apresenta a REA das butirofenonas.

Carbonila é importante.
Pode ser subsmulda por grupo fenila.

Nrtrogémo & essencial para a atividade

/©)k/\/ \/\Y"— C ou N (anéis piperidinicos ou piperazinicos)

O espagante de 4 dtomos
é 6tima para a tividade

O atomo de ﬂuor

é ¢timo para atividade

Figura 17 — Resumo da REA de butirofenonas.
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/@j\/\/" v k%r Piperidinas

Y= i’ '\/\ Piperazinas

Estrutura geral

das butirofenonas
, heterodtomo o
- G- d/v '\ﬂr :»\m[
Haloperidot (Haldot) Bemperido! (Benziperidol)
(ICPZ=50) (ICPZ=200)
o C-3p? fo)
Q
NH
I‘-./ WN)LNH
helerodtomo
Espiroperidol (Spiperona) Droperidct
(ICPZ>1.000) (ICPZ=1;0)

Figura 16 — Exemplos de agentes AP butirofenénicos.

3.3.2.3. Difenilpiperidinas

Esta classe deriva das butirofenonas pela substituigdo da carbonila

por um segundo grupo fenil p-substituido. Esta substitui¢éo reduz a poténcia

antipsicotica em humanos.

F

(- g
Joanaaats

Pimozida (Orap)
(ICPZ=75)

Figura 18 — Pimozida — exempio de AP da classe das difenilpiperidinas.
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A REA das difenilpiperidinas & analoga a das butirofenonas.

3.3.2.4. Outras classes terapéuticas de agentes AP

O desenvolvimento de novos agentes AP & campo fértil de
investigagao cientifica, tanto no ambito académico quanto industrial. Novas
classes de farmacos tém surgido como resultado do melhor entendimento
dos mecanismos moieculares envolvidos na esquizofrenia. Novas estruturas
tém sido planejadas a partir do refinamento de grupos farmacoféricos
gerados por mapeamento dos receptores (Marshall, 1979). Além disso,
novas hipoteses de mecanismo de agao tém alavancado o desenvolvimento
de estruturas diversas das classes tradicionais ja citadas. Atuaimente, trés
mecanismos de ac¢ao principais tém sido explorados: antagonistas seletivos
de receptores D, antagonistas mistos de serotonina-dopamina (5-HT24/D2)
e, mais recentemente, a combinacao de agonismo parcial 5-HT; @ D2 com
antagonismo 5-HT2, e D3 (ex. aripripazol).

Entre as diferentes classes de agentes AP estdo as benzamidas,
que serao melhor discutidas em topico especifico. Exemplos de benzamidas
sdo a (S)-sulpirida, (S)-remoxiprida e a (S)-amisulpirida. Outros agentes sdo
a molindona e o sertindoi (Figura 19).

A tabela IV mostra série de farmacos introduzidos no mercado nos
ultimos anos (Mucke et al., 2000), sendo o aripripazol o mais recente,
langado no final de 2002. As figuras 20 e 21 mostram as estruturas quimicas

destes compostos.
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Figura 19 — Agentes AP de classes diversas.
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Figura 20 — Agentes AP em fase clinica em 2000.
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Tabela IV — Agentes AP em ensaios clinicos (em 2000)*

Farmaco

Companhia

Mecanismo

Fase

(S)-Amisulpirida
CX-516 (Ampalex)

Aripiprazol

Belaperidona
Blonanserina

CEE-03-310
Cl-1007

DU-127090
E-5842

Eplivanserina
lloperidona

Mazapertina
Org-5522

Osanetante
Perospirona.HCI
Mesilato de
sonepiprazol
SR-31742%
SR-48692

Ziprasidona.HCI

Sanofi-Synthélabo
Cortex/Organon

Otsuka

Knoll
Dainippon

CeNeS
Warner-Lambert

Soivay
Esteve

Sanofi-Synthélabo
HMR, Titan,
Novartis

Janssen

Organon

Sanofi-Synthélabo
Sumitomo
Pharmacia &
Upjohn
Sanofi-Synthélabo
Sanofi-Synthélabo

Pfizer

Antagonista D2
Modulador do
receptor AMPA
Antagonista D2
Agonista de auto-
receptor de DA
Antagonista 5-HTz,
Antagonista D4
Antagonista 5-HTz,
Antagonista D;
Antagonista D1
Agonista parcial
DA

Agonista de auto-
receptor de DA

Antagonista do
receptor sigma
Antagonista 5-HT»,
Antagonista 5-HTz,
Antagonista D;
Antagonista D;
Antagonista 5-HT2
Antagonista D;
Antagonista de
taquinina NK3
Antagonista 5-HT 2,
Antagonista D2
Antagonista D4

Antagonista do
receptor sigma
Antagonista de
neurotensina
Antagonista 5-HT2a
Antagonista D,

Fase I/ll
Fase Il

Fase Il

Fase Il
Fase I

Fase ll
Fase |

Fase ll
Fase |

Fase il
Fase lll

Fase Il
Fasell

Fase Il
Pre-
registrado
Fase Il
Fase !

Fase ll

Reg-1998
(SE)

*Dados coletados do Prous Science Ensemble database (Mucke et al.,

2000)
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mostraram acao sobre varios tipos de receptores, como os histaminérgicos
e colinérgicos. Desta forma, varios efeitos adversos podem ser observados,
como, boca seca, disturbios da motilidade urinaria e intestinal, seda¢ao e
complicagbes cardiovasculares.

O reconhecimento de que o efeito antipsicotico provinha do bloqueio
dos receptores D2 mudou o foco nos esforgos de desenvolvimento de novos
farmacos, buscando-se antagonistas seietivos destes receptores.

Contudo, o aumento significativo da poténcia antipsicética trouxe
consigo custo adicional, o maior rnisco de efeitos extrapiramidais e
hiperprolactinemia.

A busca por novos agentes livres de tais efeitos, motivada pela
descoberta da clozapina, trouxe ao mercado os AP de segunda geragdo (ou
atipicos). Estes possuem perfil farmacolégico heterogéneo, atuando em
muiltiplos tipos de receptores, o que, alias, levantou novas hipéteses
neuroquimicas para a esquizofrenia além da hipétese dopaminérgica.

Embora os EEP sejam minimos ou praticamente inexistentes entre
os AP de segunda geragdo, “novos” efeitos adversos foram resultantes do
uso destas substincias, como ganho de peso e intolerdncia a glicose.
Atribui-se isto ao proprio perfil farmacolégico heterogéneo destes agentes.

3.3.3.1. Efeitos Extra-Piramidais (EEP)

Os EEP tém sido associados com o bloqueio dos receptores D2 nos
neurénios cerebrais das vias nigro-estriatais. Sabe-se que esta regido é
responsavel pela coordenagdo motora do individuo. Embora os AP atipicos
sejam praticamente desprovidos de tais efeitos nas doses terapéuticas,
ainda assim tais efeitos se apresentam quando o farmaco € administrado em
altas doses, explicado pelas taxas altas de ocupagao dos receptores (Kapur
et al., 2001b).

Alguns dos efeitos EEP mais comuns apresentados pelos AP, séo:
distonia aguda, parkinsonismo, acatisia, discinesia tardia e sindrome

neuroléptica maligna (Chaves, 1994).
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A distonia aguda caracteriza-se por movimentos espasmodicos e
involuntarios da musculatura do pescogo, boca, lingua, olhos e opistdtono.
Ocorre, em geral, apods as primeiras 72 horas, e & freqiente em pacientes
do sexo masculino. Pode ser tratada com anticolinégicos.

Para os sintomas semelhantes ao parkinsonismo idiopatico, com
possibilidade de evolu¢do para auséncia total de movimentos, a terapia
recomendada €& a diminuigdo da dose de AP e a administragao de
anticolinérgico. Cabe aqui ressaltar a forte interagdo entre a via
dopaminérgica e a colinérgica, por modulagao mutua, em que a inibigdo do
sistema dopaminégico pelo uso de AP convencionais traz, como
conseqiéncia, ativa¢ao do sistema colinérgico.

Como citado por Elkis (1999), os benzodiazepinicos (BZDs) também
podem ser usados no tratamento da sidrome extrapiramidal, pois sendo
agonistas gabaérgicos, aumentam a inibigdo do sistema colinérgico, com
consequente desinibigdo do sistema dopaminérgico na regido nigro-estriatal
responsavel pelas fungdées motoras. As vantagens do uso de BZDs no
tratamento da esquizofrenia, segundo o autor, sdo o controle rapido da
agitacdo psicotica, a diminuicdo da ansiedade, diminuicdo da hostilidade,
imitabilidade e insbnia, a melhora de sintomas psicéticos em alguns
pacientes, a melhora dos disturbios motores (catatonia, acatisia, e demais
EPS), e profilaxia do estresse induzido pela exacerbagéo do quadro clinico.

A acatisia é caracterizada pela inquietagao motora, tensao subjetiva
e intolerancia a inatividade.

O termo discinesia tardia (DT) refere-se aos movimentos
hipercinéticos involuntarios da face, labios, lingua, mandibula, pescogo e,
eventualmente do tronco, bragos e maos. Aparecem com o uso prolongado
da medicagao e sdao muito raros antes de seis meses. N3ao existe tratamento
adequado para DT, restando como opgéo a retirada da medicagao, o que
pode resultar em recidiva, ou o uso de AP atipicos como a clozapina e a
risperidona. Outros medicamentos como a vitamina E e os bloqueadores de
canais de calcio também podem ser usados como paliativos.
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Finalmente a sindrome neuroléptica maligna. E anomalia
potenciaimente fatal, porém rara. Suas caracteristicas envolvem rigidez
muscular, hipertermia e instabilidade do sistema nervoso auténomo - SNA.
Podem ocorrer movimentos involuntarios, catatonia e alteragao de
consciéncia. O tratamento é feito pela administragdo de bromocriptina, 7,5
mg/dia, apos diagnoéstico, com controle dos niveis de creatinafosfoquinase e
quadro clinico, e suspensao do AP.

A rifluoperazina, de ag¢ado ansiolitica e antipsicética, causa a

sindrome neuroléptica maligna.

3.3.3.2. Hiperprolactinemia

Todos os AP tradicionais (tipicos) mostram altos riscos de elevagao
do indice de prolactina, o que esta associado com o bloqueio dos receptores
D2 nas vias neuronais do sistema tuberoinfundibular.

Contudo, os AP de segunda geragao estao praticamente livres deste
efeito adverso, com exce¢ao da nspendona, cuja razdao precisa ainda é
desconhecida. Os altos niveis plasmaticos de risperidona e 9-hidroxi-
rispendona fora da barreira hematencefalica, em comparagao com os niveis
cerebrais, tém sido os fatores apontados como causadores da elevagao de
prolactina. As consegiéncias imediatas deste aumento sdo a galactorréia e
aminorréia. Conseqliéncias de longo prazo incluem a osteoporose, alteragao

da fungao imune e risco de alguns tipos de cancer (Peuskens, 1997).

3.3.3.3. Ganho de peso e intolerancia a glicose

O ganho de peso sempre foi problema associado ao uso de agentes
AP, contudo ignorado dada a grande atengado aos altos riscos de EEP.
Embora os AP atipicos geraimente provoquem baixos EEP, o risco de ganho
de peso é extremamente elevado. A ziprazidona é particularmente livre
deste efeito, ao contrario da olanzapina e da clozapina (Wirshing et al., 1999;
Allison et al., 1999; Goff et al., 1998; Tandon et al., 1998).
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melhora na sintomatologia da agitagao e ansiedade, e sim efeito melhorado
do quadro psicético.

Desta forma iniciou-se era sem precedentes no tratamento da
esquizofrenia, de um pequeno passo na modificagdo molecuiar de um
agente anti-histaminico, cujo efeito adverso era a sedagéao (prometazina), a
um gigantesco salto no planejamento racional de farmacos antipsicoticos.

Hoje em dia, mais de 24 derivados fenotiazinicos e tioxanténicos sao
usados clinicamente, a maioria dos quais em tratamento de disturbios

psiquiatricos.
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Figura 22 - Desenvolvimento da clorpromazina.

No final dos anos 50, Janssen e colaboradores sintetizaram
analogos da meperidina com vistas a aumentar o seu poder analgésico
(Janssen et al., 1970). A propiofenona analoga (Figura 23) mostrou poténcia

analgésica 200 superior a meperidina, porém o andalogo butirofenénico
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também mostrou atividade similar & CPZ. Assim, eliminando-se a atividade
analgésica semelhante a morfina, e simuitaneamente acentuando-se o
caracter antipsicotico semelhante a CPZ, Janssen chegou a estrutura de um
dos AP mais potentes até entdo conhecidos (ICPZ=50), o haloperidol.

Estes dois farmacos, CPZ a haloperidol, séo os pilares do
desenvolvimento racional de farmacos AP e por cerca de uma década
orientaram a entrada de varios outros agentes, fundamentalmente por
processos de modificagdo molecuiar. Alguns exemplos de farmacos que 0s
sucederam sao a espiperona, o tnfluorperidol, droperidol, pimozida,
penfluridol, fiuspirileno, flufenazina, perfenazida, flupentixol entre outros.

0
CQO,Et CO,Et
Me—N >< : N

analogo propidnico

Meperidina
0 0
N N
. , F
andalogo butirofendnico Haloperidol

Figura 23 - Planejamento racional do haloperidol.

O haloperidol foi langado nos EUA em 1959 e introduzido na Europa
em 1958. A hegemonia da CPZ e do haloperidol e seus respectivos
derivados, permaneceu praticamente sem ameagas até inicio dos anos 70,
quando foi introduzida a clozapina em 1972.

O mecanismo de ag¢ao atribuido a estes farmacos, foi o antagonismo
competitivo com a dopamina ao nivel dos receptores Do.

Embora eficazes no tratamento das psicoses, principalmente na
melhoria dos sintoma positivos da esquizofrenia, estes agentes AP

tradicionais causam graves efeitos adversos de natureza motora, conhecidos

como efeitos extra-piramidais (EEP).
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Estes agentes AP de pnmeira gerag¢dao, sao comumente chamados
de “antipsicéticos tipicos’, porem a denominagdo mais adequada e
recomendada atualmente € “antipsicoticos tradicionais™ (Fieischhacker,

2002).

3.3.5. Agentes antipsicoticos de segunda geragao (AP atipicos)

3.3.5.1. AP atipicos X AP de segunda geragao

A introdugao da clozapina, na década de 70, foi marco histérico no
tratamento da esquizofrenia. Este farmaco mostrou caracteristicas muito
superiores as do haloperidol e CPZ. Principalmente por nao induzir os EEP,
ser eficaz no tratamento de pacientes resistentes aos AP tradicionais,
melhorar os sintomas negativos (ex.. apatia, desmotivagido, etc) e
demonstrar beneficios sobre os sintomas cognitivos e os relacionados ao
humor (Buchanan et al., 1995).

Todas estas caracteristicas trouxeram sobre a clozapina o adjetivo
“atipico”, por se opor aos padroes caracteristicos dos efeitos dos AP
tradicionais. De fato, o termo “atipico” foi, por quase uma década, tomado
como sindnimo de “parecido com a clozapina”. Com o tempo, esta
terminologia causou confusdo no meio cientifico, pois n&o foi capaz de
categonzar inequivocamente farmacos que surgiram apos a clozapina e que
mesmo apresentando EEP e hiperlactenemia em doses acima do nivel
6timo, ainda assim apresentam perfil ciinico semelhante aos AP atipicos. A
risperidona é um exemplo caracteristico.

Por esta razdo tem sido proposta a mudancga do termo “atipico” para
“agentes AP de segunda geracao” (Fleischhacker, 2002), terminologia
homologada pela Associagdo Mundial de Psiquiatria (WPA).

Em resumo, o termo “atipico”, quando utilizado, deve significar um
agente AP com baixos EEP e auséncia de elevacao sustentada de prolactina

(Kapur et al., 2001a).

Eliseu Ortega de QOliveira



Revisao Bibliogrdfica 68

3.3.5.2. Perfil farmacolégico dos AP atipicos

Todos os agentes AP tradicionais e de segunda geragio, mostram
afinidade significativa com os receptores D, (Pickar, 1995; Seeman et al.,
1999), embora ainda nao esteja esclarecido o que de fato diferencia uma da
outra classe.

Pressupde-se que estes farmacos atuem por mais de um
mecanismo de acédo devido ao perfii diversificado de afinidades a mais de
um tipo de receptor. A clozapina, por exempio, considerada como o farmaco
protétipo da classe dos AP atipicos, mostra afinidade com os receptores D;,
D2, D4, 5-HT24, H1, My € 0s adrenérgicos o4 € aa.

Esta afinidade multipla sugere a qualidade de atipico. Atuaimente,

algumas teorias concorrem para explicar tal perfil de agio.

3.3.5.2.1. Alta afinidade com os receptores 5-HT:

Meltzer et al. (1989) propuseram a hipétese serotonino-
dopaminérgica para explicar o carater atipico. Apés avaliarem 37 agentes
AP em uso clinico e pré-clinico, tanto tradicionais quanto de segunda
geracao, constataram que os agentes atipicos apresentavam maior
diferenca entre as afinidades aos receptores 5-HT2 e D, do que os AP
tradicionais. Enunciaram, em linguagem matematica, o seu critério de
atipicabilidade pela seguinte inequacgao: [(pKi 5-HT2)/(pki Dz)] > 1. Em outras
palavras, o carater atipico se apresenta quando os agentes mostram maior
afinidade para com os receptores 5-HT2 e a razao entre esta e os receptores
D, supera a unidade.

Kapur et al. (2001b) discordam deste critério simplista e argumentam
que ndo é a maior afinidade com os receptores 5-HT, o fator importante,

mas sim a menor afinidade observada com os receptores Da.

* A clozapina foi introduzida originalmente na clinica nos EUA em 1972, e logo em seguida retirada
devido a casos de agranulocitose. Voltou ao mercado em 1990, apos aprovacdo do FDA (Food and
Drug Administration), sob rigoroso controle dos efeitos hematologicos.
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Dos 20 AP tradicionais e 17 atipicos, a média de afinidades (pKi)
com os receptores 5-HT;, medidas por testes de binding, foi de 8,37
(sd=0,16) e 8,36 (sd=0,25), respectivamente. Nao houve, portante, diferenca
estatistica significativa.

Porém os valores relativos as afinidades com os receptores D, foram
8,88 (sd=0,14) para os AP tradicionais e 7,02 (sd=0,25) para os atipicos.
Uma diferenga altamente significativa (F=43,5, p<0,001).

De acordo com os autores, este mesmo padrao de resuitados foi
observado em medidas de afinidade in vivo.

A primeira idéia que vem a mente &€ que, ainda que pequena,
alguma afinidade com os receptores 5-HT, deva existir para se assegurar a
atipicabilidade.

Conquanto os autores ndo descartem a possibilidade de
envolvimento dos receptores 5-HT no processo de esquizofrenia, estes nao
concordam com a argumenta¢éo acima.

Existem AP atipicos sem afinidade significativa com os receptores 5-
HT,, a exemplo da amissulpirida e da remoxiprida. A primeira é
particularmente interessante pois & tdo eficaz quanto o haloperidol, no
tratamento dos sintomas positivos, desencadeia menor incidéncia dos EEP e
é mais efetiva no tratamento dos sintomas negativos. Isto tudo corroboraria
com a primeira idéia de interagdo com receptores muitiplos como o caso da
olanzapina e a risperidona, porém a amissulpinda & um farmaco
praticamente seletivo dos receptores Dz, com pequena afinidade com os
receptores Ds.

Em segundo lugar, a razdo de ocupag¢ido 5-HT./D, dos agentes
testados nao é compativel com os dados de PET em humanos. Doses
diarias subterapéuticas de olanzapina (< 5 mg/dia) e risperidona (<2 mg/dia)
mostram altas taxas de ocupacgdo dos receptores 5-HT, em comparagao
com os D.. Entretanto, estas doses nao sao terapéuticas, tampouco atipicas.

Por fim, outro argumento apresentado pelos autores é a falha da
agdo antipsicotica em agentes que atuam somente nos receptores 5-HTZ2,
como o MDL-100907 (Report S, 1999).
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3.3.5.2.2. Alta afinidade com os receptores D4

O antagonismo dopaminérgico ao nivel dos receptores D4, tem sido
considerado como uma das razdes do carater atipico dos agentes AP. Isto
respalda-se na alta afinidade observada pela clozapina com os receptores
D4 em comparagao com os receptores Da.

Tal hipétese, de inicio, tem sido rejeitada por que os AP tradicionais,
como o haloperidol e a CPZ, mostram afinidade muito maior com os
receptores D4 do que a olanzapina e a clozapina, por exemplo.

Segundo Seeman ef al. (1997) pode-se argumentar que ndo seja a
alta afinidade com os receptores Dy, per si, a responsavel pelo carater
atipico, mas sim, a maior razao de afinidades D4/D,, analogamente a teoria
de Meltzer para os agentes AP serotonino-dopaminérgicos (SDA).

