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Resumo

O recetor N-metil-D-aspartato (NMDAR) exerce um papel fundamental no
controlo da plasticidade sinatica nomeadamente nos processos de aprendizagem e
memoria. No entanto, foi demonstrado que uma atividade exacerbada destes recetores
estd implicada no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas como as doencas de
Alzheimer e de Parkinson através de um fendmeno designado por excitotoxicidade.
Neste processo, a acumulacdo na fenda sinatica do neurotransmissor glutamato
excitatorio ativa 0s NMDAR localizados ha membrana neuronal, permitindo o influxo
de iBes célcio (Ca*") para o compartimento celular. A excessiva entrada de Ca®" ativa
uma cascata de sinalizacdo intracelular que culminam em dano mitocondrial assim
como em morte neuronal por apotose ou necrose. Nos ultimos 30 anos tem-se verificado
uma vasta procura por novos antagonistas deste recetor que sejam vantajosos no
tratamento da deméncia mental. De especial interesse sd@o 0s casos de sucesso dos
adamantanos — memantina e amantadina — atualmente utilizados no tratamento de fases
avancadas das doencas de Alzheimer e de Parkinson. Esta dissertacdo consiste no
desenvolvimento de novos antagonistas do NMDAR através de modernas técnicas de
sintese enantioseletiva para a producdo de estudos de estrutura-atividade. Foram
sintetizadas pequenas bibliotecas de oxazolo-isoindolinonas, oxazolo-pirrolidonas,
oxazolo-piperidonas, indolo[2,3a]quinolizidinas e spiro-indolinas para avaliagio
bioldgica como antagonistas do NMDAR. As oxazolo-isoindolinonas revelaram-se
como uma nova classe de antagonistas, sendo que o composto mais eficaz desenvolvido
apresentou um 1Cso de 154uM. Também foram obtidos bons resultados para as oxazolo-
pirrolidonas, em que o composto mais eficiente desta série exibiu um ICso de 62 UM,
sendo assim 1.5x mais potente que a amantadina (ICsp = 92 uM). Da mesma forma, as
oxazolo-piperidonas também demonstraram ser uma nova classe de antagonistas com
um ICs, de 63 M para 0 composto ativo mais potente, novamente sendo 1.5x mais
potente que a amantadina. No que diz respeito as indolo[2,3a]quinolizidinas, estas
também apresentaram atividade como antagonistas do NMDAR. Nesta série, o
composto detetado mais potente apresentou um 1Csy de 30.4 uM e sendo por isso 3x
mais ativo que a amantadina. Quanto as spiro-indolinonas, estes compostos encontram-
se de momento em avaliacdo biologica. Todos os resultados obtidos foram
racionalizados com recurso a técnicas de quimica computacional, nomeadamente por

docking molecular e por geracao de farmacoforos. Os resultados obtidos sugerem que 0s



novos antagonistas revelados possuem um modo de acdo ainda desconhecido. Através
deste trabalho foi possivel elaborar estudos de estrutura-atividade com estas séries de
compostos que revelaram 0s requisitos estruturais necessarios para a atividade como
antagonistas do NMDAR.
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Abstract

N-methyl-D-aspartate recetors (NMDAR) exerts a fundamental role in the
control of the synatic cleft, namely in the processes of learning and memory. However,
it has been demonstrated that an exacerbated ativity of these recetors is implied in the
development of neurodegenerative diseases as Alzheimer’s and Parkinson’s through a
phenomenon named excitotoxicity. During this process, the acumulation in the synatic
cleft of the excitatory neurotransmitter glutamate ativates the NMDAR located in the
neuronal membrane, allowing the influx of calcium ions (Ca®") into the cellular
compartment. The excessive entry of Ca®" ativates an intracellular signaling cascade
that culminates in mitochondrial damaging as well as neuronal death by apotosis or
necrosis. In the last 30 years there has been a wide search for new antagonists of this
recetor that may be useful in the treatment of mental dementia. Of particular interest are
the sucessful cases of the adamantanes — memantine and amantadine — currently used in
the treatment of Alzheimer’s and Parkinson’s diseases at advanced stages. The main
goal of this thesis consists in the development of new NMDAR antagonists by use of
modern techniques in order to achieve an enantioseletive synthesis for further struture-
ativity studies. We synthetized small libraries of oxazolo-isoindolinones, oxazolo-
pirrolidones, oxazolo-piperidones, indolo[2,3a]quinolizidines and spiro-indolines to
evaluate its biological ativity as NMDAR antagonists. Oxazolo-isoindolinones revealed
to be a new class of antagonists, with the most effetive compound presenting an 1Csq of
154uM. Oxazolo-pirrolidones also showed good results, where the most effetive
compound displayed an ICsy of 62uM and therefore being 1.5x more potent than
amantadine (ICso = 92 puM). Similarly, oxazolo-piperidones also demonstrated to be a
new class of antagonists with an 1Csy de 63uM for the most effetive compound, again
being 1.5x more potent than amantadine. Regarding indolo[2,3a]quinolizidines, these
also showed ativity as NMDAR antagonists. In this series, the most effetive compound
displayed an ICs of 30.4 uM and thus being 3x more ative than amantadine. As for the
spiro-indolinones, these compounds are currently under biological evaluation. All the
data obtained were rationalized resorting to computational chemistry techniques, more
specifically to molecular docking and by pharmacophores search. The obtained results
suggest that these new antagonists have a mode of ation that has not yet been described.
With this work it was possible to develop struture-ativity studies with these series of
compounds, which have revealed the strutural requirements for NMDAR antagonism.
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Desenvolvimento de Novos Antagonistas do Recetor NMDA

1. Introducao

1.1 O Recetor N-Metil-D-Aspartato e a Neurodegeneragao

As doencas neurodegenerativas sao um dos maiores flagelos da sociedade, em
particular nos paises desenvolvidos onde a esperanca média de vida € maior na medida
em que os individuos que sofrem destas patologias sdo muitas vezes confrontados com a
falta de terapias adequadas para a cura total. Atualmente o tratamento mais comum
passa pela administracdo de medicamentos para utilizacdo crénica que apenas atrasam
0S processos bioguimicos inerentes a evolucao da enfermidade [1].

Em varias doencas neurodegenerativas, tais como a

HO,C CO,H
doenca de Alzheimer (DA), Parkinson (DP) e Huntington \/Y
(DH), sdo observados episodios de excitotoxicidade que NH
culminam com a extensa morte celular - apotética ou necroética- Figura 1 - O aminoécido

excitatorio glutamato (1).
do tecido nervoso [2]. Este fendmeno ocorre apds a
acumulacdo na fenda sinadtica de Glutamato (Figura 1), um neurotransmissor
responsavel por cerca de 40% das sinapses no sistema nervoso central (SNC) dos
mamiferos [3]. As suas propriedades agonistas sobre os recetores N-metil-D-aspartato
(NMDAR) desencadeiam uma série de estimulos intracelulares que, em caso de
ativacdo excessiva, poderdo induzir a apotose ou necrose da célula neuronal [4].

Os mecanismos biogquimicos que estdo na origem destas alteracfes celulares
estdo relacionados com o rapido aumento da permeabilidade do Ca®* para o meio
intracelular [5], o que dara origem a despolarizacdo membranar mitocondrial e a
consequente libertagdo de fatores pré-apdtoticos no citosol [6, 7]. No entanto, o influxo
normal de Ca?* através destes recetores faz parte de uma orquestra bem sincronizada de
sinalizagdes intracelulares que sdo fundamentais para a plasticidade sinatica.

A inovacdo biotecnoldgica nas recentes décadas tem permitido aos cientistas
desvendar os pormenores dos mecanismos bioquimicos que estdo na base das doencas
neurodegenerativas. Desta forma tem sido possivel encontrar novos alvos bioldgicos
cuja funcéo possa ser modulada de modo a controlar os avancos da neurodegeneracao.
Em relagdo aos NMDAR, nos altimos 30 anos foi possivel elucidar a sua localizagdo
celular, a sua expressdo ao longo do SNC e as funcdes sinalizadoras intracelulares das

diferentes isoformas destes recetores.
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Os recentes avangos na elucidacdo da estrutura tridimensional do recetor tém
vindo a manter vivo o interesse terapéutico no desenvolvimento de farmacos que
apresentem um perfil de efeitos secundarios tolerdveis. Um caso particular de sucesso
no desenvolvimento de antagonistas NMDAR é a aprovacdo pela Food and Drug
Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMA), da administracdo da
memantina, para reduzir a progressdo da doenca de Alzheimer em fase avancada [8].

Entender a relagdo entre estrutura e fungdo dos NMDAR pode demonstrar-se Util
na elucidacdo dos mecanismos de transmissao sinatica, na revelacdo dos mecanismos
fisiopatoldgicos de diversas condi¢des do SNC, bem como na concecdo eficaz de novos

compostos com propriedades moduladoras da sua atividade.

1.2  Recetores lonotropicos do Glutamato

Os recetores ionotrépicos do glutamato (iGIUR) encontram-se largamente
difundidos pelo SNC dos vertebrados sendo os principais responsaveis pela transmisséo
sinatica excitatoria. Os iGIuR sdo classificados em 3 subgrupos de acordo com a
afinidade de trés agonistas (Figura 2). Existem os recetores do acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxasolepropandico (AMPAR), recetores do acido cainico (KAR) e
recetores do acido N-metil-D-aspartato (NMDAR). Sdo ainda classificados em 18
subtipos com base nos genes que codificam isoformas destas proteinas

transmembranares com propriedades e fun¢des distintas no SNC [9].

KA
NMDA AMPA
HO “/COZH
COH CO,H ),,ﬁ §
HOzc/\:/ 2 N/ ’ .,
= COsH
NHMe % NH; ?
M
2 3 4 H

Figura 2 - A superfamilia dos iGIuR. 2 - acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxasolepropandico; 4 - acido
cainico.

A presenca de varios tipos de iIGIUR na fenda sinatica da origem a uma interacao
extremamente afinada — ao ocorrer uma estimulacdo dos AMPAR, alteram-se 0s

potenciais de voltagem membranares que por sua vez ativa a permeabilidade dos

2
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NMDAR ao Ca*" de forma a restabelecer o potencial de membrana (Figura 3). J& 0s
KAR regulam o grau de excitabilidade do neurénio e, juntamente com os AMPAR, ndo
apresentam afinidade para o cido N-Metil-D-Aspartato.

Vesicula sindptica

D)
@ @ Membrana

@ pré-sinaptica

Na* CaZ* Fenda
a,ta sindptica
Receptores

AMPA ou KA

NMDAR —

Membrana pds-
sindptica

Na* Na*, Ca?*

Figura 3 - Representacdo do funcionamento dos iGIuR. O glutamato libertado na sinapse, ativa
0s iGIuR que permitem a entrada de ides Na* e Ca* para o interior do neurénio.

1.3 Arquitetura Molecular dos NMDAR

Os NMDAR apresentam carateristicas estruturais bastante distintas dos restantes
iGIUR, o que tem feito surgir o interesse na elucidacdo da sua estrutura quaternéria e
mecanismos de associagcdo. Os NMDAR que participam na plasticidade sinatica s&o
heterbmeros tetraméricos formados por diferentes combinagfes de subunidades
classificadas de NR1, NR2 e NR3. As subunidades NR2 e NR3 possuem ainda um
conjunto de isoformas que se classificam de NR2A-D e NR3A-B. A associacdo de 4
subunidades, em que existe pelo menos um dimero do tipo NR1-NR2 [10], forma um
poro ioénico na zona membranar [11]. A forma como as diferentes subunidades se
associam, da origem a quatro dominios distintos designados por dominio amino-
terminal (ATD), dominio de ligacdo de agonistas (LBD), dominio transmembranar
(TM) e ja no interior da célula, o dominio C-terminal (TD) (Figura 4). A grande
variedade de subunidades origina recetores com diferentes propriedades tais como a

afinidade agonistica, mecanismos de sinalizacdo intracelular e regulacéo alostérica [12].

3
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Estas diferencas nas propriedades bioquimicas dos NMDAR sdo detetadas ainda

durante o desenvolvimento do SNC e sofrem altera¢cdes em individuos adultos [13].

Figura 4 - Estrutura tridimensional de um AMPA funcional, usada para estudar a estrutura quaternaria de um
NMDAR. ATD - Dominio amino-terminal; LBD — Dominio de ligagdo de agonistas; TM — Dominio
transmmbranar. As diferentes subunidades estdo representadas com as cores vermelhor, amarelo, verde e azul.

Outra importante carateristica a ter em consideracdo sobre os NMDAR no
contexto da sua influéncia na morte celular, é o fato da consequéncia do influxo de Ca**
variar consoante a localizacdo do recetor ao longo da membrana neuronal [14]. Os
recetores sinaticos localizados na membrana da zona sinatica quando ativados pelo
glutamato libertado durante a sinapse [15], ddo origem a estimulos intracelulares de pro-
sobrevivéncia. Por outro lado, a ativacdo de recetores extrasinaticos localizados fora do
espaco sinatico anula as vias de sobrevivéncia celular [6].

Como a maioria dos antagonistas NMDAR inicialmente desenvolvidos
demonstraram efeitos secundarios intoleraveis em ensaios clinicos [16], o aprofundar do
conhecimento sobre a organizacdo molecular destes recetores deu origem a uma
estratégia terapéutica que passa pelo desenvolvimento de agentes moduladores dos
recetores extrasinaticos, cuja atividade desequilibra a sinaliza¢do das vias de viabilidade

4
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neuronal. Estes recetores sdo enriquecidos em subunidades NR2B [17]. Atualmente
estas subunidades representam alvos biolégicos muito interessantes pois a sua
localizag&o encontra-se restrita a determinadas zonas do SNC, o que pode reduzir 0s

efeitos secundarios normalmente observados em ensaios clinicos [18].

1.4  Desenvolvimento de Antagonistas dos NMDAR

Existem inimeras familias de compostos que atuam nos NMDAR. Para facilitar
0 seu estudo e comparar vantagens e desvantagens entre eles, 0s Varios antagonistas
destes recetores sdo classificados de acordo com o seu modo de acdo. Os antagonistas
podem ser competitivos se atuarem no sitio de ligacdo da Glicina ou do Glutamato,
podem ser ndo competitivos como os bloqueadores do canal i6nico, ou podem mesmo
atuar de forma alostérica induzindo alteracBes nos sitios de ligacdo. De forma a
exercerem a sua funcédo bioldgica, os NMDAR necessitam da ligacdo simultanea de dois

agonistas endodgenos — a

o NR1 NR2
glicina no LBD da — —
subunidade  NR1 e o ’3@ %— Feniletanolaminas
glutamato no LBD da Poliaminas 2 S
- : 2+
subunidade NR2 [11]. A g , ‘ & % 2
. . . Zonando
ligacdo  destes  dois mapeada 2 _
agonistas, em conjunto
. Glicina Glutamato
com a variagdo do
potencial de membrana, Zonanio A NR2C/D
A . mapeada >
promove a libertagdo do cee R
” Blogueadores de ,.é {‘{
id0 magnésio (M ue canal 55 b
gnesio (Mg™) ¢ 7\
bloqueia o poro io6nico ldo Mg ‘

[19] (Figura 5). AS Figuras - Representagio dos vérios locais de inibicio e modulago de um

: . NMDAR
diferencas estruturais

entre os varios tetrameros ja levaram a descoberta de varios inibidores ndo-competitivos
seletivos para as subunidades NR2A, NR2B e NR2C-D. Outra particularidade destes
recetores, envolve a existéncia de um sitio de ligacdo modulatério da sua atividade

através da ligacdo de poliaminas endégenas como a espermina e também de alguns
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esterdides [20], um local para ligacdo do ido zinco (Zn") [21] e um local de ligagdo de

feniletanolaminas [22].

141 Antagonistas Competitivos — Sitio do Glutamato

A estratégia inicial na procura de antagonistas deste sitio de ligacdo passou pelo
desenvolvimento de compostos que mimetizavam o seu ligando enddgeno, o glutamato.
Os registos que descrevem os primeiros antagonistas do sitio do glutamato surgiram no
inicio da década de 80 (Figura 6). O D-APV (5) (também conhecido por AP-5, K;j=1.4
UM (NMDAR)) apresenta um grupo fosfato separado por uma cadeia alquilica linear de
um grupo carboxilico com uma a-amina [23, 24]. Ja o cis-2,3-PDA (6) apresenta uma
estrutura mais rigida que o D-APV, e demonstrou reduzir as correntes elétricas geradas
pelos NMDAR em experiéncias eletrofisioldgicas bem como atividade antidepressiva in
vivo [25].

PO,H,
O“\\\COZH
CO-H N “/CO,H
H
5 NH, 6

Figura 6 - Estruturas dos compostos 5 (D-APV) e 6 (cis-2,3-PDA).

Os primeiros estudos com derivados da 2-(carboxi)-ciclopropil-glicina (CG)
(Figura 7) deram origem as primeiras ideias sobre qual era a conformacédo ativa do
glutamato [26, 27]. Nestes estudos, foi avaliada a capacidade agonistica de oito
estereoisomeros da CG sobre as voltagens geradas pelo NMDAR. O isomero 7
demonstrou ser 5 vezes mais potente que o N-metil-D-aspartato tendo sido revelada a

conformacéo ativa do glutamato (9).
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Figura 7 - Derivados da 2-(carboxi)-ciclopropil-glicina (CCG). 7 - D-CCG-II; 8 - L-CCG-1V; 9 - a conformacéo
activa do glutamato.

Uma vez na posse de informacdes sobre 0s requisitos estruturais de antagonistas
deste sitio de ligacdo, surge o composto CPP (10) (Figura 8). Este analogo rigido do D-
composto 5 exibiu um 1Cso de 8 UM na libertacdo de acetilcolina induzida pelo N-metil-
D-aspartato [28]. Quase simultaneamente, surge o composto CGS-19755 (11) que
reunia as carateristicas rigidas do D-APV (5) e a estereoquimica do cis-2,3-PDA (6).
Foi talvez o antagonista mais importante desenvolvido para este sitio de ligacdo -
apresentou um ICsy = 50 nM, [H*]-CPP e ndo tem afinidade para os restantes iGIuR. E
ativo por administracdo oral, exibindo propriedades anti-convulsantes (EDsy =
2.0mg/kg, i.p.) em ratos [29]. O composto 11 chegou mesmo a entrar em ensaios
clinicos que infelizmente foram descontinuados devido a efeitos secundarios que

envolviam halucinacGes e neurotoxicidade [30].

K\/ PO4H2
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Figura 8 - Estruturas dos compostos 10 — CPP; 11- CGS-19755.

Os problemas associados com o atravessamento da BHE impulsionaram o
aparecimento de antagonistas com maior biodisponibilidade. E o caso do composto
SDZ EAB 515 (12, Figura 9), que apresentou um ICso entre 1.3 — 5.6 uM, [H*]-CGS
19755. Através das experiéncias realizadas com este composto, surgiu a hipétese de que
existe um pocket no sitio de ligacdo do glutamato com o qual se estabelecem interacGes
hidrofobicas com os grupos fenilo [31, 32]. Para além do aumento das propriedades

lipofilicas, a existéncia de uma estereoquimica S, permite que estes compostos
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atravessem a barreira hemato-encefalica através de um sistema de utake de aminoacidos

0 que lhes confere uma maior capacidade de penetracdo na BHE [33].

Atualmente existem varios farmacoforos disponiveis PO4H,
que elucidam os principais pontos de ligagdo, volume e Ph

propriedades estereoeletronicas desta classe de antagonistas.

CO,H
As principais interagGes entre esta classe de antagonistas e 0s
residuos do sitio de ligacao sdo de carater ionico e envolvem o 12 NH,
grupo a-amino, o a-acido e o grupo acido terminal [34]. Figura 9 - Estrutura do

composto 12 - SDZ EAB 515.

1.4.2 Antagonistas Competitivos — Sitio da Glicina

Em 1987, foi demonstrado que a glicina (13, Figura 10) funciona como
estimulante da abertura do canal i6nico. Os compostos que se pretendia que atuassem
neste sitio de ligacdo teriam a ardua tarefa de disputar a ligacdo aos recetores com 0s

elevados niveis enddgenos de glicina que existem na fenda sinatica [35].
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Figura 10 - Ligandos do NMDAR que actuam no sitio de ligagdo da glicina. 13 - glicina; 14 - R - HA966; 15
- Acido Quinrico; 16 — &cido tiolquindrico.

O R-HA966 (14) apresenta uma pequena estrutura ciclica que lhe confere
relativa rigidez e juntamente com o acido quindrico (15), foram os primeiros compostos
classificados como antagonistas do sitio da glicina. Em estudos de eletrosioldgicos, 0s
compostos 14 e 15 provocaram a diminui¢cdo da voltagem gerada pelos NMDAR de
forma dose-dependente em concentragdes entre 10 M — 3.16 mM sendo que esta foi a

primeira vez que se observou uma inibi¢cdo competitiva no sitio da glicina [36].

A resolucdo 6tica da mistura racémica do HA966 permitiu elucidar existéncia

de enantioseletividade por parte do NMDAR. Ficou provado que o enantiomero 14 é o
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isémero responsavel pela atividade com um ICs; de 4.1 pM ([H®]-glicina), seguido da
mistura racémica com um ICs de 11.2 uM e finalmente, o isomero S com 1Csq superior
a 900 uM [37]. Estudos in vivo demonstraram a capacidade neuroprotetora do composto
14 em situacdes de excitotoxicidade mediada pelo glutamato [38, 39].

A descoberta do acido quinarico (15, Figura 10) como antagonista do sitio da
glicina foi revolucionéria, na medida em que se pensava que o0 sitio da glicina s
tolerava pequenas moléculas. O seu primeiro derivado com um cloro na posi¢do 7 do
anel aromético exibiu um, ICs; de 0.56 puM ([H%]-glicina). Em experiéncias de
seletividade entre os sitios de ligacdo da glicina e do glutamato ficou provado que este
derivado era cerca de 70x mais seletivo que o &cido quindrico original [40].
Modificacbes no carbonilo do composto 15 levam a retencdo da afinidade. Em
experiéncias in vitro, o 4cido tiolquinGrico 16 apresentou um ICs, de 9 pM ([H’]-
glicina) ao passo que composto 15 apresentou um ICsq de 25 uM [41]. Os estudos
realizados sobre o melhor padrdo de substituicdo deram origem a véarios derivados
muito potentes, concretamente o &cido 5,7-dicloro-quindrico (Figura 11) (17, 5,7-
DCKA, Ki = 79 nM, [H*]-glicina) [42] e o 4cido (5-lodo,7-Cloro)-quindrico (K; = 29
nM, [H*]-glicina) [43]. O composto 18 apresentou ICso de 2.31 pM ([H’]-glicina). A
mesma saturacdo em conjunto com a reducdo do carbonilo resultou na reducdo de
poténcia do composto 19 (ICso = 6.39 uM). [44].
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Figura 11 - Estruturas de derivados do acido quindrico. 17 — 5,7-DCKA; 18 — derivado com o anel heteroaromético
saturado; 19 — derivado com saturagéo no anel aromatico e carbonilo reduzido; 20 — L-689,560.

Os extensos estudos SAR (relagdes estrutura-atividade) realizados em torno da
estrutura do 5,7-DCKA, deram origem a um dos mais potentes antagonistas do sitio da
glicina desenvolvidos até a data, o L-689,560 (20) que apresenta um ICsy de 7.8nM

([H%]-glicina). A elevada afinidade exibida por este composto, permitiu a sua utilizagio
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como marcador radioativo para elucidar os requisitos estruturais do pocket da glicina.

Estas observacdes estdo sumarizadas na Figura 12 [45].

Dador - H
Volume ?ub;t’l;ulgogs
hidrofébico 1pofilicas de
tamanho
reduzido
Interacc¢do

i6nica

Aceitador - H

Figura 12 - Requisitos estruturais do pocket da glicina, aqui representados com o L-689,560 (20).

Uma vez elucidado o farmacoforo para o sitio da glicina, rapidamente surgiram
novas familias de antagonistas NMDAR. E de destacar a familia dos 2-carboxilo-
indoles, as quinoxalinadionas e as quinolonas. Os derivados 2-carboxilo-indoles
(Figura 13) exibem as carateristicas do farmacoforo da Figura 12. O composto 21
exibiu um 1Csy de 106 pM ([H’]-glicina). Ao acrescentar uma cadeia de &cido
propandico na posi¢do 3 do indole (22), o ICsq detetado foi de 27 UM ao passo que 0
acido quinarico apresentou um ICsy de 16 uM. A posterior derivatizacdo ao redor da
estrutura do acido 2-carboxilo-indole-3-propanoico deu origem ao MDL-29,951 (23)
que apresentou um 1Cso de 140 nM [46, 47].

CO,H CO,H
Cl
N N N
H H cl H
21 22 23

Figura 13 - Estruturas de derivados do 2-carboxi-indole. O composto 23 (MDL-29,951) é
0 antagonista mais potente desta familia.
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As quinoxalinadionas (24, Figura 14) foram inicialmente descritas como
antagonistas dos recetores AMPA mas pouco tempo depois, ficou demonstrada a sua
acdo como antagonistas do NMDAR [48]. As subsequentes alteragdes efetuadas tinham
como objetivo aumentar a seletividade entre estes dois recetores. Alteracfes no padrédo
de substituicdo do anel aromatico, resultaram num aumento de afinidade mas nédo no
aumento da seletividade — o composto CNQX (25) exibiu um ICs de 14 uM e 0.3 uM
em experiéncias com [H*]-glicina e [H*]-AMPA respetivamente o que demonstra
alguma falta de seletividade entre 0 NMDAR e 0 AMPA. J& o composto 26 com um
grupo nitro, exibiu um ICs de 1.0 pM ([H3-glicina]) e 2.4 uM ([H’]-AMPA) [49]. O
composto 27 foi sintetizado com o objetivo de explorar o espago existente no pocket da
glicina. A incorporagéo de um anel de 6 membros, aumentou drasticamente a afinidade
(ICso = 2.3 nM, [H®]-DCKA\), e a seletividade em relagdo aos recetores AMPA (ICsq =
4600 nM, [H*]-AMPA) [50].

O«_ _NHPh
NO,
H H H
NIO NCI:[NIO /C[NIO NIO
::N 0O  O,N N7 o O,N N o  Br N7 o
H H H H
24 25 26 27

Figura 14 - Estruturas dos derivados quinoxaledionas. O composto 27 é o composto desta série simultaneamente
mais potente e mais selectivo entre NMDAR e recetores do AMPA.

As quinolonas foram inicialmente desenvolvidas com o objetivo de mimetizar
simultaneamente, as carateristicas do &cido quindrico e das quinoxalinedionas (Figura
15) [51]. O composto 28 demonstrou boa afinidade para ambos os recetores AMPA e
NMDAR (Ki [NMDA] = 6.7 uM, K; [AMPA] = 9.2 uM) e exibiu atividade anti-
convulsiva (EDsp = 13.2mg/kg, i.p.) em ratos [52]. Através dos estudos SAR
desenvolvidos com este tipo de estruturas foi possivel encontrar o composto 29. Este

composto demonstrou ser um OH
antagonista muito potente (ICso = 0.17 NO, - COzMe
UM, [H3]-L-689,560) e exibiu atividade /O\/I

Cl N (e} Cl N O
anti-convulsiva (EDso = 4.5 mg/kg, i.p.) . 2';

em ratinhos [53]- Figura 15 - Estruturas de derivados quinolona. O composto
29 revelou-se 0 mais potente desta série e exibiu atividade
in vivo.

