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RESUMO

SILVA, Renata Oliveira. Sintese e Avaliacdo farmacolégica de Novos
Antagonistas Alfa-Adrenérgicos. Brasilia, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

No ambito de uma linha de pesquisa que visa o desenvolvimento de novos
antagonistas alfa-adrenérgicos candidatos a agentes terapéuticos para o0
tratamento da hiperplasia benigna prostatica, descrevemos neste trabalho a
sintese e a avaliacdo farmacologica de novos derivados 2-
alcoxifenilpiperazinicos visando estudar o efeito das modificagcdes estruturais
nas subunidades auxoférica e farmacoforica de LASSBio-772 frente ao perfil
farmacoldgico e seletividade de adrenoceptores a;a, aig € aip. Neste contexto,
16 compostos finais foram sintetizados, em rendimentos que variaram de 40%
a 93%. Os resultados farmacoldgicos referentes aos ensaios de competicao e
funcional para a série de derivados 2-metoxifenilpiperazinicos 31 (b-f)
evidenciaram a capacidade desses ligantes atuarem sobre 0s receptores em
concentracdo nanomolar, exceto o derivado 31f frente ao adrenoceptor aip.
Nos ensaios de competicdo, os derivados apresentaram valores de Ki que
variaram de 2,16 nM a 15,70 nM para o adrenoceptor a;a € 12,20 nM a 154,00
nM para o subtipo a;s. No estudo funcional em aorta de rato toda a série,
exceto 31f, mostrou grande afinidade pelos adrenoceptor a;p com valores de
KB que variaram de 0,57 a 3,14 nM. A avaliacdo das séries 32 (a-f) e 33 (a-f), a
otimizacdo de procedimentos e estudos computacionais em modelagem
molecular compreendem as perspectivas deste trabalho para validacao do

planejamento estrutural de compostos desta classe terapéutica.

Palavras-chave: Hiperplasia Benigna Prostatica; antagonistas alfa-
adrenérgicos; analogos de LASSBIio772;



ABSTRAT

SILVA, Renata Oliveira. Sintese e Avaliacdo farmacolégica de Novos
Antagonistas Alfa-Adrenérgicos. Brasilia, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

In the scope of a research program that aims to development of new alpha-
adrenergic antagonists, candidates as therapeutic agents for the treatment of
benign prostatic hyperplasia, we describe herein the synthesis and
pharmacological evaluation of new 2-alkoxyphenylpiperazine derivatives in
order to study the effect of structural changes at the auxophoric and
pharmacophoric subunits of LASSBIio772 and evaluate the pharmacological and
selectivity profile against the adrenoceptor subtypes a1A, a1B and a1D. Thus,
16 final compounds were synthesized by means of convergent method in yields
ranging from 40% to 93%. The pharmacological results for the series of 2-
methoxyphenylpiperazines 31 (b-f), relating to binding and functional assays
derivatives, showed the ability of these ligands of acting on receptors in
nanomolar concentration, except derivative 31f against the a1D adrenoceptor.
In binding assays, the derivatives showed Ki values ranging from 2.16 nM to
15.70 nM for the a1A adrenoceptor and 12.20 nM to 154.00 for the a1B
subtype. In functional studies in rat aorta, all series, except 31f, showed great
affinity for a1D adrenoceptor with KB values ranging from 0.57 to 3.14 nM. The
evaluation of series 32 (a-f) and 32 (a-f), the optimization of procedures and
computational studies on molecular modeling are the perspectives of this work
to validate the structural planning of compounds of this therapeutic class.

Keywords: Benign Prostatic Hyperplasia, alpha-adrenergic antagonists;
LASSBIio772 analogs.
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1. INTRODUCAO

1.1.HIPERPLASIA BENIGNA PROSTATICA (HBP)

A hiperplasia benigna prostatica, também conhecida como hipertrofia benigna
prostética ou HBP, é o termo anatomopatologico para as alteracdes prostéticas
representadas por mudancas clinicas, morfolégicas e funcionais no trato urinario
inferior (NETTO Jr et al. 1999; KUMAR et al. 2013). Particularmente consiste no
alargamento ndo-maligno de ambos tecidos glandular e fibromuscular prostéticos,
envolvendo, exclusivamente, as zonas periuretral e de transi¢do, no inicio do
crescimento hiperplasico, sendo o tumor benigno mais comumente encontrado nos
homens (STEERS & ZORN, 1995; ROMEIRO, 2002).

Inicialmente, a HBP manifesta-se como noédulos microscopicos,
principalmente glandular (zona periuretral) e estromal (zona de transicdo) com
evolucdo progressiva e proliferacdo, levando ao quadro sintomatico secundario
caracteristico de obstrucdo do escoamento da bexiga (OEB). Histologicamente, a
HBP é considerada, frequentemente, uma patologia estromal, pela evidéncia do
aumento da relacdo entre o estroma e o epitélio no 6rgdo sadio e no quadro
patolégico, de 2:1 para 5:1, respectivamente (BARTSCH et al., 1979) (Figura 1,
adaptada de PETERSON, 1990). Neste sentido, especula-se que a proliferacéo
localizada nas células estromais, na zona de transicdo, pode representar o evento
inicial na patogénese da HBP, em um processo semelhante a desdiferenciagéo
embrionaria, podendo estar associado a mediadores de origem estromal, e,

subsequentemente, tendo efeitos sobre o tecido epitelial (KENNY et al., 1997).
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Figura 1 — Tecido estromal prostéatico: normal e hiperplasico

A A

I

Préstata normal Hiperplasia benigna da préstata

Fonte: Site do criasaude™.

A prevaléncia da HBP em homens com idade igual ou superior a 50 anos é de
aproximadamente 50%, (KUMAR et al. 2013; MORLOCK et al. 2013) aumentando
com o envelhecimento. Neste sentido, salta para 90% em individuos com 80 anos,
onde 30% manifestam obstru¢éo ao fluxo urinario criada pelo crescimento prostatico
(COCKETT et al., 1994; KUMAR et al. 2013; UROLOGY CARE, 2013).

De forma geral, a obstrucdo secundaria a HBP ocorre na dependéncia de dois
fatores: um componente estatico, representado pelo tecido glandular hiperplasico,
relacionado ao alargamento da glandula prostatica, o qual pode resultar na
compressdo da uretra e obstrucdo do fluxo urindrio a partir da bexiga; e um
componente dindmico resultante da contragdo da musculatura lisa do estroma
prostético, o qual € dependente de inervacdo predominantemente adrenérgica e
regulada pelos adrenoceptores a; (KENNY et al.,, 1997; NETTO Jr et al. 1999;
MICHELOTTI et al, 2000, NISHIMUNE et al., 2012).

Em pacientes com HBP tem-se evidenciado a reducéo da pressao intrauretral
prostatica, em aproximadamente 50%, apos completo bloqueio simpatico do fluxo no

trato urinario inferior. Estas descobertas, junto & observacédo de que a densidade do
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musculo prostatico esta relacionada ao grau de obstrucdo em pacientes com HBP,
formam a base da intervencdo terapéutica, planejada para reduzir o ténus do

musculo liso prostatico.