Os préprios autores refutam tal argumento (Kapur, et al., 2001b) com
0s mesmos argumentos apresentados para a teoria de Meltzer, ou seja, que
a razao D4/D, & maior nos AP atipicos devido as baixas afinidades relativas
com os receptores D;, de vez que o haloperidol mostra maior afinidade do
que a clozapina pelos receptores Da.

Em segundo lugar, existem farmacos AP atipicos em uso clinico que
nao mostram, praticamente, afinidade com os receptores D4, como exemplos
a quetiapina e amissulpirida.

Finalmente, nenhum dos farmacos seletivos para Ds, ou em
combinagdo destes com receptores 5-HTz, mostrou, em testes clinicos,
alguma evidéncia de acao antipsicotica (ex. L-745,850 e fananserina)

(Bristow ef al., 1997; Truffinet et al., 1999).

3.3.5.2.3. Rapida dissociagao nos receptores D;
Recentemente Kapur et al. (2001b) levantaram a hipétese de que o
carater atipico dos agentes AP é consequéncia direta da rapida dissociagcao

destes agentes dos receptores Da.
Segundo os autores, o bloqueio dos receptores D, por si s6 é
condicdo necessaria e suficiente para a agao antipsicética. Contudo, nao
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descartam a interferéncia provavel de outros sistemas (ex.: receptores 5-
HT2, 5-HTe, 5-HT7, D4 € a4 adrenégico) no tratamento dos outros aspectos
nao psicoticos da equizofenia, como o humor e os déficits cognitivos. Porém,
isto s6 podera ser completamente entendido apés controle total do efeito de
ocupa(:éo dos receptores Da.

A baixa afinidade dos agentes atipicos & explicada pelos autores
como resuitante da rapida dissociacao destes dos receptores D,. Ou seja,
tais agentes apresentam valor maior da constante de velocidade de
dissociagdo (kest) em relagdo a constante de associagdo (Kon) com os
receptores. A afinidade € medida de equilibno termodinadmico, expressa peia
contante de equilibrio de dissociagao Ky (ou inibigdo, Ki), onde Kd=ku#Kon
(Figura 24).

II(on

D+R DR
koff

D=farmaco

R=receptor

DR=complexo farmaco-receptor

k,,=constatnte de velocidade de associagdo (mol1.s1)
k 4=constante de velocidade de dissociagdo (s1)

Figura 24 — Constantes cinéticas de ligagao
o desligamento do farmaco ao receptor.

Teoncamente tanto Kg quanto ko poderiam afetar a afinidade,
contudo observa-se, experimentalmente, que todos os agentes AP
(tradicionais e atipicos) ligam-se aos receptores D, com constante de
velocidade semelhante, diferenciando-se somente na de dissociagao. Desta
forma, sendo ko, praticamente constante, resulta que o equilibrio de
dissocigao (afinidade) dependera fundamentaimente de kuy.

Existem algumas peculiaridades que devem ser levadas em
consideracao quando se avalia a afinidade de um farmaco in vitro (binding) e
in vivo (PET). No uitimo caso, a dissociagdo de um farmaco do receptor é
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Novas abordagens da farmacoterapia a esquizofrenia tém surgido,
fundamentando-se na redugao da hiperatividade dopaminérgica por meio de
mecanismos alternativos, entre eles, a estimulagdo dos autorreceptores D,
presentes nos neurdnios pré-sinapticos por agao de agonistas.

Estudos tém mostrado que agentes agonistas dos autorreceptores
D2 (ex. OPC-4392) (Figura 26) podem melhorar os sintomas negativos sem
causar os EEP (Gravy et al., 2003).

Surgiram, entao, hipoteses em que os agentes com agao agonista
ao nivel dos autoreceptores D2 e acdo antagonista nos receptores pos-
sinapticos D2, deveriam melhorar tanto os sintomas positivos quanto os
sintomas negativos da esquizofrenia, sem incidéncia de EEP.

A selecao de derivados do OPC-4392 resuitou na descoberta do
aripripazol, um composto que atingiu as expectativas apés a realizagao de
testes clinicos.

Alguns estudos farmacolégicos mostram que o aripripazol possue
propriedades de agonista parcial dos receptores D, exibindo
respectivamente, propriedades de agonista ou antagonista em sistemas
dopaminérgicos hipo e hiper ativados. Mostrou atividade agonista parcial ao
nivel dos receptores 5-HT:a e antagonista aos receptores 5-HT2, desta
forma se enquadrando na classe dos agentes AP estabilizadores do sistema
dopamina-serotonina (SDA).

Os dados de testes clinicos mostraram que o aripripazol tem pouco
efeito sobre a intolerancia a glicose, ganho de peso e elevacdo na producgao
de prolactina.

Novos agentes estdo em fase de desenvolvimento (Tabela V)
explorando novos mecanismos de agao. Representam, sem duvida, grupo
promissor de novos agentes a serem empregados na clinica médica, pois
serao mais eficazes, seguros e de meihor perfil quanto aos efeitos adversos.

Eliseu Ortega de Oliveira



Revisdo Bibliogrdfica 75

Tabela V - Alguns farmacos selecionados em desenvolvimento como
agentes AP

Farmaco Classe Fase Companhia
lloperidona AP atipico Fase lll Norvatis
CX-516 Modulador do AMPA* Faseli CortexYOrganon
Osanetant Antgonista de neurocinina Fasell Senofi-Synthélabo
Bifeprunox Agonista parcial de DA Fase Il Soivay/Lundbeck

*AMPA - acido a-amino-3-hidroxi-5-etil-4-isoxazolpropidnico

aripripazol (OPC-14597)

Figura 26 — Desenvolvimento do aripiprazol.
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3.4. Benzamidas como antagonistas de receptores Dz e 5-HT,

Certas benzamidas apresentam propriedades anestésica local e
antiemética (Augrist, 1982).

A metoclopramida (Figura 27) apresenta limitada atividade
anesteésica local, mas boa atividade antiemética. A exemplo dos antieméticos
fenotiazinicos (ex. prometazina), a metoclopramida mostrou habilidade em
agir como antagonista dos receptores D, e conseqiientemente como agente
antipsicético (Jenner, 1985).

Devido a grande flexibilidade estrutural conferida por sua cadeia
lateral, a metociopramida liga-se com boa afinidade, mas baixa seletividade,
a série de receptores, especialmente os receptores D2 (ICs50=483 nM) e 5-
HT; (ICs0=308 nM) (Harada et al., 1995b). O efeito antiemético atribuido a
metoclopramida vem da sua atividade antagonista aos receptores 5-HTa.

Varios agentes antieméticos e antipsicoticos foram planejados por
modificacdo molecular da metoclopramida. Alguns exemplos de AP séo a
(S)-sulpirida, (S)-remoxiprida e a (S)-amisulpirida. Entre os antieméticos

citam-se a azasetrona, zatosetona e zacoprida (Figura 27).
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Figura 27- Antipsicéticos e antieméticos antagonistas de receptores D; e 5-MT,,
respectivamente.
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A distribuicao dos receptores de DA no SNC e sistema nervoso
periférico (SNP), bem como as caracteristicas farmacoldgicas principais $ao
mostradas na (Figura 30) e tabela VI, respectivamente.

Cortex
D4,02.D4,D,,D5 Estriato
Limbico
Dy,D3,04,04.04 Pituitaria

D,

/;:ardiowsculnr

D| IDI

Figura 30 - Distribuigdo dos receptores de DA nos SNP e SNP
(Adaptado de Strange, 2000).
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Tabela VI - Algumas caracteristicas moleculares dos receptores de dopamina

Sub-familia-D, Sub-familia-D,
D, Ds D2 Ds D.
Caracteristicas | SCH 23390 SCH 23390 espiperona espiperona espiperona
farmacolégicas | (0,35) (0,30) (0,05) (0,61) (0,05)
{Ki, nM) dopamina dopamina (228) racloprida (1,8) | racloprida (3,5) | racioprida
(2340) clozapina (56) clozapina (180) | (237)
dopamina dopamina (27) | clozapina (9)
(1705) dopamina
(450)
Localizagio caudato/putam | hipocampo caudato/putam | nucleo cortex frontal
en talamo en accumbens cerebro médio
nucleo ndcleo mamilano | nucleo tubeérculo amidala
accumbens lateral accumbens olfatério hipocampo
tubérculo estriato tuberculo ilhas de Calleja | hipotalamo
olfatério cortex cerebral olfatério cortex frontal medula
hipotalamo (baixa densidade | cortex cerebral | (baixa (baixa densida
talamo em geral) (baixa densidade) em geral)
cortex frontal densidade) retina
Resposta adenilciclase adeniiciclase 1 adenilclicase { adeniiclicase { | adenilclicase 1
T
Homologia
com receptor D, | 100 82 44 44 42
com receptor
Do {curto) 44 49 100 76 54

(Adaptado de Strange, 2000)

Os receptores do tipo Dz sdo importantes na mediagao dos efeitos
da DA no controle do movimento, certos aspectos do comportamento e
secreg¢ao de prolactina a partir da glanduia pituitaria inferior (Strange, 2000).

3.4.2. Requisitos estruturais dos antagonistas dos receptores D;
Uma vez conhecida a afinidade de um composto, ou corijunto de

compostos, com certo tipo de receptor, e provada a sua agao farmacolégica
(ex. agonista, antagonista) é importante conhecer quais requisitos estruturais
governam o processo de interagéo do composto com o receptor em questao.

Este conjunto minimo de fatores estruturais dos agentes,

necessarios a produgdo da resposta biolégica, € chamado de grupo

farmacoférico.

Os modelos de grupos farmacoforicos sdo conceitos teoéricos

construidos a partir de dados experimentais. Sdo uUteis no planejamento de
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novos ligantes a receptores especificos, com vistas a uma agao bioldgica
especifica.

Ha complementariedade entre o sitio ativo ou sitio de ligagdo do
receptor e o grupo farmacofdrico dos ligantes. O grau de afinidade e a
poténcia da resposta biolégica também dependem de outros grupos
adjacentes ao grupo farmacoférico, que conferem ao ligante propriedades
fisico-quimicas especificas.

E possivel se planejar farmacos de novo, ou seja, a partir da
estrutura do receptor. Algo como moldar uma chave a partir da cavidade da
fechadura. O grande problema & se conhecer com precisdo suficiente a
estrutura dos receptores. Alguns complexos proteicos podem ser
cristalizados e observadas as interagées entre o ligante (ex. inibidor) e 0
receptor (enzima), através de cristalografia de raios-X. Contudo, nem todos
os receptores sdo facilmente passiveis de serem isolados e purificados, a
exemplo dos receptores ligados a proteina G (GPCR), os quais estdo
estrutural e funcionalmente ligados 2 membrana plasmatica. Este & o caso
dos receptores D.. Algumas técnicas de modelagem molecular tém sido
utilizadas para se construir um modelo de receptor D; baseado nas
coordenadas cristalograficas da estrutura da bacteriorrodopsina, modelo
analogo tradicional dos GPCRs (Teeter ef al., 1994).

Se por um lado, o planejamento de novo é limitado por informagdes
diretas da estrutura dos receptores, por outro, existem técnicas que
contornam este problema. Pode-se, por exemplo, fazer uso do conhecimento
prévio das estruturas de ligantes ativos a receptores especificos, cujo estudo
de suas similaridades estruturais podem revelar o seu grupo farmacoférico e
sugerir a identidade do sito de ligacdo. Tal estratégia foi chamada por
Marshal et al. (1979) de “mapeamento do receptor’. Neste caso, desenvolver
um novo ligante, é o processo analogo de se fazer uma nova “chave’
observando-se os requisitos minimos de ligagao (grupo farmacoférico) com a
“fechadura” (receptor) revelados pela similaridade estrutural de outras

“chaves” que a ele se ligam.
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O acesso a ligantes rigidos &€ sempre interessanté, pois sua
conformacao em estado puro é provavelmente bem préxima daquela ativa
no meio biolégico, o que permite melhor inferir sobre a estrutura do receptor
e do processo de interagao. Por outro lado, ligantes flexiveis, por assumirem
diversas conformagdes possiveis, nao dao informacgées Uteis sobre a forma
ativa ao nivel da interagao com o receptor, o que traz duvida no
estabelecimento do grupo farmacoférico.

Olson et al. (1981) desenvolveram um modelo teérico de  grupo
farmacoférico para antagonistas do receptor D; baseado na estrutura de
antipsicéticos e ligantes rigidos conhecidos. O grupo farmacoférico descrito,
complementar aos grupos funcionais do receptor, foi baseado na anélise das
estruturas de raio-X dos antagonistas molindona e dexclamo! como também
do agonista apomorfina (Figura 31).

O autor propbe algumas interagdes importantes entre o grupo
farmacoférico dos antagonistas de DA e os receptores D2: 1) Ponte salina
entre o grupo carboxilato do receptor e o grupo amino positivamente
carregado no ligante; 2) interagdes entre os grupos aromaticos do receptor
com o anel aromatico e a carbonila; 3) interagbes hidrofébicas entre o
receptor e os grupos adjacentes ao nitrogénio basico (nao essencial).

{S)-(+)-Apomorfina

Figura 31 — Estruturas da molindona, dexclamol e apomorfina.
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Utilizando-se da estratégica de mapeamento de receptor descrita por
Marshal et al. (1979), um modelo de grupo famacoférico foi estabelecido por
Rognan et al. (1990) compreendendo sete parametros. As distancias
medidas s&o relativas ao N e os centrdides dos anéis aromaticos e a
cavidade hidrofébica (HP). Os anéis aromaticos Ar; e Ars nao sao essenciais
a atividade (Figura 32).

Os valores em angstrons sdo os seguintes: 5.9<d<7.7; 2.5<d»<3.4;
d3~7.5; d4~4.5; ds~3.5; 0.2<h<2.2; (76<6<108°).
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Figura 32 - Modelo de grupo farmacoforico de Rognan et al. para antagonistas D,.

3.4.3. Caracteristicas dos receptores 5-HT;

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) ¢é neurotransmissor
envolvido em ampla variedade de efeitos biolégicos, tanto em tecidos
periféricos quanto no SNC.

Sete classes de receptores de 5-HT (5-HT+7) incluindo 15 diferentes
subtipos (a,b,c...) foram identificados (Lopez-Rodriguez et al., 1999).

Os receptores 5-HT3; diferem dos demais subtipos por estarem
ligados a canais idnicos. Todos os demais receptores de 5-HT estao ligados
a proteina G. Os receptores 5-HT3 sdo permeaveis aos ions Na*, K" e Ca*?,

Os receptores 5-HTis, GABA,, glicina e nicotinicos (nACh),
pertericem a classe dos receptores ligados ao canal idnico, mostram grande
homologia na sequéncia das subunidade de aminoacidos, e devido a isto,
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quipazina metoclopramida

Figura 36 - Equivaléncia entre o par eletrénico da quipazina
e a carbonila da benzamida — revela¢goes do modelo de Hibert.

Pontos fracos:

e Nao leva em consideragao a avaliagdo dos campos eletrostaticos
(fator importante para binding).

e simples superposi¢do dos ligantes: i) algumas molécuias podem
interagir com o receptor ocupando diferentes posigdes; ii) este
modelo de grupo farmacoférico corresponde a uma das duas
classes conformacionais apontadas por Evans et al..

e a similandade estrutural & plausivel, rapida, mas vinda de
solugdo unica. Todos as outras possibilidades poderiam ser
obtidas através de um estudo sistematico do método do analogo-

ativo.

3.4.4.3. Modelo de Rizzi (1990)

Rizzi et al. (1990) ampliaram o modelo de Hibert, por incorporarem
interagdes eletrostaticas no seu modelo de grupo farmacoférico. Este, foi
construido com base nas possiveis interagoes eletrostaticas entre o ligante e
o receptor, usando-se para isto sondas (ex.: grupo carboxilico do aspartato e
hidroxilico da serina) que mimetizam estas interagées. Duas regites foram
entido determinadas: um aceptor de ligagbes de hidrogénio (ex.: grupo
carbonila) e um doador de ligagdes de hidrogénio (ex.: nitrogénio protonado).
A superposicao destas duas regides leva ao modelo de grupo farmacoférico

de 3 componentes ilustrado na figura 37.
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3.5.1. Caracteristicas dos receptores nicotinicos nACh a«fz e ar

A exemplo dos receptores de serotonina 5-HT3, os receptores
nicotinicos também pertencem a familia dos receptores ligados a canal
idnico.

Dependendo de sua localizagdo (ex: SNC ou SNP), mostram
predominancia de algumas subunidades especificas. Em mamiferos, das 11
subunidades presentes, predominam no SNC as o4, az € B2. No sistema
nervoso periférico (SNP), as subunidades as, as, a7, Bs € Bx (Lukas ef al.,
1999; Elgoyhen et al., 2001).

Cada uma destas subunidades sac formadas por 4 segmentos
hidrofébicos (TM2 é a-helicoidal) que cruzam a membrana plasmatica (figura
33 ). O conjunto de 5 subunidades, que se arranjam de modo circular,
formam um receptor. Os provaveis sitios de ligagdao dos agonistas sao
destacados abaixo nas intersecgées de subunidades especificas dos
principais subtipos de receptores nicotinicos presentes no SNC e SNP
(Figura 43) (Sharples ef al., 2001).

Sl @) e
CORCOROD

CNS CNS/PNS - PNS

Figura 43 — Principais subtipos de receptores nACh presentes nos SNC e SNP
{Adaptado de Sharples et al., 2001).

O esquema estrutural de um receptor nicotinico (nACh) é mostrado a
seguir, onde uma das unidades pentaméricas foi retirada para mostrar a luz

do canal idnico. Todos os pontos de interagdo com o receptor sao mostrados

(Figura 44).

fina. No entanto este conceito de modula¢do miitua tem sido aplicado a introdugdo de novos agenies
antipsicoticos, a exemplo do PTAC (Bymaster, 1999), agonista parcial M, e M,.
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recupera¢ao sao muito variaveis dentro dos varios subtipos de receptores.
Os receptores a7 mostram desensibilizagdo muito rapida.

A exposi¢cdo prolongada aos agonistas pode levar o receptor ao
estado “inativo”, onde a recuperagao e muito lenta. Os receptores a4p2 sao
propensos a sofrerem inativagao por tratamento cronico com nicotina

(Kuryatov et al., 2000).
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Figura 45 — Pontos de interagdo de agonistas e antagonista com os receptores
nicotinicos nACh (Adaptado de Sharples et al., 2000).

Os estados de repouso, ativado e desensibilizado sao reversiveis e
podem ser estabilizados por diferentes tipos de ligantes. Os agonistas
estabilizam inicialmente os estados “ativados” (canal aberto), enquanto que
os antagonistas competitivos os estados de “repouso” ou “desensibilizado”
(canal fechado) (Sharples et al., 2000).

A figura 46 mostra a estrutura de alguns agonistas de receptores
nicotinicos (nACh). O mediador endégeno dos receptores nicotinicos é a

acetilcolina (ACh).
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Figura 46 - Alguns agonistas de receptores nicotiicos nACh.

3.5.1.2. Antagonistas competitivos

Os antagonistas competitivos interagem reversiveimente com os
receptores nicotinicos nos sitios de ligagdo dos agonistas ou bem préximo a
eles, estabilizando os receptores em uma conformacao de canal fechado e
impedindo o acesso dos agonistas.

Da mesma forma que para os agonistas, a maioria dos antagonistas
sdo de origem natural.

Os antagonistas mostram pouca seletividade aos subtipos de
receptores.

Alguns exemplos de antagonistas competitivos sdo a metilicaconitina
(MLA), a mecamelamina, a a-Bgt, o pancurdnio, a a-conotoxina MIl, a

clorisondamina, entre outros (Figura 47).

3.5.1.3. Antagonistas nao-competitivos (ANC)

Os ANC inibem a atividade dos receptores nicotinicos nACh por
bloquearem o proprio canal idnico, em sitios de ligagdao dentro do poro ou
préximo a sua entrada.

Uma vez que os ANC atuam em sitios distintos dos agonistas, é
relativamente facil a previsdo das suas concentragbes necessarias para o

bloqueio total de contragdes variaveis de agonistas.
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Caso o ANC seja um blogqueador do canal, este deve antes ser
ativado (aberto) para permitir o acesso do ligante. Estes sdo tipos de
antagonistas dependentes de voltagem (Sharples et al., 2001).

l
Gly—Cys— Cys—Ser—Asn—Pro—Val—Cys—His——Leu—
| OMe

]
Glu—His———Ser—Asn—1Leu—Cys—NH,

a-Conotoxina MIl

Pancurdnio

Figura 47 — Alguns antagonistas de receptores nicotinicos nACh.

3.5.1.4. Moduladores alostéricos positivos

Os moduladores alostéricos positivos sao ligantes que se unem aos
receptores nicotinicos em sitio diferente do sitio de ligagdo dos agonistas e
antagonistas ou mesmo da area do canal idnico. Tais substancias

potencializam os efeitos dos agonistas competitivos.
A galatamina e a fisostigmina tém mostrado habilidade de

potencializar concentragbes submaximas de agonistas nicotinicos em
receptores neuronais o4pz (Samachocki et al, 2000). Além disso, tais
compostos sdo inibidores da acetilcolinesterase, o que os classifica como
farmacos de escolha no tratamento da doenca de Alzheimer (Sharples ef al.,
2001).
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3.5.2. Requisitos estruturais dos agonistas de receptores nACh ouf2

eay

O modelo farmacoforico descrito para os ligantes dos receptores
nicotinicos (nACh), foi elaborado ha mais de 30 anos por Beers et al. (1970)
e posteriormente reexaminados por Sheridan et al. (1986).