11
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1.4.3 Antagonistas ndo-competitivos — Bloqueadores de Canal

Os bloqueadores do canal i6nico atuam como antagonistas nao-competitivos dos
NMDAR que se alojam no dominio transmembranar do recetor. O acesso a este sitio de
ligacdo faz-se de forma dependente de agonistas, ou seja, 0 poro necessita de estar
aberto para que este género de compostos possa exercer a sua atividade bioldgica. Desta
forma possuem uma seletividade para recetores excessivamente abertos ndo provocando
uma inibicdo indiscriminada. Para além disso, este género de compostos apresenta
alguma facilidade para atravessar a BHE devido a sua lipofilia e baixo peso molecular.

O primeiro composto identificado como bloqueador de canal foi a fenilciclidina
(PCP) (30, Figura 16). Inicialmente sintetizada em 1926 foi patenteada na década de 50
pela industria farmacéutica Parke, Davis and Company como anestésico sob o nome
comercial Sernyl [54]. Com os primeiros estudos em modelos animais, verificou-se que
atuava como estimulante do SNC a doses baixas e como antidepressivo a doses mais
elevadas [55]. Em 1965 o seu desenvolvimento foi cancelado devido aos intoleraveis
efeitos secundarios em humanos, nhomeadamente alucinacgdes, delirios e desorientacdo
[56, 57]. Em 1965, a mesma industria farmacéutica numa outra tentativa de encontrar
um anestésico alternativo ao PCP, desenvolveu a cetamina (31) [58]. No decorrer dos
ensaios clinicos realizados com a cetamina, 0s pacientes queixaram-se de alucinacdes e
distdrbios motores o que inviabilizou a sua utilizacdo como agente terapéutico em
humanos [59]. As propriedades psicotrdpicas dos compostos 30 e 31 tornaram-nos em
drogas recreativas de abuso de grande sucesso nas décadas de 70 e 80 [60]. Atualmente
sdo usados como anestésicos em veterinaria e no estudo da esquizofrenia em modelos
animais [61, 62].

30 31

Figura 16 - Estruturas dos primeiros bloqueadores de canal do NMDAR. 30
- fenilciclidina (PCP); 31 - cetamina.

O MK-801 (32, Figura 17) surgiu em meados da década de 80. Foi sintetizado

pelos laboratérios Merck-Sharp and Dohme Research na procura de novos moduladores

12
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dos mecanismos de aminoacidos excitatorios do SNC. Ligandos desta familia,
apresentam estruturas rigidas formadas por grupos lipofilicos quase co-planares,
orientados perpendicularmente a uma amina basica. As interagdes ligando-recetor séo
de carater idnico através da amina protonada e também através de contatos hidrofobicos
com o grupo metilo e anéis aromaticos. Ficou provado que o MK-801 (K = 37.2 £ 2.7
nM) atua de forma ndo competitiva no mesmo sitio de inibi¢cdo que os compostos 30 e
31 em estudos com homogeneizado de fatias do cortex cerebral de rato [63].

33 35

Figura 17 - Estruturas de derivados do MK-801 (32).

O seu modo de agéo foi classificado como bloqueador de canal aberto. Estudos
eletrofisiol6gicos provaram que o MK-801 apenas exerce a sua acgdo inibitéria na
presenca de agonistas do NMDAR e ndo na presenca de agonistas de outros iGIuR [64].
Um estudo com derivados do MK-801 com os anéis saturados, demonstrou que a
aromaticidade ndo é um requisito para a atividade, na medida em que o derivado com
um anel saturado (33) apresentou um bom valor de atividade (ICsp = 16 nM, [H*]-MK-
801)[65]. A introducdo de um grupo isotiocianato na posi¢do C-8, resulta na perda de
atividade conduzindo a um ICsy de 100 nM [66]. Em estudos que utilizaram 0 MK-801
(ICso = 36 nM) como controlo positivo, verificou-se que a introducdo de um grupo
metilo na posicdo C-10 ou C-3 gera derivados equipotentes com I1Csq de 35 nM e 32 nM
respetivamente. O aumento do anel central para 8 carbonos (34), resulta na perda de
atividade (ICsq = 86 nM) mas o derivado 35, com dois carbonos quaternarios, apresenta
retencdo de atividade exibindo um ICsy de 30 nM. Em conjunto, os resultados obtidos
demonstram que ndo existe muita tolerancia para substituicbes muito volumosas na
estrutura do MK-801 [67]. Estudos in vivo com derivados do MK-801, comprovaram a
atividade anti-convulsiva desta familia de compostos, sendo de destacar que 0 MK-801,
apresentou um EDsp de 0.22mg/kg por administragéo intravenosa em ratos [68]. De

13
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todos os bloqueadores de canal desenvolvidos até a data, destacam-se os derivados do
adamantano (Figura 18), mais especificamente a memantina (37). Inicialmente
sintetizada e patenteada pela Eli Lilly and Company em 1968 como anti-viral [69], foi
apenas no final da década de 80 que as industrias farmacéuticas Merz-Pharma
detetaram a sua atividade neuroprotetora através da inibicdo dos NMDAR. Esta familia
de compostos apresenta uma boa afinidade e uma cinética de dissociagdo rapida, o que
permite aos recetores manter uma atividade fisioldgica normal reduzindo os efeitos
secundarios cognitivos [70]. A memantina exibe propriedades anti-descinésia em
humanos [71] e atualmente encontra-se em comercializacdo sob os homes Namenda®
(Forest), Ebixa® e Abixa® (Lundbeck), Memox® (Unipharm), Axura® e Akatinol®
(Merz), para tratamento da deméncia mental [72, 73]. A amantadina também foi
aprovada nos EUA (Symmetrel®, Endo Pharmaceuticals) como anti-viral e para o

tratamento dos sintomas da doenca de Parkinson [74].

NHMe

NH2 NH2 NH2
6 37 38 39

Figura 18 - Derivados de adamantano com propriedades antagonisticas sobre 0 NDMAR. A memantina (37) e a
amantadina (38) s&o atualmente usados no estudo e tratamento de doencgas neurodegenerativas.

3

No inicio da década de 90, foram publicados alguns estudos SAR com esta
classe de compostos. Em experiéncias com homogeneizados de tecido post-mortem do
cortex frontal humano, o composto 36 revelou-se como 0 adamantano mais potente com
Ki de 0.19 pM ([H*]-MK-801). J4 a memantina (37) apresentou um K; de 0.54 pM e a
amantadina (38) um K; de 10.50 pM. Na amantadina, 0 aumento da basicidade da amina
por introducdo de um grupo metilo (39) resultou na perda de poténcia (K; = 21.72 uM)
[75]. Apesar da interacdo com o NMDAR ocorrer através da amina protonada, a
diminuicdo de atividade do composto 39 esta de acordo com os resultados obtidos para
0 MK-801, em que se destacou a falta de tolerancia desta classe de compostos para a

introdugdo de substituintes alquilicos.
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1.4.4 Antagonistas ndo-competitivos — Subunidade NR2B

O desenvolvimento de antagonistas NMDAR seletivos entre subunidades tem
permitido grandes avangos na elucidacdo dos mecanismos de funcionamento do recetor.
Neste contexto, a subunidade NR2B tem vindo a adquirir especial interesse devido a sua
localizacdo restrita a determinadas zonas do cérebro. Em estudos que avaliaram a
expressdo genética das diferentes subunidades dos NMDAR, verificou-se que no
cérebro adulto as subunidades NR2B estéo localizadas em especificas zonas do cérebro,
enquanto as subunidades NR1 estdo virtualmente espalhadas por todo o SNC [76]. Esta
observacdo pode ajudar a justificar os efeitos secundarios mais toleraveis dos inibidores
da NR2B em ensaios humanos para o tratamento da doenca de Parkinson [77]. Ja a
nivel subcelular, estudos recentes demonstram que os NMDAR extrasinaticos,
responsaveis por estimulos de morte celular [6], estdo mais enriquecidos com
subunidades NR2B. Em conjunto, estas observagdes tornaram o Ifenprodil (40, Figura

19) no alvo de intensos estudos farmacoldgicos [15].
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Figura 19 - Estrutura do Ifenprodil, o primeiro inibidor do NMDAR, selectivo para subunidades NR2B.

Apesar de inicialmente referido como vasodilatador cerebral, em 1988 ficou
demonstrado que as propriedades neuroprotetoras se devem ao antagonismo nao-
competitivo dos NMDAR [78]. Em estudos eletrofisiolégicos com subunidades NR1-
NR2, o Ifenprodil demonstrou elevada seletividade para as subunidades NR1-NR2B,
apresentando um ICsy de 0.43 pM enquanto que para as subunidades NR1-NR2A
apresentou um ICsy de 146 pM. Para além de inibir preferencialmente a subunidade
NR1-NR2B o tipo de inibicdo revelou-se ndo competitiva e ndo dependente de
voltagem [79]. Em 2011, surgiu a primeira estrutura cristalografica de uma subunidade
NR1-NR2B. Foi possivel elucidar as interacbes moleculares entre o Ifenprodil e o
recetor (Figura 20) [80].
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Figura 20 — Ifenprodil (laranja) complexado com as subunidades NR1 (vermelho) e NR2B
(amarelo). S&o apenas representados os residuos que definem o pocket. PDB: 3QEL.

As principais interacGes detetadas entre compostos da familia do Ifenprodil e o
NMDAR, sdo constituidas por uma ponte de hidrogénio com o alcool fendlico, um
contato idnico com a amina protonada, e interacGes de sobreposicao n-m.

Em 1997, as industrias F. Hoffmann-La Roche AG descreveram o Ro0-25,6981
(41, Figura 21) como antagonista seletivo das subunidades NR2B [81]. Este analogo do
ifenprodil, apresentou valores de atividade muito interessantes para subunidades NR1-
NR2B — ICso = 0.003 - 149 uM, [H3]MK-801 e em ensaios eletrofisioldgicos, 1Csy =
0.009 uM e 52 uM para NR1-NR2B e NR1-NR2A respetivamente. Ficou também
demonstrado que atua através de uma inibicdo ndo competitiva. Exerce atividade
neuroprotetora em experiéncias com culturas de neurdnios expostos ao glutamato, ICs
= 0.4 pM e em modelos celulares de isquémia, 1Csy = 0.04 uM. E de destacar que em
todos os ensaios 0 Ro-25,6981 demonstrou ser mais potente que o ifenprodil. Para além
disso, apresentou bastante seletividade em relacéo a outros importantes alvos biologicos
pois n&o inibiu outros recetores iGIUR nem bloqueou os canais de Na* and Ca*. Em
conjunto, estas observagbes tornam o0 Ro0-25,6981 num dos antagonistas das
subunidades NR2B mais potentes desenvolvidos até hoje. A sua estrutura cristalografica
complexada com as subunidades NR1-NR2B foi revelada em 2011 (Figura 22) [80] e

demonstrou estabelecer as interacdes ja referidas para o Ifenprodil.
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Figura 21 - Estrutura de um analogo do Ifenprodil mais potente, 0 Ro-25,6981 (41).

Figura 22 — R0-25,6981 (laranja) complexado com as subunidades NR1 (vermelho) e
NR2B (amarelo). Sdo apenas representados os residuos que definem o pocket. PDB
3QEM.

1.4.5 Outros inibidores seletivos entre subunidades NR1-NR2

Muito recentemente, a foi encontrada a estrutura de um inibidor seletivo para
subunidades NR1-NR2A através de high-throughput screening (HTS) com métodos in-
vitro [82]. O TCN-201 (42, Figura 23), apresentou em experiéncias eletrofisiologicas
um ICsp de 109 nM e com uma concentragdo de 3 UM bloqueou 95% do potencial de
membrana mediado por NMDAR ricos em subunidades NR1-NR2A. J& em
experiéncias com subunidades NR1-NR2B ou subunidades NR1-NR2D, concentragdes
de 30 uM néo tiveram nenhum efeito na corrente gerada pelos NMDAR. Também é de
destacar, que a poténcia de inibicdo do TCN-201 aumenta na presenca de 1 mM de
glicina mas ndo na presenca de glutamato. Em conjunto, estas observacGes fizeram
surgir a hipotese de que 0 TCN-201 atua num sitio de ligacdo modulado alostéricamente

pela ligacdo da glicina na subunidade NR1. Em conjunto com a seletividade para
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recetores ricos em subunidades NR1-NR2A, surge também a hipétese de que podera
atuar na interface das subunidades NR1-NR2A.
0

H
N Ph

O\ //O ”/ \ﬂ/

A\
C|j©/s\N o)
H
F

42

Figura 23 - Estrutura do TCN-201 (42) o primeiro inibidor do NMDAR seletivo para subunidades NR1-NR2A.

Também em 2010, surgiram os primeiros estudos que identificaram um conjunto
de derivados de quinazolidin-4-onas como inibidores seletivos de subunidades NR1-
NR2D e subunidades NR1-NR2C. O QNZ46 (43, Figura 24) apresentou valores de
ICso estimados de 1 uM (NR1-NR2D), 2 pM (NR1-NR2C) e >300 pM (NR1-NR2B e
NR1-NR2A) em experiéncias eletrofisioldgicas. Através de estudos com recetores
quiméricos e mutagénese dirigida, foi possivel constatar que este composto interage
com residuos localizados na parte inferior do dominio LDB da subunidade NR2D. Para
além disso, a sua capacidade inibitéria aumenta na presenca de glutamato. Em conjunto,
estas observacBes sugerem que o composto 43 atua através de um mecanismo nao-

competitivo num sitio de ligacdo modulado alostéricamente pela ligacdo do glutamato a

subunidade NR2D [83].
N

N/
|

43

NO,

Figura 24 - Estrutura do QNZ46 (43), um inibidor do NMDAR seletivo para subunidades NR2C/D.

No ano seguinte, em 2011, surgiu uma familia de derivados com um anel de
pirazolina como com afinidade para NMDAR ricos em subunidades NR1-NR2D. O
DQP1105 (44, Figura 25) foi o derivado com melhor seletividade, exibindo um ICs de
7.0 uM para NR1-NR2C, um ICsy = 2.7 pM para NR1-NR2D e um ICsp = 113 uM para

NR1-NR2B, sendo inativo para NR1-NR2A, em experiéncias eletrofisioldgicas. Para
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além disso, através de experiéncias com recetores quimericos e mutagenese dirigida, foi
possivel hipotetizar a existéncia de um sitio de ligacao alostérico no LBD da subunidade
NR2D. [84, 85].

Figura 25 - Estrutura do DQP1105 (44), um inibidor do NMDAR selectivo para subunidades NR2C/D.

1.4.6 Antagonistas ndo-competitivos - Oxazolidinas

Em 2009, foi revelada uma nova classe de antagonistas de NMDAR que
possuem um nucleo de oxazolidina polisubstituida com diversos grupos lipofilicos. Esta
classe de compostos apresenta atividade oral anti-depressiva em ratos e até hoje
desconhece-se 0 seu sitio de inibicdo especifico. Os autores da patente, revelam que 0s
compostos LC-06 e LC-25 (Figura 26) tém a capacidade de inibir a ligacdo dos
ligandos do NMDAR sugerindo um modo de acdo semelhante aos agonistas parciais.
[86].

No contexto da quimica medicinal, o aprofundar do conhecimento sobre os
NMDAR, juntamente com o aparecimento de novas estratégias de sintese organica,
representam uma oportunidade de desenvolvimento de novos antagonistas destes
recetores com potencial terapéutico, o que constitui a base desta dissertagdo. De forma a
explorar o potencial das oxazolidinas como antagonistas NMDAR um dos objetivos da
presente dissertacdo envolveu a sintese de pequenas bibliotecas de oxazolo-
isoindolinonas e oxazolo-pirrolidonas. Estes compostos podem ser vistos como
anélogos rigidos das oxazolidinas que trancam as conformacgfes possiveis do grupo
propilo. Para além disso, espera-se poder aumentar o nimero de interagdes ente ligando-
recetor por introducdo de uma amida e no caso particular das oxazolo-isoindolinonas, o

estabelecimento de interacdes hidrofdbicas através da introducdo de um anel aromatico
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Capitulo 2.1
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Oxazolo-pirrolidonas
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Figura 26 - Estruturas das oxazolidinas descritos como antagonistas dos NMDAR em 2009. Um dos objectivos da
presente dissertacdo passou pela sintese e avaliacdo bioldgica de oxazolo-isoindolinonas e oxazolo-pirrolidonas
(Capitulo 2.1).

1.4.7 Antagonistas ndo-competitivos - Derivados da Uncaria

Os extratos aquosos das folhas e caules de plantas do género Uncaria sdo ha
muitos anos utilizados na medicina tradicional japonesa e chinesa, sob o nome de
Choto-san (Japdo) e Diao-Teng-san (China) para o tratamento da deméncia e
perturbacdes neuroldgicas [87]. Os primeiros registos cientificos que comprovam a sua
atividade neuroprotetora surgiram ha cerca de duas décadas, quando foram realizados
estudos controlados com placebos [88, 89]. Estes estudos impulsionaram a procura dos
alvos bioldgicos dos principios ativos contidos no Choto-san [90-92].

Em 1999 demonstrou-se que 0s extratos aquosos preveniam a morte neuronal
induzida pelo glutamato em culturas de neurénios da camada granular do cerebelo. Esta
atividade neuroprotetora do Choto-san deve-se a acao inibidora de um conjunto de
alcaldides de indole e oxoindole (Figura 26) sobre o influxo celular de Ca**. Com
recurso a culturas celulares de neurdnios da zona granular do cerebelo, verificou-se que
o influxo celular de “°Ca®* induzido pelo glutamato, diminui consideravelmente na
presenca de 0.1mM dos alcalbides 61% - isorincofilina (45); 45 % - isocorinoxeina (46),
50% - hirsuteina (47) e 58% - hirsutina (48) [93]. Posteriormente, estudos
eletrofisiol6gicos comprovaram a atividade antagonistica da rincofilina (ICsy = 43.2
uM) e da isorincofilina (47) (ICso = 48.3 uM) sobre 0 NMDAR. Foi hipotetizado um

mecanismo de inibicdo ndo-competitivo ainda desconhecido [94-96].
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Figura 27 - Estruturas dos alcaldides do Choto-san responsaveis pela atividade neuroprotetora. 45 — rincofilina; 46 —
isocorinoxeina; 47 — isorincofilina; 48 - hirsutina; 49 — hirsuteina.

Apesar da extensa investigacdo em torno dos constituintes dos extratos das
plantas do género Uncaria [97, 98], ndo existem até a data quaisquer estudos SAR que
explorem esta classe de compostos como antagonistas NMDAR. Tal podera dever-se a
possuirem um grande espetro de atividade biolGgica, pressupondo a existéncia de
efeitos secundarios de um potencial farmaco, ou talvez por ndo existir, até recentemente
estratégias suficientemente atraentes de sintese estereoseletiva dos alcaldides de indole e
oxoindole presentes no Choto-san. Na presenca de uma oportunidade de investigacdo
cientifica nesta area, os objetivos desta dissertacdo envolveram também a preparacéao de
uma biblioteca de oxazolo-piperidonas que serdo utilizadas para a sintese de analogos
dos alcaldides de indole presentes no choto-san, através da utilizacdo de técnicas de

sintese organica enantioseletiva (Figura 27).

Capitulo 2.3. Capitulo 2.2. Capitulo 2.4.
Indolo[2,3a]quinolizidinas oxazolo-piperidonas Spiro-indolinas
OH HO
0O
N Nn_o & RN / oﬁ = N_ __O
H RN
Analogos da hirsutina (48) Analogos da rincofilina (45),

e hirsuteina (49) isocorinoxeina (46) e isorincofilina (47)

Figura 28 — Alguns objectivos desta dissertacdo envolveram a sintese e avaliagdo bioldgica de pequenas
bibliotecas de oxazolo-piperidonas (Capitulo 2.2), indolo[2,3a]quinolizidinas (Capitulo 2.3) e spiro-indolinas
(Capitulo 2.4).
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2. Resultados e Discussao

2.1. Sintese e Avaliacdo Bioldgica de Oxazolo-Isoindolinonas e

Oxazolo-Pirrolidonas.

Inicialmente foi necessario analisar a retrossintese de oxazolidinas. No
Esquema 1 podemos ver que através de trés cisdes heteroliticas € possivel gerar o

esqueleto de oxazolo-pirrolidona a partir de regentes comercialmente disponiveis.

formacgdo do anel de adi¢do nucleofilica da

lactamizagao e ; i
oxazolidina amina ao aldeido

R R/Y\ NH2
/\(\O 0O R/Y\OH a S - Aminoalcodis

oxo-ésteres, oxo-acidos

Esquema 1 - Proposta de retrossintese para oxazolo-pirrolidonas.

Através de reacoes de ciclocondensagdo em tolueno entre [-0Xx0-acidos
benzdicos comercialmente disponiveis e derivados S de varios aminoalcodis foi possivel
construir uma pequena biblioteca de oxazolo-isoindolinonas. De forma a deslocar o
equilibrio quimico para a formacédo dos produtos, as reacdes foram feitas utilizando um
dean-stark que permite a eliminacdo de &gua do meio reacional que se liberta nas
reagbes de ciclocondensacdo. Estas reacOes sdo relativamente rapidas (16h),
apresentaram rendimentos entre 71-92%. Em todas as reacgdes de ciclocondensagdo em
que se gera um anel de pirrolidona (oxazolo-isoindolinonas e oxazolo-pirrolidonas),
seria de esperar a possivel formacgdo dos diastereoisomeros -cis e —trans. No entanto,
apenas se observa a formacdo do isomero —trans. Tal observacdo pode ser explicada
analisando o mecanismo de reacdo (Esquema 2). O isémero (H-3, H-7a)-cis ndo é
formado, muito provavelmente devido ao efeito de repulsdo entre os dois hidrogénios.
Neste tipo de ciclocondensacdes, o equilibrio quimico parece favorecer a formacéo do

produto termodinamicamente mais estavel.
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Esquema 2 - Mecanismo de reacdo proposto, para as rea¢des de ciclocondensagdo de aminoalco6is com -0X0-
acidos/esteres.

Todas as ciclocondensacdes sdo estereoseletivas, tendo sido obtido apenas um
isomero detetavel por *H RMN (Esquema 3). Com o S-fenilalaninol como indutor
quiral os produtos finais apresentam uma configuracao 3S, 9bR. Os rendimentos obtidos
para 0s compostos 50a-e foram de 75-85% e estdo de acordo com os valores descritos
na literatura para analogos semelhantes [99] (Tabela 1). J& no caso dos compostos 50d-
e 50e derivados do S-triptofanol, os rendimentos foram de 75% e 71% para 0s
substituintes em C-9b, metilo e fenilo respetivamente.

_ COR? N3
S - aminoalcool CO,H R /Y\O
R2
R1/\/\OH 0 9b
—>

NH,

Tolueno
refluxo, 16h

50a-e

Esquema 3 - Sintese de oxazolo-isoindolinonas derivadas de S-aminoalcoois.

Tabela 1 - Rendimentos obtidos para a sintese de oxazolo-isoindolinonas partindo de S-aminoalcodis.

I

50b Ph Me 92
50c Ph Ph 85
50d 3-Indole  Me 75
50e 3-Indole  Ph 71
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Os alvos biologicos podem interagir de modo seletivo com ligandos quirais.
Tendo este fato em mente, foi sintetizada uma pequena biblioteca de oxazolo-
isoindolinonas utilizando R-aminoalcodis como indutores quirais (Esquema 4), estando
os resultados sumarizados na Tabela 2. A semelhanca dos seus enantidmeros, 0s
derivados do R-fenilalaninol, 5la-c, foram sintetizados com rendimentos entre 71 —
85%. Ja em relacdo aos derivados do R-triptofanol, 51d-e, os rendimentos foram de
76% e 70% para os substituintes em C-9b, metilo e fenilo respetivamente.

oxazolo-isoindolinonas

COR?
R - aminoalcool CO,H R1/%3(\O
R.] /,II”(\OH N9b "y R2
—_— (0]
NH; Tolueno
refluxo, 16h
S1a-d

Esquema 4 - Sintese das oxazolo-isoindolinonas derivadas de R-aminoalcodis.

Tabela 2 - Rendimentos obtidos para a sintese de oxazolo-isoindolinonas derivadas de R-aminoalcoois.

e ] 1 L wo
51a Ph H 71

51b Ph Me 85
51c Ph Ph 71
51d 3-Indole  Me 76
5le 3-Indole  Ph 70

Ao comparar os valores de rendimento dos derivados do fenilalaninol com os
derivados do triptofanol, observou-se uma diminuicdo média de cerca de 10%. Os
problemas da solubilidade do triptofanol em tolueno podem estar na origem destas
observacdes. Os derivados com um metilo na posicdo C-9b apresentaram sempre
melhor rendimento, sendo de destacar o rendimento dos compostos 50b (92%) e 51b
(85%) na série do fenilalaninol e dos compostos 50d (75%) e 51d (76%) na serie do
triptofanol. Estas observacfes sugerem que o rendimento da reacdo é influenciado pelo
tipo de substituinte em C-9b. Parece haver um equilibrio entre o volume estéreo do
substituinte em C-9b e a sua capacidade de estabilizacdo o catido iminio por
ressonancia. No Esquema 5 podemos ver que o intermediario imina b, vai sofrer o

ataque estereoseletivo por parte do oxigénio para dar origem ao anel de oxazolidina c.
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Este ataque ocorre com maior extensao caso o intermediario b apresente maior tempo
de semi-vida. O tempo de semi-vida da espécie b, aumenta na presenca de grupos R”

que possam estabilizar da melhor forma o hibrido de ressonéncia a.

Na reacdo de formacdo dos compostos 50a e 5la (R’=H, 70 e 71%), o
hidrogénio facilita o ataque por parte do oxigénio por ser um substituinte pequeno mas
ndo estabiliza o intermediério b e por isso apresenta 0os menores rendimentos. Ja para
substituintes mais volumosos como o grupo fenilo (compostos 50c e 51c, R*=Ph, 85 e
71%) h& um maior tempo de semi-vida do intermediario b, mas menor possibilidade de
ataque por parte do oxigénio devido a impedimento estereoquimico. Para o substituinte
metilo (50b e 51b, R* = CHs, 85 e 92%) os rendimentos sd0 os mais elevados porque o
intermediario b é mais estabilizado que no caso do hidrogénio e o atague a imina por

parte do oxigénio é mais facilitado que no caso do fenilo.

hibrido de formacdo do anel de
ressonancia oxazolidina

R1/Y\OH R1/\|/\'OH R1/\‘/\
Il O
oN R = H" N R [ — HN S
) L\ R2
HO,C HO,C HO.C
a

Esquema 5 - Racional para os rendimentos observados na sintese de oxazolo-isoindolinonas.