1.2. HBP: DIAGNOSTICO, TRATAMENTOS CIRURGICO E
FARMACOTERAPEUTICO

Quanto ao diagndstico, inUmeros sdo os estudos a respeito dos sintomas
miccionais decorrentes da HBP. Segundo Netto Jr e colaboradores (1999) muitos
aspectos sao importantes tanto na determinacdo da real influéncia da HBP sobre a
sintomatologia do paciente, quanto da escolha do método de tratamento adequado,
uma vez que o0s sintomas do trato urinario sdo inespecificos. Desta forma, os
especialistas entendem que o ponto fundamental no diagndstico esta em relacionar
estes sintomas a presenca de obstrucdo infravesical provocada pela HBP,
considerando-se que todos os métodos de tratamento, clinicos ou cirdrgicos visam

diminuir essa condicao.

Tratamento cirdrgico

A resseccdao transuretral da préstata (RTUP), técnica cirargica invasiva mais
popular e reconhecida como padrao ouro com cerca de 350 mil procedimentos
realizados anualmente nos Estados Unidos da Ameérica do Norte (HOLTGREWE et
al., 1989, WEIS et al.,, 1993), tem sido gradativamente substituida por novas
modalidades como a resseccdo transuretral por vapor (RTUPV) bem como
enucleacgdo prostatica com laser de Holmio (HoLEP) (GUPTA & ANAD, 2009). No
Brasil, segundo SUAID (2003), no ano de 2002 foram gastos no SUS
aproximadamente 350 milh6es de dolares em tratamento cirargicos para HBP, e
segundo a AMB (Associacdo Médica Brasileira) os gastos chegam a quase 2 bilhdes
de dolares.

Aléem dos procedimentos cirdrgicos, alguns tratamentos farmacoldgicos

existentes estdo voltados para o componente dindmico desta fisiopatologia.
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1.3.HBP - FARMACOTERAPIA: ANTIANDROGENICOS

Em 1944, Moore relatou que a auséncia da funcao testicular, em homens de
aproximadamente 40 anos, impedia o desenvolvimento da HBP bem como o cancer
de prostata (MOORE, 1994). Estes estudos relacionavam-se a testosterona (1),
principal horménio andrdgeno testicular, responsavel pela regulacdo do crescimento
da glandula prostatica, considerado como fator permissivo ou causal no
desenvolvimento da HBP e cancer prostatico. Na prostata, normalmente ocorre a
conversédo da testosterona em 5a-diidrotestosterona (2, DHT), mediada pela enzima
5o-redutase. 2 corresponde a fracdo metabolicamente ativa no tecido prostatico
(MACCONNELL et al.,, 1992, KUMAR et al. 2013., KULIG; MALAWSKA, 2006),
apresentando afinidade 4 a 5 vezes maior que 1 pelo receptor androgénico
(GELLER, 1989), compreendendo aproximadamente 90% do total de andrégenos
(MCCONNELL, 1992) (Figura 2).

Figura 2 - Conversao da testosterona a diidrotestosterona
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A partir dos trabalhos desenvolvidos por Russel e Wilson (1994), isoformas da
enzima 5a-redutase, 50-R1 e 5a-R2, foram identificadas e clonadas, (RUSSEL &
WILSON, 1994), e em 2008, a isoforma 5a-R3 foi caracterizada (KUMAR et al.
2013). Estas enzimas apresentam diferentes padrdes de distribuicdo, com a
isoforma 50-R2 sendo encontrada na prostata, tecido genital, epiderme, vesicula

seminal e figado. A enzima 5a-R1 é a forma predominante no tecido ndo-genital e



23

esta presente também no figado (RUSSEL & WILSON, 1994), enquanto a isoforma
5a-R3 nas células horménio refratarias de cancer de prostata (KUMAR et al. 2013).
Em préstata de ratos, a enzima 5a-R1 esta presente em niveis elevados, similares
ou maiores que a expressao da isoenzima 5a-R2 (NORMINGTON & RUSSEL,

1992), bem como esté localizada nas células epiteliais basais (BERMAN & RUSSEL,
1993).

Os quimicos medicinais tém dirigido seus esforcos para a identificacdo de
inibidores duais de ambas isoformas, uma vez que a DHT circulante pode contribuir
na acdo deste andrégeno sobre a prostata e, desta forma, promover a inibicdo
destas enzimas, 5a-R1 e 50-R2, 0 que resultaria no aumento da eficacia comparada
aos inibidores 5a-R2-seletivos, representados principalmente pelo azaesteréide
finasterida (3, Proscar®, Merck) (MACCONNELL, 1995). Este farmaco atua como
inibidor competitivo da 50-R2, com seletividade ca. 45 vezes em relagdo a 5a-R1 (
ANDERSSON et al., 1991) (Figura 3).

Figura 3 - Azaesterdide finasterida (Proscar®)

5a-Redutase IC50(nM)
Composto Rato Humano
R R1 R2
Finasterida (3) 20,0 410 9,4

Proscar®

Fonte: MACCONNELL (1995)

Estudos duplo-cego placebo controlado com a finasterida demonstraram
reducdo dos niveis de DHT intraprostatico e circulante em 80% e que este resultado
permaneceu por 12 meses de tratamento. A longo prazo, o grupo tratado com a
finasterida demonstrou reducdo de 57% no desenvolvimento de retencdo urinaria
aguda frente ao grupo placebo (MARKS et al, 2006; AUFFENBERG, et al. 2009). Os
efeitos adversos de 3 incluem disfuncéo erétil, diminuicdo da libido, ginecomastia e
impoténcia em até 5% dos pacientes (STONER, 1994, AUFFENBERG, et al. 2009).
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Clinicamente, a diminuicdo do antigeno especifico prostatico (PSA) no soro
de pacientes tratados por 4 a 6 meses com 3 foi de 50%. Com a alteracéo no nivel
de PSA em pacientes que fazem uso dos inibidores 5a. -redutase faz-se necessario o
acompanhamento periédico, e no caso de aumento minimo do nivel de PSA é
recomendado que outras avaliacbes mais especificas sejam realizadas
(AUFFENBERG, et al. 2009).

Recentemente, Wu e Kapoor (2013) relataram uso da Dutasterida tanto como
monoterapia quanto combinada com bloqueadores alfa-adrenérgicos, estabelecida
como segura e bem tolerada para o tratamento dos sintomas da HBP com reducéo

do risco de retenc¢do urinaria aguda.

1.4.BHP - FARMACOTERAPIA : ANTAGONISTAS DE ADRENOCEPTORES o4

Outro alvo terapéutico associado ao alivio dos sintomas obstrutivos
caracteristicos da HBP tem sido o uso de agentes antagonistas de receptores
adrenérgicos (bloqueadores o;-AR), que atuam na diminuicdo do tdnus muscular
prostatico, devido a elevada concentracdo destes receptores neste tecido (LEPOR et
al., 1993). Entretanto, face a presenca dos «;-AR em ambos tecidos prostatico e
vascular, o planejamento de novos antagonistas seletivos para o tratamento da HBP
gue atuem particularmente nos receptores prostaticos, denominados urosseletivos,
minimizando os efeitos colaterais, constitui um novo desafio para a Quimica
Medicinal.

Nos Uultimos anos, os esforcos para conceber ligantes seletivos para os
subtipos de receptores adrenérgicos a;, ou seja, Qia, Qig, Qip, continuam a
representar uma area de investigacdo ativa, uma vez que estes receptores estao
envolvidos numa série de doencas tais como a hipertensdo, a hipertrofia do
miocardio, da hiperplasia benigna prostatica (BPH) e os sintomas do trato urinario
inferior (STUI) (MICHELOTTI et al., 2000; KUBACKA et al, 2013).