O grupo farmacofdrico estabelecido, identifica os aspectos
estruturais comuns a varios agentes nicotinicos. Ele compde-se de: A) um
sitio “6nium” (ex.. o nitrogénio pirrolidinico da nicotina); B) um sitio aceptor
de ligagbes de hidrogénio (ex.. atomo de nitrogénio piridinico na nicotina) e
C) um centro imaginario no anel pindinico que forma um dipolo com B. Estes
trés pontos sao arranjados de forma triangular e distanciados entre si (em
Angstrons), como se segue: A-B=4.8, B-C=1.2 e A-C=4.0 (Figura 48).

2

AN \\..e“"‘- N— (A)
(C) \

=
N

( B)/ (-) nicotina

Figura 48 — Grupo farmacoférico dos ligantes nicotinicos {nACh) a,f; e a;.
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testar (tnar) mithares de compostos em um anico dia, 0 que potencialmente
aceleraria em muito o processo de descobrimento de farmacos.

A exploragdo de informag&o biologica feitas em humanos, tais como
a etnofarmacologia, os farmacos populares, as observacdes clinicas de
efeitos secundarios ou adversos, entre outras, sao fontes importantes de
planejamento de farmacos. Um bom exemplo, ja mencionado neste texto, foi
a descoberta da clorpromazina a partir da prometazina, em que a exploragao
do efeito sedativo da ultima, enquanto anti-histaminico, levou a descoberta
de um antipsicético. Observa¢des de cunho fisiolégico em animais, a
farmacognosia vegetal e a microbiologia, também sao recursos importantes
de desenvolvimento de novos agentes.

A ultima estratégia, porém ndo menos importante, sdo os métodos
de planejamento racional, que de fato se revestem de um carater mais
cientifico € menos empirico comparado aos demais. Neste caso a etiologia
da doenga ou distarbio, ou pelo menos a base bioquimica afetada, é o ponto
chave na descoberta de novos farmacos. Os progressos da farmacologia e
biologia molecular em viabilizar a clonagem e expressdo de receptores
puros, as técnicas de binding usando ligantes radiativos seletivos e a
utilizacdo da tecnologia computacional, que permite a simulagao das
interagbes dos ligantes com os receptores por meio de técnicas diversas,
sdo hoje ferramentas poderosissimas que fazem parte do dia-a-dia do
mundo do planejamento e descoberta de novos farmacos.

Apesar de toda a tecnologia disponivel, ainda assim ndo se pode
abrir mao do bom senso e espirito critico dos cientistas que laboram nesta
area do conhecimento. O bom juizo dos préos e contras de cada método é 0
fator decisivo para ¢ sucesso das descobertas.

Uma vez que este projeto de estudo fundamenta-se em hipéteses
bioquimicas ja bem estabelecidas para o distirbio da esquizofrenia, que faz
uso de modelos de interagdo com os receptores D, e 5-HT; envolvidos,
gerados por métodos de planejamento indireto assistidos por computador, e
ainda que se utiliza das técnicas de afinidade com os receptores puros
clonados (binding), claro esta que se trata de um planejamento racional. Ha
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porem que se considerar a natureza exploratéria do estudo, utilizando-se

dos argumentos do método de modificagdo molecular.

4.2. Planejamento sintético dos novos protétipos de agentes

antipsicoéticos

4.2 1. Benzamidas metilenopirrolidinicas N-, 2- e 3-substituidas

como agentes AP

Como visto em secgdes anteriores deste trabalho, a tendéncia atual
€ a de se concentrar esforcos na busca de novos agentes AP que sejam
seletivos aos receptores D, (Kapur et al, 2001b). Isto porque existe a
hipétese em vigor de que o bloqueio destes receptores & condigdo
necessaria e suficiente para a atividade antipsicética. E de suma importancia
a discriminagdo entre as atividades antidopaminérgicas e anti-
serotoninérgicas dos agentes AP no tratamento dos sintomas positivos da
esquizofrenia. Tal estudo visa validar as duas principais correntes de
pensamento, ou seja, as hipoteses de Seeman e de Meltzer (Kapur et al.,
2001b; Meltzer et al., 1991).

Este projeto de pesquisa da contribuicdo importantissima para a
elucidagao desta problematica, visto tratar-se do planejamento e sintese de
novas benzamidas derivadas da classe da sulpirida, remoxiprida e
amisulpirida, ligantes seletivos dos receptores D,.

Qutro fator importante foi levantado por Evans et al. (1993), e
consiste na necessidade de se encontrar novos ligantes, mais seletivos aos
receptores 5-HT;, que desvendem o0s requisitos estruturais minimos, de
natureza estérica, eletrdnica e lipofilica, necessarios a liga¢do com o
receptor.

As benzamidas sdo, portanto, excelente modelo de investigagao dos
fatores que governam a seletividade entre os receptores D, e 5-HT;.

A busca por novos protétipos analogos de benzamidas, além de
revelar as caracteristicas de ligagcao com os receptores, pode resultar em
novos agentes AP, tanto pelo antagonismo D2, quanto 5-HTs.
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Outra série de compostos também foi avaliada pelos autores a partir
da estrutura genérica (1), sendo que o composto YM-09151-2 foi o que
apresentou maior atividade biolégica (EDso 0,0076 mg/kg) e aita afinidade
com o receptor D2 (Ki=0,07 nM) (Figura 50).

MeHN
Cl H
Cl H N
Iy — 1)
N
N
1) |

YM-09151-2 En

Figura 50 — Atividade antagonista D, em benzamidas
pirrolidinicas 2,3-dissubstituidas.

Tais achados sustentam a hipotese original de que é possivel se
explorar as posicoes 2 e 3 do anel pirrolidinico, além da substituigdo no
atomo de nitrogénio. No estudo apresentado pelos autores, o grupo benzila
foi aquele que melhores resultados apresentou em termos de atividade
biolégica.

O composto DO-766 mostra a substituicdo do anet pirrolidinico na
posicdo 3 por um grupo volumoso e ainda assim sua afinidade com o
receptor D; € boa (Figura 51), o que corrobora a idéia geral do estudo

exploratério pretendido por este projeto.

H,N / OMe

o
MeNHSO, H OMe
N

0
N
DO-766

Ki = 6.0 nM (cis) (D2)
Ki = 3.6 nM (trans) (02)

Figura 51 — Atividade antagonsta D; em benzamidas
metileno-pirrolidinicas 2,4-dissubstituidas,
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Tabela VIl - REA em benzamidas metilenopirrolidinas N- e 2-
substituidas

#/Ri | R: | Rs | R EDso
el d (mg/kg sc)
cl H
e
R3
1 H|Bn| H 1,1
2| H| H |Bn|Me 0.67
3{Me| H [Bn| H 0,94
4 |Me| H | Bn | Me 0,35
5|\ H| H|Et]|H >30
6|Me| H | Et | Ph >30
7|Me| H | - | - 1
8 | Me |Me | Ph | H >30
Sulpirida >100
Sultoprida 18
o o
E1SO,
H,Nso,/q(),n\/éE %H\Q
Sulpirida Sultoprida

Alguns poucos exemplos sdo encontrados para benzamidas
antagonistas de receptores 5-HT3 (Harada et al.,, 1995a). Porém, néao se tem
dados de afinidade (K;) e os dados de atividade biologica foram obtidos para
ensaios de inibicao do reflexo Bezold-Jarisch (bradicardia induzida por 2-

metil-5-HT) (Tabelas Vil e IX).
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Tabela VIIl — Atividade antagonista 5-HT3; em benzamidas
metilenopirrolidinicas 2,4-dissubstituidas

#| Ri1 | Rz Inibigao do reflexo
H,N O,R1 Bezold-Jarisch
C'/Q”,HV[_SRZ (bradicardia induzida

Y N por 2-metil-5-HT) - (%)
Bn

1| Et | H 0

2| Et | Me 0

3| Me | Me 0

4 Et | Et 0

Como pode ser observado na figura 49, foram propostas poucas
variagoes sobre o sistema aromatico, escolhendo-se trabalhar com os dois
padrbes de substituicido que melhor resultado mostraram em estudos prévios
de REA e SAFIR (Harada et al., 1995a; Hogberg, 1993).

Por fim, enfatiza-se a adequac¢ao dos protétipos planejados ao
modelo de grupo farmacoférico descrito por Evans et al. (1993) que é o
modelo descritivo mais completo dos antagonistas de receptores 5-HTa.

Os compostos selecionados nas séries |, Il e Ill tém a finalidade de
serem empregados em futuro estudo completo de SAFIR. Nao se espera
que todos os intermediarios mostrem afinidade com os receptores, ainda que
a base racional para tal estudo esteja fundamentada nos modelos de grupo
farmacoférico j4 mostrados. Trata-se de estudo exploratério, no qual se
busca tirar vantagem da metodologia de sintese empregada e cother
informagboes preliminares fundamentais das propriedades de ligagoes
envolvidas entre os novos compostos pirrolidino-substituidos e os receptores

D; e 5-HTa.
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Tabela IX — Atividade antagonista 5-HT; em benzamidas nio
pirrolidinicas

Inibigdao do reflexo
#| R X Bezold-Jarisch
(bradicardia induzida
HzN O,R1 por 2-metil-5-HT) - (%)
X
C,QMJ el o :
0 N 2| Et | s 2
Bn
3| Me 0
4| Me | SO 0
5| Et | CH2 0
6| Et | NCH; 48

4.2.1.1. Analise retrossintética da obtencao das benzamidas

Os compostos selecionados para o estudo da SAFIR foram
submetidos a metodologia de sintese de pirréis e diidropirréis substituidos
desenvolvida por De Oliveira et al. (1995; Ferraz et al, 1995) onde os
intermedianios heterociclicos foram obtidos por iodociclizagdo dos §-
enaminoésteres apropriados. As analises retrossintéticas A e B resumem

este planejamento de sintese (Figuras 52 e 53).

4.2.2. Derivados nicotinicos piridinometilenopirrolidinicos N- e 2-
substituidos como agonistas de receptores nicotinicos (nACh) o2 e az

Procurou-se estudar uma série de analogos estendidos de derivados
da nicotina com o objetivo de se avaliar o potencial de ligagao e seletividade
aos receptores nicotinicos dos tipos (nACh) o4p. e 7. Para tanto, foi

proposta a série IV de compostos a seguir (Figura 54).
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Figura 52 — Andlise retrossintética A: Série l.

If“@’“ HN«QJ

X=H, NH: R'=|
R= Et.Bn

H.Me
3 /\Q/K
:) N
R

x.-CO,Me ; CO,Me
/H/\/ =4 :> R'A/COZMe
RNH

lscO,Me

— =-CcoMe

Figura 53— Analise retrossintética B: Séries il e Ill.
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O
v N . N
I \ N I
— Me R
N X=NH.O
-} nicoti R=H.Me,E
() nicotina oFt Serie IV

Figura 54 - Série de derivados nicotinicos metilenopirrolidinicos N-substituidos.

Glennon et al. (2000) destacam a importancia dos analogos
estendidos de agonistas de acetilcolina (ACh) ao nivel dos receptores a4fz
az. Um exemplo é o caso do DMAC, andlogo estendido da anabaseina, cuja

seletividade é dez vezes maior aos receptores azy e reversa aquela da

anabaseina (Figura 55).

X
N

N

=
N

anabaseina

Ki (nM)
a B=75
a~=374

Figura 55 - Analogos estendindos da anabaseina, reversao de seletividade.

E importante frisar que os protétipos pretendidos por este projeto de
estudo visam iniciar um estudo exploratério das afinidades e possiveis
seletividades entre os receptores nicotinicos ja citados. Espera-se que estes
apresentem afinidade com os receptores, uma vez que respeitam 0s

requisitos estruturais dos ligantes como visto pelos modelos de grupo

farmacoforico.
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4.22.1. Analise retrossintética da obten¢ao dos derivados da série

nicotinica (Série IV)

O planejamento de sintese utilizado para a obtengcao dos derivados
metilenopirrolidinicos da série nicotinica foi o mesmo utilizado para a
obtengao do intermediario iodociclico das séries |,ll e Il jA mencionadas

(Figura 56).

2
NH, <= N
o] y N O»_ﬂ/\H
R V/ R
-—0

-0

/4
N o _ RN omo
o— o— R
4 o

o]

R. NH o
. COMe CO,Me )J\/co Me
2
R’—'H.Me.Et _z $ = $

Figura 56 - Analise retrossintética C: série piridinica.
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V — MATERIAIS E METODOS

5.1. MATERIAIS

5.1.1. Reagentes e solventes (parte sintética e analitica)

3,3-Dimetoxi-propionato de metila (ALDRICH})
3-Hidroxipiridina (ALDRICH)

Acetato de metila (ALDRICH)

Acetato de sédio (ALDRICH)

Acetoacetato de metila (ALDRICH)

Acido 4-pentenodico (ALDRICH)

Acido acético glacial (ALDRICH)

Acido cloridrico concentrado (VWR)

Acido fumarico (ALDRICH)

Acido m-cloro-o-metéxi benzoéico (ALDRICH)
Acido oxalico (ALDRICH)

Acido p-amino-m-cloro-o-metdxi benzoico (ALDRICH)
Acido sulfdrico concentrado

Alumina neutra (ALDRICH)

Ambdnia (ALDRICH})

Azida de sédio (ALDRICH)

Benzeno (ALDRICH)

Benzilamina (ALDRICH)

Benzofenona

Bicarbonato de sédio (ALDRICH)

Brometo de alila (ALDRICH)

Brometo de etiimagnésio 3M (ALDRICH)
Brometo de trietilaménio (ALDRICH})
Catalisador Lindar® (FLUKA)

Cloreto de sodio (ALDRICH)

Cloreto de tionila (ALDRICH)

Cloreto férrico

Cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)}-N"-etilcarbodiimida (EDCI)
(ALDRICH)

Clorocromato de piridinio (ALDRICH)
Cloroférmio deuterado (ALDRICH)
Diclorometano (VWR)

Diisopropilamideto de litio 2M (LDA) (ALDRICH)
Etanol absoluto (ALDRICH)

Eter etilico anidro (ALDRICH)

Etilamina 70% (ALDRICH)

Formato de metila (ALDRICH)
Hexametilfosforamida (HMPA) (AIDRICH)
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Hidreto de sédio 95% (ALDRICH)

lodo (ALDRICH)

Metanol absoluto (ALDRICH)
N,N-Dimetilformamida (ALDRICH)
n-Butilitio 2,5 M (ALDRICH)

Priopiolato de metila (ALDRICH)
Silica-gel 60 (FLASH) (ALDRICH)
Silica-gel 62 (ALDRICH)

Sédio metalico (ALDRICH)

Sulfato de calicio (ALDRICH)

Sulfato de magnésio anidro (ALDRICH)
Tetraidrofurano (FISCHER)

Tolueno (ALDRICH)
Triacetoxiboroidreto de sédio (ALDRICH)
Trietilamina (ALDRICH)
B-Propiolactona (ALDRICH)

Os solventes comerciais, quando nao certificados, foram secados e
purificados de acordo com os padrdes estabelecidos na literatura (Perrin et
al., 1980).

5.1.2. Equipamentos (parte sintética e analitica)

Aparelho de ponto de fusao Thomas Hoover, modelo capilar

Balanga Mettler Toledo Modelo AE 163

Bomba de aito vacuo rotatéria Fisher 2

Cromatégrafo liquido de aita eficiéncia HP 1100

Espectrémetro de Infravermelho Varian

Es1gectr6metro de RMN Bruker ADPX-300 equipado para analises de 'H

e "C

. Es:gectrc‘:metro de RMN Varian Gemini 300 equipado para analises de 'H
e °C

Estufa de secagem Fanem modelo 515C
Forno Kugeirohr Bichi modelo GKR-51
Lampa de UV SPECTROLINE modeloNF-260C para revelagéo de placas
de cromatogramas
e Rotaevaporador Buchi modelo R-114

5.1.3. Equipamentos (modelagem molecular)

Workstation SGI O2 com visualizagao 3D
Impressora a laser colorida modelo HP Laserjet 5M

5.1.4. Software (modelagem molecular)

e Software Sybyl versdo 6.7 da Tripos Inc.

et
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5.2. METODOS
5.2.1. Sintese dos protétipos e intermediarios

5.2.1.1. Procedimento geral para a sintese dos compostos (EDO-146),
(EDO-125), (EDO-145) e (EDO-126) via redugdo quimica com
NaHB(OAc); (Cimarelli et al., 1996)

Mistura da benzamida insaturada correspondente (ex. EDO-140) (1
mmol), NaBH(AcO)s (1,5 mmol) e AcOH glacial (1 mL), dissolvida em
acetonitnia (2,5 mL), foi agitada a temperatura ambiente até consumo final.
Apés confirmagao por CCD (CHzClo/MeOH -~ 19:1) do consumo total de
reagente, o produto foi dissolvido em CH2Clz, lavado sucessivamente com
NazCOxzsan (3 X 5 mL), NaClisa) (2 X 5mL) e secado sobre MgSO4anidare)- APOS
evaporacido do solvente, o residuo foi eluido em uma coluna de silica-gel
(CH2Clo/MeOH - 19:1), resultando em mistura diastereomérica (2 manchas
no CCD) de dificil separa¢gado. Os rendimentos obtidos foram 90,3% (EDO-
146), 70% (EDO-125), 92% (EDO-145) e 68,4% (EDO-126).

5.2.1.2. Procedimento geral para a sintese das benzamidas (EDO-140),
(EDO-122), (EDO-139), (EDO-123), (EDO-148) e (EDO-149) (Harada et al.,
19952a)

Mistura do acido benzdico apropriado (5-cloro-2-metoxi-benzéico
para [(EDO-139), (EDO-123) e (EDO-149)] ou 4-amino-5-cloro-2-metoxi-
benzéico para [(EDO-140), (EDO-122), (EDO-148)] (10 mmol), do amino
composto [(EDO-138), (EDO-120) ou (EDO-147)] (10 mmol) e da
carbodiimida hidrossoltvel (cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilcarbodiimida-EDCI) (12 mmol) em solugao de CH2Ciz (80 mL) foi agitada
a temperatura ambiente até completo desaparecimento do material de
partida, acompanhado por CCD (CH2Cl2/MeOH — 19:1).

A mistura reacional foi lavada sucessivamente com agua, solugao
aquosa de de NaOH a 10%, agua, e solugéo saturada de NacCl.

Apés secagem em MgSO,4, o solvente foi evaporado e o produto
bruto foi purificado em uma coluna de silica-gel, usando-se mistura eluente
de CH:Cl,/MeOH (19:1). Apés evaporagdo do solvente, obtiveram-se
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Os rendimentos finais, ap6s purificagdo, foram os seguintes: 52%
(EDO-137), 64% (EDO-119) e 61% (EDO-144).

5.2.1.5. Procedimento geral para a sintese dos iodo-compostos (EDO-
131), (EDO-117) e (EDO-143) (DeOliveira, 1995; Ferraz et a/., 1995)

Mistura do B-enaminoéster [(EDO-128), (EDO-116) ou (EDO-141)]
(40 mmol), iodo (44 mmol) e NaHCO3 (44 mol) foi agitada em meio de
CH2CI; (200 mL) a temperatura ambiente até consumo total do material de
partida, confirmado por (hexano:acetato de etila - 4:1). O produto foi, entéo,
lavado sucessivamente com solugao saturada de NazS;03 (2 X 50 mL) e
solucao saturada de NaCl (2 X 50 mL). A fase organica foi secada sobre
MgSQ,, filtrada e o solvente evaporado em rotaevaporador. O éleo bruto
resultante foi purificado por recristalizagao de etanol gelado. O licor-mae foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel (hexano/acetato de etila
4:1).

Os rendimentos, apos purificagao, foram de 49,2% (EDO-131), 63%
(EDO-117) e 52,5% (EDO-143).

Os produtos foram analisados e caracterizados por ponto de fusao e

RMN 'H e *3C.

5.2.1.6. Procedimento geral para a sintese dos p-enaminoésteres (EDO-
128), (EDO-116) ou (EDO-141)

Para aminas volateis (EtNHz) (Baraldi et al., 1983):

Uma suspensédo do p-cetoéster [(EDO-121) ou (EDO-115)] (30
mmot), contendo 1,5 mL de acido acético e acetato de etilaménio (60 mmol)
(gerado in situ de quantidades equimolares de etilamina 70% (60 mmol) e
acido acético glacial (60 mmol)) em benzeno seco (75 mL), foi refluxada em
um aparelho de Dean-Stark durante até completa remogéo da agua.