De forma a confirmar a estereoquimica absoluta desta classe de compostos,
foram analisados os cristais obtidos apds recristalizacdo do composto 50d (Figura 29).
Os cristais organizam-se em zig-zag, através do estabelecimento de uma ponte de
hidrogénio intermolecular entre o N-H do indole e o carbonilo da amida. A
possibilidade de estabelecimento desta interagdo i
intermolecular, pode estar na origem dos elevados ~

pontos de fusdo observados para os derivados de s p N/ O
O~

indole, quando comparados com os derivados com um \ __, g° .,
) C16({ C10a\ ,o/ com
grupo fenilo. 010 £ cob Vo
C3 - \b ¢ p
N4
& ’ Cla —
~ / \ cs
o5 C5a \— y —©
ceo, (C7

Figura 29 — Estrutura cristalogréafica
do composto 50d.
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Esta série de derivados apresenta espetros de *H RMN em que o protido H-3
surge sempre como um multipleto entre 3.99 e 4.45 ppm (Tabela 3). J& os protées CH,-
ar e H-2, por serem diastereotopicos apresentam-se sempre na forma de duplos dupletos
que por vezes coalescem dando origem a falsos tripletos. Em relagdo ao espetro de *C
RMN, o desvio quimico do C-3 estd perto de 56ppm e ndo sofre grandes alteracfes
entre os varios derivados. J& o desvio quimico do C-9b desloca-se para campo mais
baixo consoante os requisitos eletronegativos do substituinte aumentam, 90.99 <98.93
<101.04 ppm para C-9b = H <CH3; <Ph respetivamente.

Tabela 3 - Desvios quimicos de *H RMN observados para as oxazolo-isoinolinonas 50a-e.

14 RMN & 13C RMIN 6
Composto (ppm) (ppm)

Solvent
i mm--

50a (CDCl) 3.18-2.99 448 433-400 5551  90.99
50b (CDCl3) 3.21-2.95 439 4.21-4.07 56.77 98.93
50c (CDCl5) 3.02-2.51 46 444-396 56.80 101.04
50d (CDCl3) 3.31-2.84 399 4.44-426 5595 9887
50e (DMSO) 2.96-2.61 455 455-3.86 5587  100.79

De forma a confirmar que a estereoquimica absoluta do carbono C-9b ndo €
alterada pela introdugéo de substituintes mais volumosos, foram realizadas experiéncias
de 'H RMN bidimensionais (NOESY) com o composto 51b. Foi possivel observar as
correlagdes espaciais intramoleculares assinaladas na Figura 30. O grupo metilo em C-
9b interage com apenas um dos protdes H-2 e com ambos os protdes CHy-ar. Estas
observacdes sugerem que o grupo metilo estd projetado na mesma dire¢do do indutor

quiral, tal como acontece no caso de compostos analogos ja descritos na literatura [99].
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Figura 30 - Correlagdes detectadas por NOESY, no composto 51b. O grupo metilo em C-9b apresenta correlacdo
com um protdo H-2 e com ambos os protdes CH,-Ph.

Também foi levada a cabo a sintese de uma biblioteca de oxazolo-pirrolidonas
através de reacbes de ciclocondensacdo entre aminoalcodis enantiopuros e [B-0Xo-
esteres/acidos em tolueno utilizando um dean-stark. Partindo de S-aminoalcoois
(Esquema 6), esta série de compostos apresenta uma configuracdo absoluta 3S,7aR e
como acontece no caso das oxazolo-isoindolinonas, o novo centro quiral formado
orienta o substituinte para a frente do plano biciclico (Tabela 4). Os rendimentos
obtidos para os compostos 52a-c foram de 42-72 % e estdo de acordo com os resultados
obtidos em outros estudos. De forma a poder comparar resultados, o tempo de reagéo
escolhido para a sintese dos compostos 52a-c foi de 48h [100]. Nos derivados do S-
fenilalaninol, os rendimentos foram de 40, 62 e 72% para 0s substituintes, hidrogénio
(52a), metilo (52b) e fenilo (52c), respetivamente. No caso dos derivados do S-
triptofanol, os rendimentos obtidos foram de 33% (52d) e 90% (52e). Em ambos os
aminoalcodis usados, os melhores rendimentos (72% e 90%) foram obtidos com o
substituinte fenilo em C-7a (compostos 52¢ e 52e respetivamente). E de realcar que se
notam rendimentos mais baixos para os compostos 52a (40%) e 52d (33%), ambos
sintetizados a partir de um [-oxo-éster. Esta observacao pode sugerir que as reacoes sdo
catalisadas em meio acido pois na presenca de [-0x0-acidos e para 0 mesmo tempo de

reacdo, os rendimentos sdo sempre maiores.

oxazolo-pirrolidonas

£

S - aminoalcool COR3
O

L_CoR R
R1/\(\OH N
NH 72| "R’
2 Tolueno o

refluxo 52a-¢
16-48h

Esquema 6 - Sintese das oxazolo-pirrolidonas derivadas de S-aminoalcodis.
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Tabela 4 - Rendimentos obtidos para a sintese de oxazolo-pirrolidonas derivadas de S-aminoalcodis.

ﬂ
52a Ph H

52b Ph
52c Ph
52d 3-Indole
52e 3-Indole

Me

Ph

H

Ph

48

48

Tempo de
Reaccao (h)

40

62

72

33

90

Tal como acontece com os derivados de isoindolinona, esta série de pirrolidonas

apresenta um conjunto de desvios quimicos carateristicos (Tabela 5). No espetro de *H

RMN, os protdes H-2 e CH-ar surgem sempre como duplos dupletos ou na forma de

falsos tripletos. Verifica-se o desvio quimico do protdo H-3 se movimenta para campo

mais baixo com o aumento da eletronegatividade do indutor quiral, fenilo (4.43ppm,

52c) < Indole (4.57ppm, 52e), compostos 52¢ e 52e. Ao analisar os espetros de *C

RMN dos compostos 52a-c, também se pode verificar que o desvio quimico do C-7a, se

movimenta para campo mais baixo quando aumenta a eletronegatividade do substituinte

(hidrogénio < metilo < fenilo).

Tabela 5 - Desvios quimicos 6 (ppm) observados em experiéncias de RMN com os derivados 52a-e.

1H RMN & (CDCl3, ppm) 13C RMN & (CDCl;, ppm)

52a

52b
52c¢
52d

52e

o [ | o [ o

3.04 -2.78

3.15-2.87

2.94 -235

3.14 -2.95

3.08 -2.71

4.38

4.26

443

4.50

4.57

4.07 —3.65

4.08 —3.92

4.13 -3.65

413 -3.71

4.16 —4.68

55.16

55.69

56.44

54.61

55.53

91.63
100.07
102.27
91.80

102.35
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De forma a confirmar que a estereoquimica absoluta desta familia de compostos,
continua a ser a mesma das oxazolo-isoindolinonas apresentadas até aqui, tornou-se
necessario avaliar o efeito NOE com um dos compostos. No caso particular do
composto 52a foi possivel identificar as interagdes assinaladas na Figura 31. O H-7a
apresenta correlacdo com os protdes alquilicos do indutor quiral, 0 que sugere que estes

grupos estdo projetados no mesmo plano, tal como sucede com as oxazolo-

isoindolinonas.

2.0

2.5

3.0

3.5

(ppm)

-4.0

54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34
(ppm)

Figura 31 - CorrelagGes observadas no NOESY do composto 52a.

A atividade bioldgica dos compostos sintetizados como inibidores do NMDAR
foi avaliada através da medicdo da sua capacidade de reduzir o influxo celular de Ca®*
mediado por este recetor, em culturas de neurdnios da zona granular do cerebelo. A
adicdo de acido N-metil-D-aspartato (100 uM) e glicina (10 uM) produz um aumento
estavel e robusto no influxo de Ca®* que foi contrariado pela adicdo de diferentes
concentracdes dos compostos a testar. Nestes ensaios, a amantadina foi usada como
controlo positivo e apresentou um ICsy de 92 pM. Foram avaliadas 12 oxazolo-
isoindolinonas tendo trés dos compostos testados, exibido um ICsq abaixo de 301 uM.
Os resultados estdo sumarizados na Tabela 6. O composto 50e, com um anel de indole
e um grupo fenilo na posi¢do C-9b, foi o derivado mais potente com um ICsp = 154 uM.
A substituicdo do grupo fenilo por um grupo metilo resulta em perda de atividade como
demonstra 0 composto 50d (ICso > 500 uM). A troca do anel de indole por um anel de
benzeno resulta num derivado 1.6x menos potente como é o caso do composto 50c¢ (ICs
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= 254 uM). Ao avaliar os resultados dos derivados do S-fenilalaninol (50a-c) verifica-se
uma clara preferéncia pela presenca de grupos volumosos na posi¢éo C-9b, observando-
se um ICsp > 500 puM para o composto com hidrogénio, e I1Csy’s 404 e 254 uM para 0s
compostos com metilo e fenilo, respetivamente. O resultado obtido com o composto
51e (ICsp = 301 uM), o Unico composto ativo nos derivados de R-aminoalcoois sugere
que pode haver enantioseletividade por parte do NMDAR na medida em que 0 seu
enantiomero (50e) é 2 vezes mais potente.

Tabela 6 - Atividades biolédgicas das oxazolo-isoindolinonas como antagonistas do NMDAR.

Derivados § Derivados R

Ref. Estrutura IC5o (M)  Ref. Estrutura 1Cgq (LM)

o N\/\O

oy H

50a >500 51a o] >500

50b 404 51b e >500

Ph
@]
H
O%
Ph
( EM&
O
Ph
50¢ Ph 254 51c¢ wPh 500
o= ! 0
%/\no >500  51d HN;E) " >500
o ( EM[}
%/T\?Ph 154 51e HN}’/ (\é) 301

Controlo positivo — Amantadina, IC5;= 92 pM

50d

50e

Em relacdo as oxazolo-pirrolidonas inicialmente foram avaliados 5 derivados
enantiopuros e o unico composto ativo detetado foi 0 52c com um ICsq = 62 uM. As
atividades registadas encontram-se na Tabela 7. Os resultados obtidos sdo muito
motivadores na medida em que o composto 52c demonstrou ser um antagonista do

NMDAR mais potente que o controlo positivo utilizado (amantadina, 1Csp = 92 uM).
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Tabela 7 - Atividades bioldgicas das oxazolo-pirrolidonas

como antagonistas NMDAR.

52a NS >500

>
52b :J\Nj[\/le >500
o
Ph
52¢ /\(\O 62

52d Q\)’\F >500
HN / O

52e 5 >500
F

Controlo positivo — Amantadina, IC5q= 92 pM

Este derivado apresenta uma
estereoquimica absoluta 3S,7aR e um
grupo fenilo em C-7a. A substituicdo
deste grupo fenilo por grupos menos
volumosos resulta em perda total de
atividade (composto 52a-b e 52d-e). Por
comparagdo com os resultados obtidos
para as oxazolo-isoindolinonas 50e (ICso
= 154 uM) e 50c (ICsp = 254 pM)
podemos concluir que - i) anel aromatico
das isoindolinonas ndo € um requisito
para atividade; ii) a substituicdo de um
grupo fenilo em C-9b (compostos 51a-d)
e em C-7a (compostos 52a-d) é um
requisito para a atividade; iii) a existéncia
de um grupo CHj-aromatico parece ser
um requisito para a atividade. Para
confirmar a Ultima observacdo procedeu-
se a sintese do composto 52f a partir de

um aminoalco6l ndo aromatico, o S-

leucinol. A S-leucina é um aminoacido que um grupo isopropilo, lipofilica mas pouco

volumosa. Este aminoécido foi reduzido na presenca de LiAlH4 e com o aminoalcodl

resultante sintetizou-se o composto 52f através da ciclocondensacdo com o &cido 3-

benzoilo-propandico em tolueno (Esquema 7).

\(\(\OH
NH

2 tolueno, refluxo
6h, 65%

Hozc\_)=o
WO
— = R
N S
o)

Ph

52f

Esquema 7 - Sintese da oxazolo-pirrolidona 52f derivada do S-Leucinol.
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De maneira a elucidar melhor os requisitos estruturais para a atividade das
oxazolo-pirrolidonas, decidimos testar a capacidade inibitéria de um conjunto de
derivados sintetizados com indutores quirais R. Neste contexto, o composto 53c foi

sintetizado a partir do S-fenilalaninol e o composto 53e a partir do R-triptofanol

(Esquema 8)
R - triptofanol R - fenilalaninol w3
u,
Ph "
‘, - COR1 _— N(\O
HN / (\O R=Me,R'=H K/CO2R R=H,R!=Ph O@:uph
o %j’"" H  Tolueno, refluxo Tolueno, refluxo
s3d 16h, 33% 16h, 92% 53¢

Esquema 8 - Sintese de oxazolo-pirrolidonas derivadas de R-aminoalcodis.

Procedeu-se novamente a avaliacdo bioldgica dos novos compostos sintetizados.
Foi avaliado um total de 5 oxazolo-pirrolidonas e muito interessantemente, dois
compostos (53c e 53d) apresentaram um ICsq abaixo de 327 pM. Os resultados obtidos

Tabela 8 - Atividades biolégicas dos novos estdo sumarizados na Tabela 8. O composto

derivados de oxazolo-pirrolidona 52f apresentou um ICs superior a 500 M.
mm Este resultado sugere que a presenca de um
\(\/\_p grupo lipofilico volumoso na zona do indutor

> (>;<ijh 700 quiral é um requisito para a atividade. Pode

hipotetizar-se a existéncia de uma zona
~
PN hidrofobica no pocket do sitio de ligacdo dos
53b ,(Nj'"“"e >500
© compostos 50c, 50e e 52c do recetor

NMDAR que necessita de ser preenchido

PN o
53c %ﬂj‘mh 246 com residuos lipofilicos volumosos como o
° fenilo. E de realcar também, que o
enantibmero 3R,7aS do composto mais
53d HN— J\NE\UH 327 potente deste estudo (53c) apresentou um
o

ICso de 246 pM, 4x menos potente que o

(%, composto  52c. Em conjunto com as
>3e N~/ ﬁj >300 observagdes feitas para as oxazolo-
(0]

isoindolinonas, os enantiémeros 3S,7aR ou
Controlo positivo — Amantadina, ICs;= 92 uM . ..
: 724K 3S,9bR parecem ter mais afinidade para o

recetor.
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2.2. Sintese e Avaliacéo Bioldgica de Oxazolo-Piperidonas

Encorajados pelos bons resultados observados com as oxazolo-indolinonas e
oxazolo-pirrolidonas, o segundo passo do desenvolvimento de novos antagonistas do
NDMAR envolveu a sintese de oxazolo-piperidonas derivadas do triptofanol. No
seguimento do procedimento descrito no capitulo 2.1, as sinteses foram levadas a cabo
num dean-stark e utilizando tolueno como solvente. Esta estratégia apresenta diversas
vantagens, nomeadamente a possibilidade destes compostos serem usados para
estabelecer estudos SAR e simultaneamente serem usados como materiais de partida
para a sintese das bibliotecas de indolo[2,3a]quinolizidinas e spiro-indolinas (Ver
capitulos 2.3 e 2.4) (Esquema 9).

Indolo[2,3a]quinolizidinas Spiro-indolinas
capitulo 4 oxazolo-piperidonas capitulo 5
OH
/ *
« N 0] HN

Iz
o
z
*

Estudos
SAR

Esquema 9 - Vantagens da estratégia de sintese de oxazolo-piperidonas. Estes compostos servem de intermediarios
para a sintese de indolo[2,3a]quinolizidinas, spiro-indolinas e serdo também usados para desenvolver antagonistas do
NMDAR.

Os diversos y-oxo-esteres utilizados foram sintetizados de acordo com o
procedimento descrito em [101]. As reagdes de ciclocondensacao entre S-aminoalcodis
e y-oxo-esteres em tolueno geram sempre uma mistura de diastereoisomeros [102]
(Esquema 10). Ao utilizar misturas racémicas de y-oxo-esteres, é possivel introduzir de

forma estereoseletiva, 0s grupos R* e R? no anel de piperidona do produto final.
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S - triptofanol 3

1)\H — O N sae®
R R
Tolueno H ”/H
R2 refluxo, 16h - R
60-83% Y R
R2
54-56  isOmero a isomero b

Esquema 10 - Sintese de oxazolo-piperidonas derivadas do S-triptofanol.

A diastereoseletividade desta reacdo pode ser explicada tendo em conta o
mecanismo da reacdo. E interessante verificar que, ao contrario das pirrolidonas, o
isdmero maioritario obtido ndo é o termodinamicamente mais estavel. Esta observacao
pode ser justificada devido a ocorréncia de um processo designado de resolugdo cinética
dindmica um efeito que s6 pode ocorrer em rea¢cdes com duas ou mais etapas distintas

(Esquema 11).

Ar.

Ar minoritario
J
MeO /N =
Ar
O \

J

lactamizagao

maioritario

Esquema 11 - Mecanismo proposto para a ciclocondensagdo de aminoalcodis enantiopuros, com y-0xo-esteres.
Lactamizacéo - formagao do anel de piperidona.

Estas reagdes apresentam trés etapas distintas. Inicialmente da-se a formagéo do
intermediéria imina por ataque da amina primaria do aminoalcool ao aldeido com
eliminacdo de agua. Apds formacdo da oxazolidina por ataque do oxigénio, vai ocorrer
a latamizacdo entre o éster e a amina secundaria da oxazolidina. Apesar de a

latamizacdo da oxazolidina a ser termodinamicamente mais favoravel, a latamizagéo da
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oxazolidina b é mais rapida. Em ambos os casos, ha a formacédo de um estado transitorio
com uma conformacgdo em cadeira. No entanto, na latamizacdo b, a aproximacdo do
grupo éster a amina faz-se pelo lado oposto ao do indutor quiral. Esta diferenca no
impedimento estereoquimico vai aumentar a constante cinética de latamizacdo e
consequentemente desloca o0 equilibrio quimico na direcdo dos produtos
termodinamicamente menos favoraveis. Os rendimentos obtidos nas reacdes de
ciclocondensacéo entre o S-triptofanol e y-oxo-esteres foram de 60-83%. Os resultados
estdo de acordo com resultados descritos na literatura [102] e encontram-se sumarizados
na Tabela 9. Os racios diastereoisomericos calculados com base nos rendimentos
isolados foram de 1:5 (54), 1:4 (55) e 1:4.5 (56). A sintese das oxazolo-piperidonas 54
foi a que apresentou o rendimento mais baixo (60%) provavelmente devido as
impurezas presentes no y-oxo-ester utilizado na reacgéo. Ja os derivados 56 apresentaram

o melhor rendimento (83%) nesta série de oxazolo-piperidonas.

Tabela 9 - Rendimentos obtidos nas reagdes de ciclocondensagao entre y-oxo-esteres e S-triptofanol.

54a/54b H H
55a/55b Et H 17 63
56a/56b H CH,CO,Me 15 68

Em seguimento da necessidade de avaliar a enantioseletividade do NMDAR em
relacdo a potenciais antagonistas, também foi levada a cabo a sintese de oxazolo-
piperidonas com R-triptofanol (Esquema 12). Os rendimentos obtidos foram de 53-84%
e os resultados estdo sumarizados na Tabela 10. Os racios diastereoisomericos
calculados com base nos rendimentos utilizados foram de 1:4.5 (57), 1.5 (58) e 1:.5.5
(59).

R - triptofanol / %, 5 / “, 3
1J\H — o) N _5a0° o) N a2
R Tolueno a Yy b H
R? refluxo, 16h "
60-84% "R, Y R,
R, R,
57-59  isomero a isomero b

Esquema 12 - Sintese das oxazolo-piperidonas derivadas do R-triptofanol.
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H 11 49

57a/57b 3-Indole H
58a/58b 3-Indole Et H 13 64
59a/5%b 3-Indole H CH,CO;Me 13 71

Tabela 10 - Rendimentos nas sinteses de oxazolo-piperidonas derivadas do R-triptofanol.

Os rendimentos e racios diastereoisomericos obtidos na sintese de oxazolo-
piperidonas com R-triptofanol sdo muito semelhantes aos dos seus enantiomeros. As
oxazolo-piperidonas sem padrdo de substituicdo no anel de piperidona (54 e 57)
apresentaram os menores rendimentos (60%). Em ambos os casos (S ou R-triptofanol),
as piperidonas com um grupo metileno-éster na posicdo C-7 (56 e 59) apresentaram
rendimentos superiores a 80%. Através da analise dos espetros de *H RMN pode-se
verificar os efeitos da estereoquimica absoluta no desvio quimico dos protdes H-8a e H-
3 (Tabela 11). Nos isémeros minoritarios (54-56a), o protdo H-8a surge sempre a
campo mais alto (4.46, 4.16 e 4.53 ppm, respetivamente) quando comparado com 0s
isdmeros maioritarios (54-56b, 4.61, 4.29 e 4.72ppm). Ja o protdo H-3 surge sempre a
campo mais baixo, por volta de 4.60 ppm (compostos 54-56a), quando comparado com

o0 desvio quimico dos seus diastereoisomeros (4.28ppm, 54-56b).

1H RMN & (CDCls, ppm) 13C RMN (CDCl;, ppm)

Composto Minoritarios (a) Minoritarios (b)

54 4.46 4.64 4.61 424
55 4.16 4.62 429 426
56 4.53 4.61 4.72 429

Tabela 11 - Anélise dos desvios quimicos & (ppm) dos protdes H-8a e H-3.

Estas observacbes exemplificam bem os diferentes ambientes magnéticos das
conformagdes dos produtos finais. Através da analise das conformacgBes de menor
energia para os compostos 54a e 54b (Figura 32), é possivel ver que no caso dos
isbmeros minoritarios, o protdo H-8a parece estar mais exposto ao cone de
desblindagem gerado pelo anel de indole, uma observacdo que explica os desvios
guimicos a campo mais baixo. Ja no caso do protdo H-3, podemos ver que nos isdmeros

minoritarios ele projeta-se para 0 mesmo plano que o oxigénio da oxazolidina. A
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proximidade tridimensional a este &tomo eletronegativo, pode explicar os valores de

desvio quimico a campo mais baixo observados para 0s isomeros minoritarios.

Figura 32 - Representagfes tridimensionais das conformagBes de menor energia das oxazolo-piperidonas.
Composto 54a (esquerda) e 54b (direita). O protdo H-8a esta realcado a amarelo. Simulagdes realizadas com o
software ChemBioDraw3D Ultra.

Uma vez sintetizada uma pequena biblioteca de 12 oxazolo-piperidonas
enantiopuras e estruturalmente relacionadas entre si, foi levada a cabo a avaliagio
bioldgica destes compostos como antagonistas do NMDAR. Os resultados obtidos estdo
sumarizados na Tabela 12. Dois compostos exibiram uma atividade bioldgica abaixo de
307 uM, sendo de destacar o composto 57a que apresentou um ICs de 63.4 UM, sendo
1.5x mais potente que o controlo positivo utilizado (amantadina, 1Cso = 92 uM), logo
apresenta potencial para desenvolvimento de novos antagonistas. Apesar de ter havido
apenas dois derivados ativos, a analise dos resultados obtidos permite retirar
importantes conclusbes em relacdo aos requisitos estruturais para a atividade das
oxazolo-piperidonas. A substituicdo do anel de piperidona parece ser crucial para a
atividade na medida em que todos os compostos com substituicdes em C-7 e C-8 foram
inativos (54, 55, 58 e 59, ICso > 500uM). O resultado obtido com o composto 55a (ICsg
= 450 uM) dé a entender que ha espaco para a introducdo de pequenos substituintes
alquilicos em C-8. De momento ainda estamos a aguardar com expetativa o resultado da
atividade bioldgica do composto 59a que permitira avaliar o efeito da substituicdo em
C-7. E de destacar que a estereoquimica dos substituintes no anel de piperidona talvez
ndo seja a mais adequada e até ao momento nao é possivel concluir se ha tolerancia para
substituicdes. Em relagcdo aos compostos 54 e 57, ha uma clara preferéncia para uma
orientacdo para 0 mesmo plano entre o indutor quiral (CH,-R) e o H-8. Em ambos os
casos, 0s isbmeros minoritarios (54a e 57a) foram ativos com ICsy de 306.2 e 63.4 uM
respetivamente. O composto 57a, que apresenta uma estereoquimica absoluta 3R,8aS, é
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5X mais potente que o seu enantibmero 54a. Isto significa que ha enantioseletividade
por parte do recetor do NMDAR, um fato que necessita de ser tido em mente no

desenvolvimento de novos antagonistas.

Tabela 12 - Atividades biolégicas das oxazolo-pirrolidonas como antagonistas do NMDAR. ** composto em
avaliagdo bioldgica.

Estrutura Estrutura
Ref. R = 3-Indole Cs0 (M) Ref. R = 3-Indole 1Csp (LM)

:

=
3062  57a R N(\ O 63.4

54a N B
oﬁ O:(J
R/\/\O R/ I'(\O
54b ﬁi\j >500 57b N—?F >500
o) OQQ
R/\(\O R/ ;.(\O
55a N 450 58a N >500
0 0
ﬂEt *'mEt
R o R” "Qo
55b o >500  58b o >500
= Et
R/\N(\;O g h"'N(\o
56a Oﬂ >500 59a o %
%JHQCOZME CH,COoMe
R/\N(\o o ""mo
56b Oﬂ >500  59b Oﬂ >500
z
CH,CO,Me CH,CO,Me

Controlo positivo — Amantadina, IC55= 92 uM

De forma a perceber melhor os requisitos estruturais das oxazolo-piperidonas
que sdo responsaveis pela atividade inibitéria do NMDAR e com base nas informacdes
recolhidas inicialmente, foi sintetizado um conjunto de oxazolo-piperidonas, analogas
do composto 57a através de reacBes de ciclocondensacdo de R-aminoalcoois com y-
oxo-esteres (Esquema 13) e também através da modulagdo da estrutura do composto
59a. A sintese dos compostos 60a e 60b, apresentou um rendimento de 53% e um racio
diastereoisémerico de (a:b) = 1:4. Os compostos 61a e 61b foram sintetizados com 57%

de rendimento e um racio diastereoisdomerico de (a:b) = 1:6. Em ambos 0s casos, 0s
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rendimentos estdo de acordo com os resultados obtidos com as primeiras oxazolo-

piperidonas.

R-fenilalaninol, tolueno, refluxo CHO COMe R-triptofanol, tolueno, refluxo

16h, 53%, r.d. (a:b) = 1:4 R)\) 16h, 57%, r.d. (a:b) = 1:6
R=H / \ R = CH,CHCH,

d——\a O ; T~
HN /
a @)

&

o) N “ HN—7 \
b NI/\O O N ©

a rbﬂ\/\

60 61 KO N

Esquema 13 - Sintese dos analogos do composto 57a a partir de R-aminoalcodis.

Utilizando o composto 57a como material de partida, foi explorada a reatividade
da ligacdo N-H através de dois protocolos distintos (Esquema 14). A sintese da N-
arilsulfonamida 62a decorreu de um protocolo de transferéncia de fase na presenca de
uma solucdo aquosa de NaOH e cloreto de p-toluenosulfonilo e apresentou um
rendimento de 60%. A sintese do composto 62b envolveu a utilizacdo de DMF anidro e
iodeto de metilo na presenca de uma base forte (NaH). Este procedimento apresentou
menor rendimento que as reacdes de transferéncia de fase (33%), mas tem a vantagem
de ser 4x mais rapido (6h) e de gerar menos produtos secundarios que dificultam a

purificacdo como acontece nas reacdes de transferéncia de fase.

TsN HN MeN
X AN X
p-TsCl, NaOH (aq.) Mel

In,, (\O ‘n,, (\O n,, (\O

N CH,Cl,, TBACI N NaH, DMF, 0°C N
Oﬁ t.a., 24h, 60% Oﬁ 6h, 33% oﬁ

62a 57a 62b

Esquema 14 - Modulagdo da ligagdo NH-indole do composto 57a.
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Tabela 13 - Atividades biolégicas dos novos Os novos derivados sintetizados foram
derivados  oxazolo-piperidonas, analogos do
composto 57a. en tdo avaliados como antagonistas NMDAR.