Estudos identificaram que o adrenoceptor a;a estd expressado na prostata
humana. (PRICE et al., 1994; TSENG-CRANCK et al., 1995; ROEHRBORN, 2011;
AUFFENBERG, et al. 2009). O subtipo a;g € encontrado principalmente no musculo

liso das artérias e veias, fato que tem sido associado a regulagéo da pressao arterial



25

(AUFFENBERG, et al. 2009; KULIG; MALAWSKA, 2006). Outros estudos mostraram
que O receptor ai;p estd também presente na prostata e na bexiga sendo o
adrenoceptor prevalente na bexiga (PRICE et al., 1993; NASU et al, 1996,
NISHIMUNE et al., 2012). O uso de antagonistas que atuem sobre 0s subtipos aia €
aip € tido como a estratégia mais efetiva para o tratamento da BHP, comparada aos
antagonistas a; ndo-seletivos, em face dos efeitos adversos hipotensores causados
pelo bloqueio do receptor ajg.adrenérgico (MICHEL, 2010; AUFFENBERG, et al.
2009).

Tabela 1 - Subtipos de adrenoceptores no trato urindrio inferior.

Tecido Espécie MRNA Binding Funcéo
oy Q1A Q1A
Camundongo 2
Q1a, Ol1p, Qlid Q1A Q1B oL
o
Coelho Ql1a Q1a, Ol1p .
Préstata oL
Q1A
Oia 1A
Humano Olua OLiB
Ql1a > O1d Q1L
2 Q1A OL1L
Camundongo Ol1a > Ol1p > Olad o1
Uretra Coelho OL1A o1
Humano Ol1a> Olig oL
Camundongo | oya s Olip > Ol1g o1 o1
(CETY
. Coelho
Colo da bexiga oL
A1d > Al1a A1p > Ol1A 1A
Humano
Ql1a, Ol1p, Ol1d Q1a, Q1B 01D Q1L

Fonte: NISHIMUNI (2012)*

As principais classes de antagonistas a;-AR descritas na literatura incluem
derivados 2,4-aminoquinazolinicos, piperidinicos e arilpiperidinicos (LI et al, 2009,
ROMEO et al.,, 2011), fenoxietilaminicos e arilpiperazinicos (CHIU et al., 2008;
FRANCHINI, et al., 2010; SHARMA et al., 2010; SAGRATINI et al., 2010; ZHAO et
al., 2010; HANDZLIK et al., 2012) Adicionalmente, derivados piridazinGnicos
(BARBARO et al., 2001), hexaidrobenzisoinddlicos (MEYER et al., 2001; NANDA et

*Nota: mMRNA: subtipos identificados por estudos de RT-PCR ou ensaios de protecdo RNase.
Ligacao: subtipos detectados por ensaio de ligacéo do radioligando com homogenatos de tecidos.
Funcéo: Obtido apartir de dados de bioensaios, onde as respostas contrateis a norepinefrina ou
outros agonistas al foram examinados(Nishimuni et al. 2000).
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al., 2009) e benzodioxanicos (BARBARO et al., 2002; BOLOGNESI et al., 1999;
FUMAGALLI, et al. 2013; ) tém sido descritos.

De maneira geral, em comparacao aos inibidores da enzima 5a-redutase, 0s
agentes bloqueadores a;-AR apresentam efeito terapéutico mais rapido, ainda que
esta resposta, relativa a melhora dos sintomas obstrutivos e a velocidade do fluxo
urinario, seja considerada moderada (OESTERLING, 1995).

1.5. ALFA-BLOQUEADORES DE SEGUNDA GERACAO - DERIVADOS
2,4-DIAMINOQUINAZOLINICOS

Os compostos da classe dos antagonistas quinazolinicos sédo representados
pela prazosina (4), doxazosina (5), terazosina (6) e alfuzosina (7) (Figura 4; pag. 27),
0S quais, anteriormente discutidos como Uteis no tratamento da hipertensao, tém
sido empregado no alivio dos sintomas obstrutivos da HBP, a despeito dos efeitos
adversos ocasionados pelo antagonismo nao-seletivo sobre o tecido vascular, em
particular do subtipo asg.

Estes derivados diferem entre si quanto as modificacdes estruturais na cadeia
lateral estabelecida na posicdo 2 do anel quinazolinico. Embora tais modificacdes
tenham profundos efeitos sobre suas poténcias e farmacocinética, os antagonistas
quinazolinicos apresentam perfis de afinidade semelhantes para os receptores
humanos clonados (KENNY et al., 1996; TESTA et al., 1995).

Embora poucos derivados desta classe terapéutica tenham sido recentemente
reivindicados para o tratamento da HBP, uma nova série de derivados piperazinicos
e piperidinicos, tém sido desenvolvidos, destacando-se a (+)-ciclazosina (8), um
derivado da prazosina (4), em que o anel piperazinico esta fundido com o anel
cicloexanico, a qual exibe significativa seletividade para o receptor clonado oyp
(LEONARDI, 1995) (Figura 4).
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Figura 4 - Derivados 2,4-diaminoquinazolinicos utilizados no tratamento da HBP
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Fonte: LEONARDI (1995)

1.6. ALFA-BLOQUEADORES DE TERCEIRA GERACAO - SILODOSINA E
TANSULOSINA

Outro derivado representativo desta classe, silodosina (9) (Figura 5),
apresenta semelhanca estrutural a tansulosina (10), com a inser¢cdo do grupo
trifluorometila, presumivelmente para atenuar o processo de O-desalquilacdo, como
efeito do metabolismo de primeira passagem em humanos (MATSUSHIMA et al.,
1998). O derivado 9 apresentou o melhor perfil de afinidade dos antagonistas asa
com K; 0,036 nM, exibindo menor K; para os subtipos oug € oup, 583 e 56 vezes,
respectivamente (SHIBATA et al.,, 1995). Em estudos funcionais com Orgdos
isolados, 9 inibiu potentemente as contragcdes em tecidos prostaticos humanos
induzidos por norepinefrina (pKg 9,45), em valores comparativos aos ensaios de
“binding” (MORIYAMA et al., 1997). O antagonista 9 mostrou perfil superior a 10

quanto a resposta inibitéria aos efeitos da inducdo do aumento da presséo
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intrauretral pelo agonista fenilefrina, utilizando ratos como modelo experimental
(AKIYAMA et al., 1999).

Adicionalmente, 9 tem apresentado efeito antagonista preferencial sobre as
funcdes do trato urinario inferior quando comparado ao tecido vascular (AKIYAMA et
al., 1997). Sob investigacao clinica de fase 3 no Japédo, 9 nao teve diferencas frente
a 10 quanto a pressao sanguinea, ritmo cardiaco e tontura, porém teve maior
prevaléncia de disfuncédo ejaculatéria (23%) que 10 (1,6%) (AUFFENBERG, et al.
2009). Segundo Kumar e colaboradores (2013), os efeitos de 9 sobre a ejaculacao
por atuar na vesicula seminal e canal deferente impedem 9 de ser uma droga
promissora (KUMAR et al. 2013).