Apoés resfriamento, a mistura foi lavada com solugdo saturada de
NaHCO; (2 X 50 mL) e secada com MgSO4. O produto foi filtrado e o
solvente evaporado a baixa pressdo em um rotaevaporador. O produto bruto

foi destilado em um aparelho Kugelrohr.
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Os solventes foram entido removidos em rotaevaporador e o dleo
resultante destilado a baixdao pressao em short-path.

Apés purificagao por destilagao, obteve-se o B-cetoéster EDO-121
em 74% de rendimento.

O produto foi analisado e caracterizado por RMN 'H e *3C.

5.2.1.8. Sintese de 2-acetil-pent-4-enocato de metila (EDO-115) (Sum et
al., 1978)

Em baldo de 500 mL foi suspenso NaH 95% (2,5 g;100 mmol) em
THF seco e destilado de sédio em benzofenona (250 mL). Em seguida
adicionou-se gota-a-gota, sob agitagdo magnética, acetoacetato de metila
(11,6 g;100 mmol). A mistura foi mantida resfriada com banho de gelo. Apos
evolugao total do gas hidrogénio foi adicionado brometo de alila (14,5 g;120
mmot) gota-a-gota durante 20 minutos. A mistura foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente durante uma noite.

O produto foi, entao, extraido com éter etilico (250 mL) e lavado com
agua destilada (100 mL). Apés separacgéo, a fase aquosa foi lavada com éter
(2 X 50 mL) e os extratos organicos combinados foram secados sobre
MgSO, e filtrados. O solvente foi removido em rotaevaporador resultando em
13,9 g do produto bruto.

A analise de CCD (hexano:acetato de etila — 4:1) revelou a mistura
de dois produtos principais resultantes de mono e dialquilagdo, em
proporgoes nac determinadas.

A mistura foi separada por cromatografia em coluna de silica-gel
(2X) usando-se gradiente de polaridade (hexano:acetato de etila — 100:0 —»
90:10, em intervalos de 0,5 pontos). O rendimento final foi de 4 g (26%).

O produto foi analisado e caracterizado por RMN 'H.

5.2.1.9. Sintese de 2-(benzilamino-metilenc)-pent-4-encato de metila
(EDO-136) (Leonard et al., 1946) |

NaH 95% (1,5 g;60 mmol) foi suspenso em THF (130 mL) seco e
destilado de s6dio em benzofenona. A mistura foi mantida sob agitacao
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magnética a temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, (EDO-134)
dissolvido em THF. Brometo de alila (9,1 g;75 mmol) foi entao adicionado
gota-a-gota com auxilio de uma seringa. A mistura foi refluxada durante uma
noite e o produto extraido com éter etilico. O produto foi decantado e filtrado
em coluna de alumina neutra para remog¢ao de sal (NaBr) suspenso
finamente dividido. A solugao etérea foi sucessivamente lavada com
solugcdes saturadas de cloreto e amédnio e cloreto de sédio e secada sobre
MgSO;, anidro.

A remocgao do solvente em rotaevaporador resultou num produto
oleoso de cor amarelo claro e odor caracteristico. A analise de CCD
(hexano:acetato de etila — 4:1) revelou mancha principal longa e continua,
dificultando a analise do produto. Apds a adigdo de algumas gotas de acido
acético glacial na mistura eluente, péde-se constatar a presenga de mancha
discreta relativa ao produto pnncipal.

A mistura foi, entdo, punficada por cromatografia em coluna de
alumina neutra, eluindo-se iniciaimente com hexano puro e mudando o
sistema eluente para (hexanao:acetato de etila — 8:1).

O rendimento final foi de 3,5 g (30%). O produto foi analisado e

caracterizado por RMN H.

5.2.1.10. Sintese de 2-etilaminometileno-pent-4-enocato de metila (EDO-
040) (Baraidi et al., 1983)

A sintese de 2-etilaminometileno-pent-4-enoato de metila (EDO-040)
baseou-se no procedimento de Baraldi et al. (1983).

Mistura do enol (EDO-026) (0,32 g;2,3 mmol), acido acético glacial
(0,4 g; 6,3 mmol) e etilamina 70% (0,28 g; 6,3 mmol), em benzeno seco
(10,2 mL), foi refluxada em um aparelho de Dean-Stark até completa
remogao da agua.

Apos resfriamento a mistura foi favada com solugao saturada de
NaHCO3; (2 X 50 mL) e secada com MgSO4. O produto foi filtrado e o
solvente evaporado a baixa pressdao em um rotaevaporador. O produto bruto
foi analisado por RMN 'H e confirmada a sua formagéo.
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5.2.1.11. Sintese de 2-hidroximetileno-pent-4-enoato de metila (EDO-
026) (Petragnani et al., 1977)

A um baldo de duas bocas, munido de agitagdo magnética e em
atmosfera de nitrogénio, foi adicionada solugdo pronta de LDA 2M (11 mL;22
mmol) adquirida da Fluka Inc. ao THF (11 mL) seco destilado de s6dio em
benzofenona. A mistura foi mantida a - 78 °C por meio de banho de gelo
seco em acetona.

Com auxilio de uma seringa foi adicionado o composto (EDO-025)
(2,28 g; 20 mmol) gota-a-gota e a mistura agitada por 30 minutos.

Adicionou-se, a seguir, formato de metila (1,32 g; 22 mmol) e a
coloragao levemente amarelada enfraqueceu-se apés 30 minutos de reagao.

A temperatura foi elevada de —78 °C a 0 °C e a mistura agitada por
mais 90 minutos. A cor mudou sensivelmente de amarelo-claro para
vermelho escuro. '

Solugao saturada de cloreto de aménio foi entéao adicionada (10 mL)
e o produto extraido com éter etilico (2 X 30 mL). A solugao foi lavada
sucessivamente com agua e solu¢do saturada de NaCl. O produto foi
secado sobre MgSOQ; e filtrado.

Os solventes foram evaporados em rotaevaporador e o éleo
resultante punficado por cromatografia em silica-gel (hexano/acetato de etila
-4:1).

O rendimento final do produto, apds punficagao foi de 0,32 g
(11,3%).

O produto foi analisado e caractenzado por RMN He C.

5.2.1.12. Sintese de pent-4-enoato de metila (EDO-025) (Furniss et al.,
1989)

Em um baldo foi adicionado acido 4-pentendico (20 g; 0,2 mol).
Cloreto de tionila (28,6 g; 0,24 mol) foi adicionado gota-a-gota, sob agitagao,
e a mistura refluxada por 30 minutos. Os gases foram capturados por
borbulhamento em agua, conforme o procedimento padrao. Alcool metilico
(50 mL) foi adicionado e a mistura refluxada por mais 15 minutos. O produto
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Cromatografia em coluna
As separagdes em coiuna foram feitas com silica-gel 60 (Flash)

(FLUKA) e silica-gel 62 (ALDRICH).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE
A analise cromatografica por CLAE foi realizada em um aparelho
Shimadzu SCL-10A VP, coluna de fase reversa Shimadzu C18 e detector de

UV na regido de 254 nm.

Espectrometria de ressondncia magnética nuclear

Os espectros de ressonanica magnética nuclear de 1H e 13C foram
realizar em equipamentos Bruker ADPX-300 de 300 MHz e Varian Gemini
300 de 300 MHz. Todos os deslocamentos quimicos estdao em partes por
milhao (ppm) em relagao ao padréo interno TMS (tetrametilsilano).

Espectrometria no infravermelho
O espectro de infravermtho foi obtido em espectrofotémetro BOMEM

pelo método de filme liquido em cela de NaCl.

Ponto de fusao
Os pontos de fusdo foram obtidos em aparelho Thomas Hoover.

Analise elementar
As anadlise elementares foram feitas por Atlantic Microlab Inc., USA.

Espectrometria de massas
Os espectros de massas (CG/MS) foram realizados em um

equipamento Shimadzu QP5050-A acoplado a cromatografo G17-A.
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5.2.3. Testes de afinidade com os receptores (binding)

Os ensaios de binding foram realizados no laboratdrio do Prof. Milt
Teitler, no Departamento de Farmacologia do Albany Medical School,
Albany, NY. Os testes seguiram o protocolo padrio para receptores
clonados e expressos em células CHO. Os principios basicos e as técnicas
utilizadas para binding podem ser consultadas na revisdo de Deupree e
Bylund (2002).

5.2.4. Modelagem molecular

Os estudos de modelagem molecular foram realizados por
minimizagdo de energia dos protétipos via algoritmo AM1 implementado no
software Sybyl 6.7. Foram medidas as distincias entre os elementos do
grupo farmacoférico e calculadas as densidades de carga em torno dos

atomos pelo algoritmo Gasteiger-Huckel.
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{5-[(4-Amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil}-1-etil-pirrolidin-2-il}-
acetato de metila (EDO-146)
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C18H26CIN3O4 - MM=383,87 g.mol™

Rendimento: 0,54 g (1,42 mmol); 90,3%

Aspecto: soélido cristalino de cor levemente amarelada
Dados espectrométricos de massa:
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ESPECTRO 1 - Espectro de massas (CG/MS) do {5-[(4-amino-5-cloro-2-maetoxi-benzoilamino)-
metil]-1-etil-pirrolidin-2-i}-acetato de metila (EDO-146) - Isdmero A.
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ESPECTRO 2 - Espectro de massas (CG/MS) do {5-[(4-amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-
metil]-1-etil-pirrolidin-2-if}-acetato de metila (EDO-146) - Isémero B.
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{5-[(4-Amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-1-benzil-pirrolidin-2-

il}-acetato de metila (EDO-125)
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C23H2sCIN3O4 - MM=445,94 g.mol™
Rendimento: 0,78 g (1,75 mmol); 70%
Aspecto: sdlido cristalino de cor ievemente amarelada

Dados espectrométricos de massas:

H,N 0.
mfe=170,5 mle=232
m/e=276

+
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ESPECTRO 4 - Espectro de massas (CG/MS) do (5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metilF-1-etil-
pirrolidin-2-i[}-acetato de metila (EDQ-145) - Is6mero A.
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ESPECTRO 5 - Espectro de massas (CG/MS) do {5-[(5cloro-2-metaxi-benzoilamino)-maeti[l-1-etil-
pirrolidin-2-i[}-acetato de metila (EDO-145 ou 080 ou 053) - Isbmero B.
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{1-Benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-pirrolidin-2-il}-
acetato de metila (EDO-126)

Q
16
Cl ] |1|5 ! 3
BN X SN SN N\
!l L L—-—_
:"// ~o "/‘ E o)
P \ A
CH3 7 \
29 12
5/ i 95“27”3
11
=g
C23H27CIN2O,4 - MM=430,92 g.mol™
Rendimento: 0,74 g (1,71 mmol); 68,4%
Aspecto: solido cristalino de cor ievemente amarelada
Dados espectrométricos de massas:
o] H
ol R 1 v
M Me"N\/O\/\\\O Xt 0
N N
0. | |
m/e=156,6 m/e=232
m/e=276
" \
H
RO S GPR
m/e=91 )‘o/ MeN
o= =
mfe=158 fe=74 m/e=44
c nrsared
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ESPECTRO 6 - Espectro de massas (CG/MS) do {1-benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-
metif]-pirrolidin-2-1}-acetato de metila (EDO-126) - Isbmero A.
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ESPECTRO 7 - Espectro de massas (CG/MS) do {1-benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-
metil]-pirrolidin-2-ilj-acetato de metila (EDO-126) - Isbmero B.
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{5-[(4-Amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil}-1-etil-pirrolidin-2-
ilideno}-acetato de metila (EDO-140)

o
1, )
I N S S
|.L //!6 \N"——_q/'
H2N5/ o~ \O-) 7 \\ //?4
) i — &
CHa \'.‘.H3 \

C18H24CIN3O4 - MM=381,86 g.mol™!

Rendimento: 0,72 g (1,88 mmol); 75,2%

Aspecto: sélido cristalino de cor levemente amarelada
Ponto de fusao: 159-160 °C

Analise elementar:

% Tedrico Experimental

C 56,62 56,40
H 6,33 6,22
N 11,00 10,71

Dados dados espectrométricos de RMN-"H e RMN-'3C:

RMN-'H (CDCI;) & (ppm) RMN-"3C (CDCls) & (ppm)
1,18(t,J=6.96Hz,3H); H-C7 10,41(C7) 132,45 (C20)
1,80-1,86(m,1H); (H-C3) 24,41(C3) 146,67 (C18)
2,06-2,19(m, 1H); (H-C3) 30,79 (C4) 157,06 (C16)
3,03-3,39(m,5H); (H-C2, H-C4, H-C8) 38,69 (C6) 164,56 (C5)
3,62(s,3H); (H-C22) 40,75 (C8) 164,60 (C13)
3,8-3,92(m,2H); H-C6 49,59 (C22) 169,23 (C10)
3,82(s,3H); H-C24 55,52 (C24)
4.52(br s,2H); NH2-Ar 61,91 (C2)
4,61(s,1H); H-C12 77,39 (C12)
6,28(s,1H); H-C17 97,24 (C17)
7,74(br s,1H); CONH 111,04 (C15)
8.07(s,1H); H-C20 111,17 (C19)
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ESPECTRO 8- Espectro de RMN-'H de {5-[(4-amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino}-metil]-1-etil-
pirrolidin-2-ilideno}-acetato de metila (EDO-140) (5 ppm, CDCls, 300 Mz).
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ESPECTRO 9 - Espectro de RMN-"C de {5-[(4-amino-5-cloro-2-metaxi-benzoilamino)-metil]-1-
etil-pirrolidin-2-fildeno}-acetato de metila (EDO-140) (5 ppm, CDCls, 75 Mz).
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{5-[(4-Amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-1-benzil-pirrolidin-2-

ilideno}-acetato de metila (EDO-122)
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C23H26CIN304 - MM=443,92 g.mol
Rendimento: 1,33 g (3,00 mmol); 75%

Aspecto: sélido cristalino de cor levemente amarelada
Dados dados espectrométricos de RMN-'H e RMN-"3C:

RMN-"H (CDCl) 5 (ppm)

RMN-""C (CDCI;) & (ppm)

1,80-1,95 (m,1H); H-C3 25,1 (C3) 157,5 (C21)
2,05-2,25 (m, 1H); H-C3 31,1 (C4) 165,0 (C5)
3,10-3,35 (m, 2H); H-C4 41,3 (C13) 165,9 (C18)
3,45 (m, 1H); H-C13 anti 48,3 (C6) 169,7 (C15)
3,60 (s, 3H); H-C27 50,1 (C27)

3,70-3,80 (m, 1H); H-C13 gauche 56,0 (C29)

3,80 (s, 3H); H-C29 62,6 (C2)

3,80-3,90 (m, 1H); H-C2 79.2 (C12)

4.40 (d, J=16,1Hz, 1H); H-C6 97,7 (C22)

4,31 (sl, NH2); H-N30 111,6 (C20)

455 (d, J=16,1Hz, 1H); H-C6 111,8 (C24)

4,71 (s, 1H); H-C17 126,8 (C8,C12)

6,26 (s, 1H); H-C22 127,5 (C10)

7.19 (d, J=6,8Hz, 2H); H-C8, H-C12 128,8 (C9,C11)

7.25-7,32 (m, J=6,8Hz, 2H); H-C8, H-C12  133,1 (C25)

7.65 (sl, NH); H-N14 136,0 (C7)

8.07 (s,1H); H-C25 146,9 (C23)
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ESPECTRO 10 - Espectro de RMN-"H de {5-[(4-amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metif]-1-
benzil-pirrolidin-2-llidenc}-acetato de metila (EDO-122) (5 ppm, CDCls, 300 Mz}.
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ESPECTRO 11 - Espectro de RMN-"H de {5-{(4-amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-1-
benzik-pirrolidin-2-ilidenc}-acetato de metila (EDO-122} (5 ppm, CDCly, T5 Mz).
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{5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-1-etil-pirrolidin-2-ilideno}-
acetato de metila (EDO-139)

%
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2H3 CH \
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C18H23CIN2O4 - MM=366,84 g.mol™

Rendimento: 0,67 g (1,84 mmol); 73,5%

Aspecto: sdlido cristalino de cor levemente amarelada
Ponto de fusao: 105-106 °C

Analise elementar:

% Tedrico Experimental

C 58,93 59,03
H 6,32 6,28
N 7,64 7,63

Dados espectrométricos de RMN-'H e RMN-"°C:

RMN-'H (CDCls) 5 (ppm) RMN-">C (CDCI;) 5 (ppm)
1,20(t,J=6.96Hz,3H); H-C7 11,4 (C7) 131,9 (C18)
1,78-1,86(m,1H); (H-C3) 24,8 (C3) 132,6 (C20)
2,11-2,21(m,1H); (H-C3) 31,2 (C4) 155,9 (C16)
3,10-3,42(m,5H); H-C4, H-C6, H-C8 anti 39,1 (C6) 164,5 (C5)
3,64(s,3H); (H-C22) 41,3 (C8) 164,9 (C13)
3,88-3,97(m,2H); H-C8 gauche, H-C2 50,1 (C22) 169,6 (C10)
3,91(s,3H); H-C24 56,3 (C24)
4,64(s,1H); H-C12 62,1 (C2)
6,92(d,J=8,8Hz,1H); H-C17 78,1 (C12)
7.41(dd,J1=8,8Hz,J2=2,9Hz,1H); H-C18 112,9 (C17)
7.91(br s,1H); CONH 122,2 (C15)
8,17(d,J=2,94Hz,1H); H-C20 126.,8 (C19)
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{1-Benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-pirrolidin-2-ilideno}-
acetato de metila (EDO-123)
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C23H25CIN20O4 - MM=428,91 g.mol™

Rendimento: 1,30 g (3,04mmol); 76%

Aspecto: sélido cristalino de cor levemente amarelada
Dados espectrométricos de RMN-'H e RMN-"*C:

RMN-'H (CDCl5) 5 (ppm) RMN-"C (CDCI;) 5 (ppm)
1,80-1,95 (m, 1H); H-C3 25,23 (C3) 156,01 (C21)
2,10-2,30 (m, 1H); H-C3 31,15 (C4) 164,62 (C5)
3,18-3,40 (m, 2H); H-C4 41,55 (C13) 165,86 (C18)
3,44-3,51 (m, 1H); H-C13 anti 48,45 (C6) 169,72 (C15)
3,60 (s, 3H); H-C27 50,21 (C27)
3,72-3,80 (m, 1H): H-C13 gauche 56,38 (C29)

3,87 (s, 3H); H-C29 62,63 (C2)
3,85-3,91 (m, 1H)-H-C2 79,53 (C17)
4,41 (d, J=16,4Hz, 1H); H-C6 112,95 (C22)
4,55 (d, J=16,4Hz, 1H); H-C6 122,46 (C20)
473 (s, 1H); H-C17 126,80 (C24)
6,90 (d, J=8,8Hz, 1H); H-C22 126,90 (C8,C12)
7,20 (d, J=6,7Hz, 2H); H-C8, H-C12 127,64 (C10)
7.25-7,35 (m, 3H); H-C9, H-C10, H-C11 128,94 (C9,C11)
7.39 (dd, J=2,8 e 8,8Hz, 1H); H-C23 131,97 (C23)
7.81 (sl, NH); H-N14 132,67 (C25)
8.12 (d, J=2,8Hz, 1H); H-C25 136,11 (C7)
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ESPECTRO 14 - Espectro de RMN-'H de {1-Benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-
metil]-pirrolidin-2-ilideno}-acetato de metila (EDO-123) (5 ppm, CDCl,, 300 Mz).
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ESPECTRO 15 - Espectro de RMN-"2C de {1-Benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino )~
metil]-pirroIidln-z-llideno}-acetato de metila (EDQ-123) (6 ppm, CDCly, 75 Mz).
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(5-Aminometil-1-etil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato de metila (EDO-138)

8 3
Hz';'/ \li/ \4
S ';I\S/ 0
U\ \\10_‘”//12
CHa \
A

C10H18N202 - MM=198,26 g.mol’

Rendimento: 1,10 g (5,53 mmol); 88%

Aspecto: 6leo viscoso de cor verde-amarelada clara
Dados espectrométricos de RMN-"H:

RMN-'H (CDCl3) 5 (ppm)
6-1,18 (m,1H); H-C7
4-1,85 (m,1H); H-C3
9-2,14 (m,1H); H-C3
5-1,70 (sl,NH2); H-N9
2,63-2,83 (m,2H); H-C4
3,04-3,32 (m,4H); H-C6, H-C8
3,62 (s,3H); H-C14

3,56-3,68 (m,1H); H-C2

4,55 (s,1H); H-C10

1.0
1,7
1,9
1.4
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ESPECTRO 16 - Espectro de RMN-'H de (5-aminometil-1-etil-pirrolidin-2-llidenc)-

acelato de metila (EDO-138) (6 ppm, CDCl,, 300 Mz).
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(5-Azidometil-1-etil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato de metila (EDO-137)

+
8 3
1" 9 \ 4

C10H16N202 - MM=224,26 g.mol™

Rendimento: 1,98 g (8,84 mmol); 52%

Aspecto: 6leo viscoso de cor castanho claro
Dados espectrométricos de RMN-'H e RMN-'3C:

RMN-'H (CDCL) 5 (ppm) RMN-""C (CDCls) 5 (ppm)
1,14(t, J=7.02Hz, 3H); H-C7 25,09 (C3) 164,15 (C5)
1,78-1,86(m,1H); H-C3 30,53 (C4) 169,32 (C13)
2,02-2,15(m,1H); H-C3 38,97 (C6)
3,0-3,44(m,6H); H-C4, H-C6, H-C8 49,78 (C16)
3,61(s,3H); H-C16 53,13 (C8)
3,68-3.74(m,1H); H-C2 61,67 (C2)
4.57(s,1H); H-C12 78,28 (C12)
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(1-Etil-5-iodometil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato de metila (EDO-131)

N
9 L /-1
—
RN
o 05__04'{3

C1oH16INO2 - MM=309,15 g.mol™
Rendimento: 5,83 g (18,9 mmol); 49,2%
Aspecto: sélido cristalino de cor creme
Ponto de fusao: 58-59 °C

Dados espectrométricos de RMN-"H:

RMN-'H (CDCI.) 5 (ppm)
1,16(t, J=7,31Hz, 3H); H-C7
1,82-1,91(m,1H); H-C3
1,91-2,21(m,1H); H-C3
3,10-3,36(m,6H); H-C4, H-C6, H-C8
3,63(s,3H); H-C16
3,66-3,76(m,1H); H-C2
4,57(s,1H); H-C12
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ESPECTRO 19 - Espectro de RMN-"H de (1-etil-5-iodometil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato

de metila (EDO-131) (5 ppm, CDCls, 300 Mz).
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3-Etilamino-hepta-2,6-dienoato de metila (EDO-128)

C1oH17NO; - MM=183,25 g.mol™

Rendimento: 4,0 g (21,8 mmol); 72,4%

Aspecto: dleo viscoso de cor amarelo claro
Ponto de ebulicdo: 100-110 °C (0,03 mmHg)
Dados espectrométricos de RMN-"H e RMN-"3C:

RMN-'H (CDCl) 5 (ppm) RMN-"°C (CDCIl.) 5 (ppm)
1,23 (t, J=7.2Hz,3H); H-C9 15,1 (C9) 170,7 (C2)
2,7-2,30 (m,4H); H-C10, H-C11 31,2 (C11)
3,26 (qt, J=7,2Hz, 2H); H-C8 31,6 (C10)
3,62 (s,3H); H-C4 36,9 (C8)
4,48(s,1H); H-C5 49,4 (C4)
5,02 (d, J=10,2Hz, 1H); H-C13 (cis) 80,2 (C5)
5,06 (d, J=18,1Hz, 1H); H-C13 (trans)  115,1 (C13)
5,81-5,90(m,1H); H-C12 136,3 (C12)
8,50(st,NH); H-N7 164,5 (C6)
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3-Oxo-hept-6-enoato de metila (EDO-121)

CgH1203 - MM=156,18 g.mol™

Rendimento: 11,5 g (73,6 mmol); 74%

Aspecto: solido cristalino de cor levemente amarelada
Ponto de ebuligdo: 85-90 °C (3,8 mmHg)

Dados espectrométricos de RMN-"H e RMN-"3C:

RMN-"H (CDCls) 5 (ppm) RMN-""C (CDCls) 5 (ppm)
2,34 (q, J=7,0Hz, 2H); H-C9 26,9 (C9) 136,0 (C10)
2,65 (t, J=7,0Hz, 2H); H-C8 416 (C8) 167,1 (C2)
3,47(s,2H); H-C5 48,6 (C5) 201,4 (C6)
3,74(s,3H); H-C4 51,9 (C4) ~205 (C6-enol)
4,99 (d, J=10,1Hz, 1H); H-C11 (cis) ~80 (C2-enol)

5,04 (d, J=17,1Hz, 1H); H-C11 (trans) 115,1 (C11)
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(5-Aminometil-1-benzil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato de metila (EDO-120)

14 \ 3
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C1sH20N202 - MM=260,33 g.mol™
Rendimento: 2,4 g (9,2 mmol); 91%
Aspecto: 6leo viscoso de cor verde-amarelo claro

Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-'H (CDCl) § (ppm)
.85-2,00 (m,1H); H-C3
,05-2,20 (m,1H); H-C3
,30-2,70 (si,NH2); H-N14
,70-2,90 (m,1H); H-C4
2,90-3,05 (m,1H); H-C4
3,10-3,35 (m,2H); H-C13
3,59 (s,3H); H-C19
3,50-3,70 (m,1H); H-C2
4,35 (d, J=16,5Hz, 1H); H-C6
4 48 (d, J=16,5Hz, 1H); H-C6
4,66 (s,1H); H-C15
7,17 (d, J=6,8Hz, 2H); H-C8, H-C12
7.23-7,41 (m,3H); H-C9, H-C10, H-C11

1
2
2
2

Eliseu Ortega de Oliveira






Resultados

157

(5-Azidometil-1-benzil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato de metila (EDO-119)

N/
"\/ \\‘_ 90-‘9:"3
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C1sH18N4O2 - MM=286,33 g.mol™
Rendimento: 3,45 g (12,1 mmol); 64%
Aspecto: Oleo viscoso de cor castanho claro
Dados espectrométricos de RMN-H :

RMN-"H (CDCl;) 5 (ppm)

1,84-1,92 (m,1H); H-C3
2,12-2,20 (m,1H); H-C3

3,14-3,24 (m,1H); H-C4

3,29-3,44 (m,1H); H-C4, H-C13

3,60 (s,3H); H-C21

3,68-3,73 (m,1H); H-C2

4,35 (d, J=16,5Hz, 1H); H-C6

4,49 (d, J=16,5Hz, 1H); H-C6

4,68 (s,1H); H-C17

7,17 (d, J=6,8Hz, 2H): H-C8, H-C12
7,26-7,36 (m, 3H); H-C9, H-C10, H-C11
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ESPECTRO 25 - Espectro de RMN-'H de (5-azidometil-1-benzil-pirrolidin-2-ilidenc)-

acetato de metila (EDO-119) (5 ppm, CDCls, 300 Mz).
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(1-Benzil-5-iodometil-pirrolidin-2-ilideno)-acetato de metila (EDO-117)
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C17H1sINO2 - MM=371,21 g.mol™

Rendimento: 7,62 g (20,5 mmol); 53%

Aspecto: sélido cristalino de cor levemente amarelada
Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-'H (CDCls) 5 (ppm)
1,85-2,00 (m,1H); H-C3
2,15-2,30 (m,1H); H-C3
3,09 (dd, J=8,1 e 10,3Hz, 1H); H-C4 anti
3,26 (dd, J=2,6 e 10,3Hz, 1H); H-C4 gauche
3,61 (s, 3H); H-C19
3,65-3,75 (m,1H); H-C2
4,26 (d, J=16,5Hz, 1H); H-C6
4,50 (d, J=16,5Hz, 1H); H-C6
4,68 (s,1H); H-C15
7.17 (d, J=6,8Hz, 2H); H-C8 e H-C12
7,25-7,36 (m,3H); H-C9, H-C10 e H-C11
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3-Benzilamino-hepta-2,6-dienoato de metila (EDO-116)
3 ;\1/ . \NH
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C1sH1eNO2 - MM=245,32 g.mol™
Rendimento: 10,0 g (40,9 mmol); 98%
Aspecto: dleo viscoso de cor amarelo claro
Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-'H (CDCl,) 5 (ppm)
2,23-2,30 (m,4H); H-C13, H-C14
3,62 (s,3H); H-C18
4,41 (d, J=6,4Hz, 2H); H-C7
4,56 (s,1H); H-C10
4,99 (d, J=9,5Hz, 1H); H-C16 cis
5,02 (d, J=17,2Hz, 1H); H-C16 trans
5,72-5,85 (m,1H); H-C15
7.22-7,35 (m,5H); H-C2, H-C3, H-C4, H-C5, H-C6
8,95 (sl, NH); H-N8
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ESPECTRO 27 - Espectro de RMN-'H de 3-benzilamino-hepta-2,6-dienoato de metila

(EDO-116) (5 ppm, CDCls, 300 Mz).
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5-[(4-Amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-1-benzil-2-metil-4,5-

diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-148)
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C2H26CIN3O4 - MM=443,92 g.mol™
Rendimento: 0,3 g (0,7 mmol); 74%

Aspecto: sélido cristalino de cor levemente amarelada
Dados espectrométricos de RMN-'H e RMN-"*C:

RMN-'H (CDCI:) 5 (ppm)

RMN-"°C (CDCl;) 5 (ppm)

2,31 (s,3H); H-C19 12,31 (C19)
2,62 (dd, J=6,8 e 14,9Hz, 1H); H-C3 gauche 31,80 (C3)
3,03 (t, J=14 9Hz, 1H); H-C3 anti 41,72 (C13)
3,45-3,51 (m,1H); H-C13 gauche 47,75 (C6)
3,67 (s,3H); H-C27 50,19 (C27)
3,67-3,78 (m,1H); H-C13 anti 55,96 (C29)
3,80 (s,3H); H-C29 59,15 (C2)
3,81-3,94 (m,1H); H-C2 94 84 (C4)
4,33 (d, J=16,7Hz, 1H); H-C6 97,77 (C22)

4,42 (s, NH2): H-N30

4,55 (d, J=16,7Hz, H); H-C6

6,27 (s,1H); H-C22

7.17 (d, J=6,9Hz, 2H); H-C8, H-C12
7,25-7,36 (m,3H); H-C9, H-C10 e H-C11
7.84 (sl, NH); H-N14

8,09 (s,1H): H-C15

111,47 (C20)
111,97 (C24)

147,01 (C23)
157,57 (C21)
161,11 (C5)

165,12 (C17)
167,45 (C15)

126,80 (C8,C12)

127,50 (C10)

128,86 (C9,C11)

132,94 (C25)

137,28 (C7)
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ESPECTRO 28 - Espectro de RMN-'H de 5-{(4-amino-5-cloro-2-metoxi-benzollamino)-
metil]-1-benzil-2-metil-4, 5-diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-148)
(6 ppm, CDClI,, 300 Mz).
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ESPECTRO 29 - Espectro de RMN-""C de 5-{(4-amino-5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-
metil}-1-benzil-2-metil-4,5-diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-148)
(6 ppm, CDCly, 75 Mz).
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1-Benzil-5-[(5-cloro-2-metoxi-benzoilamino)-metil]-2-metil-4,5-diidro-1H-
pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-149)
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C23H25CIN204 - MM=428,91 g.mol™

Rendimento: 0,37 g (0,86 mmol); 75%

Aspecto: sdlido cristalino de cor levemente amarelada
Dados espectrométricos de RMN-'H e RMN-'3C:

RMN-'H (CDCL) & (ppm) RMN-"°C (CDCl) & (ppm)

2,32 (s,3H); H-C19 12,32 (C19) 137,21 (C7)
2,63 (dd, J=6,9 e 14,0Hz, 1H); H-C3 gauche 31,81 (C3) 156,05 (C1)
3,05 (t, J=14,0Hz, 1H); H-C3 anti 41,84 (C13) 161,04 (C5)
3,43-3,51 (m,1H); H-C13 gauche 47,80 (C6) 164,55 (C17)
3,67 (s,3H); H-C27 50,22 (C27) 167,38 (C15)
3,60-3,78 (m,1H); H-C13 anti 56,26 (C29)

3,87 (s,3H); H-C29 58,98 (C2)

3,86-3,94 (m,1H); H-C2 95,01 (C4)

4,33 (d, J=16,7Hz); H-C6

4,55 (d, J=16,7Hz); H-C6

6,91 (d, J=8,8Hz, 1H); H-C22

7,18 (d, J=6,7Hz, 2H); H-C8 e H-C12
7,25-7,37 (m, 3H); H-C9, H-C10 e H-C11
7,39 (dd, J=2,8 e 8,8Hz, 1H); H-C23
7,98 (t, J=4,1Hz, NH); H-N14

8,16 (d, J=2,8Hz, 1H); H-C25

112,89 (C22)
122,63 (C20)
126,74 (C24)
126,80 (C10)
127,57 (C8,C12)
128,91 (C9,C11)
131,92 (C23)
132,45 (C25)
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ESPECTRO 30 - Espectro de RMN-'H de 1-benzil-5-{(5-cloro-2-metoxi-benzoiiamino)-
metil]-2-metil-4,5-diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-149)
: (6 ppm, CDCls, 300 Mz).
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ESPECTRO 31 - Espectro de RMN-""C de 1-benzil-5-{(5-cloro-2-metoxi-benzoilaminc)-
metil]-2-metil-4,5-diidro-1H-pirroi-3-carboxilato de metila (EDO-149)
(5 ppm, CDCls, 75 Mz).
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5-Aminometil-1-benzil-2-metil-4,5-diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de
metila (EDO-147)

C1sH120N202 - MM=260,33 g.mol’
Rendimento: 0,5 g (2,1 mmol); 70%
Aspecto: bleo viscoso de cor amarelo ciaro
Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-'H (CDCls) 5 (ppm)
2,23 (s,3H); H-C17
2,35 (sl, NH2); H-N14
2,50-3,05 (m,2H); H-C3
3,66 (s,3H); H-C19
3,84 (d, J=13,1Hz, 1H); H-C13
3,91 (d, J=13,1Hz, 1H); H-C13
4,30 (d, J=16,7Hz, 1H); H-C6
4,40 (d, J=16,7Hz, 1H); H-C6
7,16 (d, J=7,4Hz, 2H); H-C8 e H-C12
7.24-7,37 (m,2H); H-C9, H-C10 e H-C11
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5-Azidometil-1-benzil-2-metil-4,5-diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de metila

(EDO-144)
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C1sH1eN4O2 - MM=286,33 g.mol"’
Rendimento: 1,1 g (3,8 mmol); 61%

Aspecto: éleo viscoso de cor castanho claro

Dados espectrométricos de RMN-"H:

RMN-'H (CDCls) § (ppm)

2,30 (s,3H); H-C19

2,57 (ddq, J=1,3; 7,1 e 15,0Hz; 1H); H-C3 gauche
2,98 (ddq, J=1,3; 11,6 e 15,0Hz; 1H); H-C3 anti
3,26 (dd, J=4,9 e 12,6Hz; 1H); H-C13 gauche
3,42 (dd, J=4,9 e 12,6Hz; 1H); H-C13 anti

3,68 (s, 3H); H-C21
3,68-3,83 (m, 1H); H-C2

4,35 (d, J=16,7Hz, 1H); H-C6

455 (d, J=16,7Hz, 1H); H-C6

7,16 (d, J=7,1Hz, 2H); H-C8 e H-C12

7,26-7,39 (m, 3H); H-C9, H-C10 e H-C11
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ESPECTRO 33 - Espectro de RMN-"H de 5-azidometil-1 -benzil-2-metil-4,5-diidro-1H-
pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-144) (5 ppm, CDCI,, 300 Mz).

FUTF T ot
ism a2 -

ATiaramndicy
S 2
1248 1= = "

"
f 1
"~ s
- 2
[} = 3
NG 2 =
[ ] =3
2
a7 = H
" 5
a
LA ]
4000 %08 000 230 2000 1508 e
Werrgrurders v 1)

ESPECTRO 34 - Espectro de Infra-vermelho de 5-azidometil-1-benzil-2-metii-4, 5-diidro-
1H-pirrol-3-carboxilato de metila (EDO-144).
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1-Benzil-5-iodometil-2-metil-4,5-diidro-1H-pirrol-3-carboxilato de metila
(EDO-143)
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C1sH1gINO2 - MM=371,21 g.mol"

Rendimento: 3,2 g (8,5 mmol); 52,5%

Aspecto: sélido cristalino de cor levemente amarelada
Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-'H (CDCl) 5 (ppm)
2,31 (t, J=1,3Hz, 3H); H-C19
2,54 (ddq, J=1,3; 7,3 e 15,1Hz; 1H); H-C3 gauche
3,01 (ddq, J=1,3; 11, e 15,1Hz; 1H); H-C3 anti
3,15 (dd, J=7,3 e 10,2Hz, 1H); H-C13 anti
3,22 (dd, J=3,0 e 10,2Hz, 1H); H-C13 gauche
3,58-3,70 (m,1H); H-C2
3,68 (s, 3H); H-C21
7.16 (d, J=6,8Hz, 2H); H-C8 e H-C12
7,25-7,70 (m, 3H); H-C9, H-C10 e H-C11
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2-(1-Benzilamino-etilideno)-pent-4-enoato de metila (EDO-141)

C1sH1sNO; - MM=245,32 g.mol"’
Rendimento: 4,2 g (17,1 mmol); 85%
Aspecto: 6leo viscoso de cor amarelo claro
Dados espectrométricos de RMN-"H:

RMN-"H (CDCl,) 5 (ppm)
1,91 (s,3H); H-C13
3,01 (dt, J=1,7; 5,5Hz, 2H); H-C14
3,66 (s,3H); H-C18
4,43 (d, J=6,2Hz, 2H); H-C7
4,88-4,98 (m,2H); H-C16
5,76-5,88 (m,1H); H-C15
7.22-7,43 (m,5H); H-C2, H-C3, H-C4, H-C5, H-C6
9,78 (sl, NH); H-N8
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ESPECTRO 36 - Espectro de RMN-"H de 2-(1-benzilamino-etilideno)-pent-4-enoato de
metila (EDO-141) (5 ppm, CDCls, 300 M).
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2-Acetil-pent-4-enoato de metila (EDO-115)
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CsH1203 - MM=156,18 g.mol
Rendimento: 4,0 g (25,6 mmol); 26%
Aspecto: liquido oleoso incolor
Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-"H (CDClI,) 5 (ppm)
2,24 (s,3H); H-C11
2,60 (t, J=7,4Hz, 2H); H-C6
3,55 (t, J=7.4 Hz, 1H); H-C5
3,74 (s,3H); H-C4
5,06 (d, J=11,2Hz, 1H); H-C8 cis
5,10 (d, J=15,6Hz, 1H); H-C8 trans
5,67-5,79 (m,1H); H-C7
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ESPECTRO 37 - Espectro de RMN-'H 2-acetil-pent-4-enoato de metila (EDO-115)

(6 ppm, CDCls, 300 Mz).
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2-(Benzilamino-metileno)-pent-4-encato de metila (EDO-136)
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C14H17NO2 - MM=231,29 g.mol™
Rendimento: 3,5 g (15 mmol); 30%
Aspecto: 6leo viscoso de cor amarelo claro

Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-'H (CDCls) 5 (ppm)
2,88 (d, J=6,2Hz, 2H); H-C13 (2)
3,05 (d, J=5,8Hz, 2H); H-C13 (E)
3,71 (s,3H); H-C17
4.35-4,39 (m,2H); H-C7 (Z+E)
4,69 (sl, NH); H-N8
4,94-5 12 (m,2H); H-C15
5,77-5,95 (m,1H); H-C14
6,63 (d, J=12,8Hz, 1H); H-C9 (2)
7.24-7,40 (m,5H); H-C2, H-C3, H-C4, H-C5, H-C6
7,54 (d, J=13,6Hz, 1H); H-C9 (E)
8,09 (sl, NH); H-N8 (Z)
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ESPECTRO 38 - Espectro de RMN-'H de 2-(benzilamino-metilenc)-pent-4-enoato de

metila (EDO-136) (5 ppm, CDCl5, 300 Mz).
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2-Etilaminometileno-pent-4-enoato de metila (EDO-040)"

CgH1sNO; - MM=169,22 g.mol™
Rendimento: 0,38 g (2,3 mmol); 100%
Aspecto: dleo viscoso de cor amareio claro
Dados espectrométricos de RMN-"H:

RMN-"H (CDCIs) 5 (ppm)
1,13-1,23 (m,3H); H-C9
2,82 (d, J=6,2Hz, 2H); H-C10 (2)
2,97 (d, J=5,7Hz, 2H); H-C10 (E)
3,13-3,21 (m,2H); H-C8
3,66 (s,3H); H-C4
4,30 (sl, NH); H-N7 (E)
4.89-5,06 (m,2H); H-C12
5,60-5,80 (m,1H); H-C11
6,54 (d, J=13,2Hz, 1H); H-C6 (2)
7.43 (d, J=13,6Hz, 1H); H-C6 (E)
7,70 (s, NH); H-N7 (2)

* Produto bruto, analisado sem purificacdo prévia
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ESPECTRO 39 - Espectro de RMN-'H de 2-etilaminometileno-pent-4-enoato de metila
{EDO-040) (5 ppm, CDCly, 300 Mz).
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ESPECTRO 40 - Espectro de RMN-"H de 3-Benzilamino-acrilato de metila (EDO-134)
(5 ppm, CDCls, 300 Mz).
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3-Etilamino-acrilato de metila (EDO-094)

8
Hag/ ~

Z

Hoo

I
\5/"\0/9H3
3

Oy—=i

CeH11NO2 - MM=129,16 g.mol

Rendimento: 4,3 g (33,7 mmol); 67%
Aspecto: sélido cristalino de cor amarelo claro
Dados espectrométricos de RMN-'H:

RMN-"H (CDCls) & (ppm)

1,19-1,26 (m,3H); H-C9 (cis+trans)
3,06-3,26 (m,2H); H-C8 (cis+trans)

4 48 (d, J=8,0Hz, 1H); H-C5 (cis)
4,45-4 50 (m,NH); H-N7 (trans)

4,75 (d, J=13,2Hz, 1H); H-C5 (trans)

6,67 (dd, J=8,0 e 13,2Hz, 1H); H-C6 (cis)
7,52 (dd, J=8,2 e 13,2Hz, 1H); H-C6 (trans)
7,70-8,00 (m,NH); H-N7 (cis)
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ESPECTRO 41 - Espectro de RMN-'H de 3-etilamino-acrilato de metila (EDO-094)
(5 ppm, CDCI,, 300 M2).
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(1-Etil-5-metil-1H-pirrol-2-il)-acetato de metila (EDO-068)

H3(‘?1\5¢4\
3
\_/
‘3\ \a_.__ / CI)C
CHs
O

C1oH1sNO2 - MM=181,24 g.mol™
Rendimento: 0,2 g (1,1 mmol); 36%
Aspecto: liquido de cor vermelho claro

Dados espectrométricos de RMN-"H:

RMN-'H (CDCl,) 5 (ppm)
1,27 (t, J)=7,5Hz, 3H); H-C7
2,27 (s,3H); H-C11
3,65 (s,2H); H-C8
3,73 (s,3H); H-C13
3,89 (q, J=7,5Hz, 2H); H-C6

. 5,86 (d, J=3,5Hz, 1H); H-C4
5,97 (d, J=3,5Hz, 1H); H-C3
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ESPECTRO 44 - Espectro de RMN-"H de (1-etil-5-metil-1H-pirrol-2-il)-acetato de metila

(EDO-068) (& ppm, CDCIs, 300 Mz).
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2. Resultados do Estudo Bioldgico (binding)

A afinidade de algumas das benzamidas preparadas com os
receptores D, e 5-HT3 foram testadas. Os compostos foram usados em sua
forma de base livre, dissolvidos em agua e DMSO como co-soivente. Os
valores de Ki (nM) s&o mostrados na tabela X a seguir.