E Os dados obtidos sumarizados na Tabela 13.

Através da andlise da atividade exibida pelo

60a :O ’/;FWO ** composto 53d (Capitulo 2), podemos ver que
U a contracdo do anel de piperidona resulta em
@,_{ perda de atividade na medida em que o
60b ™\ >500 i
0 N_© composto 53d é 5x menos potente (ICso = 327
KUM) que o composto 57a. O composto 60b
%,, revelou-se inativo. Este resultado estd em
6la Vs >500
HN I . .
Oﬁjo concordancia com os resultados obtidos no
N primeiro screening, reforcando a ideia de que
534 %/f’\o 377 h& a necessidade de uma projegéo oposta entre
o" 0 indutor quiral (CH,-ar) e o0 H-8, isto é, uma
@)( estereoquimica 8aS. A introdugdo de um
62a TsN é Zr‘\o >500 substituinte alilico na posi¢cdo C-8 resulta na

perda de atividade do composto 6la. Este

resultado parece reforcar a ideia de que ndo ha

*%

62b MeNé possibilidade para  substituicbes muito

Nr—‘\o
U volumosas na posicdo C-8. O derivado N-
Controlo positvo = Amantading, [Cso = 92 kM arilsulfonamida 62a, também é inativo. Esta
observacdo indica que possivelmente ndo ha espaco no sitio de ligacdo, para a presenca
de um anel aromético volumoso como o tosilo, na vizinhanca do anel de indole.
Atualmente, aguardamos com expetativa os resultados da avaliacdo bioldgica dos
compostos 60a e 62b. O composto 60a permitird perceber se ha necessidade para um
anel de indole na posicéo do indutor quiral ou se sdo tolerados outros grupos aromaticos
como o fenilo. JA& o composto 62b permitira retirar duas conclusbes — i) avaliar a
necessidade de uma ligacdo NH livre para estabelecimento de pontes de hidrogénio; ii)

verificar a influéncia do aumento de basicidade da amina
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2.3. Sintese e Avaliacdo Bioldgica de Indolo[2,3a]quinolizidinas

De forma a sintetizar analogos da hirsutina (48) e hirsuteina (49), utilizou-se as
oxazolo-piperidonas derivadas do triptofanol (capitulo 2.2) para gerar uma pequena
biblioteca de indolo[2,3-a]quinolizidinas. O triptofanol além de atuar como auxiliar
quiral tem a vantagem de integrar o indole na estrutura tetraciclica final (Esquema 15).
A existéncia de substituicdes no anel de piperidina e a possibilidade de variacdo da
estereoquimica do centro quiral C-12b permitiu recolher informagdes muito importantes

sobre os requisitos estruturais do NMDAR.

OH
ciclizacdo
HN AN intramolecular |
o N O ——> N N_O
’ H *
. o OMe OMe
oxazolo-piperidonas indolo[2,3a]quinolizidinas " o

Esquema 15 - Estratégia adotada para sintetizar analogos dos produtos ativos Hirsutina (48) e Hursuteina (49).

Inicialmente retiramos partido da existéncia de dois protocolos distintos para
reacoes de a-amidociclizacdo intramolecular em que a estereoquimica absoluta final do
carbono C-12b depende da escolha do reagente para abertura do anel de oxazolidina
(Esquema 16). Os compostos 63-67 foram sintetizados através da reacdo das oxazolo-
piperidonas apropriadas na presenca de HCI em etanol (procedimento a). Estas
ciclizagdes apresentaram rendimentos entre 36-98% tendo sido obtido um Unico
isdbmero de estereoquimica 6S,12bR. Ja o composto 68 foi sintetizado na presenca de um
acido de lewis (BF3-OEt;) em diclorometano (procedimento b). Apresentou um
rendimento de 46% e tendo sido obtido um unico isdbmero de estereoquimica 6S,12bS
(Tabelal4) [103].

R1- N_/
— O._N_,O >
a) HCI 1.25M b) BF;.0Et,
EtOH, t.a, n( “, DCM, refluxo,
2
16-24h R2 24h
R3
63 -67 68

Esquema 16 - Sintese estereoseletiva de Indolo[2,3-a]quinolizidinas derivadas do S-triptofanol. Procedimento a:
HCI/EtOH, t.a.; procedimento b: BF;-OEt,, CH,Cl,, A.
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Tabela 14 - Rendimentos obtidos para a sintese de Indolo[2,3-a]quinolizidinas derivadas do S-triptofanol

. Tempo de

1 o,

Composto HH“ Procedimento Reaccao (h) )
63 0 H H H a 16 36

64 1 H H H a 48 52
65 1 Bn H H a 24 80
66 1 H Et H a 48 53
67 1 H H CHCO,Me a 24 98
68 1 H Et H b 6 46

No seguimento da nossa estratégia enantioseletiva, também foi sintetizada uma
pequena biblioteca de indolo[2,3a]quinolizidinas derivadas do R-triptofanol (Esquema
17). Os compostos 69-72 foram sintetizados através da reacdo das oxazolo-piperidonas
apropriadas de acordo com o procedimento a. As reagdes apresentaram um rendimento
entre 60-92% (Tabela 15). O composto 69 foi obtido através da ciclizacdo de uma
oxazolo-pirrolidona tendo sido obtida uma indolo[2,3a]indolizidina que servira para

explorar o efeito de contracdo de um anel de piperidona.

OH
N/ %
«— R /'_\o —» o
a) HC1 1.25M O N\ b) BF;.OEt,
EtOH, t.a., HIJ\ DCM, refluxo et
R 16-24h X R2 24h
69 - 72 R3 73

Esquema 17 - Sintese estereoseletiva de Indolo[2,3-a]quinolizidinas derivadas do R-triptofanol. Procedimento a:
HCI/EtOH, t.a.; procedimento b: BF;-OEt,, CH,Cl,, A.

Tabela 15 - Rendimentos obtidos para a sintese de Indolo[2,3-a]quinolizidinas derivadas do R-triptofanol

. Tempo de
m 1 m o,
composto HHH Procedimento Reaccao (h) )
69 0 H H H a 16 60

70 1 H H H a 24 75
71 1 Bn H H a 3 80
72 1 H Et H a 24 92
73 1 H Et H b 16 92
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Em comparacdo com a série de derivados do S-triptofanol, os derivados do R-
triptofanol apresentaram em média rendimentos superiores. E o caso dos pares de
enantiomeros 64/70 (52% - 48h; 75% - 24h, respetivamente) e 66/72 (53% - 48h; 92% -
16h, respetivamente) sintetizados utilizando HCI. O mesmo se verificou para as reacdes
com BF3.0Et,, como se observa para o par de enantiomeros 68/73 (46% - 36h; 92% -
16h). Estes resultados parecem sugerir que tempos de reacdo superiores a 24h resultam
em menor rendimento. No caso particular dos derivados N-benzilados o tempo de
reacdo nao parece influenciar o rendimento obtido na medida em que o composto 65
apresentou 80% de rendimento ap6s 24h de reacdo e composto 71 foi obtido com
exatamente o mesmo rendimento com apenas 3h de reacdo. Este resultado pode ser
explicado se tivermos em conta 0 mecanismo reacional para esta ciclizagdo
intramolecular. A introducdo de um substituinte alquilico confere maior capacidade de
deslocalizacdo do par de eletrdes ndo partilhado do NH-indole. Esta maior possibilidade
de deslocalizacdo eletronica revela-se como uma vantagem para a estabilizacdo do
intermediario iminio, quando comparado com o0s seus anadlogos 1H-Indole. A
estereoquimica final exibida pelas indolo[2,3-a]quinolizidinas, também pode ser

explicada pela analise do mecanismo da reacdo (Esquema 18) [104].

OH

12b Produto
cinético

/
QV>/\/\ et
0 N o Intermediario
iminio
oxazolo-pirrolidonas
NG

H '\\/ Produto
termodinimico

Esquema 18 - Mecanismo proposto para a sintese estereoseletiva de Indolo[2,3-a]quinolizidinas com HCI.

Nas reacdes com HCI (procedimento a), a estereoquimica absoluta do centro
quiral 12bS é controlada pelo grupo hidroximetilo que atua como um bom indutor
quiral. Apds abertura do anel de oxazolidina vai ocorrer o ataque nucleofilico por parte
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do anel de indole ao carbono a-iminio. Este ataque ocorre pelo lado estericamente
menos impedido devido as repulsdes eletronicas entre o carbonilo da piperidona e o
grupo hidroximetilo. O anel de indole aproxima-se do catido iminio pela face oposta ao
grupo hidroximetilo o que resulta na orientacdo do H-12b para cima do plano definido
pela quinolizidina. Ja a reacdo com BF3-OEt, (procedimento b) da origem a uma
estereoquimica 12bR. Este resultado pode ser explicado se considerarmos a formacéo de
um intermediario que permite a isomerizacdo do centro quiral C-12b (Esquema 19).
Esta isomerizacdo é favorecida na medida em que gera o produto termodinamicamente
mais estavel, em que o hidrogénio H-12b esta orientado para o lado oposto ao grupo
hidroximetilo [103].

i
\}>/\——\ b) BF;.0Ft,

Os_N_,O CH,Cl,
—

| Intermediario isomerizavel |

Produto Produto
cinético termodindmico

6

'Ar]| H OH

AL H O o
12b

6S,12bS 6S,12bR

Esquema 19 - Mecanismo proposto para a sintese estereoseletiva de Indolo[2,3-a]quinolizidinas com o
procedimento b.

As indolo[2,3a]quinolizidinas foram entdo avaliadas como antagonistas do
NMDAR e os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 16. O composto 65 foi o
derivado mais potente e revelou um ICsy de 30.4 uM. Este composto é um derivado do
S-triptofanol e partilha a mesma estereoquimica dos produtos naturais ativos em C-12b,
mas ndo apresenta substituintes no anel de piperidona. Sendo 3x mais potente que a
amantadina, apresenta grande potencial para o desenvolvimento de novos antagonistas
do NMDAR. Em relagéo aos derivados do S-triptofanol, o composto 63, com um anel
de pirrolidona, apresentou um ICsy de 503 pM. Este resultado indica que a existéncia de
um anel de piperidona é essencial para a atividade. Sendo ligeiramente mais lipofilico e
com maior grau de liberdade que o anel de pirrolidona, pode hipotetizar-se que permite

0 estabelecimento de mais contatos hidrofébicos com o NMDAR. O derivado N-
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benzilado 65 revelou-se inativo. Esta observacdo da origem a duas hipdteses: i)
provavelmente ndo existe espaco no sitio ativo desta classe de compostos para
acomodar um substituinte lipofilico e volumoso na vizinhanca do anel de indole; ii) a
ligacdo NH-indole do composto 64 pode estabelecer pontes de hidrogénio com o

NMDAR e a sua alquilacao resulta na impossibilidadessa interacéo.

Tabela 16 - Atividades biol6gicas das Indolo[2,3a]quinolizidinas sintetizadas.

Ref. Estrutura IC50 (M)  Ref. Estrutura I1C5q (1M)
OH
63 ILH 503 69 >500
N 0
H
OH
64 g IS 30,4 70 >300
H
OH
65 ' ISR >500 71 392
Bn
OH
H
66 AN o >500 72 430
H
Et
P OH
s | H‘]\J} .
67 N ‘f ¥ >100
éHZCOQME
OH OH
68 >500 73 420

Er

Controlo positivo — Amantadina, IC5;= 92 pM

O composto 67, com um grupo metileno-éster metilico em C-2, apresentou um
ICso superior a 100 pM. Por compara¢do com o composto 64, podemos observar que a

substituicdo em C-2 ndo parece favorecer a atividade no entanto, mais ensaios
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bioldgicos necessitam de ser feitos de forma a determinar o seu valor de ICsg e retirar
conclusBes concretas. Os compostos 66 e 68, de estereoquimicas opostas em C-12b,
demonstram que a presenga de um grupo etilo em C-1 resulta na diminuicdo da
atividade. Através da analise dos resultados obtidos para os derivados do R-triptofanol,
pode hipotetizar-se que existe enantioseletividade por parte do NMDAR, na medida em
que o composto 70 (enantiomero do composto 64) foi pelo menos 10x menos ativo que
0 composto mais potente. No entanto, observou-se alguma atividade para os compostos
com substituicdes lipofilicas, como é o caso dos derivados 71-73. O composto N-
benzilado 71, apresentou um ICsy de 392 pM, sendo mais potente que 0 Seu
enantiomero S. A introducdo de um grupo etilo em C-1, nos compostos 72 e 73, parece
conferir alguma atividade a estes derivados (ICso de 430 e 420 uM, respetivamente).
Ainda em relacdo aos compostos 66 e 68, a variacdo da estereoquimica em C-12b
resulta na retencdo da atividade. Em conjunto, estes resultados sdo dificeis de
racionalizar, pois a estereoquimica em C-12b define a orientagdo tridimensional do anel
de piperidona e consequentemente a orientacdo espacial do grupo etilo ndo é idéntica.
No entanto, sdo mais ativos que 0s seus enantibmeros 66 e 68 provavelmente por
estabelecimento de mais contatos hidrofobicos com o NMDAR. Sera necessario
sintetizar e avaliar mais analogos destes compostos para se poder retirar conclusdes
mais objetivas.

Tornou-se imperativo verificar o efeito da presenca do grupo hidroximetilo do
composto 64 pois os produtos naturais ativos 48 e 49 ndo possuem este tipo de
substituinte em C-6. Com esse objetivo em mente, adotamos uma estratégia de
descarboxilacdo radical ja descrita na literatura para remover o grupo CH,OH
(Esquema 20) [105, 106]. Este processo apresentou um total de 6 etapas, envolveu a
utilizagcdo de grupos protetores e apresentou um rendimento global de 9%. Utilizando
como material de partida a indolo[2,3a]quinolizidina 64, procedeu-se a oxidacdo do
grupo hidroximetilo a aldeido na presenca de IBX (i). O aldeido 74 foi isolado com um
rendimento de 62%. De seguida, protegeu-se a ligagdo N-H do indole na forma de
carbamato (ii, composto 75). Para tal utilizou-se Boc,O na presenca de TEA (base) e
DMAP (catalisador). Esta protecdo decorreu com um rendimento de 85% e é
fundamental para evitar a formagdo de N-Oxidos durante a oxidagdo de pinnick. A
oxidacgéo do aldeido a acido carboxilico (iii, composto 76) foi levada a cabo na presenca
de 'BuOH, 1-metil-ciclohexeno e uma solugdo aquosa oxidante de NaClO, e NaH,PO, e

apresentou um rendimento de 71%. Uma vez gerado o &cido carboxilico, a reacdo com
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Se,Ph, deu origem ao composto 77 (iv) com 48% de rendimento. O derivado selenado
77, na presenca de AIBN (v), da origem a uma cisdo homolitica da ligagdo selénio-
(C=0) gerando um radical Se’-Ph, mondxido de carbono e um radical no carbono C-6
da indolo[2,3a]quinolizidina. A reacdo radicalar termina por adicdo de TBTH
(fornecedor de H’) e o composto 78 foi isolado com 98% de rendimento. Por fim, a
desprotecdo da amina na presenca de TBAF em THF (vi) gerou o composto desejado
(79) com 53% de rendimento.

OH
COSePh
i) - iv) I H V) - vi)
— | H
N__O N N _O N N__O

Iz
v}
[}
9]

64 77 79

Esquema 20 - Remocdo do apéndice hidroximetilo por reagéo radicalar: i) DMSO, IBX, t.a., 24h, 62%; ii) THF,
TEA, DMAP, Boc,0, t.a., 2h, 85%; iii) oxidagdo de pinnick - CH;CN, 'BuOH, NaClO,, NaH,PO,, 1-metil-
ciclohexeno, t.a., 24h, 71%,; iv) CH,Cl,, Se,Ph,, P(Bu),, 0°C, 22h, 48%); v) Tolueno, A, AIBN, TBTH, 1h, 98%;
Vi) solugdo 1.0M de TBAF em THF, A, 20h, 53%.

De momento aguardamos com expetativa os resultados da atividade bioldgica do
composto 79 pois permitira avaliar se a presenca do grupo hidroximetilo € importante,

para a atividade do composto 64.
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2.4. Sintese e Avaliacdo Biologica de Spiro-Indolinas

Na tentativa de mimetizar a estrutura dos spirox-indoles da Uncaria Sinensis que
atuam como inibidores do NMDAR, sintetizou-se uma pequena biblioteca de spiro-
indolinas a partir das oxazolo-piperidonas (54-56)b e (57-59)b (Esquema 21). Estas
oxazolo-piperidonas foram protegidas no atomo de azoto do indole com grupos aril-

sulfonamidas.

Oxazolo-piperidonas Spiro-indolinas Spirox-indoles da
Uncaria Sinensis
OH
R = Aril-sulfonamida
RN_ — !
Acido de Lewis * N 0]

OMe OMe
Spiro-ciclizagao
46 48

rincofilina isorincofilina

Esquema 21 - Estratégia adotada sintese de analogos (spiro-indolinas) dos spiro-oxoindoles ativos como
antagonistas do NMDAR presentes na Uncaria Sinensis.

Os compostos 80 e 82 foram sintetizados com recurso a um protocolo de
transferéncia de fase (Esquema 22) com rendimentos de 70% e 76%, respetivamente.
Estes valores estdo de acordo com resultados descritos na literatura [107]. No caso do
composto 81 o rendimento foi de apenas 28%. Este resultado justifica-se pelo pouco
consumo de material de partida observado, que ainda subsistia ao final de 96h de

reacao.

—_—
CH,Cl,, NaOH (aq.) 80,R' =R?=H, 70%
(54.56)b "R p-TsCl, TBACI "R 81, R! =Et, R2=H, 28%

72-96h 82, R! = H, R? = CH,CO,Me, 76%

Esquema 22 - Sintese das lactamas 80-82 derivadas do S - triptofanol
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Tendo em mente a enantioseletividade exibida pelo NMDAR, foi também
sintetizado uma série de derivados do R-triptofanol (Esquema 23). Novamente, a
utilizacdo de um protocolo de transferéncia de fase tornou-se util na sintese dos
compostos 83 e 84 que apresentaram rendimentos de 75% e 82% respetivamente.
Através da utilizacdo de cloreto de benzeno-sulfonilo na sintese do composto 84, foi
possivel observar um aumento de rendimento de quase 10% em compara¢do com o seu
anadlogo N-p-toluenosulfonamida 82. Também € de realgar que esta reagdo estava
concluida ao final de 24h provavelmente devido a utilizacdo da minima quantidade de
CH,Cl,. Desta maneira foi possivel aumentar a concentra¢do do material de partida que

entra em contato com o NaOH da fase aquosa.

CH,Cl,, NaOH (aq.)

2 2. 3
,/,,\ R2-80,Cl, TBACI, t.a. \ // /,__\

24-96h

2
0 N © - > R OD&“
U 83, R!'=H, R? = p-Ts,75%

(57,59)b 84, R! = CH,CO,Me, R? = SO,Ph, 82%

A
P
N

Esquema 23 - Sintese das lactamas 83 e 84 derivadas do R - triptofanol

De forma a tentar contornar os longos tempos de reacdo que se verificaram
necessarios com as reacdes de transferéncia de fase, na sintese do composto 85 foi
adotada outra estratégia de N-tosilacdo com recurso a uma base forte (NaH) em DMF.
Esta reacéo estava completa ao final de 2h e parte do composto 85 precipitou no final do
work-up na forma de cristais brancos. Para além de ter apresentado um bom rendimento
(71%) quando comparado com o seu enantiomero 81 (28%), este procedimento trouxe

claras vantagens no que diz respeito a poupanca de recursos laboratoriais.

m—/ /f’\ rsn—/ \

0 N ,\\“o g >
DMF, NaH, p-TsCl U
58b Et t.a., 2h, 71% 85 Et

Esquema 24 - Sintese da lactama 85 derivada do R-triptofanol
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Uma vez sintetizadas as latamas N-protegidas derivadas do S e do R-triptofanol,
procedeu-se as reacdes de spiro-ciclizagdo. A abertura do anel de oxazolidina por
BF;-OEt, é seguida do ataque nucleofilico por parte do C-3 do indole. Ao contréario do
que acontece na sintese de indolo[2,3a]quinolizidinas, quando o NH do indole esta
ligado a um grupo eletroatrator de eletrdes como é o caso das sulfonamidas, ndo ocorre
o rearranjo [1,2] marcado a azul no (Esquema 25). Assim, na presenca do trietilsilano,

o ataque nucleofilico estereoseletivo por parte do hidreto d& origem a uma spiro-

indolina. Oxazolo-piperidonas

Spiro-indolinas Indoloquinolizidinas
OH
HO -
\ R =p-Ts, R = Me,
SO,Ph B H
«—— 3
O ataque H rearranjo [1,2]

Esquema 25 - Proposta de mecanismo para a sintese de spiro-indolinas a partir de oxazolo-lactamas N-protegigas
com grupos aril-sulfonamida.

As spiro-indolinas derivadas do S-triptofanol (compostos 86 - 88) apresentaram
rendimentos entre 71-84% (Esquema 26). Os resultados obtidos estdo de acordo com

outros estudos ja realizados [107].

TsN /
O« _N_ ,°
_—
BF;.OEt,, Et;SiH 86,R' =R2=H, 84%
“ng1  CH,Cl, refluxo 87,R!'=Et, R?=H, 71%
80 - 82 24-92h 88, R' = H, R = CH,CO,Me, 76%

R2

Esquema 26 - Sintese das spiro-indolinas derivadas do S-triptofanol.

No seguimento da nossa estratégia enantioseletiva, foram também sintetizadas
trés spiro-indolinas derivadas do R-triptofanol com rendimentos entre 43-72%
(compostos 86 - 88, Esquema 27). A semelhanca dos seus enantiomeros derivados do
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S-triptofanol, os longos tempos de reacdo (24-92h) também se revelaram necessarios
para se observar o consumo do material de partida. O composto 89 apresentou o menor
rendimento de todas as spiro-ciclizagGes. Curiosamente foi a Unica reacdo realizada com
TiCl, como acido de lewis. Com base nesta observacédo e se considerarmos que nao ha
grande diferenca de eletronegatividade entre o grupo benzeno-sulfonilo e o p-
toluenosulfonilo, o acido de lewis mais adequado para este género de reacdo parece ser
0 BF3-OEt; uma observagdo que esta de acordo com estudos ja realizados [107].

HO
g A
, NR3 . &
O R’ =p-Ts fe) N ‘\\\\O a partir do 85 \ o
D EE— - 3 S
BF;.OEt,, Et;SiH TiCH, Bt SiHl PhO,SN—
CHZELZ);;E luxo z R CH,Cl,, refluxo
R? 24h, 43% CH,CO,Me
89,R!'=H, 64% 83-85 91

90 R' = Et, 72%

Esquema 27 - Sintese das spiro-indolinas derivadas do R-triptofanol.

Através da anélise dos desvios quimicos de *H RMN é possivel observar o efeito
da spiro-ciclizacdo sobre o protdo H-8a (Tabela 17). O desvio quimico do protdo H-8a
nas latamas N-tosiladas 80-81, surge entre 4.34-4.70 ppm. Nas spiro-indolinas 83-85,
este protdo surge entre 3.38-371 ppm. Apds a spiro-ciclizacdo, o sinal movimentou-se
para campo mais alto. Esta variacdo esta relacionada com o afastamento deste protdo do
oxigénio da oxazolidina para a vizinhanca de um carbono quaternario (C-1), menos

eletronegativo.

Tabela 17 — Desvios quimicos & (ppm) observados para as spiro-indolinas 80 — 85.

'H RMN $ (CDCl,, ppm)

Lactamas N- Spiro-Indolinas
tosiladas

Composto H-8a Composto
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De seguida, sintetizou-se um pequeno grupo de derivados para determinar 0s
requisitos estruturais desta série de compostos como antagonistas do NMDAR. Face a
grande estabilidade da ligacdo N-Tosilo, a restituicdo da funcdo amina teria de ser
levada a cabo com Na ou Mg, redutores muito fortes e incompativeis com grupos
hidroxilo. A eliminagédo do grupo hidroximetilo permitiria mimetizar mais corretamente
os spiro-alcaldides ativos da Uncaria Sinensis e simultaneamente desproteger a amina
da indolina. Tendo este fato em mente, a nossa estratégia inicial consistiu na
descarboxilacdo induzida por uma reacdo radicalar que foi ja descrita no Capitulo 4
(sintese do composto 79). O aldeido 92, foi sintetizado com IBX em DMSO.
Infelizmente a reagdo apresentou apenas 36% de rendimento. Face a este revés e de
forma a camuflar a reatividade ligagdo OH, tentamos transformar o grupo hidroxilo num
éter. As O-alquilagcdes com iodeto de metilo e brometo de benzilo em DMF deram

origem aos compostos 93 e 94 com rendimentos de 35% e 40%. (Esquema 28).

IBX, DMSO
t.a., 20h, 36% Mel ou BnBr
O «———— - >

DMF, NaH, 0°C TsN

TsN TsN

93, R' = Me, 35%
94, R! = Bn, 40%

92

Esquema 28 - Modulagdo da spiro-indolina 86.

Por fim, derivatizou-se 0 composto 91 que apresenta a mesma estereoquimica
em C-8a quando comparado com os produtos naturais da Uncaria Sinensis. Mais uma
vez, procedeu-se a oxidagdo do grupo hidroximetilo com IBX tendo sido obtido o
composto 96 com um rendimento de 51%. A transformacdo do aldeido a &cido
carboxilico foi levada a cabo com recurso a oxidacéo de pinnick, tendo sido obtido o

composto 97 com um rendimento de 88% (Esquema 29) [105].

CHO

(0]

@]
n,

n,,

PhO,SN— PhO,SN—

PhO,SN—:
IBX, DMSO, t.a. Oxidagdo de
20h, 51% Pinnick, 88%

91 CH,CO,Me 96 CH,CO,Me 97  CH2COMe

Esquema 29 - Esquema reacional para a modulacdo do apéndice metileno-hidroxilo da spiro-indolina 91.
Sintese do aldeido 96 e a sua oxidacéo a acido carboxilico 97. Oxidagdo de pinnick — 'BuOH, 1-metil-ciclohexeno,
CH;CN, NaClO,, NaH,POy; 3h, t.a., 88%.
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Até a data de escrita desta dissertacdo, aguardamos com expetativa os resultados
da avaliacdo biologica desta serie de spiro-indolinas. No entanto, os resultados
disponiveis estdo sumarizados na Tabela 18. Os compostos testados 88, 90 e 94 nédo
apresentam atividade como antagonistas do NMDAR. A partir desta observacéo e por
comparagao das estruturas das spiro-indolinas com os produtos naturais 46 e 48, um dos
requisitos para a atividade pode ser a existéncia de um grupo spirox-indole. No entanto
e antes de se poder concluir que as spiro-indolinas ndo pertencem a uma classe nova de
antagonistas do NMDAR, é necessario testar estes compostos sem a protecdo do atomo
de azoto da indolina. O grupo aril-sulfonamida pode conferir demasiado volume aos
compostos e também pode inviabilizar o estabelecimento de pontes de hidrogénio por

parte do NH da indolina.