Figura 5 — Estruturas da Silodosina (9) e Tansulosina (10)
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A tansulosina (10) (Figura 5) foi o primeiro antagonista aprovado para o
tratamento da HBP, exibindo alta afinidade para os subtipos a;a € aip (Ki, 0,20 nM e
0,15 nM, respectivamente), com seletividade de, no minimo, 10 vezes frente ao
subtipo aug (KENNY et al., 1996). Apesar dos resultados clinicos inferirem sobre a
minimizacdo dos efeitos adversos de 10 (CHAPPLE et al.,, 1997; MICHEL et al.,
1998; AUFFENBERG, et al. 2009), contemplados nos agentes quinazolinicos,
alguns autores tém contestado sua classificacdo quanto urosseletivo (BLUE et al.,
1997), sugerindo que seu perfil terapéutico ndo estaria relacionado a seletividade
farmacoldgica, mas associado a otimizacdo das propriedades farmacocinéticas
empregadas na formulagéo (BOCK & PATANE, 2000).
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1.7.DERIVADOS FENILPIPERAZINICOS — ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS

Estruturas privilegiadas consistem em arcaboucos capazes de interagir de
forma potente e seletiva em diferentes alvos moleculares por meio da ancoragem de
grupos funcionais em posi¢cdes definidas que auxiliam no processo de interacao
intermolecular com residuos de aminoacido complementares (DUARTE et al, 2007).

Inseridas nestes contexto encontram-se as N-arilpiperazinas, as quais atuam
em diferentes alvos terapéuticos, em especial aqueles pertencentes a classe dos
receptores transmembranicos acoplados a proteina G. Neste sentido, ha derivados
da 2-metoxifenilpiperazina (2MFPz) que exercem suas atividades em diferentes
receptores i.e. adrenérgico e.g. BMY7378 (11); serotoninérgico e.g. buspirona (12),
NAN-190 (13), WAY-10063 (14), hidantoilfenilpiperazinas 15 e 16; e dopaminérgicos
e.g. RS-97078 (17)(REITZ et al. 1994; MENSONIDES-HARSEMA et al., 2000). Entre
os ligantes N-arilpiperazinicos que atuam nos receptores al-AR destacam-se 0s
antagonista e.g. BMY7378 (11), RWJ37914 (18), REC-15/2739 (19), SNAP-8719
(20) e SL-89,0591 (21) (Figura 6).

Figura 6 — Derivados N-fenilpiperazinas (FPZ)
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Fonte: ROMEIRO, BARREIRO, FRAGA (2002)
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Ainda que a subunidade 2MFPz seja considerada uma subunidade
farmacoforica relevante no planejamento de ligantes a;-adrenérgicos, a seletividade
frente aos subtipos aya, oug € a1p permanece um desafio, especialmente quanto aos
efeitos adversos ocasionados pelo antagonismo do subtipo oug. Neste contexto, o
anélogo 2-isopropoxifenilpiperazinico (22) do derivado REC-15/2739 (19) que exibiu
melhor perfil de afinidade e indice de seletividade osg/oia de 180 vezes (GEORGE,
1994; KENNY et al.,, 1997) (Figura 7), influenciou os trabalhos de KUO e
colaboradores (2000), guanto a relevancia da  subunidade 2-
isopropiloxifenilpiperazina. Desta forma o derivado 24 apresentou Ki 0,29 nM para o
subtipo a;a e seletividade de 5600 e 186 vezes relativa aos subtipos ai;g € aip,
respectivamente (JOLLIFFE et al., 1998, Li et al., 2000) (Figura 7).

Figura 7 — Derivados 2-Isopropoxifenilpiperazinicos

a,,8,70 a,,9,00
BoplCsp 762 22PICr 6,74

\

Afinidade Seletividade

Compostos
(a Ki(mM) - (p/4a Gp/la
23 8,70 5300 42
(o] OH
k/ 24 0,29 5600 186
o H R 25 0,33 6000 158
25

Fonte: Kuo et al.2000.
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1.8. LASSBIO 772

No trabalho de Romeiro e colaboradores (2011) foram avaliadas dezessete
moléculas comparando a influéncia do tamanho da cadeia do espacador entre as
subunidades auxoférica (SA) e farmacoférica (SF), bem como da presenca de
aceptores de ligacao de hidrogénio (ALH) e anéis aromaticos ndo substituidos na SA
bem como a contribuicdo estereoeletronica dos substituintes nas posi¢cées orto e
para do anel fenilpiperazinico (SF). Os resultados obtidos mostraram que o tamanho
do espacador entre as subunidades SA e SF estaria otimizado em duas unidades
metilénicas. Na avaliacdo da relevancia de grupos ALH, os derivados possuidores
da subunidade benzometilenodioxola (MD) como subunidade auxoférica
apresentaram melhores perfis que os derivados com grupo fenila. Finalmente, na
comparacao entre as posi¢ces dos grupos substituintes ao anel aromatico da SF foi
observado que substituintes na posicao para apresentaram diminuicdo do perfil de
afinidade pelo receptor aj-adrenérgico, independentemente do grupo ligado a este
anel. Esse resultado reforcou a hipdétese de restricdo estérica no receptor oy-
adrenérgico que delimita o volume do ligante para-substituido.

Diante dos resultados obtidos na inibicdo da contracdo da aorta de coelho

induzida por fenilefrina, LASSBio 772 (26) foi avaliado quanto a seletividade em

diferentes tipos de a;-adrenérgicos.

Figura 8 — LASSBIo 772: Subunidades farmacoférica e auxoférica.
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O resultados para LASSBio 772 (26) confirmaram que a inser¢cao do grupo

orto-metoxila na fenilpiperazina induz a otimizacdo do perfil antagonista, o qual
promoveu uma drastica reducéo no efeito vasoconstritor, evidenciado na inibicdo da

vasoconstricdo em 89,5%, considerando concentracéo de fenilefrina a 500 pM. Esta
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significativa diferenca de comportamento farmacolégico revelou a influéncia do
espacador na modulacéo da atividade anti-adrenérgica (ROMEIRO, 2002).

Os ensaios de competicdo realizados com LASSBio 772 mostraram valores
de Ki de 0,14 nM para o subtipo a;a € 5,55 nM para a,5, semelhantes a Tansulosina
(10) com Ki 0,13 nM para aia. Em adicdo, 26 apresentou seletividade ayg/aia de
cerca de 40 vezes, a qual é apenas 15 vezes para 10 (ROMEIRO, 2011). Na
avaliacdo da afinidade para o subtipo aip foi realizado ensaio funcional em aorta
toracica de rato, cujo Kg obtido para o LASSBIio 772 foi de 0,0025 nM, equipotente a
tansulosina (10) (Kg 0,0017nM) e 120 vezes melhor que BMY73778 (11) (Kg 3,020
nM).

Segundo Romeiro e colaboradores (2011), ensaios in vivo em coelhos,
visando avaliar o perfil de 26 na pressdo arterial comparado a prazosina (4),
antagonista aj;-adrenérgico ndo-seletivo, mostraram que LASSBio 772 apresentou
baixo perfil hipotensivo provavelmente pelo menor antagonismo do receptor og-
adrenérgico em comparacdo a prazosina. E relevante destacar a simplicidade
estrutural de LASSBIio 772, o qual ndo possui centro assimétrico, e portanto, de
menor complexidade sintética e, principalmente, purificacdo associadas as
substancias quirais como a tansulosina (Flomax®, Boehringer Ingelheim) (Figura 8).

No ambito de uma linha de pesquisa que visa a o desenvolvimento de novos
antagonistas alfa-adrenérgicos candidatos a agentes terapéuticos para o tratamento
da hiperplasia benigna prostatica, este trabalho visa a sintese e a avaliacdo
farmacoldgica de novos derivados 2-alcoxifenilpiperazinicos visando estudar o efeito
das modificacdes estruturais nas subunidades auxoférica e farmacoférica de
LASSBIo 772 frente ao perfil farmacologico e seletividade de adrenoceptores aia, O1s

e d1ip.
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2. OBJETIVOS

2.1.OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito das modificacdes estruturais nas subunidades auxofodrica e
farmacoforica de LASSBio 772 frente ao perfil farmacolégico e seletividade de

receptores alfa-adrenérgicos por meio da sintese de novos ligantes anélogos.