Tabela X — Valores de Ki (nM) para os compostos
{(EDO-139) e (EDO-140)

COMPOSTOS ] Ki (nM)
5"HT3 Dz
0]
Cl
7@\“
OMe/R >10.000 >10.000
COMe
EDO-139
0O
N
H,N OMe ( \ >10.000 >10.000
CO,Me
EDO-140
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3. Resultados do Estudo de Modelagem Molecular

Alguns estudos preliminares de modelagem molecular foram feitos
por minimizagdo de energia das estruturas do compostos planejados
usando-se o algoritmo AM1 disponivel no software Sybyl versdo 6.7 da

Tripos Inc.
No caso das benzamidas as distancias encontradas entre o

centréide aromatico, o atomo de oxigénio e o atomo de nitrogénio basico da
cadeia lateral, componentes do grupo farmacoférico de antagonistas de
receptores 5-HT3;, foram estimados e comparados com os valores padrao

(Figura 57).

24) (R) d17.568 d2 3.663 d35.102
R) d17.604 &2 3.660 d3 5.177 {
@) ((s)) 16507 d23.662 43 4.762 (S) 916371 d23.665 d3 4.450

Figura 57 — Distancias entre os elementos do farmacéforo
de algumas benzamidas planejadas.

Os dados obtidos da remoxiprida cujo isdmero de configuragao (S) &
um antagonista de receptores D, e de uso clinico como antipsicético sao

mostrados na figura 58 (Hogberg, 1993).

. O O
ar. 9% ] d3
\‘_' ~ I/ \N ) \\\ )
Il [ H. ‘N —
o d1

o (R)d17.587 d23.688 d35.100
remoxiprida (s g16.a51 a23686 a4 736

Figura 58 — Estrutura minimizada da remoxiprida
Distincias entre os componentes do grupo farmacoforico.
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Tabela Xl — Distincias entre os pontos do farmacoéforo nos protétipos (2) e (3)

COMPOSTOS Distancias entre os pontos A,Be C ENERGIA
(Angstrons) (kcal.mol™)
A-B A-C B-C
X=0(2) (R) 6,311 5,652 1,361 17,543
(S) 6,495 5,520 1,361 13,911
X=NH (3) (R) 6,063 5,453 1,358 18,294
(S) 6,196 5,549 1,358 16,075

Fez-se analise estudo comparativo das estruturas estudadas pelos
autores Glennon et al. (2000) com os protétipos planejados. A Tabela XII a

seguir sumariza as distancias obtidas por minimizagdo de energia dos

compostos refacionados.

Tabela Xll - Analogos nicotinicos minimizados relatados por Glennon et al. (2000)*

RN o\/Er}‘
@t RA AB | AC | BC | Energia | Ki(nM)
H (kcal.mol-")
®)
(R) | 6,083 | 5,549 | 1,361 13,765 0.14
H (s) | 6.532 | 5555 | 1,361 13,752 0.16
(R) | 6,088 | 5,550 | 1,361 13,055 19,70
Me s) | 6,531 | 5,580 | 1,361 13.724 0.15
(R) | 6,073 | 5,536 | 1,361 12,649 NA
Et "s) | 6,514 | 5.562 | 1,361 13.104 NA
*(Exceto R=Et) TR I
Favulddte u. e 850 e e e
Uveroniate de Si Fauo
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Vil - DISCUSSAO

7.1. Discussio dos resuitados do estudo quimico

A seguir serao discutidos os resultados do estudo quimico realizado
visando a sintese das benzamidas e derivados nicotinicos, protdtipos de
potencial agao antipsicotica, planejados respectivamente por modificacdo
molecular de benzamidas metilenopirrolidinicas e analogos estendidos da
nicotina.

As rotas sintéticas utilizadas na preparagédo de tais protétipos bem
como de seus intermediarios encontram-se esquematizadas a seguir
(Figuras 61-66).

Eliseu Ortega de Oliveira



Discussdo 195

7.1.1. Rotas sintéticas utilizadas na preparagio dos compostos

0O O . 0O O R,N,H o
/u\)j\o/ NaH/BuLyTHF C‘:)LO/ RNH,OAc/Benzeno é)LO/ I, NaHCO,
Z~-Br P RNH, /ALO, P CH,C,
{EDO-128) (R=Et)
(EDO-121) {EDO-116} (R=Bn)

l\/Oi.,COZMe NaN, (Et);NBr Ns\/[.)wcone H,, Lindlar, 1
—_————

R DMF R EtOH
(EDO-131) (R= (EDO-137) (R=Et)
(EDO-1 17; g:-snu) {EDO-119) (R=Bn)
/
o

o cl H
mq EDCI N__[ ) coMe
o o IIR

CH_CI
N 772 {EDO-139) (R=Et)
R (EDO-123) (R=Bn)
(EDO-138) (R=Et)
(EDO-120) (R=Bn) NaBH(OACc),
R2
N
Cl- a /
JM | epci o
CH.CI | H
:Cl, c N_ [ \_come
o N
Y R (EDo-145) R=EY
HN p (EDO-126) (R=Bn)

0
H
N NaBH(OAc), o
O ] o H
0 N
R

EDO-140) (R=EY) -
{Eno-uz) (R=Bn) R=Et,Bn

(EDO-146) (R=EY)
{EDO-125) (R=Bn)

Figura 61 — Rota Sintética A — Sintese das benzamidas da Série |.
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THF R‘N'H O
=—CO,Me 4+ RNH, _ - . _
O (EDO-094) (R=E1)
(EDO-134) (R=Bn)
1) NaH
2) brometo de alila
THF
o O R.,  .H
I _ EtNHOAcBenzeno N O l,, NaHCO,
0 T o~ —_— -
rk CH.CI
P Dean-Stal _z 22
(EDO-026) {EDO-040) (R=Et)
(EDO-138) (R=Bn)
CO,Me CO,Me CO,Me
I \ NaN, (Et),NBr N, \ H,, Lindlar H,N\/L_g
—_— N N
'u" DMF é EtOH F'{
R
EDCI .
H:dn.o, a.q%” EDCI
Yo CH,Cl, ° | cHey
H,N / /
o CO,Me o CO,Me
H
o N o N
) " :
(5)
NaH(OAc), NaH(OAG),
AcOH, MeCN ACOH. MeCN
H.N / /
0 CO,Me o CO,Me
H H
° N “ N\/(—S
0 N d N
R R

(6)

@

Figura 63 — Rota Sintética C — Sintese das benzamidas da Série HI,
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O
M-
o]
MeONa/MeOH l -
o

~o
~ O)\/COZMe

(12)
O meoH. PcC Cl’
———/—f—.- I\/ 1) LDA, THF )
(9 COMe 2; brometo de aiila
(15) 3) Hy,O"
(16}
1) NaH, THF
2) brometo de alila
X
CO.H
z 1) socl, COMe  gaserrne COMe
= 2) MeOH, refluxo / 2) HCO;Me P
{EDO-025) (EDO-028) (LDA/THF)

Figura 64 — Rota Sintética D — Sintese do intermediario (EDO-026).

o O ~y-H
o} N O
)?\/lL NaH/Buli/THF ~  ENH0Ac . l;. NaHCO,
o ———> o M . or ——»
Br CH,CI
o F Benzeno P 2
(EDO-128)
(EDO-121)
OH
20 CO.Me
N +>
P K,CO;, CH,CN N ) @
(EDO-131)
HN\/[_)\/CO Me
N CO,Me H,, Lindlar,1 ? s 2
NaN,, (E),NBr 3\/(:4)*/ z & )N
DMF o EtOH
(EDO-13T)
(EDO-138)

Y

Br H
(N\I Pd,(dba),, BINAP, NaOBu (TN\/(}/COZMQ
N P

Talueno, 70 °C
3

Figura 65 - Rota Sintética E — Sintese dos compostos da Série Nicotinica
Via lodociclizagao.
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1) Me;SO,
215C0, ,“‘_&/COZME NaBH(OAc) ,-\--OWCOZM"
————

3 N e H N MsCI P N
Oy~0 HO AcOH S — MsO
20

Etl

\\“O‘Wcone rjOH 2 O\\\"mcone
N )

!
Mo J K,CO,
{24) (23)

Figura 66 — Rota Sintética F — Sintese Alternativa dos Compostos da Série Nicotinica
Via Acido Piroglutimico.

7.1.2. Compostos sintetizados
7.1.2.1. Rota Sintética A — Sintese das Benzamidas da Série |

7.1.2.1.1. Sintese das benzamidas reduzidas (EDO-146), (EDO-
125), (EDO-145) e (EDO-126)

A fim de se avaliar a hipotese levantada sobre o possivel aumento
da afinidade dos protétipos aos receptores 5-HT3 e D2 pelo aumento da
basicidade do atomo de nitrogénio no anel pirrolidinico, foi realizada a
redu¢ao da duplas liga¢gdes exociclicas de (EDO-140), (EDO-122), (EDO-
139) e (EDO-123) pelo uso de NaBH(OAc); em meio de acido acético e
acetonitrila como solvente, resultando respectivamente na formagido dos
compostos (EDO-146), (EDO-125), (EDO-145) e (EDO-126). O processo
de extragao consiste na lavagem da mistura reacional com Na>CO3
saturado, NaClsa) € secagem sobre MgSO4 (Cimarelli et al.,, 1996). Os
rendimentos brutos, pré-purificacdo em coiuna, variaram em torno de 90%.

Dos métodos testados, a reducdo feita mediante o uso de
NaBH(OAc)s foi a que melhor resultado apresentou chegando em um caso
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a 97% de rendimento em 2,5 h (EDO-145). A redugao por hidrogenagao
catalitica usando-se Pd/C 10% (Blot et al,, 1997) resultou em mistura de
compostos sendo que a maior parte do substrato permaneceu intacta,

mesmo apods 3 dias de reagao (Figura 67).

/
C I 0 o/
Cl H [H] Cl H
N CO.Me N CO.M
S 2 e
a \/[:l\/ 2 \/[:L, 2
Método A: H,, PI/C 10%, 3 das )
EDO-139 (mistura, baixa conversén)

Método B; NaBH(ACC),, ACOH, 2,5 h (97%)
Figura 67 — Redugio da dupla exociclica em (EDO-139).

A conseqiiéncia direta de tal redugao é a formagao de um novo
centro assimétrico, 0 que leva a mistura de diasteredmeros. O método
escolhido para a redu¢do é diastereosseletivo (Cimarelli et al, 1996),
resultando na predominancia de um dos dois possiveis pares de
enantibmeros.

Como foi dificil avaliar a afinidade de mistura de isdmeros, por
mascaramento nos resultados, tentou-se separar os dois pares de
enantibmeros por métodos cromatograficos.

Esta ndo foi uma tarefa facil, pois 0 melhor AR conseguido em CCD
foi de 0,04 para os compostos (EDO-145) e (EDO-146). Tentou-se
primeiramente coluna de silica-gel, porém conseguiu-se somente fragao
com o enriguecimento de um dos pares. Tentou-se também cromatografia
de camada delgada preparativa (CCDP), sem nenhum sucesso. Pode-se
alternativamente fazer uso da técnica de cromatografia via cromatotron, ou
HPLC preparativa, porém estes métodos nao puderam ser explorados
dentro do prazo deste projeto de estudo.

Os isémeros benzilicos reduzidos (EDO-125) (Figura 68) mostraram-

se mais faceis de se separar cromatograficamente.
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A mistura de (EDO-125) foi parcialmente separada em coluna de
silica-gel, usando-se mistura eluente multicomponente de hexano (fase
apolar) e MTBE/CH:CI; (fase polar).

Apds exaustiva experimentagao, a condigio ideal encontrada para a
separacao dos isomeros foi 1:2 (apolar:polar), sendo a proporgao de
MTBE.CH.CI; igual a 1:2, respectivamente. Nestas condigbes a mistura
apresentou AR~0,1 e um R¢ proximo de 0,2 (ie. 0 deslocamento de ambas
as manchas a 20% do comprimento da placa de CCD).

A fim de se otimizar o Ry da mistura, variou-se a quantidade do
componente polar. Para otimizar a resolugdo ou separagao (maior ARy
possivel), variou-se a razao entre os componentes da fase polar.

Pequena quantidade da fragao pura cristalina foi obtida, formada de
cristais brancos arredondados, porém em quantidade nao suficiente para
dar seguimento a preparac¢ao dos sais para os testes de binding.

H,N / HN /

2

(o] o
H
a N\/(LCOZMe NeBHAOH Ao O N \/O\/cone
0 N o o N

CH,CN
(EDO-122) b (EDO-125) b

Figura 68 — Reducao da dupia exociclica em (EDO-122).

A mistura foi submetida a analise de cromatografia gasosa acoplada
ao epectrometro de massas (CG/MS). Os dados espectrométricos obtidos
confirmam a presenga dos pares.de diastereémeros em cada um dos

quatro produtos obtidos .

7.1.2.1.2. Sintese das benzamidas (EDO-139), (EDO-123), (EDO-

140) e (EDO-122)
Os intermediarios chave na sintese das benzamidas (EDO-139),
(EDO-123), (EDO-140) e (EDO-122) sdao os aminocompostos compostos

" Ver sec¢do Resultados (pdgina 128).
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(EDO-131) e (EDO-117), que levaram aos compostos desejados por meio de
uma reagio limpa, de facil extracao e de bom rendimento apés purificagdo
cromatografica (75%) (Harada ef al.,, 1995a). A carbodiimida usada (EDCI)
para ativar o grupos carboxilas dos acidos benzdicos comercialmente
disponiveis é solivel em agua e seu subproduto reacional é faciimente
removido do meio reacional por simples lavagem. O mesmo nao aconteceu
quando se utilizou DCC (dicicloexilcarbodiimida), pois o subproduto da
reacdo, o DCU (dicicloexiluréia) & bastante soluvel no meio organico e é
extraido conjuntamente com o produto desejado, o que dificulta bastante a
etapa de purificagdo do composto.

Os espectros de RMN de 'H e **C dos compostos sintetizados acima
citados confirmaram a sua estrutura quimica (pagina 128).

A estrutura das benzamidas em questao sugerem a presenc¢a de
isoméros geométricos (Z e E). Os espectros de RMN mostram a presenga
de somente um deles, o isdbmero E. Esta atribuicdo foi feita
inequivocamente por analogia com compostos semelhantes ja identificados
na literatura (DeOliveira, 1995; Ferraz et al. 1995; Petersen et al., 1984).
Petersen et al utilizaram o experimento de NOE diferencial (ou NOESY)
entre o préton vinilico (H-C12) e o grupo metileno adjacente no anel
pirrolidinico (H-C4) para a atribui¢do da configura¢ao E da dupla ligagao.

7.1.2.1.3. Sintese dos aminocompostos (EDO-138) e (EDO-120)

Os amino compostos (EDO-138) e (EDO-120) foram obtidos
respectivamente por hidrogenagao catalitica das azidas (EDO-137) e (EDO-
119) em presenca de catalisador Lindlar® em um hidrogenador Parr. Este
procedimento descrito por Corey et al. (1975) é seletivo para a reducgio da
fungéao azida na presenca de olefinas ou carboniias, inclusive conjugadas.

O final da reagao foi confirmado por cromatografia de camada
delgada (CCD) observando-se o consumo total do material de partida,
utilizando-se mistura eluente de CH;Cl2/MeOH (19:1). O tempo de reacao foi
variavel, de 8 horas a 2 dias, e o rendimento bruto em torno de 90%. O

produto (EDO-138) foi usado sem punficagdo prévia para a etapa de
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Estudos tedricos tém sustentado a hipétese de um complexo-
n (Chamberlin et al., 1987).

R‘NH

X2 CO,Me
ZF

(EDO-128) (R=Et)
” (EDO-116) (R=Bn)
\ - I\/<_L/C() Me
[ Sy 2
Z. NHR — N
2 -CO,Me R

(EDO-131) (R=Et)
(EDO-117) (R=Bn)

I

complexo-x

Figura 71— Formagio de um complexo-n intermediario na iodociclizagdo
de (EDO-131) e (EDO-117).

0
0
o) 0 a
Br
H

OH BI'2 a
/ ’
Br

¢ 0
Q7
b \ OH
Br
Br

Figura 72 — Possiveis produtos de reacdo via bromagao de acidos insaturados.

As analises de RMN 'H e C confirmaram a estrutura dos
compostos (pagina 128). Para o composto (EDO-117) (e demais derivados
que contém o grupo benzila ligado ao nitrogénio do anel pirrolidinico)

aparecem no espectro de RMN-'H dois dubletos em 5=4,3 ppm e =45 ppm,
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com J=16,8 Hz, correspondendo aos dois prétons metilénicos do grupo
benzila que se desdobram por serem diastereotdpicos.

7.1.2.1.6. Sintese dos compostos -enaminoésteres (EDO-128) e
(EDO-116)

Os pB-enaminoésteres aciclicos (EDO-128) e (EDO-116) foram
obtidos respectivamente pela condensacdo do acetato de etilaménio e a
benzilamina com o p-cetoéster (EDO-121). No primeiro caso, a reagao foi
realizada na presenga de pequena quantidade de acido acético e em meio
de benzeno, a mistura reacional foi refluxada e a agua resultante retirada do
meio reacional por meio de um aparetho Dean-Stark (Baraldi et al., 1983).
No segundo, o composto (EDO-116) foi preparado por condensagao direta
do B-cetoéster (EDO-121) com benzilamina em meio de alumina neutra e
agitagao magnética (Braibante et al., 1990). Os rendimentos foram bons, de
72 e 98%, respectivamente para o (EDO-128) e (EDO-116).

Os espectros de RMN de 'H e PC de (EDO-128) e (EDO-116)
confirmaram as estruturas dos compostos desejados (pagina 128).

A analise do espectro de RMN de 'H mostra a existéncia exclusiva
da forma B-enaminoéster sobre o possivel tautdmero B-iminoéster, pois a

primeira é estabilizada por ligagéo intramolecular de hidrogénio (Figura 73).

R<
R\N/H‘.O IN 0
I
N O/ . O/
= Ve R=Et,Bn
Forma enamina Forma imina

Figura 73 - Tautomerismo enamino-iminoéster.

7.1.2.1.7. Sintese do p-cetoéster (EDO-121)

O B-cetoéster (EDO-121) foi obtido por alquilagao do dianion (8) com
brometo de alila, obtido do tratamento do acetoacetato de metila,
comercialmente disponivel, com NaH e nBuli em solugédo de THF (figura
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74). Este procedimento seguiu a metodologia descrita por Huckin et al.
(1974), levando a um rendimento reacional de 74% apés destilacdo a baixa
pressdo. Os espectros de RMN de 'H e *C confirmaram a estrutura do
composto desejado (pagina 128), evidenciando inclusive as pequenas
quantidades da forma enélica (figura 75).

1) NaH o
)CL/ 2) Buli O O
CO.Me - }\/L
2 0°C, THF 2 OMe
(8)

o) OH

AN CO,Me . COMe
— —
O°Ctort. Z =
THF
forma ceto forma endlica
(EDO-121)

Figura 74 — Sintese de (EDO-121) a partir do acetoacetato de metila.