Tabela 18 - Atividades bioldgicas das spiro-indolinas.

e | e i

HO
()
=
ht /H N 0o
4 -~ o
TsN— ~F
o

Sa
s

=500

EH,COMe
[ A
90 ‘\ffkﬂ‘_k P >500

BnO
i

ﬂ\ Wf]\ ﬁ\)
94 Tehl— \LJNj&O >500

-

Controlo positivo — Amantading, |C55 = 92 pM
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2.5. Quimica Computacional

A descoberta de novos principios ativos desde a concecdo, desenvolvimento e
até a sua comercializacdo é um processo demorado e muito dispendioso financeiramente
[108]. Qualquer ferramenta ou técnica que permita aumentar o rendimento de qualquer
destas fases do desenvolvimento de novos principios ativos traz consigo claras
vantagens [109]. A quimica computacional ajuda a compreender melhor os detalhes do
problema e a verificar hipdteses através da sua capacidade de coordenar e racionalizar
as observaces feitas experimentalmente [110]. As estratégias adotadas variam
consoante a qualidade de informacdo que existe disponivel. Caso ndo exista estrutura
cristalogréfica de boa resolucdo do alvo bioldgico em questdo, € possivel tentar uma
estratégia mais indireta onde se utilizam critérios de similaridade estrutural para
desenvolver analogos de ligandos ja existentes. Caso exista informacgéo estrutural sobre
o alvo bioldgico, é possivel explorar diretamente 0s requisitos tridimensionais que
satisfazem as necessidades estereo-eletronicas do sitio de ligacdo em questdo [111]. No
caso particular dos NMDAR, ja varias técnicas computacionais foram usadas com
sucesso. Alguns exemplos incluem a constru¢do de modelos tridimensionais de
recetores por homologia [112], estudos de docking para racionalizacdo de resultados e
previsdo de novos ligandos [113] e na previsdao de propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas através da utilizacdo de descritores moleculares das propriedades
estereo-eletronicas de ligandos (2D e 3DQSAR) [114-116]. Existem também técnicas
para geracdo de farmacdforos a partir de ligandos conhecidos isto é, a procura do
conjunto de carateristicas estruturais tridimensionais que reunem as propriedades
guimicas necessarias para a atividade bioldgica [117] e screening virtual em bases de

dados de compostos bioldgicamente ativos [118, 119].

2.5.1. Docking Molecular

Inicialmente foi levada a cabo uma estratégia em que se pretendia obter dados
concretos que relacionavam as carateristicas estruturais do recetor com a atividade
biolégica dos compostos sintetizados (Figura 33). Isto é, estudando os varios sitios de
ligacdo dos NMDAR através do docking molecular, seria possivel identificar os grupos

funcionais dos compostos sintetizados que seriam a chave para a sua atividade
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bioldgica. Uma vez identificados os grupos quimicos responsaveis pela atividade
biologica, seria possivel orientar a sintese de novos analogos dos compostos ativos
descritos no capitulo 2.1 — 2.4 para o desenvolvimento de antagonistas que permitissem

retirar conclusdes SAR.

Estruturas Docking dos

cristalograficas do ). Prep;‘:lrat;io do ) compostos
NMDAR npuY sintetizados

Figura 33 — Estratégia de docking adotada. O objectivo final era revelar os requisitos estruturais dos compostos
sintetizados responsaveis pela atividade bioldgica.

Para tal, tornou-se necessario procurar a estrutura cristalografica que reunisse as
melhores condicbes para o estudo, nomeadamente boa resolucdo (< 2.5A) e um
antagonista co-cristalizado. ApoOs andlise cuidada das estruturas cristalograficas
descritas na literatura, foram escolhidos os sitios de ligacdo da glicina (codigo PDB:
1PBQ, ligando - 5,7-DCKA, 17) e o sitio de ligacdo de inibidores NR1-NR2B (cddigo
PDB: 3QEL, ligando — ifenprodil, 40). Uma vez escolhida a estrutura que melhor
satisfazia os critérios anteriormente apontados, foi necessario preparar o input,
nomeadamente remover as aguas co-cristalizadas, prever a protonagdo dos residuos do
recetor a pH fisioldgico, construir as bases de dados de compostos a testar e validar o
docking. A validacdo do docking consistiu na criacdo de uma metodologia que avaliasse
a reprodutibilidade dos dados experimentais pelo software. O método escolhido foi a
avaliacdo do valor da raiz quadrada do desvio quadratico médio (RMSD) por
sobreposicdo da conformagdo do ligando co-cristalizado com a pose de docking
devolvida pelo software. Valores de RMSD <1.2A foram considerados como aceitaveis.
Apobs a validacéo do docking, as estruturas dos compostos sintetizados nos capitulos 2.1
a 2.4 foram divididas por familias com base na sua estrutura (oxazolo-isoindolinonas,
oxazolo-pirrolidonas, oxazolo-piperidonas e indolo[2,3a]quinolizidinas) e foram
dockados no sitio de ligagdo em questdo. Durante o processo de docking, o software
gera pontuacdes (scores) que classificam o tipo de interagdo com o recetor — no caso do
software Molecular Operating Environment (MOE), a referéncia usada foi a energia
total do composto dockado, calculada com base na energia da conformacdo adotada e na
energia da interacdo com os residuos do recetor. O objetivo desejavel era estabelecer

uma correlacdo entre as moléculas com melhor pontuagdo e os compostos mais ativos
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aqui descritos. Em relacdo ao sitio de ligacdo da glicina, o processo de validacdo de
docking foi bastante satisfatorio, pois o software conseguiu reproduzir a estrutura do
5,7-DCKA com um RMSD de apenas 0.2 A. As principais interacdes que este ligando
estabelece com o recetor estdo sumarizadas na Figura 34 e destaca-se a interacdo ionica

com os residuos arginina 131 e treonina 126, a interacdo n-m com o residuo fenilalanina

92 e também uma ponte de hidrogénio com o residuo prolina 124.

Phe
250

Figura 34 — Resultados obtidos na validagdo do docking molecular no sitio da glicina. Interagdes observadas do
ligando 5,7-DCKA com os residuos do sitio de ligacdo (fundo branco). Estrutura do 5,7-DCKA co-cristalizada
(verde), sobreposta com a estrutura dockada pelo MOE (laranja) (fundo preto). RMSD = 0.23 A.

57



Desenvolvimento de Novos Antagonistas do Recetor NMDA

Ja em relacdo ao sitio de ligacdo do ifenprodil, a validacdo do docking também
foi bastante satisfatdria na medida em que o software conseguiu reproduzir a estrutura
do ligando co-cristalizado com um RMSD de 1.17 A. As principais interacdes deste
ligando com o recetor estdo sumarizadas na Figura 35 e evolvem uma ponte de
hidrogénio com o residuo glutamato B236, interacdes H-nm com os residuos leucina
A135, isoleucina B111, tirosina A109, fenilalanina B114 e também uma interacdo
ionica com o residuo glutamina B110.

Figura 35 — Resultados obtidos na validacdo do docking molecular no sitio de ligagdo do Ifenprodil. Interagdes
observadas entre o Ifenprodil e o sitio de ligacdo (fundo branco); Estrutura do Ifenprodil co-cristalizada (verde)
sobreposta com a estrutura dockada pelo MOE (laranja) (fundo preto). RMSD = 1.17 A.
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Infelizmente, nos dois sitios de ligacdo estudados, ndo foi possivel observar uma
correlacdo entre as moléculas que apresentaram 0s melhores scores com 0s compostos
biologicamente mais ativos. Estes resultados podem sugerir que os compostos ativos
ndo atuam como inibidores competitivos da glicina ou como inibidores seletivos da
subunidade NR1-NR2B.

2.5.2. Geracédo de Farmacoforos

Também foi explorada uma estratégia que envolveu a geracdo de farmacéforos a
partir de inibidores NMDAR ja conhecidos (Figura 36). Pretendia-se gerar um
farmaco6foro para cada classe de antagonistas conhecidos, agrupados de acordo com o
seu modo de accdo, de modo a reunir nas propriedades quimicas dos pontos
farmacoforicos e no seu respetivo arranjo tridimensional o motivo da atividade
biologica. Uma vez gerado o farmacoforo, este seria comparado com a base de dados
das estruturas sintetizadas nos capitulos 2.1 — 2.4. O objetivo desejavel era que algum
dos farmacoforos conseguisse detetar os compostos sintetizados ativos e, deste modo,

providenciar pistas sobre o seu modo de agéo.

Recolha de estruturas

R Preparag¢do do Geragdo de
de antagonistas Input Farmacdforos
NMDAR conhecidos P

Figura 36 - Estratégia computacional adotada. O objectivo final era gerar farmaco6foros de inibidores conhecidos,
para detectar hits na base de dados dos compostos sintetizados.

Foram recolhidas 535 estruturas de compostos descritos como antagonistas
NMDAR. De seguida, foram preparadas 4 bases de dados designadas por inibidores da
glicina (88 estruturas), inibidores do glutamato (251 estruturas), bloqueadores de canal
(164 estruturas) e inibidores analogos do ifenprodil (32 estruturas). A geracdo do
ficheiro de input para o software MOE, envolveu a protonagdo das estruturas a pH
fisioldgico e a geracdo de bases de dados de conformacbes — este Gltimo processo
revelou-se bastante demorado uma vez que o tempo de execucdo aumenta
substancialmente com o numero de graus de liberdade internos das estruturas quimicas.
De cada uma das bases de dados, foram selecionadas 4 estruturas, utilizadas para

construir 4 farmacoforos, um para cada modo de acdo. As restantes estruturas foram
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usadas para validacdo do farmacoforo. Os farmacoforos foram gerados através de duas
ferramentas do software MOE, nomeadamente o alinhamento flexivel e elucidacéo
farmacofdrica. Durante o alinhamento flexivel, as estruturas quimicas selecionadas sao
sobrepostas de acordo com volume molecular, dadores/aceitadores de protdes, ligacoes
7 ¢ energia conformacional. As sobreposicGes energeticamente mais favoraveis foram
escolhidas e os pontos farmacoféricos foram calculados através da ferramenta
consensus, que avalia automaticamente os pontos farmacoféricos comuns as varias
estruturas atribuindo-lhes uma determinada posicdo e volume tridimensional. A
ferramenta de elucidacdo farmacoforica calcula todas as conformacgfes das estruturas
quimicas selecionadas e verifica a existéncia de pontos farmacoforicos em comum entre
elas. A diferenca em relacdo ao alinhamento flexivel, é que este método ndo da tanta
énfase a sobreposicdo molecular focando-se mais na possibilidade da estrutura quimica
poder colocar os seus grupos quimicos dentro do volume do ponto farmacoférico
definido com uma conformacao energeticamente favoravel. Este processo é interativo e
envolve um elevado nimero de experiéncias tentativa-erro, em que os farmacoforos
gerados pelo software sdo continuamente validados. Isto €, caso o farmacoforo nédo
consiga discriminar os antagonistas da sua classe, € retificado e testado novamente até
que consiga identificar apenas os antagonistas com 0 mesmo modo de a¢do. Quando
isto se verifica, significa que o farmacéforo reine os pontos farmacoféricos que
distinguem as estruturas de acordo com o seu modo de acdo. Estas propriedades
tridimensionais sd3o entdo consideradas como a “impressdo digital” de potenciais
antagonistas.

Os resultados para a validacdo do farmacéforo dos inibidores da glicina estdo
sumarizados na Figura 37. O farmacdéforo dos inibidores da glicina apresenta 4 pontos
farmacoféricos constituidos por uma zona hidrofébica, uma zona aromatica, um dador e
um aceitador de pontes de hidrogénio. Interessantemente, quando comparamos estas
interacdes com as identificadas nos resultados obtidos para o docking no sitio de ligacao
da glicina, apenas fica a faltar a interacdo ionica. O software reconheceu esta interagéo
mas infelizmente teve de ser removida manualmente para que o farmacdéforo da glicina
ndo detetasse também os inibidores do sitio do glutamato, cujas interacdes sdo
essencialmente de carater ionico. Esta observacgéo ¢é de certo modo esperada, visto que a
interacdo com o residuo arginina no sitio da glicina da NR1 pode ocorrer com grupos
quimicos com ligagBes muito polarizadas como é o caso de uma amida (Ver

quinoxalenedionas e quinolonas, figuras 14 e 15 capitulo 1). Este farmacdforo consegue
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identificar 90% dos antagonistas do sitio da glicina. Porém, ainda sdo detetados 33%
dos inibidores competitivos do glutamato e 15% dos inibidores selectivos NR1-NR2B
(falsos positivos).

M Inibidores Glic.

® Inibidores Glut.
Inibidores Blog. Canal

M Inibidores NR1-NR2B

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Farmacéforo dos inib. da glicina

Figura 37 — Validacdo do farmac6foro dos inibidores do sitio da glicina. Esquerda - O poder discriminatério do
farmacoforo. Direita - 0s pontos farmacoféricos selecionados: hidrofobico (verde), aromético (laranja), Dador para
pontes de hidrogénio (azul) e aceitador para pontes de hidrogénio (roxo).

O farmacoforo do glutamato assenta em 3 pontos farmacofoéricos constituidos
por 2 contatos anionicos e um aceitador de pontes de hidrogénio como mostrado na
Figura 38.

® Inibidores Glic.
® Inibidores Glut.
Inibidores Blog. Canal
® Inibidores NR1-NR2B
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Farmacoforo dos inib. do Glutamato

Figura 38 — Validagdo do farmacdforo dos inibidores do sitio de ligacdo do glutamato. Esquerda - O poder
discriminatorio do farmacdéforo. Direita - Os pontos farmacoféricos selecionados: zona anidnica (vermelho) e
aceitador para pontes de hidrogénio (roxo).
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De todos os farmacdéforos € o que apresentou a melhor capacidade
discriminatoria tendo reconhecido 80% das estruturas de inibidores do sitio do
glutamato e ndo detetou falsos positivos quando comparado com as restantes bases de
dados. E importante salientar que este farmacoforo identificou todos os requisitos
estruturais dos inibidores do sitio do glutamato descritos na literatura.

O farmacoforo dos blogueadores de canal apresenta 3 pontos farmacdféricos
constituidos por um contato cationico, uma zona de residuos hidrofébicos e uma zona
aromatica (Figura 39). Apresenta uma boa capacidade discriminatoria, na medida em
que consegue identificar 85% dos inibidores bloqueadores de canal e apenas deteta, no
maximo, menos de 15% de falsos positivos nas bases de dados dos restantes inibidores.
Quando comparamos 0s pontos farmacoféricos detetados com 0s requisitos estruturais
descritos na literatura para esta classe de antagonistas, podemos confirmar que o
farmacdéforo consegue reunir 0s grupos quimicos responsaveis pela atividade biologica

dos antagonistas NNMDAR com este modo de ag&o.

® Inibidores Glic.
M Inibidores Glut.
Inibidores Blog. Canal
M Inibidores NR1-NR2B
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10%

0%
Farmacoforo dos Blog. de Canal

Figura 39 — Validacdo do farmacoforo dos blogueadores de canal. Esquerda - O poder discriminatério do
farmacdforo para os bloqueadores de canal. Direita - Os pontos farmacoforicos selecionados: duas zonas
hidrofébicas ou aromaticas (amarelo) e um contacto cationico (azul).

O farmacoforo dos inibidores NR1-NR2B apresenta 4 pontos farmacoféricos
constituidos por 2 zonas aromaticas, 1 contato catiénico e uma zona hidrofébica
(Figura 40). Se relacionarmos estes requisitos com o farmacdforo descrito na literatura

para os inibidores analogos do ifenprodil, verificamos que o software nao identificou
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um aceitador/dador de pontes de hidrogénio como requisito fundamental. Esta
observacdo € esperada pois nas estruturas quimicas selecionadas para gerar este
farmacdéforo, havia derivados que ndo possuiam um anel fendlico. O farmacoforo
desenvolvido tambem apresenta uma capacidade discriminatoria muito boa, na medida
em que consegue detetar 72% das estruturas dos inibidores NR1-NR2B e apresenta
menos de 10% de falsos positivos nas bases de dados das restantes classes de
antagonistas.

® Inibidores Glic.

m Inibidores Glut.
Inibidores Blog. Canal

® Inibidores NR1-NR2B
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Farmacoéforo dos inib. NR1-NR2B

Figura 40 — Validagdo do farmacdforo dos inibidores selectivos para subunidades NR1-NR2. Esquerda - o poder
discriminatério do farmacoforo. Direita - 0s pontos farmacoféricos selecionados: duas zonas hidrofébicas ou
aromaticas (amarelo), um contacto cationico (roxo) e contactos hidrofdbicos (verde).

Apos geracdo e validacdo dos farmacoforos para os varios tipos de inibidores
NMDAR, e no seguimento da estratégia definida, verificamos se 0os compostos ativos
sintetizados eram reconhecidos por algum dos 4 farmaco6foros. Desta forma pretendia-se
encontrar alguma similaridade estrutural entre 0s compostos sintetizados e o0s
antagonistas descritos, de forma a obtermos alguma pista sobre o seu modo de acéo.
Nenhum dos farmacoforos desenvolvidos foi capaz de identificar os compostos ativos
descritos no presente estudo. Esta observagdo sugere que provavelmente 0s novos
antagonistas do NMDAR descritos nos capitulos 2.1 — 2.4 atuam através de um
mecanismo de inibi¢ao ainda ndo descrito.

Até a data, antagonistas em numero suficiente para gerar farmacéforos apenas
existem para os inibidores da glicina, glutamato, bloqueadores de canal e seletivos para
subunidades NR1-NR2B. De forma a estender esta estratégia aos restantes sitios de
inibicdo ja conhecidos, teremos de aguardar por mais avancos no desenvolvimento de
antagonistas NMDAR.
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3. Conclusoes

Através da realizacdo desta dissertacdo, foi  possivel sintetizar
enantioselectivamente bibliotecas de oxazolo-isoindolinonas, oxazolo-pirrolidonas,
oxazolo-piperidonas, indolo[2,3a]quinolizidinas e spiro-indolinas. Os compostos
sintetizados foram avaliados como antagonistas dos receptores de N-metil-D-aspartato e
0s compostos 50e, 52c, 57a e 64, apresentaram ICsy de 154, 62, 63 e 31 uM
respectivamente. De destacar que os trés ultimos compostos foram mais potentes que o
controlo positivo usado (amantadina, I1Csp = 92 uUM) possuindo assim grande potencial
para optimizacgdo e desenvolvimento de novos antagonistas do NMDAR.

Foram reunidos dados sobre os requisitos estruturais para a atividade biologica
através de estudos de estrutura-atvidade. Os resultados obtidos com o composto 50e,
sugerem que o0 NMDAR apresenta selectividade para os derivados de S-aminoalcoois e
mostra preferéncia para substituicbes volumosas e lipofilicas como um grupo fenilo na
posicdo C-9b. Também foi possivel concluir que ha preferéncia para um anel de 3-
indole na posicdo C-3 da oxazolidina e que o anel aromatico presente nas isoindolinona
ndo € um requisito obrigatorio para a atividade antagonistica.

O composto 52c¢ foi a oxazolo-pirrolidona mais activa e os resultados biolégicos
obtidos sugerem que ha preferéncia pelos derivados do S-fenilalaninol e a presenca de
um grupo volumoso como o fenilo na posicéo C-7a.

Nas oxazolo-piperidonas, o composto 57a foi o derivado mais ativo sendo 5x
mais potente que o seu enantiomero, um resultado que aponta para a preferéncia de
derivados do R-triptofanol com estereoquimica absoluta 3R,8aS. Ademais, concluimos
que a presenca de um anel de piperidona sem substiuintes é um requisito para a
atividade tal como a existéncia de um azoto livre (NH) no anel de indole.

Em relacdo as indolo[2,3a]quinolizidinas o composto 64 foi o derivado mais
potente obtido. Concluimos que o recetor da primazia a uma estereoquimica absoluta
6S,12bR e também que a substituicdo no anel de quinolizidina em C-1 e C-2 ndo
favorece a atividade. Os resultados parecem indicar que ha necessidade de um azoto
livre (NH) no anel de indole.

As spiro-indolinas encontram-se ainda em avaliagcdo bioldgica, contudo os
resultados obtidos até a data sugerem que esta classe de compostos ndo atua como
antagonistas do NMDAR.
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Todos os resultados obtidos foram racionalizados através de técnicas de docking
molecular e geracdo de farmacoforos para obter alguma informacgdo sobre o modo de
accdo dos compostos aqui descritos. As experiéncias computacionais realizadas indicam
que estes compostos devem ter um modo de accao ainda ndo descrito.

O trabalho desenvolvido contribuiu para a elucidacéo dos requisitos estruturais
dos antagonistas do NMDAR tendo sido revelados dados muito importantes para o

futuro desenvolvimento de terapias para a deméncia mental.
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4. Procedimento Experimental

4.1. Sintese Organica

Todos os reagentes e solventes foram obtidos comercialmente e foram utilizados
sem purificacbes adicionais. Os pontos de fusdo foram determinados com um
Monoscépio Bock M e uma camera Kofler. Os espetros de infravermelhos foram
obtidos com um espetrofotometro de infravermelhos Shimadzu IRAffinity-1 FTIR e séo
expressos em cm’*. Realizou-se espetrometria de massa de baixa resolugdo em LCLEM,
Faculdade de Farmécia, Universidade de Lisboa. Foi feita microanalise num analisador
elementar Flash2000 ThermoScientific, com valores teoricos entre +0.5%. Para
cromatografia em camada fina foram usadas placas de silica Analysis Merck Silica Gel
60 F,s4, € @ cromatografia flah foi realizada com Merck Silica Gel (200-400 mesh). Os
espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN) *H e **C foram registrados num
Bruker 400MHz Ultra-Shield. Os espetros de *H RMN foram registrados a 400 MHz, e
os espetros de *C RMN foram registrados a 100 MHz. Os desvios quimicos de *H e *C
RMN sdo indicados em ¢ (ppm), com referéncia ao solvente usado, e a constante de
acoplamento do protdo é indicada como J (Hz). Os espetros foram atribuidos usando
sequéncias COSY, DEPT e HMQC apropriadas.

4.1.1. Sintese dos compostos do capitulo 2.1

Procedimento geral para as reagdes de ciclocondensacao descritas para Oxazolo-

Isoindolinonas e Oxazolo-Pirrolidonas

A uma solucdo do aminodalcool apropriado em tolueno, adicionou-se 1.2eq. do -oxo-
acido ou B-oxo-éster adequado. Manteve-se a mistura a refluxo numa montagem dean-
stark com atmosfera inerte durante 3-48h. Apos evaporacao do solvente, adsorveu-se o
composto bruto em silica e purificou-se por cromatografia flash com o eluente

apropriado.
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Sintese do composto 50a
(3S,9bR)-3-benzyl-2,3-dihydrooxazolo[2,3-a] isoindol-5(9bH)-one

(S)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e &cido 2-formil-benzdico 3
(0.11g, 0.733mmol) em tolueno (7mL). Tempo de reacdo - N §O
16h. Eluente para purificacdo - ACOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o o o | H

composto 50a (0,104g, 66%) na forma de cristais brancos.

Recristalizado em Et,0/n-Hex; pf 70-73 °C; [a]® = +20.7° (c

= 2.3, CH,Cl,); *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.79 (d, J = 7.3 Hz, 1H, H-ar), 7.63 —
7.48 (m, 3H, H-ar), 7.38 — 7.28 (m, 4H, H-ar), 7.29 — 7.23 (m, 1H, H-ar), 5.76 (s, 1H,
H-9b), 4.55 — 4.42 (m, 1H, H-3), 4.33 (dd, J = 8.7, 7.0 Hz, 1H, H-2), 4.00 (dd, J = 8.8,
6.4 Hz, 1H, H-2), 3.18 (dd, J = 13.9, 5.6 Hz, 1H, CH,Ph), 2.99 (dd, J = 13.8, 8.0 Hz,
1H, CH,Ph) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCls) & 173.55 (C=0), 142.43 (C-q), 136.94
(C-g), 133.28 (C-q), 132.96 (C-ar), 130.68 (C-ar), 129.60 (2xC-ar), 128.70 (2xC-ar),
126.91 (C-ar), 124.50 (C-ar), 124.05 (C-ar), 90.99 (C-9b), 75.21 (C-2), 55.51 (C-3),
39.87 (CH,Ph) ppm; IV (KBr) 1710 (C=0) cm™; AE calculada para
C17H15NO,-0.15H,0: C 76.18, H 5.77, N 5.23, encontrado: C 75.88, H 5.85, N 5.15.

Sintese do composto 50b
(3S,9bR)-3-benzyl-9b-methyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a]isoindol-5(9bH)-one

(S)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e acido 2-acetil-

benzdico (0.12g, 0.731mmol) em tolueno (7mL). Tempo de

reacdo - 16h. Eluente para purificagcdo - AcOEt/n-Hex (2:3). CHs

O
zZ w
Nl
[~
1,,//0

Isolou-se 0 composto 50b (0.146g, 76%) na forma de um

6leo incolor. [0]*% = +27.3° (¢ = 2.1, CH,Cl,); *H RMN (400

MHz, CDCl3) 6 7.69 (d, J= 7.4 Hz, 1H, H-ar), 7.54 (m, 1H, H-ar), 7.45 (m, 2H, H-ar),
7.27 (m, 4H, H-ar), 7.20 (m, 1H, H-ar), 4.39 (m, 1H, H-3), 4.21 (dd, J = 8.9, 7.4 Hz,
1H, H-2), 4.07 (dd, J = 8.9, 6.5 Hz, 1H, H-2), 3.21 (dd, J = 13.8, 5.8 Hz, 1H, CH,Ph),
2.95 (dd, J = 13.8, 8.6 Hz, 1H, CH,Ph), 1.69 (s, 3H, CH3) ppm; *C RMN (100 MHz,
CDCl3) 6 174.20 (C=0), 147.26 (C-q), 137.27 (C-q), 133.22 (C-ar), 131.60 (C-q),
130.16 (C-ar), 129.45 (2xC-ar), 128.59 (2xC-ar), 126.80 (C-ar), 124.33 (C-ar), 122.10
(C-ar), 98.93 (C-9b), 74.06 (C-2), 56.77 (C-3), 40.89 (CH,Ph), 23.02 (CHs) ppm; IV
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(NaCl) 1715 (C=0) cm™; EM (ESI, CP 3.0 kV, SP 30V): m/z calculado: 279 [M], m/z
encontrado: 280 [M+H]";

Sintese do composto 50c
(3S,9bR)-3-benzyl-9b-phenyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a] isoindol-5(9bH)-one

(S)-Fenilalaninol (0.1g, 0.529mmol) e &cido 2-benzoilo- 3
benzoico (0.165g, 0.661mmol) em tolueno (10mL). ©/\L/:\O
Tempo de reacdo - 16h. Eluente para purificacio - o 9
ACcOEt/n-Hex (3:7). Isolou-se o composto 50c (0.193g,
86%) na forma de cristais brancos. Recristalizado em
Et,O/n-Hex; pf 92-94 °C; [a]®p = +144.6° (c = 1.9, CH,Cl,); *H RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 7.80 — 7.75 (m, 1H, H-ar), 7.68 — 7.62 (m, 2H, H-ar), 7.50 — 7.37 (m, 5H, H-
ar), 7.31— 7.20 (m, 4H, H-ar), 7.17 — 7.14 (m, 2H, H-ar), 4.66 — 4.52 (m, 1H, H-3), 4.44
(dd, J = 8.6, 7.5 Hz, 1H, H-2), 3.96 (dd, J = 8.7, 6.6 Hz, 1H, H-2), 3.02 (dd, J = 13.8,
6.8 Hz, 1H, CH,Ph), 2.51 (dd, J = 13.8, 8.7 Hz, 1H, CH,Ph) ppm; **C RMN (101 MHz,
CDCl3) 6 174.52 (C=0), 147.27 (C-q), 138.95 (C-q), 137.61 (C-q), 133.41 (C-ar),
131.10 (C-q), 130.23 (C-ar), 129.11 (2xC-ar), 128.94 (2xC-ar), 128.86 (C-ar), 128.64
(2xC-ar), 126.77 (C-ar), 125.96 (2xC-ar), 124.52 (C-ar), 123.56 (C-ar), 101.04 (C-9b),
75.91 (C-2), 56.80 (C-3), 40.54 (CH,Ph) ppm:; IV (KBr) 1721 (C=0) cm™; EM (ESI,
CP 3.0 kV, SP 30V): m/z calculado: 341 [M], m/z encontrado: 342 [M+H]"; AE
calculada para Cy3HigNO,: C 80.91, H 5.62, N 4.10, encontrado: C 80.91, H 5.68, N
4.25.