2.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compreendem os objetivos especificos:

e Sintetizar e caracterizar novos derivados com modificagdes na subunidade
auxoforica;

e Sintetizar e caracterizar novos derivados com modificagdes na subunidade
farmacoforica;

e Avaliar os derivados-alvo frente aos receptores adrenérgicos; e

e Estabelecer relacdes estrutura-atividade dos novos compostos.
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3. METODOS

3.1.PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os derivados foram planejados a partir de LASSBIio 772 (26), representando
novos padrdes moleculares, explorando variagdes na subunidade auxoférica (W) e

modificacdes estruturais no grupo alcoxila (R) (Figura 9).

Figura 9 - Planejamento de Novos Derivados 2-Alcoxi-N-fenilpiperazinicos
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3.2.PLANEJAMENTO SINTETICO

As metodologias sintéticas planejadas para esta proposta consideram a
utilizacdo de reacdes classicas em sintese organica que compreendem a conversao
de grupos funcionais e.g. O-alquilagdo, reducdo com hidretos metalicos,
interconversdo a halogenetos ou metanossulfonatos e substituicdo nucleofilica
bimolecular sob condicdes experimentais de refluxo e radiacdo micro-ondas

(Esquema 1).
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Esquema 1 - Planejamento sintético para obtencéo dos derivados-alvo.

28 (a, ¢ - f) 29 c-f) 30(c-f) 31 (c-f),R=Me
A (X=Br) (X =OMs) 32 (a-f), R = Et

P 33(@-f),R=iPr

OH
m i. LiAIHg, THF; ii. CBryg, PhgP, MeCN; iii. MsCI, TEA, CH,Cly;

27 (a, d) iv. Fenilpiperazina, TEA, MeCN, MO.

A sintese dos derivados-alvo foram iniciada com a obtencdo dos alcodis a
partir da reducdo dos acidos 3-metoxifenilacético e &cido 3,4-metilenodioxiacético
com hidreto de litio e aluminio. Juntamente com os alcodis comerciais, estes foram
convertidos aos bromoderivados intermediarios por meio da reagdo com
tetrabrometo de carbono e trifenilfosfina. Por sua vez, os metanossulfonatos foram
obtidos a partir de reagcdo com reacédo com cloreto de mesila e trietilamina. Por fim,
0os bromoderivados ou metanossulfonatos foram submetidos a reacdo de
substituicédo nucleofilica bimolecular com 2-metoxifenilpiperazina,
2-etoxifenilpiperazina e 2-Isopropoxifenilpiperazina em acetonitrila, sob radiacdo
microondas em forno convencional, em metodologia estabelecida no LADTER,
levando aos derivados-alvo. Somente as aminas 2-metoxifenilpiperazina e 2-
etoxifenilpiperazina  foram  adquiridas de fontes comerciais. Ja 2-
isopropoxifenilpiperazina foi sintetizada a partir da 2-hidroxifenilpiperazina. Neste
sentido, o grupo amino foi protegido pela reacdo com diterbutil dicarbonato (BOC),
seguido de reacdo com o brometo de isopropila e, por ultimo, a desprotecdo do

grupo amino gerando a fenilpiperazina correspondente (Esquema 6).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

Os solventes e reagentes utilizados nas reac¢des foram previamente tratados,
como descritos a seguir:

Trietilamina (TEA), acetonitrila (MeCN), diclorometano (DCM) foram tratados
com hidreto de célcio, tetraidrofurano tratado com sédio metalico, todos previamente
destilados antes do uso.

As reacfes foram realizadas em microondas doméstico Brastemp® modelo
BMK38ABHNA JetDefrost com capacidade de 38 L, poténcia de 900 W.

A evaporacado dos solventes foi realizada a pressao reduzida, em evaporador
rotatorio Tecnal® TE-211, em sistemas de alto vacuo, com pressado variando entre
10 e 0,1 mmHg.

A determinacdo dos pontos de fusédo foram realizadas em aparelho digital de
ponto de fusdo MQAPF 302 (Quimis)

Nas cromatografias analiticas de camada delgada (c.c.d.), foram utilizadas
cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de aluminio de silica gel com espessura 250 pum,
indicador fluorescence UVas4 (Silicycle®). A revelacdo das substancias em c.c.d. foi
feita por meio de lampada de ultravioleta (UV) (254-366 nm).

A purificacdo dos compostos deu-se por cromatografia em coluna de silica
Gel ( 70-230 mesh) a vacuo (flash).

A distancia percorrida por cada composto em uma amostra, dividida pela
frente do solvente é conhecido como o Rf (fator de retencao).

Os espectros na regiao do infravermelho (V) foram obtidos por Espectrometro
de Infravermelho com Transformada de Fourier Perkin Elmer - Spectrum BX (Central
Analitica — UCB), utilizando pastilhas de brometo de potassio - KBr (1% m/m). Os
valores para as absorgbes sdo referidos em numeros de ondas, utilizando como
unidade o centimetro reciproco (cm™).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
carbono-13 (RMN *3C) foram obtidos a 300 MHz e 75 MHz, respectivamente, em
aparelhos Varian Mercuty Plus spectrometer (7.05 T) da Central Analitica da
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Universidade de Brasilia e Bruker Avance DRX300 do Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do
Cearda, e a 500 MHz e 125 MHz, respectivamente, em aparelho Bruker Avance
DRX500 do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear da Universidade Federal do Ceara. As amostras foram dissolvidas em
CDCl; ou CDyCl, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os
valores de deslocamento quimico (3) sé@o referidos em parte por milhdo (ppm) em
relacdo ao TMS em Hertz (Hz) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).
As areas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrénica e suas multiplicidades
descritas como: sinpleto (s); sinpleto largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd);

tripleto (t), hepteto (hp) ou multipleto (m).
Andlise dos espectros de RMN
Para facilitar a interpretacdo dos dados dos espectros de RMN, as estruturas

gerais foram padronizadas como mostradas na Figura abaixo.

Figura 10 - Numerac&o e legendas empregadas no assinalamento de sinais em *H RMN e
*C RMN.

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio - 'H RMN

<Zj©6/ T Ve 2

5 N N N
Ar =< a=0CH,0 \Ar/\/ }r“l §_ \ /

. 1 ArCH,CH,N NCH,CH,N

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono - **C RMN

2.

o3 1

g -
KJs T L

N N N
Ar =¢ a=0CH,0 \Ar/\/ Y g_ _/

3 T ArCH,CHoN NCH,CH,N

2 3
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4.2. METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS

Obtencao dos alcoois 28 (a, c) a partir dos &cidos carboxilicos 27 (a, ¢):
Procedimento geral

Esquema 2 - Sintese dos &lcoois 13 (a, c) pela reducéo do acidos carboxilicos 12 (a, c).