7.1.2.2. Rota sintética B — Sintese das Benzamidas das Séries Il

7.1.2.2.1. Sintese das benzamidas (EDO-148) e (EDO-149)
(Harada et al., 1995a)

As benzamidas (EDO-148) e (EDO-149) foram sintetizadas com a
finalidade de se explorar novas possibilidades de interagcdo dos derivados
pirrolidinicos com o receptores D, e 5-HTa. Ndo se realizou a reducao da
dupla ligagdo endociclica por razdes de praticidade, pois levaria a uma
complexa mistura de isémeros de dificil separagao. Estes compostos serao
testados e os resultados confrontados com aqueles dos compostos (EDO-
139) e (EDO-140). Caso os resultados de binding sejam mais favoraveis isto
podera indicar a intolerdncia do receptor ao grupo carboxilato na posigao 2,
e a tolerancia deste na posi¢dao 3 do anel. Além disso, por ser um sistema
eletronicamente conjugado, pode corroborar ou ndo a hipdtese da
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necessidade de alta basicidade do nitrogénio para ligagao com o receptor,
caso mostre baixa ou alta afinidade, respectivamente.

A sintese destas benzamidas foi analoga aquela da série-l e o0 seu
precursor foi o composto (EDO-147). Os espectros de RMN de 'H e °C
confirmaram a estrutura destes compostos (pagina 128). Resultados
preliminares ainda nao conclusivos mostraram ser possivel a formacio de

cloridratos estaveis destes compostos.

7.1.2.2.2. Sintese do amino-composto (EDO-147) (Corey et al.,
1975)

O aminocomposto (EDO-147) foi preparado por hidrogenac¢ao
catalitica da azida (EDO-144) em hidrogenador Parr, usando-se o
catalisador Lindlar® disponivel comercialmente, e em presen¢a de etanol
absoiuto. O tempo de reacgao foi de 4 dias. Todo o material de partida foi
convertido e o rendimento, apos cromatografia em coluna de silica-gel, foi de

aproximadamente 70%.

7.1.2.2.3. Sintese do azido-composto (EDO-144) (Koziara el al.,
1979)

O azido composto (EDO-144) foi obtido por rea¢dao de (EDO-143)
com NaN3; em meio de DMF e presenc¢a de pequena quantidade de brometo
de tetraetilaménio (10% m/m). A reacdo se completou apés 1 hora de
refluxo, visto por CCD (Hex:AcOEt — 4:1). Este procedimento apresentou
rendimento de 61% apés os produtos terem sidos purificados por
cromatografia de silica-gel em coluna, usando-se mistura eluente de
hexano/acetato de etila em gradiente de polaridade.

O espectro de RMN de 'H (pagina 128) confirma a estrutura do
composto. As observagoes feitas para o composto (EDO-137) quanto aos
sinais de °C do grupo metileno ligado ao grupamento azida também sao
validas aqui.

Foi realizada também a analise no infravermelho para este
composto. Uma banda intensa em 2101,7 cm™ foi a prova conciusiva de que
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se tratava de um azido composto. Duas outras bandas, em 1674,15 e
1596,51 cm™, sdo caracteristicas do sistema B-enaminoéster (Espectro 45).

7.1.2.2.4. Sintese do iodo-composto (EDO-143) (DeOliveira et al,
1995; Ferraz et al., 1995)

O iodo-p-enaminoéster ciclico (EDO-143) foi obtido do precursor
aciclico (EDO-141) por reag¢ao de iodociclizagdo em presenga de NaHCOz e
em solugido de CH.Cl; a temperatura ambiente.

O valor de Rf encontrado para CCD foi de 0,41, utilizando-se mistura
eluente de hexano:acetato de etila (4:1) em placa analitica de silica-gel. Este
valor € muito préximo do Rf =0,37 do azido composto correspondente (EDO-
144).

O espectro de RMN 'H confirmou a estrutura do composto

pretendido (pagina 128).

7.1.2.2.5. Sintese do composto B-enaminoéster aciclico (EDO-
141) (Braibante et al., 1990)

O B-enaminoéster aciclico (EDO-141) foi obtido da condensagao da
benzilamina com o p-cetoéster (EDO-115) em meio de alumina neutra e
agitagdo magnética em temperatura ambiente. O rendimento foi bom, de
85%, apos destilagdo em forno horizontal Kugelrohr. O valor de Ry
encontrado para CCD foi de 0,74, utilizando-se mistura eluente de
hexano:acetato de etila (4:1) em placa analitica de silica-gel.

O espectro de RMN de 'H de (EDO-141) confirmou a estrutura do
composto desejado e mostrou a predominancia da forma tautomérica

enamina (pagina 128).

7.1.2.2.6. Sintese do B-cetoéster (EDO-115) (Sum ef al., 1978)

QO B-cetoéster (EDO-115) foi obtido por alquilagao do enolato do
acetoacetato de metila com brometo e alila em solugdo de THF anidro. A
geragao do enolato foi realizada por tratamento do acetoaceto de metila com
NaH 95% em meio de THF seco. Um dos grandes problemas encontrados
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na sintese de (EDO-115) foi a obten¢do de subproduto de dialquilagao do
dianion. A mistura resultante foi separada por cromatografia em coluna de
silicagel, usando-se mistura eluotrépica de hexano:acetato de etila em
gradiente de concentragdo. O rendimento do produto puro monoalquilado
ficou em 26%. Também foi experimentada a alquilagdo com metéxido de
sodio em meio de metanol. Os resultados, porém, mostraram ainda maior
propor¢ao do produto dialquilado. Um implemento que talvez possa ser
utilizado futuramente é o uso de quantidade em excesso do acetoacetato de
metila, ou quantidade de NaH pouco aquém da esteoquiométrica a fim de se
evitar a formag¢ao do enolato alquilado tetrassubstituido, gerador do produto
de dialquilagdo. O espectro de RMN de 'H confirmou a estrutura do
composto (EDO-115) desejado (pagina 128).

7.1.2.3. Rota sintética C — Sintese das Benzamidas da Série Il

Esta rota sintética ndo pdde ser concluida no decurso deste
programa de estudos. Porém, muito trabalho foi realizado na busca de
solugdes para a obtengao das benzamidas (5) e (7) (figura 63).

O primeiro obstaculo encontrado foi a dificuldade de se obter o
iodocomposto (EDQ-142) em rendimento adequado. Houve ainda a
formacao de dois produtos principais, observados por CCD, que nao
puderam ser isolados e caracterizados. Isto inviabilizou a seqléncia sintética
proposta pela rota C até as benzamidas desejadas.

Outro obstaculo foi encontrar uma solugao viavel de sintese dos f-
enaminoésteres intermediarios (EDO-040) e (EDO-136) a partir do
intermediario «-alquil-p-cetoéster (EDO-026) em reag¢do de condensagio
com as aminas correspondentes (etii ou benzilamina). O grande desafio
encontrado por esta estratégia foi, sem duvida, achar uma forma de se
preparar (EDO-026).

O composto (EDO-040) foi primeiramente obtido pelo método de
Baraldi et al. (1983), ou seja, a reagao foi realizada na presenga de pequena
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quantidade de acido acético e em meio de benzeno, a mistura reacional
refluxada e a agua resultante retirada do meio reacional por meio de um
aparelho Dean-Stark.

O espectro de RMN de 'H do produto bruto confirma a formagao do
B-enaminoéster (Espectro 46).

Um ponto a ser enfatizado é que a metodologia de iodociclizagao de
p-enaminoésteres, partindo-se formalmente de compostos f-dicarbonilicos
derivados de aldeidos, esta sendo aplicada pela primeira vez. Todos o0s
trabalhos até agora apresentados utilizaram p-cetoésteres e p-dicetonas
(Ferraz et al., 1995,1999).

Esta nova aplicagdo constitui novo caminho para a obtengdo de
diidropirrois dissubstituidos nas posiges 2 e 3, em contraponto aqueles 2,3
e b5-trissubstituidos provenientes da ciclizagao de f-ceto-ésteres e f-

dicetonas (figura 76).

o 3 CO,R,
CO,R, | {2
—_—
P — 5N
1
R,
o 3 CO,R,
COR
H i ——=. | \
= 2 rﬂ
R,
*Nova aplicagdo metodoiégica

Figura 76 — Nova aplicagao da metodologia de iodociclizagdo de B-enaminoésteres.

A forma mais conveniente e eficaz de sintese encontrada para
(EDO-040) ou (EDO-136) foi a partir de (EDO-094) e (EDO-134),
respectivamente, sendo que os “enolatos” dos ultimos podem ser alquilados
na posi¢do alfa de maneira andloga aqueia encontrada para a sintese de
(EDO-115).
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Assim, decidiu-se explorar o processo passo-a-passo através de
intermedianos puros e de estrutura definida.

Visando facilitar o processo e economizar etapas, os alil-p-
enaminoésters desejados (11) poderao ser preparados pela condensagao
das aminas pertinentes (alilamina ou etilalilamina) com o propiolato de
metila em reagdo bem conhecida e descrita na literatura (Koike et al.,
1999). O produto isolado pode ser, entdao, submetido ao rearranjo Aza-
Cope levando possivelmente aos p-enaminoésteres (13) desejados. A fim
de se testar este novo método de preparagdao de B-enaminoésteres pode-

se utilizar alilamina (R=H) (Figura 80).

L H _>N 33
=-CO,Me N (3.3] x CO,Me
— o coMe — ™
13 #
(13) (14)

Figura 80 — Possibilidade de preparagao de (14) por rearranjo Aza-Cope de (13).

Embora tenha sido cogitada esta rota de sintese para os compostos
(EDO-040) e (EDO-136), esta foi deixada de lado em funcdo da
possibilidade de alquilagdao dos B-enaminoésteres (EDO-094) e (EDO-134)
com brometo de alila, que é o caminho muito mais conveniente e racional.

Contudo, caso seja confirmada a utiidade do método, tera sido
descoberta uma nova aplicagdo metodologica para o rearranjo Aza-Cope,
isto &, a sintese de p-enaminoésteres analogos a (EDO-040).

Fez-se tentativa de sintese de (EDO-040) usando LDA em solugao
de THF, comercialmente disponivel. O rendimento, porém, nao foi bom (ca
10%) e houve formagao de produtos secundarios.

Decidiu-se, entao, utilizar LDA preparado in situ e tomando o
cuidado de conferir a concentragao do nBuli, de usar diisopropilamina
anidra e recém-adquirida e ainda de utilizar o THF recém-destilado de sédio
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de CCD. Surpreendentemente, o gotejamento de pequena quantidade de
acido acético na mistura do eluente (hexano:acetato de etila - 4:1) foi
suficiente para eliminar totalmente o aspecto de cauda e mostrar uma
mancha principal discreta. Este procedimento foi tomado a fim de se
bloguear a dispersdo do par eletrénico sobre o nitrogénio em torno do
sistema enaminoéster altamente conjugado, convertendo-o num sal com
conseqglientemente alteragdo da polaridade da molécula.

Embora tenha-se obtido um rendimento baixo, em torno de 30%,
ainda assim acredita-se que este seja um método interessante a ser
aprimorado. E preciso otimizar as condigcbes reacionais a fim de se evitar o
produto de N-alquilagao.

Ha que se considerar, também, que talvez os p-enaminoésteres
alquilados ja tenham sido obtidos em outras tentativas (ex. via LDA e
EtMgBr), tendo sido mascarados pelo aspecto duvidoso da mancha em
CCD. Ressalta-se, também, a dificuldade que é a purificagdo destes
compostos extremamente sensiveis a  hidrélise por processos
cromatograficos.

Os dois grandes desafios que ainda permanecem sdo as
otimizagcbes das reagdes de alquilagao e iodocilizagdo para esta que & nova
aplicagdo do método de iodociclizagdo na obtengdo de analogos
pirrolidinicos 3-substituidos de grande importéancia biolégica.

Além disso deve-se relembrar a importdncia desta rota de sintese na
obtencdo de benzamidas metilenopirrolidinicas 3-substituidas como ligantes

dos receptores D; e 5-HT3 potenciais protétipos de AP.
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7.1.2.4. Rota sintética D —Sintese do intermediario (EDO-026)

De fato, esta rota de sintese &€ complemento da Rota C para a
obtencao das benzamidas da série lil, onde procurou-se detalhar a sintese e
as tentativas de sintese do intermediario chave (EDO-026).

A rota alternativa, primeiramente pensada, da preparagiao de (EDO-
026) a partir de (15) por aquilagao deste com brometo de alila foi
inviabilizada devido provavelmente a grande reatividade quimica do
substrato que se polimeriza prontamente.

Trés diferentes métodos foram usados na tentativa de se preparar
(15): metandlise e oxidacéo da lactona (16), formilagao do acetato de etila e
aiquilagao e hidrdlise do acetal (12) Nenhum destes métodos se mostrou
viavel sinteticamente.

Contudo, a sintese de (EDO-026) foi conseguida por formilagado do
éster metilico do acido 4-pentendico (EDO-025).

7.1.2.4.1. Tentativa de sintese do p-enaminoéster (EDO-026) via
formilagao do acetato de metila

A alquilagao do intermediario (15) com brometo de alila levaria ao
intermediario (EDO-026). Para tanto tentou-se primeiramente obter este
composto através de uma reagao de condensag¢ao alddlica entre o acetato
de metila e o formato de metila em presen¢a de metoxido de sodio em
metanol.

O enolato (17) foi gerado in situ por adigdo extra de metéxido de
sodio no meio reacional e tentativamente alquilado com vistas ao composto
intermediario (EDO-026) (figura 81).

Este prodedimento foi uma adaptagao do método descrito por Hauer
et al. (Hauer et al., 1995) para a sintese da escopoletina.

Nenhum produto de estrutura consistente com a esperada péde ser

encontrado e este procedimento foi abandonado.
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i 1) NaOMe/MeOH u brometo de alila OI 0
OMe 2) HCO,Me S OMe — OMe
(17) ==
(EDO-026)

Figura 81 — Tentativa de obtencdo de (EDO-026)

via formilagao do acetato de metila.

7.1.2.4.2, Tentativa de sintese de (EDO-026) a partir da

B-propiolactona

A alquilagdo de (15) com brometo de alila poderia levar ao composto
(EDO-026). Portanto, a etapa chave deste processo & a obten¢ao deste
intermediario. Tentou-se usar o método descrito por Gannet et al. {(1988) que
baseia-se na oxida¢do do B-hidroxiéster (18) pelo PCC em CH.Cl,, obtido a

partir da metanolise da p-propiolactona {16) (Corey et al., 1980) (Figura 82).

@)
[// MeOH O PCC
_— /\/I‘L - I -
O 1ga HO o NaOAc, cH,cl, !/
(16) (18)
5 i
@)
”\)J\ _ 1) MeONa/MeOH /// - o~
0 2 ~Br P
(15) (EDO-026)

Figura 82 — Tentativa de obtengao de (EDO-026) a partir da (-propiolactona.

Duas tentativas reacionais foram feitas na intencao de se obter o
iltermediario (15). Em todas elas uma espessa goma, praticamente
insolavel, se formou, sendo que o material solubilizado mostrou mistura

complexa quando analisado por CCD.
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Nao se tem ainda explicagdo para estes fatos, uma vez que o
procedimento relatado por Gannet ef al. (1988) garante a obtengao de (15)
em 72% de rendimento apés destilagdo em Kugelrohr. Sabe-se que este
aldo-éster & bastante reativo e passivel de polimerizagdo, 0 que pode ter
ocorrido devido a alguma falha técnica no procedimento experimental.

De vez que este procedimento ndo funcionou bem e que a lactona
de partida & bastante onerosa para se obter em quantidades desejaveis,
partiu-se para a busca de novos solugdes de sintese.

7.1.2.4.3. Tentativa de obtencao de (EDO-026) a partir do acetal
(12)

Uma vez que o acetal (12) é uma forma protegida do éster (15),
tentou-se a aiquilagdo dos enoiatos de litio e sédiocom o brometo de alila e
posterior hidrélise do intermediario (19) para a obtengdo de (EDO-026)
(Figura 83).

~ ~ ~Li
O LDA 0 0
(12)
NaH #~Br
THF
~o CO,Me H,0 CO,Me
o g ;‘?fr/' > 7 ~

(19) (EDO-026)

Figura 83 — Tentatativa de obtengdo de (EDO-026) a partir de (12).

Trés tentativas de sintese foram feitas. Duas delas usando-se LDA

como base geradora do enolato e uma terceira usando-se base mais fraca, 0
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NaH, para formagao do enolato de sddio. Em todas elas uma mistura

complexa de produtos foi obtida.
Uma das explicagbes possiveis para a obtencao dificil do produto

desejado é a provavel reagio de B-eliminagao no substrato (12), provocada
pela agédo das bases utilizadas, levando a formagédo do intermediario vinilico
(20) (Figura 84).

MeOH

~ ~
O 0
~o )\\r CO,Me ‘2_’ K/ CO,Me
H-\

(42)

(12 g-

Figura 84 — Provavel formagao de (20) por p-eliminacdo em (12).

7.1.2.4.4. Sintese de (EDO-026) pela reagao de formilagao de
(EDO-025)

Um dos caminhos mais diretos para a obtengdo de (EDO-026) foi a
formilagdo do enolato do éster metilico do acido 4-pentendico gerado pela
agao do LDA sobre (EDO-025) em solugao de THF, seguindo a metodologia
de alquilagdo de ésteres descrita por Petragnani ef al. (1977) (Figura 85).

O composto (EDO-025) foi obtido por esterificagdo do acido

disponivel comercialmente, conforme mostra a figura 86.
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durante 5 dias a temperatura ambiente. Nenhum produto foi formado
(Figura 90).

OH
(:I ~r0__{ ) cOMe
L) con o T

77
N K,CO,, CH,CN N @
(EDO-131) (0%)
\(':r
N
K,CC,, CH,CN / \ CO.Me
/[N—)\/ 2

A

(EDO-068) (36%)

Figura 87 — Competigdo entre os mecanismos E, e SN; no composto (EDO-131).

N - N

) DMF, A, (Et),NBr )

{EDO-131)

(EDO-137)
(52%)

Figura 88 — Obtencio de (EDO-137) a partir de (EDO-131) pelo uso de NaN,.

HI
HN N
( < (EDO-131) - ~

B (N*)

(EDO-068)
(21)

Figura 89 — f-eliminagdo e aromatizagao de (EDO-131).
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OH 4 CO,Me
I S \/(—)‘\‘*/ 2 1eq E!:,N. CH2C|2// ﬁo\/[:)'\‘/cozm
77" SN? N

= + N
N \
IRA 400 CI, a->ta.. 5 dias
0.1 mmol 0.1mmol 2)
(EDO-131)

Figura 90 — Tentativa de obtencgao de (2) na auséncia de K;CO,.

Nova tentativa foi feita desta vez preparando-se o sal sddico da 3-
hidroxipiridina e gotejando lentamente uma solugido deste em DMF, sobre
solugdo do substrato (EDO-131) em DMF e sob agitagdo, a temperatura
ambiente. Imediatamente verificou-se a formagao de um produto. A reagio
foi seguida por CDD durante 24 horas. Houve completa conversao do
substrato no composto (EDO-068) (Figura 91).

\

DMFLa. 24 h (2) (0%)

ONa
=
I\/O.\\/Cone O RS o\/(N_)%/COZMe
N N 78
L N
(EDO-131)

N
N (EDO-068) (100%)

Figura 91— Tentativa de obtengio de (2) usando-se o sal sédico 3-oxi-piridinico
em DMF.

Considerando-se que a DMF ¢ solvente fortemente polar e aprético
e que poderia estar aumentando consideravelmente a reatividade do &nion
3-oxipiridinico, fortemente basico, pensou-se na possibilidade de usar um
outro solvente, prético e menos polar, e realizar a reagdo em condigbes de
catalise por transferéncia de fase (CTF), em um sistema do tipo sdlido-
liquido. Este procedimento foi usado para a preparagao da azida (EDO-
137), sendo a azida de sodio (NaN3) de baixa solubilidade em DMF.
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Realizou-se entao a rea¢do entre o sal sédico da 3-hidroxipiridina e
o substrato (EDO-131) em meio de THF e presenca de (Et)sNBr. A mistura
foi agitada em refluxo de THF por 6.5 h e analise por CCD nao mostrou
formagao de produto. O sistema foi deixado em agitacdo a temperatura
ambiente, durante 4 dias, nao havendo modificacdo nos resultados (Figura
92).

l\,[Nj.b COMe

~r % NaH N ONa « /
(J — ) :
N THF N /7

(ED,NBr, THF, 4 dias

m o \/[:)% COMe
N -

(2)

Figura 92— Tentativa de obtengao de (2) por CTF.

A fim de se investigar que efeitos teriam a temperatura
(aquecimento) e a presenga de base sobre os processos de eliminagao
neste tipo de composto, Ferraz et al. (1999) mostraram que dois
mecanismos possiveis podem ocorrer: a eliminagao monomolecular E,
(térmica) e o processo bimolecular E; (catalisado por base) (Figura 93).