Sintese do composto 50d
(3S,9bR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-9b-methyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a] isoindol-
5(9bH)-one

(S)-Triptofanol (0.16g, 0.842mmol) e é&cido 2-acetil-

benzoico (0,152g, 0.926mmol) em tolueno (15mL). Tempo / 3
HN
de reacdo - 16h. Eluente para purificacdo - AcOEt/n-Hex N, O
o] X
(2:1). Isolou-se o composto 50d (0.2g, 75%) na forma de %[ CcH,

cristais brancos. Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 181 —
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184 °C; [0]%% = +23.7° (¢ = 4.3, MeOH); *H RMN (400MHz, CDCls) & 8.05 (s, 1H,
NH), 7.86 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar), 7.77 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-ar), 7.68 (td, J = 7.5, 1.0
Hz, 1H, H-ar), 7.52 (td, J = 7.5, 0.6 Hz, 1H, H-ar), 7.46 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-ar), 7.34
(d, J = 8.1 Hz, 1H, H-ar), 7.22 — 7.15 (m, 1H, H-ar), 7.14 — 7.08 (m, 1H, H-ar), 4.44
(dd, J = 12.9, 1.8 Hz, 1H, H-2), 4.26 (dd, J = 12.9, 5.5 Hz, 1H, H-2), 4.03 — 3.95 (m,
1H, H-3), 3.31 (dd, J = 15.7, 11.7 Hz, 1H, CHsindole), 2.84 (dd, J = 15.7, 4.0 Hz, 1H,
CHo-indole), 1.91 (s, 3H, CHs) ppm; **C RMN (101 MHz, DMSO) & 173.76 (C=0),
147.55 (C-q), 136.63 (C-q), 133.93 (C-ar), 131.40 (C-q), 130.81 (C-ar), 127.85 (C-q),
124.04 (C-ar), 123.87 (C-ar), 123.25 (C-ar), 121.49 (C-ar), 118.86 (C-ar), 118.70 (C-ar),
111.88 (C-ar), 110.60 (C-q), 98.87 (C-9b), 74.65 (C-2), 55.95 (C-3), 30.84 (CH,Indole),
22.79 (CH3) ppm; IV (KBr) 3283 (NH), 1697 (C=0) cm™; AE calculada para
CaoH1gN0,-0.15H,0: C 74.81, H 5.67, N 8.73, encontrado: C 74.86, H 5.67, N 8.75.

Sintese do composto 50e
(3S,9bR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-9b-phenyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a] isoindol-
5(9bH)-one

(S)-Triptofanol (0.16g, 0.842mmol) e &cido 2-benzoilo-
benzdico (0.210g, 0.928mmol) em tolueno (10mL).

Tempo de reacdo - 16h. Eluente para purificacdo - ! / 3
AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o composto 50e (0.268g, o N ‘\\\\o
84%) na forma de cristais brancos. Recristalizado em ® O
AcOEt/n-Hex; pf 227-229 °C; 'H RMN (400 MHz, O

DMSO) & 10.88 (s, 1H, NH), 7.83 — 7.69 (m, 1H, H-Ar),

7.60 (tdd, J = 12.2, 5.6, 3.8 Hz, 4H, H-ar), 7.52 — 7.27 (m, 6H, H-ar), 7.24 (d, J = 2.1
Hz, 1H, H-2-Indole), 7.10 — 7.02 (m, 1H, H-ar), 7.00 — 6.92 (m, 1H, H-ar), 4.55 (m, 2H,
H-3 & H-2), 3.91 — 3.80 (m, 1H, H-2), 2.96 (dd, J = 14.7, 5.8 Hz, 1H, CH.lIndole), 2.61
(dd, J = 14.6, 7.7 Hz, 1H, CH,Indole) ppm; *C RMN (101 MHz, DMSO) & 173.90
(C=0), 147.34 (C-q), 139.23 (C-q), 136.54 (C-q), 136.38 (C-q), 134.16 (C-ar), 130.92
(C-ar), 130.83 (C-ar), 129.30 (2xC-ar), 129.19 (C-ar), 127.52 (C-q), 126.00 (2xC-ar),
124.36 (C-ar), 124.05 (C-ar), 123.42 (C-ar), 123.26 (C-ar), 121.48 (C-ar), 118.84 (C-ar),
118.30 (C-ar), 111.88 (C-ar), 110.36 (C-q), 100.79 (C-9b), 76.24 (C-2), 55.87 (C-3),
30.31 (CH.Indole) ppm; IV (KBr) 3334 (NH), 1693 (C=0) cm™; AE calculada para
Ca5H20N20,-0.15H,0: C 78.36, H 5.35, N 7.31, encontrado: C 77.99, H 5.28, N 7.37.
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Sintese do composto 51a
(3R,9bS)-3-benzyl-2,3-dihydrooxazolo[2,3-a] isoindol-5(9bH)-one

(R)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e acido 2-formil-benzdico 1,3
(0.11g, 0.733mmol) em tolueno (10mL). Tempo de reacédo - ©/ N(\O
16h. Eluente para purificacdo - AcOEt/n-Hex (3:7). Isolou-se o 0 o H
composto 5la (0.125g, 71%) na forma de cristais brancos.

[]®p = -32.5° (¢ = 1.9, CH,CL,); O espetro de *H RMN

revelou-se idéntico ao composto 50a; AE calculada para C17H15sNO,: C 76.96, H 5.71, N

5.28, encontrado: C 77.06, H 5.81, N 5.45.

Sintese do composto 51b
(3R,9bS)-3-benzyl-9b-methyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a]isoindol-5(9bH)-one

(R)-Fenilalaninol  (0.1g, 0.661lmmol) e 4&cido 2-acetil- , 3
benzoico (0.125g, 0.761lmmol) em de tolueno (10mL). ©/ N(\O
Tempo de reacdo - 16h. Eluente para purificacdo - AcOEt/n- 0 | CH
Hex (1:4). Isolou-se o composto 51b (0.157g, 85%) na forma

de um 6leo incolor. [0]*°% = -29.2° (¢ = 2.1, CH,Cl,). O

espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao composto 50b.

Sintese do composto 51c
(3R,9bS)-3-benzyl-9b-phenyl-2,3-dihydrooxazolo[2,3-a] isoindol-5(9bH)-one

(R)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e acido 2-benzoilo- ', 3

benzoico (0.165g, 0.729mmol) em tolueno (10mL). O/ N(\O
Tempo de reagdo - 16h. Eluente para purificacio - 0 % W@
AcOEt/n-Hex (1:9). Isolou-se o composto 51c (0.167g,

71%) na forma de cristais brancos. [a]?p = -138.0° (¢ =
2.2, CH,Cl,); O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao composto 50c; AE calculada
para C,3H1sNO,: C 80.91, H 5.62, N 4.10, encontrada: C 81.05, H 5.69, N 4.26.
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Sintese do composto 51d
(3R,9bS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-9b-methyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a] isoindol-
5(9bH)-one

(R)-Triptofanol (0.1g, 0.526mmol) e &cido 2-acetilbenzoico
(0.095¢g, 0.578mmol) em Tolueno (15mL). Tempo de reagdo
- 16h. Eluente para purificagdo - ACOEt/n-Hex (3:7). Isolou-
se 0 composto 51d (0.127g, 76%) na forma de um soélido o
cristalino branco. [0]*%p = -27.1° (¢ = 4.1, MeOH); O espetro

'H RMN revelou-se idéntico ao composto 50d; AE calculada

para CyHisN,0,: C 75.88, H 5.71, N 8.80, encontrado: C 75.61, H 5.66, N 8.81.

Sintese do composto 51e
(3R,9bS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-9b-phenyl-2,3-dihydrooxazolo[ 2,3-a] isoindol-
5(9bH)-one

(R)-Triptofanol (0.2g, 1.05mmol) e acido 2-benzoilo-
benzdico (0.262g, 1.16mmol) em tolueno (25mL). Tempo
~ _ - ~ _ _ /" 3
de reagéo - 16h. Eluente para purificagdo - AcOEt/n-Hex HN // [’\

(1:4). Isolou-se o composto 51e (0.28g, 70%) na forma de o N @)
um sélido branco. [o]*’s = -150.7° (¢ = 2.1, MeOH); O - ©
espetro de 'H RMN revelou-se idéntico ao do composto

50e; AE calculada para C5H0N20,-0.15H,0: C 78.36, H
5.35, N 7.31, encontrada: C 77.99, H 5.28, N 7.37.

Sintese composto 52a
(3S,7aR)-3-benzyltetrahydropyrrolo[2,1-b]oxazol-5(6H)-one

(S)-Fenilalaninol (0.2g, 1.32mmol) e 4-oxo-butanoato de metilo X

(0.17g, 1.46mmol) em tolueno (20mL). Tempo de reagéo - 48h. mo
Eluente para purificagdo - AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o O;CB;H
composto 52a (0.114g, 40%) na forma de oleo incolor. Os

espectros de *H e **C RMN revelaram-se idénticos ao descrito em [100].

71



Desenvolvimento de Novos Antagonistas do Recetor NMDA

Sintese do composto 52b
(3S,7aR)-3-benzyl-7a-methyltetrahydropyrrolo[2,1-b] oxazol-5(6H)-one

(S)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e &cido levulinico 3
(0.08mL, 0.793mmol) em tolueno (10mL). Tempo de reagédo N
- 48h. Eluente para purificacdo - AcOEt/n-Hex (3:7). Isolou- o@&b
se 0 composto 52b (0.095g, 62%) na forma de 6leo incolor.

Os espectros de *H e *C RMN revelaram-se idénticos aos descritos em [100].

Sintese do composto 52¢
(3S,7aS)-3-benzyl-7a-phenyltetrahydropyrrolo[2,1-b]oxazol-5(6H)-one

(S)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e acido 3-benzoilo- 3

propiénico (0.117g, 0.657mmol) em tolueno (15mL). O/\\N/\’SO

Tempo de reacdo - 48h. Eluente para purificacdo - Om
AcOEt/n-Hex (3:7). Isolou-se o composto 52¢ (0.140qg,

72%) na forma de cristais brancos. Recristalizado em Et,0/n-Hex; pf 55-56 °C; [a]
= +4.7° (¢ = 1.9, CH.Cl,); *"H RMN (400 MHz, CDCl3) § 7.51 (d, J = 7.4 Hz, 2H, H-ar),
7.44 — 7.38 (m, 3H, H-ar), 7.28 — 7.21 (m, 3H, H-ar), 7.08 (d, J = 7.3 Hz, 2H, H-Ar),
4.50 — 4.35 (m, 1H, H-3), 4.13 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-2), 3.65 — 3.49 (m, 1H, H-2), 2.94
(dd, J=13.7, 6.2 Hz, 1H, CH,Ph), 2.89 — 2.77 (m, 1H, H-6), 2.63 — 2.45 (m, 2H, H-6 &
H-7), 2.35 — 2.18 (m, 2H, CH2Ph & H-7) ppm; **C RMN (100 MHz, CDCl5): & 179.87
(C=0), 142.55 (Cq), 137.26 (Cq), 128.90 (2CH-Ar), 128.70 (2CH-Ar), 128.49 (2CH-
Ar), 128.31 (CH-Ar), 126.60 (CH-Ar), 125.07 (2CH-Ar), 102.27 (C-7a), 72.26 (CH,),
56.44 (CH), 39.92 (CH,-Ph), 35.05 (C-7), 32.57 (C-6) ppm; IV (KBr) 1721 (C=0) cm™;
EM (ESI, CP 3.0 kV, SP 30V): m/z calculado: 293 [M], m/z encontrado: 294 [M+H]";

AE calculada para C19gH1sNO,: C 77.78, H 6.54, N 4.78, encontrado: C 77.75, H 6.68, N
4.98.

20
D

72



Desenvolvimento de Novos Antagonistas do Recetor NMDA

Sintese do composto 52d
(3S,7aR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydropyrrolo[2,1-b] oxazol-5(6H)-one

(S)-Triptofanol (1g, 5.26mmol) e 4-oxo-butanoato de metilo
(0.67g, 5.77mmol) em tolueno (80mL). Tempo de reacgéo - 6h.

Eluente para purificagdo - AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o HN / 3

composto 52d (0.45g, 33%) na forma de um soélido branco. o N ‘\\\\O
9b

Recristalizado em AcOEt; [a]*’p = +67.8° (¢ = 1.6, CH.Cl,); pf ﬁ"’

160.5 - 161.5 °C; *H RMN (CDCls) & 8.20 (s, 1H, NH), 7.63 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-ar),
7.35 (dd, J = 8.0, 0.9 Hz, 1H, H-ar), 7.20 (m, 2H, H-ar), 7.13 (t, J= 7.4 Hz, 1H, H-ar),
5.04 (dd, J = 6.1, 2.5 Hz, 1H, H-7a), 4.58 — 4.44 (m, 1H, H-3), 4.13 (dd, J = 8.7, 7.2 Hz,
1H, H-2), 3.70 (dd, J = 8.7, 6.2 Hz, 1H, H-2), 3.14 (dd, J = 14.9, 6.2 Hz, 1H,
CHylIndole), 2.95 (dd, J = 15.0, 7.6 Hz, 1H, CHlIndole), 2.65 (ddd, J = 17.6, 10.2, 7.3
Hz, 1H, H-6), 2.51 (ddd, J = 17.6, 10.3, 4.7 Hz, 1H, H-6), 2.31 (m, 1H, H-7), 2.11 —
1.95 (m, 1H, H-7) ppm; **C RMN (CDCls) § 179.53 (C=0), 136.21 (C-q), 127.61 (C-q),
122.44 (C-ar), 122.16 (C-ar), 119.51 (C-ar), 118.72 (C-ar), 111.23 (C-q), 111.17 (C-ar),
91.80 (C-7a), 72.32 (C-2), 54.61 (C-3), 31.73 (CHyindole), 29.18 (C-6), 24.45 (C-7)
ppm; IV (KBr) 3272 (NH), 1697 (C=0) cm™; AE calculada para C15H1sN205: C 70.29,
H 6.31, N 10.93, encontrado: C 70.26, H 6.36, N 10.93.

Sintese do composto 52e
(3S,7aS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-7a-phenyltetrahydropyrrolo[2,1-b] oxazol-5(6H)-

one

(S)-Triptofanol (0.1g, 0.526mmol) e &cido 3-benzoilo-

propanoico (0.103g, 0.578mmol) em tolueno (10mL).

Tempo de reacdo - 6h. Eluente para purificagdo - N // 3
AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o composto 52e (0.181g, o N9b \\\\\0

90%) na forma de um sélido branco amorfo.

Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 153-156 °C; [a]*’p = ﬁ@
40.7° (c = 2.1, CH,Cl,); *H RMN (CDCl3) 6 8.07 (s, 1H, NH), 7.51 (d, J = 7.2 Hz, 2H,
H-ar), 7.47 — 7.29 (m, 5H, H-ar), 7.17 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-ar), 7.11 — 7.01 (m, 2H, H-

ar), 4.68 — 4.45 (m, 1H, H-3), 4.16 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-2), 3.68 — 3.54 (m, 1H, H-2),
3.08 (dd, J = 14.7, 6.1 Hz, 1H, CHlIndole), 2.85 (dd, J = 17.0, 8.4 Hz, 1H, H-6), 2.71 —
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2.38 (m, 3H, H-7 & H-6 & CH.lndole), 2.32 — 2.17 (m, 1H, H-7) ppm; *C RMN
(CDCl5) & 180.15 (C=0), 142.67 (C-q), 136.07 (C-q), 128.69 (C-ar), 128.27 (C-ar),
127.35 (C-q), 125.07 (C-ar), 122.08 (C-ar), 122.03 (C-ar), 119.39 (C-ar), 118.75 (C-ar),
111.62 (C-q), 111.06 (C-ar), 102.35 (C-7a), 72.69 (C-2), 55.53 (C-3), 35.01 (C-7),
32.62 (C-6), 29.62 (CH.lndole) ppm; IV (KBr) 3262 (NH), 1686 (C=0) cm™; AE
calculada para C;1H20N20,: C 75.88, H 6.08, N 8.43, encontrada: C 76.02, H 6.16, N
8.60.

Sintese do composto 52f

(3S,7aS)-3-isobutyl-7a-phenyltetrahydropyrrolo[2,1-b]oxazol-5(6H)-one

(S)-Leucinol (0.24g, 2.04mmol) e 4acido 3-benzoilo- 3

propandico (0.365g, 2.05mmol) em tolueno (15mL). Tempo mo

de reacdo - 6h. Eluente para purificagdo - AcOEt/n-Hex om
(3:7). Isolou-se 0 composto 52f (0.342g, 65%) na forma de

cristais brancos. Recristalizado em CH,Cly; pf 83 — 84 °C; *H RMN (400 MHz, CDCls)
8 7.45(d,J =7.2 Hz, 2H, H-ar), 7.34 (m, 3H, H-ar), 4.27 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H-2), 4.23
—4.12 (m, 1H, H-3), 3.40 (dd, J = 7.9, 7.1 Hz, 1H, H-2), 2.88 — 2.75 (m, 1H, H-6), 2.52
(m, 2H, H-6 & H-7), 2.24 — 2.13 (m, 1H, H-7), 1.65 (td, J = 13.4, 6.7 Hz, 1H, CH-iPr —
1.13 (m, 1H, CH>-iPr), 0.97 — 0.85 (m, 4H, CHs-iPr & CH,-iPr), 0.82 (d, J = 6.7 Hz,
3H, CHs-iPr) ppm; *C RMN (101 MHz, CDCls) § 180.13 (C=0), 142.83 (C-q), 128.55
(C-ar), 128.13 (2xC-ar), 124.93 (2xC-ar), 102.10 (C-7a), 72.71 (C-2), 54.36 (C-3),
43.04 (CH,-iPr), 34.89 (C-7), 32.53 (C-6), 25.74 (CH-iPr), 22.92 (CHgz-iPr), 22.10
(CHs-iPr) ppm; IV (KBr) 1713 (C=0) cm™; AE calculada para C16H»1NO,: C 74.10, H
8.16, N 5.40, encontrado: C 74.04, H 8.08, N 5.43.

Sintese do composto 53¢
(3R,7aR)-3-benzyl-7a-phenyltetrahydropyrrolo[2,1-b]oxazol-5(6H)-one

(R)-Fenilalaninol (0.1g, 0.661mmol) e acido 3-benzoilo-

/ ", 3
o

propanoico (0.13g, 0.730mmol) em Tolueno (10mL). ©/ N
Tempo de reagdo - 16h. Eluente para purificacdo - o @m@

AcOEt/n-Hex (3:7). Isolou-se o composto 53c (0.181g,
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92%) na forma de um 6leo incolor. [a]®p = -3.0° (¢ = 2.4, CH,Cl,); O espetro de *H

RMN revelou-se idéntico ao composto 52c.

Sintese do composto 53d
(3R,7aS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydropyrrolo[2,1-b]oxazol-5(6H)-one

(R)-Triptofanol (1g, 5.26mmol) e 4-oxo-pentanoato de metilo

(0.67g, 5.77mmol) em tolueno (80mL). Tempo de reacdo - 16h.

"/,
/3
%,

™\
composto 53d (0.45g, 33%) na forma de um sélido branco. O o N 0o
9b [,
espetro de 'H RMN revelou-se idéntico ao composto 52d. ﬁ”
[a]®p = -62.7° (c = 2.1, CH,Cl,); AE calculada para CisH1sN,0,: C 70.29, H 6.31, N

10.93, encontrado: C 70.28, H 6.35, N 10.94.

Eluente para purificacdo AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o HN //
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4.1.2. Sintese dos compostos do capitulo 2.2

Procedimento geral para as reagdes de ciclocondensacao descritas para Oxazolo-

Piperidonas

A uma solucdo do aminodlcool apropriado em tolueno, adicionou-se 1.2eq. do B-oxo-
acido ou B-oxo-éster adequado. Manteve-se a mistura a refluxo numa montagem dean-
stark com atmosfera inerte durante 3-48h. Apds evaporacdo do solvente, adsorveu-se o
composto bruto em silica e purificou-se por cromatografia flash com o eluente

apropriado.

Sintese do composto 54a e 54b
(3S,8aR) and (3S,8aS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[ 3,2-a] pyridin-
5(3H)-one

(S)-Triptofanol (1.17g, 6.17mmol) e 5-oxo-pentanoato de
metilo (0.936g, 7.19mmol) em tolueno (40mL). Tempo de

reacdo - 16h. Purificagdo com o eluente AcOEt/n-Hex (2:1). / 3 2
HN

Isolou-se 0 composto 54a (0.167g, 10%) e o composto 54b 0 N.

(0.836g, 50%) na forma de soOlidos amarelos. 54a: 8a | YH

Recristalizado AcOEt/n-Hex; pf 147 - 148.5 °C; O espectro de
'H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [106]; AE
calculada para Ci6H1sN20,-0.25H,0: C 70.38, H 6.77, N
10.26, encontrado: C 70.62, H 6.82, N 9.78. 54b: N / !
Recristalizado em CH,Cl,; O espectro de *H RMN revelou-se
idéntico ao descrito em [106]; AE calculada para CisH1gN,O:
C 71.08, H 6.73, N 10.37, encontrado: C 70.98, H 6.75, N 8.87.
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Sintese do composto 55a e 55b
(3S,8S,8aR) and (3S,8R,8aS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-8-ethyltetrahydro-2H -
oxazolo[3,2-a]pyridin-5(3H)-one

(S)-Triptofanol (1.01g, 5.3mmol) e 4-formil-hexanoato de
metilo (0.924g, 5.84mmol) em tolueno (55mL). Tempo de
reacdo - 16h. Eluente para purificacdo AcOEt/n-Hex (2:1).
Isolou-se o composto 55a (0.247g, 17%) e o composto 55b
(0.999, 63%) na forma de sdlidos brancos. 55a:
Recristalizado em Et,O/n-Hex; AE calculada para
Ci1gH22N20,: C 72.45, H 7.45, N, 9.39, encontrado: C 72.58,
H 7.68, N 8.94. O espectro de *H RMN revelou-se idéntico
ao descrito em [104]. 55b: Recristalizado em Et,O/n-Hex;
AE calculada para Ci1gH22N,0,:0.5H,0: C 70.33, H 7.56, N

9.12, encontrado: C 70.00, H 7.61, N 9.63. O espectro de *H "’H/

S

RMN revelou-se idéntico ao descrito em [104].

Sintese do composto 56a e 56b
(3S,7S,8aR) and methyl 2-((3S,7R,8aS)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-5-oxohexahydro-2H-
oxazolo[3,2-a]pyridin-7-yl)acetate

(S)-Triptofanol ~ (1g, 5.26mmol) e  3-(2-oxoetilo)-
pentanodioato de dimetilo (1,17g, 5.79mmol) em tolueno

(55mL). Tempo de reacdo - 16h. Eluente para purificagdo — / 3 2
HN
AcOEt/n-Hex (3:2). Isolou-se o composto 56a (0.261g, 15%) o N_ ©
na forma de um Gleo castanho viscoso e o0 composto 56b $2| YH
(1.22g, 68%) na forma de um solido amarelo. 56a: O espectro H
1 A s . CH2C02Me
de "H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [104].
Recristalizado em AcOEt/n-Hex; AE calculada para
C19H2N>04-0,75H,0: C 64.12, H 6.67, N 7.87, encontrada: / 32
HN
C 64.25, H 6.44, N 7.80. 56b: O espectro de ‘H RMN 0. _N_ ,O
revelou-se idéntico ao descrito em [104]. sa"H
CHchZMe
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Sintese do composto 57a e 57b
(3R,8aS) and ((3R,8aR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[3,2-
a]pyridin-5(3H)-one

(R)-Triptofanol (1.17g, 6.15mmol) e 5-oxo-pentanoato de
metilo (0.936g, 7.19mmol) em tolueno (40mL). Tempo de
reacdo — 16h. Eluente para purificagdo AcOEt/n-Hex (1:1). N // [3,\2
Isolou-se 0 composto 57a (0.183g, 11%) e o composto 57b O

(0.812g, 49%) na forma de soOlidos amarelos. 57a:
Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 153 — 154 °C; [a]®p = -
7.9° (c = 2.2 ,CHyCly); O espetro de 'H RMN revelou-se
idéntico ao composto  54a; AE calculada para / /’\
C16H18N20,-0.15H,0: C 70.38, H 6.77, N 10.26, encontrada: C O N ®
70.59, H 6.82, N 10.44. 57b: Recristalizado em AcOEt/n-Hex;

pf 168.5 — 169.5 °C; [a]® > = +35.6° (c= 1.9, CH,Cl,); O

espetro de 'H RMN revelou-se idéntico ao 54b. AE calculada para CigH1gN20O,: C
71.08, H 6.73, N 10.37, encontrada: C 70.75, H 6.83, N 10.56.

Sintese do composto 58a e 58b
(3R,8R,8aS) and (3R,8S,8aR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-8-ethyltetrahydro-2H-
oxazolo[3,2-a]pyridin-5(3H)-one

(R)-Triptofanol (0.54g, 2.84mmol) e 4-formil-hexanoato de
metilo (0.51g, 3.22mmol) em tolueno (20mL). Tempo de
reacdo - 16h. Eluente para purificagdo — ACOEt/n-Hex (3:1).  pn / /3"\2
Isolou-se 0 composto 58a (0.113g, 13%) e 0 composto 58b SN ””o
(0.54g, 64%) na forma de solidos brancos. 58a: U,H
Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 134 - 135 °C; [o]*% = -

18.2° (c = 2.2 ,CH,Cl,); O espetro de *H RMN revelou-se

idéntico ao composto 55a; AE calculada para C1gH2,N,0,: C / 2,3 2
72.45, H 7.45, N 9.39, encontrada: C 72.20, H 7.40, N 9.13, '™\

58b: Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 176 - 179 °C; g8a| WH
[a]®b = +56.3° (c= 2.1, CH,Cl,) ; O espetro de *H RMN
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revelou-se idéntico ao composto 55b; AE calculada pra C1gH22N,0,-0.15 H,0: C 71.80,
H 7.48, N, 9.31, encontrada: C 72.03, H 7.65, N 8.84.