OH OH
LAH, THF
—_— >
m t.a., 4h @/v

27 (a, c) 28 (a, c)

A um baldo de 50 mL, sob banho de gelo, foram adicionados hidreto de litio e
aluminio (LAH) (3,00 eqv) e THF (20,0 mL). A este foi adicionado, gota a gota, o
acido correspondente (3,000 mmol) solubilizado em THF (10,0 mL). A mistura
permaneceu sob agitacdo por 4 horas com evolucao da temperatura a ambiente. Ao
final deste tempo, o excesso de LAH foi desativado com metanol, sob banho de
gelo, seguido da adicao de solucdo de NaOH 10 % (2,0 mL) e posteriormente agua
destilada (5,0 mL) até formacao de hidroxido de aluminio. A mistura foi acidificada
com solucédo de HCI 10% até pH 3 e extraida com acetato de etila (3 x 15,0 mL). As
fases organicas reunidas foram lavadas com solucédo saturada de cloreto de soédio
(10,0 mL). Apos secagem sobre sulfato de sédio anidro e evaporacao do solvente a
pressdo reduzida, o material bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel

de silica, eluida com cloroférmio e etanol fornecendo os compostos-alvo.

2-(Benzol[d][1,3]dioxol-5-il)etanol (28a)

Rendimento: 98%

OH Rf = 0,5 (CHCI3: EtOH 5%)
<Zj©/v Liquido

CoH1003

IV (Filme) vmax M™% 3351 (von); 2883 (vas chz); 1607, 1503, 1489 (vec); 1442 (verp)
1247 (Vas C—O—C); 1040 (Vs C-O-C)-
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RMN 'H (300 MHz, CDCly): & 1,62 (sl, 1H, ArCH,CH,OH); 2,78 (t, 2H,
ArCH,CH,OH); 3,80 (t, 2H, ArCH,CH,OH); 5,93 (s, 2H, OCH,0); 6,62 (d, 1H, 6;
6,65 (d, 1H, 2’); 6,69 (dd, 1H, 5).

RMN C (75 MHz, CDCls): & 38,7 (ArCH,CH,OH): 63,6 (ArCH,CH,OH); 100,8
(OCH:0); 108,2 (CH, 2’); 109,2 (CH, 5); 121,8 (CH, 6'); 132,1 (C,1"); 146,0 (C, 4’);
147,6 (C, 3).

2-(3-Metoxifenil)etanol (28c¢)

Rendimento: 81%

/@NOH Rf = 0,48 (CHCl3: EtOH 5%)
~o0 Liquido

CoH1202

v (Filme) Vmax cm'l: 3370 (VQH); 2943 (Vas CHZ); 2835 (Vs CHZ); 1584, 1488 (Vc:c); 1434
(verz) 1254 (Vas c-o-c); 1044 (vs c-o-c)-

Obtencdo dos Bromoderivados 29 (a, ¢ - f)

Procedimento Geral

Esquema 3 - Sintese dos bromoderivados a partir do alcool correspondente.

OH Br
CBr4, Pth
_— >
MeCN;,t.a., 24hs

28 (a, c-f) 29 (a, c-f)

A um baldo de 25 mL foram adicionados, individualmente, os alcoois 28 (a, c-
f) (1,000 mmol), trifenilfosfina (1,000 mmol) e acetonitrila (2,0 mL). A mistura
permaneceu sob agitacdo até solubilizacdo dos reagentes. Em seguida, a mistura foi
resfriada em banho de gelo e, em pequenas porg¢des, tetrabrometo de carbono

(1,000 mmol) foi adicionado. Apds a completa adicéo, retirou-se o banho de gelo e
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cobriu-se o baldo com papel aluminio, para evitar a decomposi¢cdo do produto pela
luz. A reacdo permaneceu sob agitacdo por 24 horas e, ao final deste tempo, o
solvente foi evaporado a pressdo reduzida e o material bruto purificado por
cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com hexano, diclorometano e

cloroférmio, fornecendo os bromoderivados 29 (a, c-f).

5-(2-Bromoeti)[d][1,3]-benzodioxola (29a)
Rendimento: 76 %
<o:©NBf Rf = 0,62 (CHCls: EtOH 5%)
o) Liquido amarelado
CgHgO,Br

v (FI'mE) Vmax Cm_li 2943 (Vas CHZ); 2895 (VS CHZ); 1500, 1490 (chc); 1444 (VCHZ) 1245
(Vas c-o0-c); 1040 (vs c-o-c)-

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 3,07 (t, J = 6,0 Hz, 2H, ArCH,CH-Br); 3,51 (t, J = 6,0
Hz, 2H, ArCH,CH2Br); 5,94 (s, 2H, OCH,0); 6,67-6,76 (m, 3H, 2, 5’ e 6).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): & 33,3 (ArCH,CH,Br); 39,1 (ArCH,CH,Br); 101,0
(OCH:0); 108,4 (CH, 2°); 109,0 (CH, 5); 121,7 (CH, 6’); 132,7 (C, 1); 146,4 (C, 4);
147,7 (C, 3)).

2-Bromoetil-3-metdxibenzeno (29c¢)
Rendimento: 75 %
O Br Rf = 0,68 (CHCls: EtOH 5%)
Liquido amarelado
CngloBr

v (Fllme) Vmax Cm_li 2956 (Vas CHZ); 2834 (Vs CHZ); 1610,1512 (chc); 1434 (VCHZ) 1246
(Vas c-oc); 1035 (Vs c-o0-c)-
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RMN H (300 MHz, CDCls): § 3,13 (t, 2H, ArCH,CH,Br); 3,56 (t, J = 7,2 Hz, 2H,
ArCH,CH,Br); 3,80 (s, 3H, ArOCHg); 6,75 (d, 1H, 2°); 6,78 (d, 1H, J = 8,1 Hz, 4);
6,81 (d, 1H, J = 8,1 Hz, 6'); 7,20-7,30 (m, 1H, 5.

2-Bromoetil-4-metoxibenzeno (29d)
Rendimento: 95 %

Br Rf = 0,65 (CHCls: EtOH 5%)
~ Liquido amarelado

CngloBr

IV (FIlMe) vimax CMY: 2957 (vas cro); 2834 (vs ciz); 1601, 1585 (vec): 1455 (vers) 1267
(Vas c-o-c); 1049 (vs c.o-c).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 3,09 (t, J = 7,5 Hz, 2H, ArCH,CH,Br); 3,53 (t, J = 7,5
Hz, 2H, ArCH,CH,Br); 3,79 (s, 3H, OCHs); 6,85 (d, 1H, J = 6,6 Hz, 3, 5); 7,12 (d,
1H, J = 6,6 Hz, 2, 6).

2-Bromoetil-3,4-dimetoxibenzeno (29e)
| Rendimento: 91 %

OJQME” Rf = 0,67 (CHCls: EtOH 5%)
o Liquido amarelado

| C10H13OZBF

IV (FilMe) vimax cM™: 2937 (vas cr); 2828 (vs cuo); 1594, 1515, 1499 (veec); 1465
(Vehz) 1243 (Vas c-oc); 1025 (vs c-o-c).
RMN *H (300 MHz, CDCls): & 3,10 (t, 2H, ArCH,CH.Br); 3,53 (t, J = 7,8 Hz, 2H,

ArCH,CH,Br); 3,86 (s, 3H, OCHy); 3,88 (s, 3H, OCHz); 6,73 (d, 1H, J = 1,8 Hz, 6);
6,77-6,82 (m, 2H, 2, 5).
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2-Bromoetilciclohexano (29f)

Rendimento: 59 %

O/\/Bf Rf = 0,60 (CHCls: EtOH 5%)
Liquido amarelado

CsHisBr

RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 0,83-1,49 (m, 11H, CyCH,-1-6); 1,68-1,79 (m, 2H,
ArCH,CHBr); 3,44 (t, J = 6,0 Hz, 2H, CyCH,CH-Br).