Em seus achados nao houve produto de eliminagao térmica (E4)
para o éster etilico (22) analogo de (EDO-131) quando aquecido na
auséncia de base. Isto sugere que embora o0 aquecimento desempenhe um
papel importante na velocidade do processo eie per si nao é suficiente para
explicar os resultados observados.

De fato, tanto o refluxo em CH,Cl, como em THF, na auséncia de
base, nao resultou na formagao de (EDO-068). O uso de K,CO; e do sal
sodico da 3-hidroxipiridina resultou no produto de eliminagao, exceto
quando usou-se CTF onde nenhum produto foi verificado.

O fato de que o uso do anion azida (N3) resulta majoritariamente no
produto de substituicdo nucleofilica (SNz) chama a atengao em
comparagao com o anion 3-oxo-piridinico, indicando a principio, a maior

nucleofilicidade do primeiro.
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Os valores de nucleofilicidade (n) em relacdao ao iodometano séo
praticamente iguais entre os anions azida e fenéxido. E provavel que estes
valores sejam ligeiramente diferentes para o haleto primario (EDO-131) e 0
anion 3-oxopindinico, mas nao explicam a diferenca de reatividade
observada. Contudo ha que se notar a enorme diferenca entre os valores
de pKa, sendo o ion fenéxido aproximadamente 10° vezes mais basico do
que o anion azida. Isto deve comandar a maior seletividade para os
mecanismos E, em relagdao ao SNa.

Outro provavel fator influente nesta seletividade é a solubilidade dos
sais nos meios reacionais. Quando se usou solu¢do do sal sédico 3-oxo-
piridinico em DMF, este reagiu prontamente levando ao produto de
eliminacao. Porém nenhum produto foi verificado quando usou-se
suspensao daquele sal em THF em condi¢des de CTF.

Poder-se-ia, alternativamente, usar o sal de litio da 3-oxipiridina em
solugdo de THF e & baixa temperatura. Isto aumentaria a solubilidade da
espécie reativa (anion ou par idnico intimo) no meio reacional € em
segundo lugar porque o carater ¢ parcial da ligagao Li-O (par iénico intimo)
poderia contribuir para a diminuigao da basicidade do reagente e aumento
relativo da sua nucleofilicidade (Figura 95).

—_— - - | N

THF.-78°C z =
N THF, -78 °C N ~

1 _{ 1 CO,Me
mOH nBu-Li ~ Ol N\ O \/[_)%co,Me
NI

Figura 95 - Provavel obtengdo de (2) a partir de (EDO-131)
pelo uso do sal de litio da 3-oxopiridina.
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Outra vantagem do método é a a funcionalizagcédo dos derivados do
acido piroglutamico para B-enaminoésteres, processo bem conhecido e
explorado (Than et al., 1996).

Embora existam varias vantagens em comparagao com o método da
iociclizagdo, o método via acido piroglutdmico nao é capaz de gerar as
benzamidas 3-substituidas referidas nas rotas B e C (pagina 194).

Embora tenha sido iniciada a explora¢do deste novo método, ndo
houve tempo habil de finalizar o estudo em questao.

7.1.3. Preparacgao dos sais das benzamidas para os testes de binding

Os testes de afinidade com os receptores (binding) sao realizados
em meio aquoso, 0 que exige que as bases livres sejam transformadas em
compostos protonados hidrossoltiveis. Isto é feito por meio da formacéo de
um sal, usualmente um cloridrato, e quando nao possivel outros sais como o
oxalato, fumarato e malato.

Os critérios de pureza sdo criticos para que se assegure a

identidade quimica da amostra a ser testada.

7.1.3.1. Tentativa de obtencgéao do cloridrato da benzamida (EDO-
140)

O composto (EDO-140) foi dissolvido em éter e uma solugao
saturada de HCI em éter anidro foi gotejada sob agitagdo. Um precipitado
branco se formou prontamente e foi separado da agua mae por decantagao
do liquido. Apds lavado com éter anidro gelado e filtrado, o sélido liquefez-se
a temperatura ambiente, mostrando-se bastante higroscopico e instavei.

Repetidas tentativas mostraram-se ineficazes para a obtengao de
um sdlido estavel. Tentou-se entdo a preparagiao do sal oxalato.

7.1.3.2. Tentativa de obtengido do oxalato da benzamida (EDO-

139)
Uma solugdo de acido oxalico (2 equivalentes) em éter anidro foi
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agitada em um bal&o sobre a qual foi gotejada uma solugdo da benzamida
(EDO-139) (1 equivalente) em éter. Nao houve formagdo de precipitado
formou-se. O volume da solugédo foi reduzido pela evapora¢ao parcial do
solvente e éter de petréleo foi gotejado sobre a solugdo remanescente para
provocar a precipitagao do sal. A mistura foi deixada por vanos dias no
freezer mas nenhum cristal se formou. Varias tentativas de evaporagéo do
solvente, ressolubilizagao e reprecipitagao foram feitas sem sucesso.
Decidiu-se entao tentar uma outra forma salina, reagindo-se a base livre com

acido fumarico.

7.1.3.3. Tentativa de obten¢ido do fumarato da benzamida (EDO-
140)

Uma amostra da base livre (EDO-140) (100 mg;1equivalente) foi
dissolvida em éter seco e gotejada sobre uma solugéo de acido fumarico (61
mg;2 equivalentes) em éter sob agitacdo. Apds reducdo do volume, a
mistura foi deixada no freezer, onde cristais de cér amerelo-claro foram
obtidos. Apds lavagem com éter gelado e secagem em estufa (60 °C) a
baixa pressao, obteve-se 77 mg de um sélido que apresentou ponto de
fusdo igual a 153-154 °C. Uma pequena quantidade do material (5 mg) foi
enviada para analise elementar. Os resultados da analise mostraram

excesso de nitrogénio, comparando-se com os dados tedncos previstos

(Tabela 13).

Tabela Xlll — Analise elementar do sal de acido fumarico da
benzamida (EDO-140)

Elemento | Valor Teérico (%) | Valores Encontrados (%)

C 50,86 54,60 54,62
H 5,25 6,17 - 6,08
N 6.84 9,33 9,20

Duas sao as possibilidades de explicagdo de tais resultados.
Primeiro, a presenca de impurezas na amostra. Segundo, a quantidade de
acido fumarico incorporada no sal foi menor do que a prevista.

A primeira hipétese foi confirmada quando se observou atentamente
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a presenca de uma segunda mancha diminuta e de fraca intensidade pela
analise criteriosa de CCD. Esta mancha esteve praticamente escondida sob
a mancha principal. A anélise do espectro de RMN de 'H mostrou de fato um
pequeno excesso nas integrais relativas aos prétons vinilicos (5 4,6287 ppm;
itensidade: 1,16), metilicos do grupo éster (5 3,6435 ppm; intensidade: 3,48)
e metilicos do grupo etil ligado ao nitrogénio (6 1,1969 ppm; intensidade:
3,52) (Figura 96). Estes valores se ajustam bem a um excesso de 16% de
algum sub produto nao identificado.

Ha de se considerar que por vezes os espectros de RMN mostram
valores de integrais aproximados, mesmo para compostos puros, razao pela
qual nao se inferiu a possibilidade de contaminagao do produto apenas por
analise de RMN. Estes desvios de integrais ocorrem devido a aquisi¢ao
pouco cuidadosa do espectro, ndo se ajustando os parametros para
relaxamento completo dos protons irradiados, ou seja, ¢ aumento no
intervalo entre os puisos de radiofrequéncia.

Seguiu-se entao para a punficagdo da amostra.

7.1.3.4. Tentativa de purificacao de (EDO-140) por
recristalizacao de hexano

Primeiramente tentou-se purificar a amostra da base livre (EDO-140)
por recnistalizagdo. O composto mostrou-se bastante soluvel para a maioria
dos solventes testados (CH.Cl;, acetato de etila, éter, etanol, etc), com
excecao do hexano, no qual a sua solubilidade foi bastante baixa. Apoés
arduo trabalho de dissolugao e precipitagao dos cristais, obtiveram-se alguns
miligramas de um sélido puro de ponto de fusao igual 4 159-160 °C. De
qualquer forma, como a quantidade obtida foi muito pequena, tentaram-se

outras formas de purificagao.
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7.1.3.5. Tentativa de purificagdo de (EDO-140) por CLAE

Uma vez que a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um
excelente método de analise e separagado de misturas complexas, tentou-se
utilizar este meétodo para a purificagdo de (EDO-140). Realizou-se
primeiramente um ensaio analitico para a avaliagio das condigdes
experimentais para futura separag¢ao da mistura.

Foi utilizada solugao eluente de acetonitrila:agua (95:5) em uma
coluna de fase reversa Shimadzu C18 usando-se método isocratico de
eluicao com detecgado dos compostos por absor¢gédo no UV na regiao de 254
nm.

O produto de recristalizagdo em hexano estava praticamente puro,
enquanto que o nivel de contaminagao do composto (EDO-140) foi bem
reduzido.

As dificuldades inerentes de acerto das condigdes para a separagao
cromatografica e a falta de uma coluna preparativa no momento, fizeram
com que se deixasse de lado a CLAE e se optasse por outra forma mais
pratica e rapida de purificagdo de EDO-140.

Tentou-se entdo o uso da cromatografia de camada delgada
preparativa (CCDP).

7.1.3.6. Purificagao de (EDO-140) por CCDP

A solugao final para a purificagao de (EDO-140) foi a utilizagdo de
CCDP onde fez-se a elui¢ao da placa preparativa com mistura dos solventes
CH.Cl:MeOH (19:1). A faixa superior que concentrou a impureza do
composto foi faciimente separada e a faixa inferior raspada da placa,
dispersa em CH2Cl; e filtrada. Apds evaporagao do solvente a baixa presséo
obteve-se um sélido de cér amarelo claro que cristalizou e apresentou ponto
de fusao igual a 159-160 °C. O composto foi enviado para binding sob forma
de base livre. Os espectros de RMN de 'H e '3C confirmaram a estrutura

(pagina 128).
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7.1.3.7. Preparacao do fumarato da benzamida (EDO-139)

Uma fragao pura da benzamida (EDO-139) (71 mg; 0,2 mmol) obtida
por purificagdo em coluna de silica get (CH2Cl.:MeOH — 19:1) foi dissolvida
em éter etilico anidro e a solugao gotejada sob agitagdao a uma solugao de
acido fumarico (23 mg; 0,2 mmol) em éter.

Eter de petréleo foi adicionado a solu¢do salina formada, o que
provocou a precipitagao imediata do fumarato. A mistura foi deixada no
freezer por uma noite. O licor-mae foi entdo drenado e os critais formados
lavados com éter gelado.

Apods secagem do produto em estufa (60 °C) & baixa pressao, o sal
foi enviado para a analise elementar (Tabela XIV). Os dados médios obtidos
apontaram para uma incorporagcao de 0,56 equivalentes de acido fumarico
por mol de base livre. Foi considerado que a baixa incorpora¢do do acido
podera ser evitada pelo aumento da quantidade deste na prepara¢ao do sal.
O sal foi entao redissolvido em acetona e adicionado excesso de acido
fumdrico. A mistura foi entdo refluxada e o solvente evaporado. A tentativa
de recristalizacao do sal em éter etilico ndo foi possivel. O precipitado
formado, apds lavagem do excesso de acido fumario, resultou numa mistura

de dois cristais de morfologia diferentes.

Tabela XiV — Analise elementar do sal de acido fumarico da
benzamida (EDO-139)

Elemento | Valor Teodrico (%) | Valores Encontrados (%)

Cc 54,72 56,19 56,33
H 5,64 5,91 5,89
N 5,80 6.33 6,47

7.1.3.8. Preparacio do cloridrato da benzamida (EDO-122)

O composto (EDO-122) foi dissolvido em éter etilico anidro e sobre a
solugao agitada magnéticamente foi gotejada uma solucao saturada de HCI
em éter anidro, até que nao houvesse mais precipita¢dao do sal. A mistura foi
entdo deixada repousar dentro de um freezer por uma noite. Um sdélido
cristalino de cor branca foi entdo raspado e lavado com éter fresco gelado e
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seco. O solido foi transferido para um frasco e levado a estufa (60 °C) para
secagem a baixa pressdo. A afinidade deste composto ainda nao foi
avaliada com os receptores D2 e 5-HTa.

7.1.3.9. Preparagdo do cloridrato da benzamida (EDO-148)

O cloridrato do composto (EDO-148) foi preparado da mesma forma
que o cloridrato de (EDO-122) descrita no item anterior. Este composto nédo
foi enviado para binding.

Os demais sais resultantes das outras benzamidas ainda devem ser
preparados futuramente. Algumas dificuldades foram encontradas por
obteng¢ao de alguns sais muito higroscépicos.

Nao ha duvidas que a quimica orgdnica mescla a arte com a ciéncia.
A preparag¢do de sais é exemplo classico. Muito trabalho é feito até que se
domine esta técnica, quase que artesanal,da obtengao de sais cnstalinos.

7.2. Discussiao dos resultados do estudo biolégico (binding)

7.2.1. Afinidade das benzamidas (EDO-139) e (EDO-140) pelos
receptores D; e 5-HT; - (testes de binding)

Ainda que se tenha resolvido o problema da contaminagido do
composto (EDO-140) por cromatografia preparativa em camada delgada
(CCDP), nao foi possivel a preparagcdo de um sal da base livre para 0s
testes de binding. Esta mesma dificuldade foi encontrada com o composto
(EDO-139).

Os compostos foram enviados para os testes de binding em sua
forma de base livre para serem dissolvidos em agua com auxilio de DMSO
como co-solvente.

Os dados de binding para os receptores D> e 5-HT; estdo

sumarizados na tabela XVa seguir.
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REA de aminopirrolidinas N-2 e 3 substituidas como agentes
antipsicoticos®.

A tabela VIl resume os achados para os compostos de interesse nas
posigcbes N- e 2- (grupos Ris e R4, respectivamente). Como pode ser
depreendido da rapida observagdo dos dados, o grupamento benzila é
preferido ao etila na substituicao junto ao atomo de nitrogénio (R3). Esta foi
a razao pela qual se decidiu preparar as benzamidas N-benzil substituidas.
Esperam-se melhores resultados de binding para estes compostos.

O grupamento fenila nao foi bem tolerado pelo receptor.

Parece haver boa tolerancia a substiuigao na posigao 2 (Rs) do anel
pirrolidinico, possivelmente até para grupos mais volumosos como o fenila.
O item de numero #7 na tabela mostra alto valor de EDsy possivelmente
devido a presenca do grupo etila em Rj.

As substituicbes no anel aromatico (R1 e Rz) pouco impactam sobre
os resultados.

Tendo visto que o objetivo do projeto se volta para a exploragao de
REA na regiao do anel pirrolidinico, tomou-se 0 grupo p-amino nao
substituido (R1=Rz=H) como referéncia.

A prova mais importante, sugestiva da tolerancia dos receptores as
substituicoes na posigcdo 3% foi a sintese e avaliagdo do composto DO-766
(Pagina 107), que apresentou bons valores de Ki para os receptores Da.

Embora todos os ensaios funcionais (EDsg) sugiram boa correlagéo
com os dados de afinidade (Ki) aos receptores D2 (fundamentando-se na
hipétese dopaminérgica vigente), o inverso nem sempre é verdadeiro. Ou
seja, em termos genéricos, bons ligantes nem sempre apresentam a
atividade intrinseca necessaria para desencadear o efeito biolégico
esperado. A afinidade é condi¢ao necessaria, porém nao suficiente para
isto. Como ja comentado, os estudos da relagdao entre a estrutura e

* Respectivamente equivalentes das posicdes 2 e 3 do anel substituido (EDO-140 ou EDO-145).

S Tais estudos, de base funcional e farmacolégica, ndo explicitaram os valores de afinidade (Ki) com
os possiveis receptores D, envolvidos no processo. Porém, o fato de terem sido usados exemplos
comparativos de fortes ligantes a estes receptores, como a (S)-sulpirida (Ki=7,6 nM — D) e o achado
experimental DO-766 (Ki=6,0 nM — D, - cis} (Ki=3,6 nM — D, - trans), aponta para provavel forte
correlagdo entre a atividade bioldgica medida e a afinidade com os receptores D,

* No caso especifico do composto DO-766 seria a posi¢do 4.
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afinidade (SAFIR) sao importantes como ponto de partida na determinagéo
dos fatores estruturais governantes da afinidade de certas classes de
compostos a certos receptores, muito mais quando ja se tem uma hip6tese
farmacolégica para o mecanismo de agdo, mas nao prescindem da
necessidade da avaliagéo biolégica quando se buscam efeitos biologicos
especificos.

Sao raros os estudos de REA ou SAFIR para benzamidas
aminopirrolidino-substituidas. Somente um trabalho foi encontrado (Harada
et al., 1995), que mostrou ndo haver efeito de antagonismo 5-HT; para as
benzamidas 3-substituidas (R2) (Tabela VI, pagina 109). Isto atesta para a
necessidade de exploragdo mais profunda desta classe de compostos com
os receptores 5-HTa, avaliando todas as outras possibilidades de
substituicdo, no nitrogénio e na posigao 2 do anel pirrolidinico.

Os autores, contudo, chegaram a um composto fortemente
antagonista 5-HT3 para uso‘como antiemético, mostrado no item #6 da
tabela IX (pagina 110). Este composto de anel piperidinico foge porém da
séria pirrolidinica em estudo, e foi citado neste trabalho para simples

informacéo.

7.3. Discussao dos resuitados de modelagem molecular

7.3.1. Calculo das distancias entre os elementos dos grupos
farmacoféricos

As distancias entre os elementos dos grupos farmacoféricos dos
antagonistas de receptores D2 e 5-HT; preconizadas pelos modelos de
Evans et al. (1993) e Rognan et al. (1990) foram comparadas com os
valores calculados para as benzamidas intermediarias (EDO-140) e (24) via
mecédnica molecular. As estruturas das benzamidas em estudo e da
remoxiprida foram desenhadas e minimizadas via algoritmo AM1
implementado no software Sybyl versédo 6.7. As distancias entre o centro do
anel aromatico, o grupo aceptor de ligagoes de hidrogénio (carbonila) e o
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Viit - CONCLUSOES

s A escolha da classe quimica das benzamidas como novos protétipos de
agentes AP potenciais foi determinada por serem estas bastante
seletivas aos receptores D, e ainda demonstrarem potencial de perfil

antipsicético atipico (ex. amisulpirida).

e projeto possibilitou a abertura do estudo de SAFIR (relagbes entre a
estrutura dos ligantes e a afinidade com os receptores) de novas
benzamidas metilenopirrrolidinicas substituidas, ligantes potenciais dos
receptores D, e 5-HT; em regiao ainda pouco explorada, o anel
pirrolidinico.

e De vez que as benzamidas também sao antagonistas de receptores 5-
HT3 tentou-se explorar os fatores que govermariam a sua seletividade

entre os receptores 5-HTj3 e Da.

e Os protétipos até entao testados (EDO-139 e EDO-140) nao mostraram
boa afinidade com os receptores, embora tenham-se preservado os
requisitos do grupo farmacoférico exigidos para ligagado com os

receptores D2 e 5-HT3.

e Analogos reduzidos foram sintetizados (EDO-146, EDO-125, EDO-145 e
EDO-126) com o propodsito de se aumentar a basicidade do nitrogénio,

fator provaveimente critico na afinidade com os receptores.

o A metodologia de sintese de iodo-pirrolidinas desenvolvida (De Oliveira,
1995; Ferraz et al., 1995) mostrou-se muito viavel para a obtengédo das
benzamidas pirrolidino-substituidas das séries | e Il (Figura 49, pagina
106).

e Houve alto grau de inovagdo quanto a tentativa de obtencdo do
intermediario EDO-142 necessario a prepara¢do das benzamidas da
série Il (Figura 49, pagina 106), processo que futuramente abrira
possibilidade de aplicagdo da metodologia de sintese para benzamidas

metileno-pirrolidinicas N- e 3-substituidas.
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IX - PERSPECTIVAS

» Iniciar grupo de pesquisa em planejamento e sintese de farmacos ativos
no SNC em cooperagao entre a FCF-USP e VCU-VA,

e Continuar os estudos da quimica medicinal do SNC em nivel avangado

através de poés-doutoramento e de intercAmbios cientificos.

» Publicar artigo referente ao uso da metodologia de iodociclizacdo de B-
enaminoésteres na obten¢do de benzamidas, compostos bioativos de

interesse farmacoterapéutico como agentes AP.

e Publicar artigo de atualizagao sobre agentes antipsicoticos e seus

mecanismos de agao.

¢ Publicar artigo sobre metodologia de sintese de iodo-metileno-pirrolidinas
nao-substituidas na posicao 2, analogos do composto EDO-142.

e Investigar a viabilidade de uso do provavel rearranjo Aza-Cope em alil-B-
enaminoésteres como provavel método de sintese organica de
diidropirréis nao-substituidos na posig¢ao 2 do hetrociclo de nitrogénio.

» Trabalhar para o crescimento e consolidagdo da quimica medicinal no

Brasil.
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