Sintese do composto 59a e 59b
(3R,7R,8aS) and methyl 2-((3R,7S,8aR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-5-oxohexahydro-2H-

oxazolo[3,2-a]pyridin-7-yl)acetate

(R)-Triptofanol  (2g, 10.51mmol) e 3-(2-oxoetil)-

pentanodioato de dimetilo (2.32g, 11.47mmol) em tolueno

[\S)

(150mL). Tempo de reacdo - 16h. Eluente para purificagdo — HN // %3

AcOEt/n-Hex (3:2). Isolou-se o composto 59a (0.46g, 13%) o N / o

na forma de um dleo viscoso castanho e o composto 59b ] "'H
(2.05g, 71%) foi isolado na forma de um sélido amarelo. 59a: CH,CO,Me
[]® b = -19.0 (c= 1.9 , CH,Cl,); O espetro de *H RMN

revelou-se idéntico ao composto 56a; AE calculada para

C1o0H2oN»04-H,0: C 63.31, H 6.73, N 7.77, encontrada: C

63.09, H 6.44, N 7.58; 59b: Recristalizado em CHyCl,; pf / R
126-128 °C; [a]p = +21.9 (¢ = 2.0, CH,Cl,); O espetro *H O ‘;

RMN revelou-se idéntico ao composto 56b; AE calculada
para CigH2oN,O,4: C 66.65, H 6.49, N 8.18, encontrada: C CH,CO,Me
66.82, H 6.58, N 8.22.

Sintese do composto 60a e 60b
(3R,8aS) and (3R,8aR)-3-benzyltetrahydro-2H-oxazolo[3,2-a] pyridin-5(3H)-one

(R)-Fenilalaninol (0.2g, 1.322mmol) e 5-oxo-pentanoato de metilo (0.19g, 1.46mmol)
em tolueno (12mL). Tempo de reacdo — 16h. Eluente para purificagdo — ACOEt/n-Hex

(3:7). Isolou-se o composto 60a (0.032g, 10%) na forma de um o6leo amarelo e o
composto 60b (0.13g, 43%) na forma de um sélido branco. 60a:

[a]®p = +1.6° (¢ = 3.8, CH,Cl,); *H NMR (400MHz, CDCl5) § ®/ [3—~\2
7.25 (m, 5H, H-ar), 4.51 (m, 2H, H-3 & H-8a), 4.02 (dd, J = 8.7, O N WO
7.8 Hz, 1H, H-2), 3.62 (m, 1H, H-2), 3.27 (dd, J = 13.3, 3.4 Hz, U/H
1H, CH,Ph), 2.80 (dd, J = 13.3, 9.2 Hz, 1H, CH,Ph), 2.51 (dd, J

=18.1, 5.7 Hz, 1H, H-6), 2.33 (dd, J = 11.6, 6.6 Hz, 1H, H-6), 2.22 (m, 1H, H-alquilo),
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1.90 (m, 1H, H-alquilo), 1.59 (m, 1H, H-alquilo) 1.41 (m, 1H, H-alquilo); *C RMN
(101MHz, CDCl3) & 168.74 (C=0), 136.84 (C-q), 129.53 (2xC-ar), 128.54 (2xC-ar),
126.70 (C-ar), 87.33 (C-8a), 69.28 (C-2), 55.02 (C-3), 37.74 (CH-Indole), 31.33 (C-
alquilo), 28.20 (C-alquilo), 17.15 (C-alquilo); IV (NaCl) = 1645 (C=0) cm™. 60b:
Recristalizado em Et,O/n-Hex; pf 79.5 — 80.5 °C; [0]*’p = -17.9°

(c = 2.2, CH,Cl,); *H RMN (400MHz, CDCls) & 7.33 — 7.27 (m, O/H
2H, H-ar), 7.26 — 7.18 (m, 3H, H-ar), 4.65 (dd, J = 9.9, 3.2 Hz, O N °
1H, H-8a), 4.25 — 4.13 (m, 1H, H-3), 4.00 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-

2),3.71 (dd, J = 8.5, 7.0 Hz, 1H, H-2), 3.56 (dd, J = 13.2, 2.4 Hz,

1H, CH,-Ph), 2.60 (dd, J = 13.2, 9.7 Hz, 1H, CH,-Ph), 2.41 (m, 2H, H-alquilo), 2.21
(dd, J =12.2, 3.5 Hz, 1H, H-alquilo), 1.97 (m, 1H, H-alquilo), 1.70 (m, 1H, H-alquilo),
1.41 (m, 1H, H-alquilo); **C RMN (CDCls) 5 168.06 (C=0), 138.07 (Cq), 129.62 (2xC-
ar), 128.51 (2xC-ar), 126.53 (C-ar), 88.96 (C-8a), 69.22 (C-2), 56.65 (C-3), 36.91 (CH,-
Ph), 31.09 (C-alquilo), 28.25 (C-alquilo), 17.54 (C-alquilo); IV (KBr) 1599 (C=0) cm™.

Sintese do composto 61a e 61b
(3R,8S,8aS) and (3R,8R,8aR)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-8-allyltetrahydro-2H-
oxazolo[3,2-a]pyridin-5(3H)-one

(R)-Triptofanol (1.32g, 6.94mmol) e 4-formil-het-6-
enoato de metilo (1.3g, 7.64mmol) tolueno (100mL).

Tempo de reacdo 16h. Eluente para purificacdo — / 3 2
HN

AcOEt/n-Hex (2:1). Isolou-se o composto 6la (0.1679, 0 N’ o)
8%) e o composto 61b (1.06g, 49%) na forma de sélidos Sal "y

brancos. 61a: Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 164 -
165 °C; [0]®p = -5.5° (¢ = 1.8, CH.CL); 'H RMN
(400MHz, CDCl3) & 8.28 (s, 1H, NH), 7.71 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-ar), 7.36 (d, J = 8.1
Hz, 1H, H-ar), 7.19 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-ar), 7.12 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-ar), 7.01 (s, 1H,
H-2-indole), 5.74 (m, 1H, H-2"), 5.04 (d, J = 12.6 Hz, 2H, H-3"), 4.63 (dt, J = 10.6, 3.9
Hz, 1H, H-3), 4.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-3), 4.05 (t, J = 8.2 Hz, 1H, H-2), 3.68 (dd, J =
8.5, 7.6 Hz, 1H, H-2), 3.34 (dd, J = 14.2, 3.1 Hz, 1H, CHa-indole), 3.02 (dd, J = 14.2,
8.9 Hz, 1H, CH,-indole), 2.56 (dd, J = 18.2, 5.7 Hz, 1H, H-alquilo), 2.48 — 2.28 (m, 2H,
H-alquilo), 1.93 (dd, J = 15.3, 7.2 Hz, 1H, H-alquilo), 1.85 (dd, J = 14.2, 7.0 Hz, 1H, H-
alquilo), 1.54 (m, 1H, H-8), 1.29 (qd, J = 12.8, 6.0 Hz, 1H, H-alquilo); *C RMN
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(CDCl3) & 168.72 (C=0), 136.26 (C-q), 134.83 (C-2’), 127.75 (C-q), 122.51 (C-ar),
122.18 (C-ar), 119.55 (C-ar), 119.15 (C-ar), 117.32 (C-3”), 111.21 (C-q), 111.10 (C-ar),
90.73 (C-8a), 69.72 (C-2), 54.83 (C-3), 39.35 (C-8), 35.76 (C-alquilo), 31.55 (C-
alquilo), 27.54 (CH,-indole), 22.77 (C-alquilo); IV (KBr) 3292 (NH), 1639 (C=0) cm™:;
AE calculada para C19H2,N20,: C 73.52, H 7.16, N 9.03, encontrada: C 73.78, H 7.24,
N 9.04. 61b: Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 162 —

164 °C; [a]®p = +32.4° (¢ = 2.1, CH,Cl); ‘*H RMN

(400MHz, CDCl3) 5 8.26 (s, 1H, NH), 7.84 (d, J = 7.7 T
HN [\
Hz, 1H, H-ar), 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-ar), 7.19 (t, J = 0. N. O
7.4 Hz, 1H, H-ar), 7.13 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-ar), 7.03 (s, sa[ vy
1H, H-2 indole), 5.81 (m, 1H, H-2"), 5.15 — 5.02 (m, 2H, N

—_

H-3"), 4.38 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-8a), 4.34 — 4.27 (m, 1H,

H-3), 4.03 (d, J = 9.3 Hz, 1H, H-2), 3.75 (d, J = 13.8 Hz, 1H, CH,-Indole), 3.67 (dd, J =
15.7, 8.4 Hz, 1H, H-2), 2.64 (dd, J = 13.8, 10.6 Hz, 1H, CH,-Indole), 2.57 — 2.27 (m,
3H, H-alquilo & CH,-17), 2.00 (m, 2H, H-alquilo), 1.69 (m, 1H, H-8), 1.40 (m, 1H, H-
alquilo) ppm; **C RMN (101MHz, CDCls) & 168.00 (C=0), 136.25 (C-q), 134.79 (C-
2%), 127.68 (C-q), 122.38 (C-2 indole), 122.16 (C-ar), 119.57 (C-ar), 119.37 (C-ar),
117.35 (C-3°), 112.62 (C-q), 111.06 (C-ar), 92.14 (C-8a), 69.97 (C-2), 56.42 (C-3),
39.40 (C-8), 35.40 (C-alquilo), 31.45 (C-17), 27.00 (CHy-Indole), 23.59 (C-alquilo)
ppm; IV (KBr) 3244 (NH), 1628 (C=0) cm™; AE calculada para C1gH2,N,0,: C 73.52,
H 7.16, N 9.03, encontrada: C 73.43, H 7.26, N 8.70.

Modulacéo de oxazolo-piperidonas
Sintese do composto 62a
(3R)-3-((1-benzyl-1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[ 3,2-a] pyridin-5(3H)-

one

A uma solugdo do composto 57a (60mg, 0.222mmol) em
CH.CI, (3mL) arrefecida a 0°C, adicionou-se uma quantidade

iti 0 5 a3
catalitica de TBACI (6mg, 10%mol) e uma solucdo aquosa de TsN / m
NaOH (1mL, 30% p/v). Apos 15min em agitacdo, adicionou-se ¢] N »°

p-TsCl (0.084g, 0.44mmol) e manteve-se a reagdo a sa]"H

Q

temperatura ambiente durante 24h. Adicionou-se CH,Cl,

(5mL), separou-se as fases e extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (5mL). Lavou-se 0s
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extratos organicos reunidos com uma solucéo aquosa de HCI (5mL, 2M), brine (5mL) e
secou-se com Na,SO, antes da evaporacdo do solvente. Purificou-se o residuo obtido
por cromatografia preparativa com AcCOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o composto 62a
(0.055¢g, 60%) na forma de um solido branco. Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 70-
71°C; *H RMN (400MHz, CDCls) & 7.98 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ar), 7.73 (d, J = 8.0 Hz,
2H, ar), 7.63 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ar), 7.36 — 7.29 (m, 1H, ar), 7.22 (m, 3H, ar), 4.61 —
450 (m, 1H, H-3), 4.36 (dd, J = 8.9, 4.4 Hz, 1H, H-8a), 4.05 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-2),
3.58 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H-2), 3.24 (dd, J = 14.2, 2.8 Hz, 1H, CH>-Indole), 2.94 (dd, J =
14.3, 8.9 Hz, 1H, CH,-Indole), 2.48 (dd, J = 17.9, 5.4 Hz, 1H, H-alquilo), 2.36 — 2.22
(m, 4H, CHgs-tosilo & H-alquilo), 2.13 (m, 1H, H-alquilo), 1.85 (m, 1H, H-alquilo), 1.48
(m, 1H, H-alquilo), 1.41 — 1.33 (m, 1H, H-alquilo); *C RMN (101MHz, CDCl3) &
168.99 (C=0), 144.96 (C-q), 135.23 (C-q), 135.06 (C-q), 131.00 (C-q), 129.85 (2xC-
ar), 126.72 (2xC-ar), 125.00 (C-ar), 123.87 (C-ar), 123.34 (C-ar), 119.92 (C-ar), 118.29
(C-q), 113.73 (C-ar), 87.41 (C-8a), 69.54 (C-2), 53.53 (C-3), 31.31 (C-alquilo), 28.10
(C-alquilo), 27.34 (CHa-Indole), 21.58 (CHjs-tosilo), 17.03 (C-alquilo); 1V (KBr) 1645
(C=0), 1449 (S=0), 1369 (S=0) cm™; AE calculada para Ca3H24N,04S-0.25H,0: C
64.39, H5.77, N 6.53, S 7.46, encontrado: C 64.24, H 5.62, N 6.47, S 7.47.

Sintese do composto 62b
(3R,8aS)-3-((1-methyl-1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[3,2-a] pyridin-
5(3H)-one

A uma solugdo do composto 57a (0.035g, 0.129 mmol) em
DMF anidro (5mL) arrefecida a 0°C, adicionou-se NaH (6mg,
0.25 mmol). Manteve-se a mistura sob agitacdo e atmosfera / 2,
inerte durante 15min e adicionou-se iodometano (0.02mL, MeN [

0.32mmol) gota-a-gota. Manteve-se a reagdo a temperatura “r

..

ambiente durante 6h e de seguida adicionou-se agua (10mL) e
AcOEt (10mL). Separou-se as fases e extraiu-se a fase aquosa com AcOEt (2x10mL).
Lavou-se 0s extratos organicos reunidos com brine (10mL) e secou-se com NaySOs.
Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash com AcOEt/n-Hex (3:2). Isolou-se
o composto 62b (0.031g, 33%) na forma de um 6leo amarelo; *H NMR (400MHz,
CDCl3) 8 7.69 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H-ar), 7.28 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-ar), 7.22 (t, J = 7.5
Hz, 1H, H-ar), 7.11 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-ar), 6.88 (s, 1H, H-2-indole), 4.61 (qd, J = 8.0,
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3.2 Hz, 1H, H-3), 4.47 (dd, J = 9.0, 4.4 Hz, 1H, H-8a), 4.06 (t, J = 8.2 Hz, 1H, H-2),
3.75 (s, 3H, NCH3), 3.68 (dd, J = 15.3, 6.7 Hz, 1H, H-2), 3.31 (dd, J = 14.3, 3.1 Hz, 1H,
CHy-indole), 3.02 (dd, J = 14.2, 8.8 Hz, 1H, CH,-indole), 2.52 (dd, J = 18.0, 5.7 Hz,
1H, H-alquilo), 2.31 (ddd, J = 18.1, 11.6, 6.5 Hz, 1H, H-alquilo), 2.16 (m, 1H, H-
alquilo), 1.86 (m, 1H, H-alquilo), 1.55 (m, 1H, H-alquilo), 1.37 (ddd, J = 13.2, 10.8, 3.0
Hz, 1H, H-alquilo) ppm; **C NMR (101MHz, CDCls) & 168.66 (C=0), 137.00 (C-q),
128.22 (C-q), 127.29 (C-ar), 121.75 (C-ar), 119.32 (C-ar), 119.04 (C-ar), 109.71 (C-q),
109.12 (C-ar), 87.26 (C-8a), 69.72 (C-2), 54.55 (C-3), 32.67 (NCH3), 31.40 (C-alquilo),
28.20 (CHz-indole), 27.53 (C-alquilo), 17.14 (C-alquilo) ppm; IV (NaCl) 1644 (C=0)

em™.
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4.1.3. Sintese dos compostos do capitulo 2.3
Procedimento geral para a ciclizagdo intramolecular com HCI (procedimento a)

Dissolveu-se a oxazolo-piperidona adequada no minimo volume de uma solugéo
etandlica de HCI (1.25M) e manteve-se a mistura a temperatura ambiente durante 16-
24h. Apos este periodo, evaporou-se o solvente a secura e dissolveu-se o residuo obtido
em AcOEt. Lavou-se a fase organica com uma solucdo aquosa saturada de Na,COg3 e
depois secou-se com Na,SO,4. Ao concentrar a fase organica observou-se a formacao de
um precipitado. Apo6s decantacdo, lavou-se o precipitado obtido com a minima
quantidade de AcOEt gelado.

Sintese do composto 63
(5S,11bR)-5-(hydroxymethyl)-5,6,11,11b-tetrahydro-1H-indolizino[8,7-b]indol-3(2H)-

one

Oxazolo-pirrolidona 52d (0.14g, 0.55mmol). Tempo de
reacdo: 16h. Isolou-se o composto 63 (0.051g, 36%) na
forma de um solido branco. Recristalizado em AcOEt; pf
254-256 °C; [a]®p = 150.0° (¢ = 2.0, MeOH); *H RMN
(400MHz, CDCls) & 10.99 (s, 1H, NH), 7.38 (d, J = 7.7 Hz,
1H, H-ar), 7.31 (d , J = 8.0 Hz, 1H, H-ar), 7.05 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-ar), 6.96 (t, J = 7.4
Hz, 1H, H-ar), 4.84 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-11b & OH), 4.48 (q, J = 7.0 Hz, 1H, H-5),
3.36 (m, 2H, OCH,), 2.80 (d, J = 15.7 Hz, 1H, CH.-indole), 2.70 (dd, J = 15.7, 6.5 Hz,
1H, CHs-indole), 2.53 (m, 2H, H-alquilo), 2.26 (m, 1H, H-alquilo), 1.81 (m, 1H, H-
alquilo). **C NMR (101MHZ, CDCls) & 172.84 (C=0), 136.29 (C-q), 133.51 (C-q),
126.82 (C-qg), 121.03 (C-ar), 118.57 (C-ar), 117.88 (C-ar), 111.20 (C-ar), 104.25 (C-q),
60.25 (OCH,), 50.88 (C-11b), 48.13 (C-5), 31.20 (C-alquilo), 25.57 (C-alquilo), 21.21
(CHa-indole); IV (KBr) 3377 (OH), 3273 (NH), 1647 (C=0, amida); AE calculada para
C15H16N20,-0.15H,0: C 69.56, H 6.36, N 10.93, encontrado: C 69.40, H 6.31, N 10.43.
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Sintese do composto 64
(6S,12bR)-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-a] quinolizin-4(12H)-

one.

Oxazolo-piperidona 54b (0.18g, 0.665mmol). Tempo de
reacdo: 24h. Isolou-se o composto 64 (0.146g, 80%) na
forma de um solido amarelo. Recristalizado em AcOEt/n-
Hex; pf 276 - 279 °C; [a]®p = +143.6° (¢ = 2.1, MeOH) ; O
espectro de 'H RMN revelou-se idéntico ao descrito em
[106]. AE calculada para C16H1sN20,: C 71.08, H 6.73, N 10.37, encontrado: C 70.91,
H 6.81, N 10.25.

Sintese do composto 65
(6S,12bR)-12-benzyl-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-
aJquinolizin-4(12H)-one.

Oxazolo-piperidona (3S,8aS)-3-((1-benzyl-1H-indol-3-
yhmethyl)tetrahydro-2H-oxazolo[3,2-a] pyridin-5(3H)-one

(0.07g, 0.194mmol). Tempo de reacdo: 24h. Isolou-se o
composto 65 (0.056g, 80%) na forma de um sélido branco.
Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 238.5 - 240 °C; O

espectro de 'H RMN revelou-se idéntico ao descrito em
[121]. AE calculada para C3H24N20,-0.25H,0: C 75.69, H 6.78, N 7.68, encontrado: C
75.65, H 6.50, N 7.71.

Sintese do composto 66
(1R,6S,12bR)-1-ethyl-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[ 2, 3-
aJquinolizin-4(12H)-one.

Oxazolo-piperidona 55b (0.2g, 0.67mmol). Tempo de
reacdo: 24h. Isolou-se o composto 66 (0.138g, 69%) na
forma de um solido branco; Recristalizado em etanol; O

espectro de 'H RMN revelou-se idéntico ao descrito em
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[104]. AE calculada para C1gH22N20,-0.15H,0: C 71.80, H 7.48, N 9.31, encontrado: C
72.19,H 7.63, N 8.87.

Sintese do composto 67
ethyl 2-((2R,6S,12bR)-6-(hydroxymethyl)-4-oxo-1,2,3,4,6,7,12,12b-otahydro-

indolo[2,3-a]quinolizin-2-yl)acetate.

Oxazolo-piperidona 56b (0.05g, 0.146mmol). Tempo de

HO
reacao: 24h. Isolou-se o composto 67 (0.047g, 97%) na
6
forma de um sélido branco; Recristalizado em CHClj3; pf [ H o
109.5 - 112 °C; *H RMN (400 MHz, CDCl; com uma gota N N
H

de CD3OD) 6 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-ar), 7.29 (d, J = 3

8.0 Hz, 1H, H-ar), 7.13 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-ar), 7.05 (t, J CH,CO,Et
= 7.4 Hz, 1H, H-ar), 5.43 — 5.32 (m, 1H, H-6), 4.73 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H-12b), 4.14
(g, J = 7.1 Hz, 2H, CH,-etilo), 3.64 — 3.49 (m, 2H, OCH,), 2.92 (dd, J = 15.9, 4.9 Hz,
1H, CHy-indole), 2.68 (m, 2H, CH,-indole & H-alquilo), 2.60 (d, J = 12.6 Hz, 1H, H-
alquilo), 2.45 (m, 1H, H-2), 2.31 (m, 2H, CH,CO,Et), 2.11 (dd, J = 17.3, 12.2 Hz, 1H,
H-alquilo), 1.43 (dd, J = 24.4, 12.2 Hz, 1H, H-alquilo), 1.26 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs-
etilo). *°C RMN (101, MHzCDCls) & 172.66 (C=0, 4cido), 171.76 (C=0, amida),
136.23 (C-q), 132.62 (C-q), 126.84 (C-q), 121.85 (C-ar), 119.45 (C-ar), 117.97 (C-ar),
111.21 (C-ar), 109.92 (C-q), 62.79 (OCHy,), 61.76 (OCH,CHg), 56.05 (C-12b), 51.76
(C-6), 38.97 (CH,CO,Et), 38.86 (C-alquilo), 31.80 (CH-alquilo), 26.48 (CHy-indole),
22.13 (CHgs-etilo); IR (KBr) 3256 (NH), 1730 ( C=0, é&cido), 1618 (C=0, amida); AE
calculada para CyoH24N204-0.75H,0: C 64.92, H 6.69, N 7.57, encontrado: C 64.62, H
6.73, N 7.41.

w (S

Sintese do composto 69
(5R,11bS)-5-(hydroxymethyl)-5,6,11,11b-tetrahydro-1H-indolizino[8,7-b]indol-3(2H)-

one.

Oxazolo-piperidona 53d (0.24g, 0.936mmol). Tempo de
reacdo — 16h. Isolou-se o composto 69 na forma de um
solido branco (0.144g, 60%). Recristalizado em AcOEt/n-
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Hex; [a]®p = -172.2° (c = 1.8, MeOH); O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao

composto 63.

Sintese do composto 70
(6R,12bS)-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-a] quinolizin-4(12H)-

one.

Oxazolo-piperidona 57b (0.1g, 0.37mmol). Tempo de
reacdao: 24h. Isolou-se o composto 70 (0.075g, 75%) na
forma de um sélido branco. Recristalizado em AcOEt/n-
Hex; pf 276 - 279 °C; [0]*° = -143.3° (¢ = 1.9, MeOH); O
espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao composto 64; AE
calculada para Ci6H1gN20,-0.25H,0: C 69.92, H 6.80, N
10.20, encontrado: C 69.80, H 6.62, N 10.01.

Sintese do composto 71
(6R,12bS)-12-benzyl-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-
aJquinolizin-4(12H)-one.

Oxazolo-piperidona (3R,8aR)-3-((1-benzyl-1H-indol-3-
yhmethyltetrahydro-2H-oxazolo[3,2-a] pyridin-5(3H)-one

(0.115g, 0.3129mmol). Tempo de reagdo — 3h. Isolou-se o
composto 71 na forma de um sélido branco (0.092g, 80%).
Recristalizado em AcOEt/n-Hex; O espetro de 'H RMN

revelou-se idéntico ao descrito em [121].
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Sintese do composto 72
(1S,6R,12bS)-1-ethyl-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-
a]Jquinolizin-4(12H)-one.

Oxazolo-piperidona 58b (0.05g, 0.168mmol). Tempo de
reacdo — 24h. Isolou-se o composto 72 na forma de um
solido branco. Recristalizado em AcOET/n-Hex; O espetro

de *H RMN revelou-se idéntico ao composto 66.

Reac0es de ciclizagdo intramolecular com BF3-OEt; (procedimento b)
Sintese do composto 68
(1R,6S,12bS)-1-ethyl-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-
aJquinolizin-4(12H)-one.

A uma solucdo da oxazolo-piperidona 55b (0.3g, 1.01mmol)
em CHClI; anidro (10mL), adicionou-se BF3-OEt; (0.4mL,
3.03mmol) gota-a-gota. Colocou-se a mistura a refluxo
durante 6h. Apds esse periodo, adicionou-se brine (10mL) e
separou-se as fases. Extraiu-se a fase aquosa com
CH,Cl,/MeOH (9:1) (2x10mL) e secou-se 0s extratos
organicos com Na,SO, antes de evaporar o solvente.

Dissolveu-se o residuo obtido em CH,CIl, (10mL) e adicionou-se KOH (0.34g,
6.06mmol). Manteve-se a mistura a temperatura ambiente durante 48h. Findo este
periodo, adicionou-se dgua desionizada (10mL) e CH,Cl, (10mL). Separou-se as fases e
secou-se fase organica com Na,SO4. Ao concentrar o solvente, observou-se a formagéo
de um precipitado amarelo que se lavou com a minima quantidade de AcOEt gelado.
Isolou-se o composto 68 (0.138, 46%) na forma de um solido branco; Recristalizado em
ACOEt/MeOH; O espectro de *H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [104]. AE
calculada para C1gH22N20,-0.15H,0: C 71.80, H 7.48, N 9.31, encontrado: C 71.92, H
7.01, N 9.24.
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Sintese do composto 73
(1S,6R,12bR)-1-ethyl-6-(hydroxymethyl)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-
a]Jquinolizin-4(12H)-one.

A uma solucdo da oxazolo-piperidona 58b (0.21g,
0.657mmol) em CH)CIl, anidro (10mL), adicionou-se
BF3;-OEt, (0.3mL, 2.27mmol) gota-a-gota. Colocou-se a
mistura a refluxo durante 16h. Apos este periodo, a reacao
foi diluida com CH.Cl, (50mL) e lavou-se com brine
(30mL). Extraiu-se a fase aquosa com CH,CIl,/MeOH (9:1)

(2x30mL) e secou-se os extratos organicos com Na,SO, antes da evaporacdo do

solvente. Dissolveu-se o residuo obtido em CH,Cl,/MeOH (9:1) (20mL) e adicionou-se
KOH (0.2g, 3.56mmol). Manteve-se a mistura a temperatura ambiente durantel6h.
Findo este period adicionou-se agua desionizada (30mL) e separou-se as fases. A fase
aquosa foi extraida com AcOEt (3x25mL) e os extratos organicos foram secos com
Na,SO4. Ao evaporar 0 solvente observou-se a formacdo de um precipitado que foi
lavado com a minima quantidade de AcOEt gelado. Isolou-se o composto 73 na forma
de um sélido branco (0.18g, 92%). Recristalizado em AcOEt/n-Hex; pf 265 - 267 °C;
[0]®p = -74.4° (c = 1.5, MeOH) O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao composto
68.