Obtencéao dos Mesilatos 30 (c - f)

Procedimento Geral

Esquema 4 - Sintese dos mesilatos a partir do alcool correspondente.

OH O
MsCl, TEA >s{
- >
CH2C|2, t.a., 24hs O o

28 (c - ) 30 (c-f)

A um baldo de 50 mL foram adicionados, individualmente, os alcoois 28 (c-f)
(2,000 mmoal), trietilamina (2,000 mmol) e diclorometano (2,0 mL). A reacéo foi
resfriada sobre banho de gelo e cloreto de mesila (1,25 eqv.) foi adicionado. A
reacao permaneceu sob agitacao por 24 horas e, ao final deste tempo, a mistura foi
extraida com diclorometano (2 x 20,0 mL). As fases organicas reunidas foram
lavadas com solucdo de bicarbonato de soédio 5% (2 x 15,0 mL), solucao de acido
cloridrico 10% (1 x 10,0 mL) e solucéo saturada de cloreto de sodio (10,0 mL). Apos
secagem com sulfato de sddio anidro e evaporagéo do solvente a presséo reduzida,
o material bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida

com hexano e diclorometano fornecendo os compostos alvo.
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Metanossulfonato de 2-(3-metdxifenil)etila (30c¢)

Rendimento: 89 %

/O\QNS;S\\/O Rf = 0,56 (CHCls: EtOH 5%)
Liquido

CoH14S03

IV (filme) vimax cmY: 3014 (vech): 2939 (vas cra); 2837 (vs cra); 1602, 1585, 1489
(ve=c); 1353 (Vas s02); 1173 (Vs s02).

Metanossulfonato de 2-(4 —metdéxifenil)etila (30d)

Rendimento: 70 %

s Rf = 0,59 (CHCls: EtOH 5%)
N Liquido

CoH14S0O3

v (filme) V.méax cm'l: 3012 (V=CH); 2938 (Vas CH3); 2837 (VS CH3); 1518, 1992 (Vc:c);
1351 (Vas s02); 1173 (vs s02).

RMN H (500 MHz, CDClg): & 2,85 (s, 3H, ArCH,CH,0S0,CHs); 2,99 (t, J = 6,9 Hz,
2H, ArCH,CH,OMs); 3,79 (s, 3H, OCHg); 4,37 (t, J = 6,9 Hz, 2H, ArCH,CH,OMs);
6,86 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 3", 5°); 7,15 (d, J= 8,4 Hz, 2H, 2’, &).

RMN C (125 MHz, CDCl3): & 34,8 (ArCH»CH,OMSs): 37,4 (ArCH,CH,0SO,CHs):
55,3 (CHsOAr): 70,7 (ArCH,CH,OMs); 128.4 (C, 4’); 114,2 (2CH, 3' e 5'); 130,1
(2CH, 2’ e 6'); 158,5 (C, 1').
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Metanossulfonato de 2-(3,4-dimetoxifenil)etila(30e)

Rendimento: 99 %

o O\s/ Rf = 0,65 (CHCI3: EtOH 5%)
o0 o o
UV Liquido
o}

| C11H16S04

IV (filMe) vinax cm™: 3100 (vock): 2938 (Vas cha); 2837 (vs cr); 1592, 1518 (veec); 1351
(Vas s02); 1173 (Vs so2)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 2,86 (s, 3H, ArCH,CH,0SO,CHa); 2,98 (t, J = 6,9 Hz,
2H, ArCH,CH,OMs); 3,84 (s, 3H, OCHj ); 3,86 (s, 3H, OCHa); 4,38 (t, J = 6,9 Hz, 2H,
ArCH,CH,OMs); 6,73-6,75 (m, 1H, 6); 6,75- 6,77 (m, 1H, 2°); 6,80-6,81 (m, 1H, 5).

RMN *3C (175 MHz, CDCls): & 35,3 (ArCH,CH,OMs); 37,4 (ArCH,CH,OSO,CHy);
70,6 (ArCH,CH,0OMSs); 56,0 (2CHs, (H3sCO),Ar); 111,5 (CH, 2'); 112,1 (CH, 5'); 121,1
(CH, 6°); 128,9 (C, 1'); 148,2 (C, 4’); 149,1 (C, 3).

Metanossulfonato de 2-cicloexiletila (30f)

Rendimento: 96 %

OLgr Rf = 0,60 (CHCl3: EtOH 5%)
0” S0 .
O/V Liquido

CoH15S0,
IV (Filme) vmax cm™®: 3026 (v=ch); 2924 (Vas cha); 2852 (Vs cra); 1355 (Vas so2); 1174 (vs

SOZ)
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Obtencao dos Derivados Fenilpiperazinicos

Procedimento Geral

Esquema 5 - Sintese dos derivados fenilpiperazinicos.

(\N/Q

X NJ OR
Fenilpiperazina, TEA
MeCN, MO, 4 min

29 (a-f); X=Br 31 (c-f); R=Me
30 (a-f); X=0OMs 32(a-f); R=Et
33(@-f); R=1IPr

A um tubo reacional com tampa foram adicionadas, individualmente, as
fenilpiperazinas correspondentes (1,25 eqv.), trietilamina (1,25 eqv.) e acetonitrila
(0,3 mL). Apdés a solubilizagdo, foram adicionados individualmente o0s
bromoderivados 29 (a-f) ou mesilatos 30 (c-f). O tubo foi travado e exposto a
radiacdo microondas, em forno convencional, durante 4 sessdes de 1 minuto, a
poténcia 5 (450 W). Ao final, o material bruto foi purificado por cromatografia em
coluna de gel de silica, eluida com diclorometano e cloroférmio fornecendo os

derivados 2-alcoxifenilpiperazinicos 31-33 (a-f).

4-fenetil-1-(2-metoxifenil)piperazina (31b, LDT2)

Rendimento: 93%
hN Rf = 0,38 (CHCl3: EtOH 5%)
Liquido

NJ oL
C19H24N20

IV (filme) vmax cm™t: 2942 (v=cn); 2808 (vas cH2); 1594, 1500 (vc=c); 1309 (vn-ar); 1240
(Vas c-o-c); 1026 (vsc-o-c).
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1-(3-Metoxifenetil)-4-(2-metoxifenil)piperazina (31c, LDT3)

Rendimento: 83%
hN/Q Rf = 0,38 (CHCl3: EtOH 5%)
' y
o)

0 p.f.: 77-78°C.

N ~
C20H26N202

v (KBI’) Vmaéx cm'lz 2939(V=CH); 2814 (vas CHZ); 1595, 1500 (Vc:c); 1241 (vas c-o-c);
1028 (VS C-O-C)-

RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 2,67-2,72 (m, 2H, ArCH,CH,N); 2,76 (s, 4H,
NCH,CH,N); 2,84- 2,88 (m, 2H, ArCH,CH,N); 3,15 (sl, 4H, NCH,CH;N); 3,80 (s, 3H,
CH3OAr); 3,87 (s, 3H, ArOCHs); 6,75-6,85 (m, 2H, 2’, 4); 6,90-7,01 (m, 3H, 3, 4, 6);
7,20-7,26 (m, 3H, 5, 6", 5).