Descarboxilagéo induzida por reagéo radicalar
Sintese do composto 74
(6S,12bR)-4-0x0-1,2,3,4,6,7,12,12b-otahydroindolo[2,3-a] quinolizine-6-carbaldehyde

A uma solucdo do composto 64 (0.17g, 0.629mmol) em O
DMSO (3mL) adicionou-se IBX (0.36g, 1.29mmol) e 6
manteve-se a reacdo a temperatura ambiente durante 24h. \ H N 0
Apbs este periodo, adicionou-se agua desionizada (5mL) e H 12b

AcOEt (5mL). Separou-se as fases e extraiu-se a fase aquosa

com AcOEt (2x5mL). Secou-se a fase organica com MgSO, e evaporou-se 0 solvente a
secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash com AcOEt. Isolou-se o
composto 74 (0.105g, 62%) na forma de um solido amarelo. O espetro de *H RMN
revelou-se idéntico ao descrito em [106].
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Sintese do composto 75
(6S,12bR)-tert-butyl 6-formyl-4-oxo-1,3,4,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-a]quinolizine-
12(2H)-carboxylate

A uma solucédo do composto 74 (0.35g, 1.3mmol) THF seco 0
(5mL) adicionou-se TEA anidra (0.4mL, 2.87mmol) e 6 \
DMAP (0.04g, 0.33mmol) sob atmosfera inerte. Apds \ H N o
15min em agitagdo, adicionou-se rapidamente Boc,O Noc 126

(0.38g, 1.74mmol) e manteve-se a reacdo a temperatura

ambiente durante 2h. De seguida evaporou-se o solvente a secura e dissolveu-se 0
residuo obtido em AcOEt (20mL). Lavou-se a fase organica com uma solugdo saturada
de NH4CI (2x15mL), com uma solucdo saturada NaHCO3 (2x15mL) e finalmente com
brine (15mL). Secou-se a fase organica com MgSQO, e apds evaporacdo do solvente,
obteve-se 0 composto 75 (0.407g, 85%) na forma de um so6lido amarelo. O espetro de
'H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [106].

Sintese do composto 76
(6S,12bR)-12-(tert-butoxycarbonyl)-4-oxo-1,2,3,4,6,7,12,12b-otahydroindolo[ 2, 3-
a]quinolizine-6-carboxylic acid.

A uma solucdo do composto 75 (0.4g, 1.09mmol) em
acetonitrilo (6mL) adicionou-se 'BUOH (20mL, 209mmol) e
1-metil-ciclohexeno (10mL, 84.2mmol). De seguida,
adicionou-se muito lentamente, uma solucdo aquosa (20mL)
com NaClO; (1g, 11.1mmol) e NaH,PO, (1g, 8.3mmol) e
manteve-se a reacao a temperatura ambiente durante 24h. Apds esse period, adicionou-

se AcOEt (50mL) e brine (40mL) e corrigiu-se o pH do meio para 1, por adi¢do de uma
solucéo aquosa de HCI (2M). Separou-se as fases e lavou-se a fase organica com uma
solucdo aquosa de Na,S,03; (20mL, 0.1M). Secou-se a fase organica com MgSO, e
evaporou-se o solvente a secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash
com o gradiente de eluicdo AcOEt/n-Hex (1:1) — AcOEt/MeOH (9:1). Isolou-se o
composto 76 (0.3g, 71%) na forma de um sélido castanho claro. O espetro de *H RMN

revelou-se idéntico ao descrito em [106].
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Sintese do composto 77
(6S,12bR)-tert-butyl-4-oxo-6-((phenylselanyl)carbonyl)-1,3,4,6,7,12b-
hexahydroindolo[2,3-a]quinolizine-12(2H)-carboxylate.

A uma solucdo do composto 76 (0.29g, 0.754mmol) em
CH.CIl, (10mL) sob atmosfera inerte, adicionou-se
Se,Ph, (0.4g, 1.3mmol). Apo6s 15min sob agitagdo,

adicionou-se P(Bu); (0.4mL, 1.6mmol) gota-a-gota e

manteve-se a mistura a temperatura ambiente durante

22h. Findo este periodo, adicionou-se CH,CIl, (30mL) e &gua desionizada (30mL).
Separou-se as fases e extraiu-se a fase aquosa com CH,Cl, (30mL). Lavou-se os
extratos organicos com brine (30mL), e secou-se com MgSO, antes da evaporacdo do
solvente. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash com AcOEt/n-Hex (2:3).
Isolou-se o composto 77 (0.19g, 48%) na forma de um sélido amarelo. O espetro de *H
RMN revelou-se idéntico ao descrito em [106].

Sintese do composto 78
(R)-tert-butyl 4-oxo0-1,3,4,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-a] quinolizine-12(2H)-
carboxylate.

Preparou-se uma solucdo do composto 77 (0.18g,

0.344mmol) em tolueno anidro (20mL) numa montagem \ Ho\ o
com material completamente seco. Borbulhou-se N, durante goc 126

15min e adicionou-se AIBN (6mg, cat.) sob atmosfera

inerte. Colocou-se a solugdo a refluxo e adicionou-se TBTH (0.2mL, 0.75mmol) ao
longo de um periodo de 20min. Manteve-se a reagdo a refluxo durante 1h e evaporou-se
0 solvente a secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash com
AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o composto 78 (0.102g, 98%) na forma de um sdlido

branco. O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [106].
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Sintese do composto 79
(R)-1,2,3,6,7,12b-hexahydroindolo[2,3-a] quinolizin-4(12H)-one.

Dissolveu-se o composto 78 (0.025g, 0.073mmol) numa
solucdo de TBAF em THF (5mL, 1.0M) e manteve-se a

H
reacdo a refluxo durante 20h. Apos este periodo, adicionou- \

N O]

N
/ - . . . 12b
se agua desionizada (15mL) e extraiu-se a mistura com H

AcOEt (3x10mL). Secou-se a fase organica com Na,SO, e
evaporou-se o solvente a secura. Purificou-se o residuo obtido com AcOEt/n-Hex (3:1).
Isolou-se o composto 79 (9mg, 53%) na forma de um sélido castanho. O espetro de *H

RMN revelou-se idéntico ao descrito em [106].
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4.1.4. Sintese dos compostos do capitulo 2.4
Procedimento geral para as reac6es de transferéncia de fase

A uma solucdo da oxazolo-piperidona apropriada em CH,ClI,, arrefecida a 0°C,
adicionou-se o cloreto de aril-sulfonilo apropriado (1.2eq.), TBACI (cat., 10%mmol) e
uma solucéo aquosa de NaOH (30% p/v). A mistura foi mantida a temperatura ambiente
durante 16-96h. Apos este tempo adicionou-se CH,Cl; e separou-se as fases. Lavou-se a
fase organica com uma solucdo aquosa de HCI (1M) e secou-se com Na SO, Apos
evaporacdo do solvente, purificou-se o residuo bruto por cromatografia flash com o
eluente adequado.

Sintese do composto 80
(3S,8aS)-3-((1-tosyl-1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[ 3,2-a] pyridin-5(3H)-

one

Oxazolo-piperidona 54b (0.29g, 1.07mmol) em CHCI,
(15mL) para p-TsCl (0.26g, 1.36mmol) e solucéo ag. de NaOH
(5mL). Tempo de reacdo: 96h. Eluente para purificagéo:
AcOEt/n-Hex (2:1). Isolou-se o composto 80 (0.034g, 70%) na 0

o) N
forma de um sélido branco. O espectro de *H RMN revelou-se U{”H
idéntico ao descrito em [107].

Sintese do composto 81
(3S,8R,8aS)-8-ethyl-3-((1-tosyl-1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[ 3,2-
a]pyridin-5(3H)-one

S}

3
TsN /

Oxazolo-piperidona 55b (0.14g, 0.469mmol) em CH,Cl,
(5mL) para p-TsCl (0.112g, 1.2eq) e solugdo ag. NaOH

(3mL). Tempo de reacdo: 96h. Eluente para purificagdo: 3 2

TsN /
AcOELt/n-Hex (3:2). Isolou-se o composto 81 (0.06g, 28%) 0 N O

na forma de um solido branco. O espectro de 'H RMN W’H
"/,,/

revelou-se idéntico ao descrito em [107].
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Sintese do composto 82
methyl 2-((3S,7R,8aS)-5-0x0-3-((1-tosyl-1H-indol-3-yl)methyl)hexahydro-2H-
oxazolo[3,2-a]pyridin-7-yl)acetate

Oxazolo-piperidona 56b (0.2g, 0.584mmol) em CH,CI,
(10mL) para p-TsCl (0.14g, 0.736mmol) e solucdo agq.

3 2
NaOH (5mL). Tempo de reacdo: 72h. Eluente para TsN é 4
purificacdo: AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se o composto 82 sa [
(0.134g, 46%) na forma de um sélido branco. O espectro de
'H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [107]. CH,CO,Me

Sintese do composto 83
(3R,8aR)-3-((1-tosyl-1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[3,2-a] pyridin-5(3H)-

one

Oxazolo-pipperidona 57b (0.2g, 0.74mmol) em CH,Cl,

(10mL) para p-TsCI (0.180g, 0.946mmol) e solucdo ag. NaOH

(3mL). Tempo de reagdo: 96h. Eluente para purificagdo: ¢y / /[3’\

AcOEt/n-Hex (2:1). Isolou-se o composto 83 (0.236g, 75%) na O N ‘\\\‘O
a| YH

8
forma de um sélido branco. O espetro de *H RMN revelou-se U

idéntico ao composto 80.

NS}

Sintese do composto 84
methyl 2-((3R,7S,8aR)-5-0x0-3-((1-(phenylsulfonyl)-1H-indol-3-yl)methyl)-hexahydro-
2H-oxazolo[3,2-a]pyridin-7-yl)acetate

Oxazolo-piperidona 59b (2.05g, 5.99mmol) em CH,CI,

(30mL) para cloreto de benzenosulfonilo (1.2mL,

9.4mmol) e solugédo aq. NaOH (40mL). Tempo de reacéo: %3 2
) ¢do aq ( ) p G0 0,5N // —\
24h. Eluente para purificagdo: ACcOEt/n-Hex (3:2). o} N
Isolou-se 0o composto 84 (2.4g, 82%) na forma de um 2| 7H
s6lido branco. O espectro de *H RMN revelou-se idéntico H
CH2002Me

ao descrito em [105].
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N-tosilacdo com hidreto de sodio

Sintese do composto 85
(3R,8S,8aR)-8-ethyl-3-((1-tosyl-1H-indol-3-yl)methyl)tetrahydro-2H-oxazolo[ 3,2-
a]pyridin-5(3H)-one

A uma solucéo arrefecida a 0°C da oxazolo-piperidona 58b

(0.54g, 1.81mmol) em DMF anidro (40mL) adicionou-se

NaH (0.09g, 2.25mmol, 60% dispersdo em Oleo mineral). o\ / %3 2
Apds 15min sob agitacdo, adicionou-se p-TsCl (0.54q, 0 N
2.84mmol) e a reacdo foi mantida a temperatura ambiente 8a I VH
durante 2h. Apos este periodo adicionou-se agua desionizada

gelada (50mL) e extraiu-se a mistura com AcOEt (3x30mL). Lavou-se a fase organica
com brine (30mL) e secou-se com Na,SO, antes do solvente ser evaporado a secura.
Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash com AcOEt/n-Hex (1:1). Isolou-se
o composto 85 (0.58g, 71%) na forma de um sélido branco. O espetro de *H RMN

revelou-se idéntico ao composto 81.
Procedimento geral para a sintese de spiro-indolinas

A uma solucdo arrefecida a 0°C da oxazolo-piperidona tosilada selecionada em CH,Cl,
anidro, adicionou-se 0 &cido de lewis apropriado (4eq.). Apo6s alguns minutos sob
agitacdo, adicionou-se lentamente Et;SiH (4eq.) e colocou-se a reacgdo a refluxo durante
24-96h. Apos este periodo, arrefeceu-se a mistura a 0°C e adicionou-se brine. Separou-
se as fases e extraiu-se a fase aquosa varias vezes com CH,Cl,. Secou-se a fase organica
com Na,SO, e evaporou-se 0 solvente a secura. Adsorveu-se o residuo obtido em silica

e purificou-se por cromatografia flash com o eluente adequado.
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Sintese do composto 86
(1'S,3'S,8a'R)-3'-(hydroxymethyl)-1-tosyl-6",7',8',8a'-tetrahydro-2'"H-spiro[indoline-3,1'-
indolizin]-5'(3'H)-one

Composto 80 (0.165g, 0.39mmol) em CH,CI, (15mL) para
BF3-OEt, (0.53mL, 4.29mmol) e Et3SiH (0.33mL, 2.1mmol).
Tempo de reagédo: 24h. Eluente para purificagdo: AcOEt/MeOH

(49:1). Isolou-se o composto 86 (0.139g, 84%) na forma de um TsN

s6lido amarelo. O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao
descrito em [107].

Sintese do composto 87
(1'S,3'S,8'R,8a'R)-8'-ethyl-3'-(hydroxymethyl)-1-tosyl-6',7',8',8a'-tetrahydro-2'H-
spiro[indoline-3,1'-indolizin]-5'(3'H)-one

Composto 81 (0.1g, 0.22mmol) em CH,CIl, (10mL) para
BF3-OEt, (0.06mL, 0.49mmol) e Et;SiH (0.05mL, 0.31mmol).
Tempo de reagédo: 92h. Eluente para purificacdo: AcCOEt:MeOH
(49:1). Isolou-se o composto 87 (0.079g, 78%) na forma de um  TsN

s6lido amarelo. O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao
descrito em [107].

Sintese do composto 88
methyl 2-((1'S,3'S,7'R,8a'R)-3'-(hydroxymethyl)-5'-oxo-1-tosyl-3',5',6',7',8',8a'-
hexahydro-2'H-spiro[indoline-3,1'-indolizin]-7'-yl)acetate

Composto 82 (0.065g, 0.13mol) em CH,CIl, (10mL) para
BF;-OEt, (0.15mL, 1.22mmol) e EtSiH (0.1mL,
0.63mmol). Tempo de reacdo: 36h. Eluente para purificacao:
AcOEt/MeOH (9:1). Isolou-se o composto 88 (0.049g, 76%) TsN
na forma de um sélido amarelo. O espectro de ‘H RMN

revelou-se idéntico ao descrito em [107]. CH,COMe
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Sintese do composto 89
(1'R,3'R,8a'S)-3'-(hydroxymethyl)-1-tosyl-6',7',8',8a'-tetrahydro-2'H-spiro[indoline-
3,1'-indolizin]-5'(3'H)-one

Composto 83 (0.165g, 0.39mmol) em CH,CI, (15mL) para
BF3-OEt, (0.53mL, 4.29mmol) e Et3SiH (0.33mL, 2.1mmol).
Tempo de reagéo: 44h. Eluente para purificacdo: AcCOEt/MeOH
(9:1). Isolou-se o composto 89 (0.105g, 64%) na forma de um

s6lido branco. O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao

composto 86.

Sintese do composto 90
(1'R,3'R,8'S,8a'S)-8'-ethyl-3'-(hydroxymethyl)-1-tosyl-6',7',8',8a'-tetrahydro-2'H-
spiro[indoline-3,1'-indolizin]-5'(3'H)-one

Composto 85 (0.1g, 0.22mmol) em CH.Cl, (10mL) para
BF3-OEt, (0.06mL, 0.49mmol) e Et3SiH (0.05mL, 0.31mmol).
Tempo de reagédo: 80h. Eluente para purificacdo: AcCOEt/MeOH
(18:2). Isolou-se o composto 90 (0.072g, 72%) na forma de um

s6lido branco. O espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao

composto 87.

Sintese do composto 91
methyl 2-((1'R,3'R,7'S,8a'S)-3'-(hydroxymethyl)-5'-oxo-1-(phenylsulfonyl)-
3',5',6',7',8",8a'-hexahydro-2'"H-spiro[indoline-3,1'-indolizin]-7'-yl)acetate

Composto 84 (0.5g, 1.01mmol) em CH,CIl, (20mL) para HO
TiCls (0.4mL, 3.65mmol) e Et3SiH (0.5mL, 3.13mmol).

Tempo de reacdo: 24h. Eluente para purificagdo:

~
~
~

EtOAc/MeOH (49:1). Isolou-se o composto 91 (0.215g, PhO;SN—=
43%) na forma de um sélido branco. O espetro de 'H

RMN revelou-se idéntico ao descrito em [105]. CH,CO,Me
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Modulacéo das spiro-indolinas
Sintese do composto 92
(1'S,3'S,8a'R)-5'-ox0-1-tosyl-3',5',6',7',8',8a'-hexahydro-2'H-spiro[indoline-3,1'-

indolizine]-3'-carbaldehyde

A uma solucdo do composto 86 (0.33g, 0.774mmol) em DMSO
(6mL) adicionou-se IBX (0.53g, 1.89mmol) e manteve-se a
reacao a temperatura ambiente durante 20h. Apos este periodo

adicionou-se agua desionizada (10mL) e extraiu-se a mistura TSN

com AcOEt (3x10mL). Lavou-se 0s extratos organicos com
brine (15mL) e secou-se com Na,SO, antes da evaporagdo do solvente. Purificou-se o
residuo obtido por cromatografia flash com AcOEt/n-Hex (4:1). Isolou-se 0 composto
92 (0.117g, 36%) na forma de um sélido branco. *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9.68 (s,
1H, CHO), 7.71 (dd, J = 18.1, 9.4 Hz, 3H, H-ar), 7.27 (dd, J = 9.2, 3.9 Hz, 5H, H-ar),
7.00 (t, J = 7.6 Hz, 1H, CHz-indolina), 6.72 (d, J = 7.5 Hz, 1H, CHz-indolina), 4.76 (t, J
= 9.1 Hz, 1H, H-3), 3.87 (d, J = 11.2 Hz, 1H, H-2), 3.75 (d, J = 11.2 Hz, 1H, H-2), 3.55
(dd, J =11.2, 4.2 Hz, 1H, H-8a), 2.47 (dd, J = 18.4, 4.9 Hz, 1H, H-alquilo), 2.38 (s, 3H,
CHjs-tosilo), 2.29 (d, J = 20.2 Hz, 1H, H-alquilo), 2.12 — 2.03 (m, 1H, H-alquilo), 1.90
(dd, J = 13.1, 9.8 Hz, 1H, H-alquilo), 1.45 (d, J = 11.8 Hz, 1H, H-alquilo), 0.63 (dd, J =
25.4,12.1 Hz, 1H, H-alquilo) ppm.

Sintese do composto 93
(1'S,3'S,8a'R)-3'-(methoxymethyl)-1-tosyl-6',7',8',8a’-tetrahydro-2'H-spiro[indoline-
3,1'-indolizin]-5'(3'H)-one

A uma solucdo do composto 86 (0.15g, 0.352mmol) em DMF
seco (5mL) adicionou-se NaH (0.021g, 0.525mmol, 60%
dispersdo em 6leo mineral). Apds 15min em agitcdo, adicionou-

se lodometano (0.04mL, 0.642mmol) lentamente e manteve-se TSN

a reacdo a temperatura ambiente durante 1h. Apos este periodo,
adicionou-se agua desionizada gelada (10mL) e extraiu-se a mistura com AcOEt
(2x10mL). Lavou-se os extratos organicos com brine (10mL) e secou-se com MgSQO,
antes da evaporacao do solvente. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash
com AcOEt/n-Hex (2:1). Isolou-se o composto 93 (0.055g, 35%) foi isolado na forma
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de um sélido branco. *H NMR (300 MHz, cdcls) & 7.76 — 7.65 (m, 3H, H-ar), 7.31 —
7.20 (m, 5H, H-ar), 6.97 (t, J = 7.5 Hz, 1H, CH,-indolina), 6.71 (d, J = 6.8 Hz, 1H,
CHy-indolina), 4.41 (m, 1H, H-3), 3.88 (d, J = 11.0 Hz, 1H, OCH,), 3.75 (m, 2H, OCH,
& H-8a), 3.54 — 3.46 (m, 1H, H-alquilo), 3.34 (s, 3H, OCHg), 2.45 — 2.32 (m, 4H, CHs-
tosilo & H-2), 2.09 — 1.96 (m, 2H, H-alquilo), 1.81 (dd, J = 13.1, 7.8 Hz, 1H, H-
alquilo), 1.61 — 1.54 (m, 1H, H-2), 1.37 (d, J = 13.2 Hz, 1H, H-alquilo), 0.46 (td, J =
12.4, 6.4 Hz, 1H, H-alquilo).

Sintese do composto 94
(1'S,3'S,8a'R)-3'-((benzyloxy)methyl)-1-tosyl-6",7',8',8a'-tetrahydro-2"H-spiro[indoline-
3,1'-indolizin]-5'(3'H)-one

A uma solucdo do composto 86 (0.017g, 0.039mmol) em THF
seco (5mL) adicionou-se NaH (0.005g, 1.25mmol, 60%
dispersdo em 6leo mineral) e manteve-se a reacdo sob agitacao

a temperatura ambiente durante 1h. De seguida, adicionou-se TsN

BnBr (0.01mL, 0.084mmol) e a manteve-se reacdo a
temperatura ambiente durante mais 44h. Apos este periodo adicionou-se brine (5mL) e
extraiu-se a mistura com AcOEt (2x10mL). Secou-se a fase organica com Na,SO, e
evaporou-se o solvente a secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash
com AcOEt. Isolou-se o composto 94 (0.008g, 40%) na forma de um sélido branco. *H
NMR (400 MHz, CDCls) & 7.75 — 7.64 (m, 3H), 7.39 — 7.21 (m, 10H), 6.96 (t, J = 7.5
Hz, 1H, CHz-indolina), 6.70 (d, J = 7.5 Hz, 1H, CHp-indolina), 4.51 (s, 2H, CH,Ph),
4.44 (m, 1H, H3), 3.85 (m, 2H, OCH, & H-8a), 3.73 (d, J = 10.9 Hz, 1H, OCH,), 3.64
(dd, J = 9.3, 1.6 Hz, 1H, H-alquilo), 3.53 (dd, J = 11.2, 4.4 Hz, 1H, H-2), 2.40 — 2.30
(m, 4H, CHgs-tosilo & H-2), 2.10 — 2.02 (m, 2H, H-alquilo), 1.53 (d, J = 12.9 Hz, 1H, H-
alquilo), 1.37 (d, J = 12.9 Hz, 1H, H-alquilo), 0.45 (td, J = 13.3, 2.7 Hz, 1H, H-alquilo)
ppm.
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Sintese do composto 96
methyl 2-((1'R,3'R,7'S,8a’S)-3'-formyl-5'-0x0-1-(phenylsulfonyl)-3',5',6",7',8",8a'-
hexahydro-2'H-spiro[indoline-3,1'-indolizin]-7'-yl)acetate

A uma solucdo do composto 91 (0.35g, 0.72mmol) em 0
DMSO (5mL) adicionou-se IBX (0.285g, 1.02mmol) e N

manteve-se a reagdo a temperatura ambiente durante 20h.

Apds este periodo adicionou-se AcOEt (30mL) e lavou- PhO,SN
se a mistura com NaHCO; (20mL) e brine (20mL).

Secou-se a fase organica com Na,SO, e evaporou-se 0 CH,CO,Me
solvente & secura. Purificou-se o residuo obtido por cromatografia flash com AcOEt/n-
Hex (4:1). Isolou-se o composto 96 (0.176g, 51%) na forma de um sélido branco. O

espetro de *H RMN revelou-se idéntico ao descrito em [105].

Sintese do composto 97
(1'R,3'R,7'S,8a'S)-7'-(2-methoxy-2-oxoethyl)-5'-0xo-1-(phenylsulfonyl)-3',5',6',7',8',8a'-

hexahydro-2'H-spiro[indoline-3,1'-indolizine]-3'-carboxylic acid

Preparou-se uma solucdo do composto 96 (0.125g,
0.259mmol) em acetonitrilo (2mL), 'butanol (7.3mL,
76.3mmol) e 1-metilciclohexeno (0.98mL, 8.25mmol). A
esta solucdo, adicionou-se muito lentamente, uma solucgéo
de NaClO, (0,17g) e NaH,PO, (0.21g) em &gua CH,CO,Me

desionizada (4mL). Manteve-se a reacdo a temperatura ambiente durante 3h. Findo este

PhO,SN—

periodo, diluiu-se a reacdo com AcOEt (10mL) e adicionou-se uma solugdo de Na,S,03
(10mL, diluida 1:9 a partir de uma solucéo saturada). De seguida, corrigiu-se 0 pH da
mistura para 1 através da adicdo de uma solugdo aquosa de HCI (2M). Separou-se as
fases e extraiu-se a fase aquosa com AcOEt (2x10mL). Secou-se 0s extratos organicos
com Na,SO,4 e evaporou-se 0 solvente a secura. Purificou-se o composto bruto por
cromatografia flash com AcOEt/MeOH (9:1). Isolou-se o composto 97 (0.117g, 88%)
na forma de um sélido branco. O espectro *H RMN revelou-se idéntico aos analogos
descritos em [106].
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4.2. Avaliacédo da Atividade Antagonistica sobre o NMDAR

A atividade dos compostos sintetizados como antagonistas do recetor NMDA foi
avaliada usando culturas primarias de neurdnios de cerebelo de rato, tal como
previamente descrito em [120]. Resumidamente, as culturas foram preparadas a partir
de ratos Wistar com 7-8 dias pos-natal (Charles River, France). Os cerebelos foram
dissecados, triturados e tripsinizados. Depois de varias sedimentacdes, as células obtidas
foram plagueadas em lamelas com revestimento de poli-lisina em caixas de cultura de
24 pogos, com densidade de 1 x 10° cells/cm®. As placas foram mantidas numa estufa a
37 °C (Heraus, Germany). Apés 16-18 h, adicionou-se 10 uM de citosina-arabinosideo
(SIGMA-AIdrich) por forma a evitar a proliferacdo excessiva de astrocitos. As culturas
podem ser utilizadas para ensaios de atividade do recetor NMDA entre os dias 7 e 11 in
vitro.

A atividade do recetor NMDA for estimada com recurso a uma sonda fura-2
sensivel a célcio (Invitrogen, USA). Apos incubagdo com 6 uM de éster acetoximetil
fura-2 (fura-2 AM) durante 30-45 min a 37 °C, as lamelas foram transferidas para um
suporte de plastico que por sua vez foi inserido numa célula de quartzo para medicéo de
fluorescéncia. O registro da fluorescéncia de fura-2 foi realizado usando um
espetrometro luminescente PerkinElmer LS50B, com comprimentos de onda de
excitacdo a 340 e a 380 nm, e com emissdo a 510 nm. A proporcao Fzso/Fsg (R) €
proporcional ao célcio intracelular. Todas as medi¢des foram executadas a 37 °C e sob
agitacdo moderada. Uma vez iniciado o registro, foram adicionados a célula de quartzo
10 uM de glicina e 100 uM de NMDA, aos 50s e aos 100s, respetivamente. Tal produz
um aumento sustentado em Fs40/F3g0, indicando que os recetores NMDA foram ativados
e que a concentragdo de calcio intracelular foi elevada. Este aumento de calcio
intracelular foi contestado com concentragdes cumulativas dos compostos em analise
(de 1 x 107 a 3 x 10™* M). Caso 0s compostos atuassem como antagonistas do recetor
NMDA, tal seria detetado como um decréscimo do valor de Fzs0/F3g0. As experiéncias
foram realizadas em triplicado. A memantine foi usada como controlo positivo. Uma
vez atingido um minimo de 50 % de inibicdo do recetor, foi calculado o valor de 1Csg
por regressao linear com recurso ao programa GraphPad Prism 5.0.
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