1-(4-Metoxifenetil)-4-(2-metoxifenil)piperazina (31d, LDT4)

Rendimento: 88%

h'\' Rf = 0,40 (CHCl5: EtOH 5%)

NQ o Liquido
/@A/ CooH26N20>
©)

IV (KB) vinax M™% 2927 (v=cp); 2827 (vas ci2); 1609, 1582, 1512 (vec); 1304 (Vn-a);
1241 (VaS c_o_c); 1028 (VS C-O-C)-

RMN *H (300 MHz, CDCly): & 2,63-2,68 (m, 2H, ArCH,CH:N); 2,76 (s, 4H,
NCH,CH,N); 2,77-2,84 (m, 2H, ArCH,CH,N); 3,15 (sl, 4H, NCH,CH,N); 3,79 (s, 3H,
CH3OAr); 3,87 (s, 3H, ArOCH3); 6,84 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 3', 5'); 6,90-7,04 (m, 4H, 6);
7,15 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2’, 6).
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1-(3,4-Dimetoxifenetil)-4-(2-metoxifenil)piperazina (31e, LDT5)

/© Rendimento: 85%

Rf = 0,45 (CHCI3: EtOH 5%)
N
| &

Liquido

0 NQ O
j@A/ C21H28N203
@)

RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 2,64-2,69 (m, J = 4,5 Hz, 2H, ArCH,CH,N); 2,76 (s,
4H, NCHCH.N); 2,78-2,84 (t, 2H, J = 4,2 Hz, ArCH,CH,N); 3,14 (sl, 4H,
NCH,CH;N); 3,85 (s, 6H, CHzOAr); 3,86 (s, 3H, ArOCHy); 6,77 (m, 2H, 6); 6,87 (m,
2H, 2); 6,95 (d, 1H, 3); 6,98 (m, 1H, 4, 6'); 7,00 (m, 1H, 5); 7,03 (m, 1H, 5').

RMN 2C (75 MHz, CDCly): & 33,1 (ArCH,CH,N): 50,6 (NCH,CH:N); 53,4
(NCH,CH,N); 55,4 (OCHa, 2); 55,8 (OCHs, 4'); 55,9 (OCHs, 3'); 60,7 (ArCH,CH,N);
111,1 (2CH, 3, 2’): 111,9 (CH, 5'); 118,1 (CH, 6); 120,5 (CH, 5); 120,9 (CH, 6'); 123,8
(CH, 4); 132,8 (C, 1); 141,1 (C, 1): 147,3 (C, 3); 147,8 (C, 4); 152,2 (C, 2).

1-(2-Ciclohexiletil)-4-(2-metoxifenil)piperazina (31f, LDT6)

Rendimento: 90%
ﬁN/Q Rf = 0,50 (CHCl3: EtOH 5%)

Liquido

v ol
C19H30N20

RMN 'H (300 MHz, CDClg): § 0.90-1,73 (m, 10H, CyCH,; m, 1H, Cy-CH e 2H,
CyCH,CH,N); 2,40-2,45 (m, 2H, CyCH,CH,N); 2,66 (sl, 4H, NCH,CH.N); 3,11 (sl,
4H, NCH,CH,N); 3,85 (s, 3H, OCHs); 6,88-7,02 (m, 4H, 3, 4, 5, 6).
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1-(2-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)etil)-4-(2-etdxifenil)piperazina (32a, LDT8)

Rendimento: 93%
ﬁN/Q Rf = 0,40 (CHCI3: EtOH 5%)
P °

O:(j/\/ L|'qU|d0
<O

RMN *H (300 MHz, CDCly): & 1,46 (t, J = 6,0 Hz, 3H, ArOCH,CHa); 2,61-2,66 (m, 2H,
ArCH,CH,N); 2,76-2,81 (m, 4H, NCH,CH,N e 2H, ArCH,CH,N); 3,16 (sl, 4H,
NCH,CH,N); 4,07 (g, J = 6,0 Hz, 2H, ArOCH,CHs3); 5,92 (s, 2H, OCH,0); 6,66-6,76
(m, 2H, 6, 2'); 6,78-6,99 (m, 5H, 5', 3, 4, 5, 6).

C21H26N203

1-(2-Etoxifenil)-4-fenetilpiperazina (32b, LDT9)

Rendimento: 93 %
hN/Q Rf = 0,55 (CHCl3: EtOH 5%)
NJ o) Liquido
\‘ CZOHZGNZO

o~

RMN *H (300 MHz, CDCls): & 1,47 (t, J = 6,0, Hz, 3H, ArOCH,CHs): 2,67-2,73 (m,
2H, ArCH,CH,N); 2,77 (sl, 4H, NCH,CH,N); 2,86-2,91 (m, 2H, ArCH,CH,N); 3,19 (sl,
4H, NCH,CH,N); 4,08 (g, J = 6,0 Hz, 2H, ArOCH,CHs); 6,85-6,90 (m, 2H, 3, 6); 6,95-
6,99 (M, 2H, 4, 5): 7,19-7,23 (m, 2H, 2’, 8'); 7,30-7,34 (m, 3H, 3', 4, 5).
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4-(2-Etoxifenil)-1-(3-metoxifenetil)piperazina (32c, LDT243)

Rendimento: 68 %
ﬁN/Q Rf = 0,40 (CHCI3: EtOH 5%),
| o p.f. 58,60 - 59,7°C
W C21H28N20;

IV (KBF) vinax M 2943 (veci): 2813 (vs chz); 1592, 1495, 1452 (veec), 1310 (varn):
1238 (Vc-o-c); 1026 (VS C-O-C)-

RMN H (500 MHz, CDCls): & 1,47 (t, J = 6,9 Hz, 3H, ArOCH,CHs); 2,73-2,94 (m, 8H,
ArCH,CH,N, NCH>CH:N, ArCH,CH.N); 3,22 (sl, 4H, NCH,CH,N); 3,81 (s, 3H,
OCHa): 4,08 (q, J = 6,9 Hz, 2H, ArOCH,CH3); 6,77 (dd, J = 8,1 Hz, J = 2,4 Hz, 1H,
4'); 6,81-6,87 (m, 3H, 2’, 6, 6); 6,91-6,97 (M, 3H, 3, 4, 5); 7,23 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN C (125 MHz, CDCls): & 15,1 (ArOCH,CHs); 33,3 (ArCH,CH.N); 50,3
(NCH2CH2N); 53,5 (NCHCHoN); 55,3 (OCHs 3); 60,5 (ArCH,CH.N); 63,7
(ArOCH,CHjs); 111,7 (CH, 4’); 112,7 (CH, 3); 114,7 (CH, 2); 118,3 (CH, 6); 121,2
(CH, 5); 121,3 (CH, 6’); 123,0 (CH, 4); 129,6 (CH, 5’); 141,2 (C, 1’); 141,5 (C, 1);
151,7 (C, 2), 159,9 (C, 3)).

4-(2-Etoxifenil)-1-(4-Metoxifenetil)piperazina (32d, LDT244)

Rendimento: 84%
ﬁN/Q Rf = 0,40 (CHCl3: EtOH 5%)
o pf.49,70-48,3° C
W C21H2sN20>
|
IV (KBF) vinax CM™: 2973 (Vas crz); 2947 (v-c): 2814 (vs chz); 1609, 1589, 1512 (ve=c),

1307 (VAr—N); 1245 (Vc_o_c); 1044 (VS C—O—C)-

RMN H (500 MHz, CDCls): § 1,47 (t, J = 6,8 Hz, 3H, ArOCH,CHs); 2,67-2,70 (m, 2H,
ArCH,CH,N); 2,79 (s, 4H, NCH,CH,N): 2,83-2,86 (m, 2H, ArCH,CH,N): 3,20 (sl, 4H,
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NCH,CH,N); 3,80 (s, 3H, OCH3); 4,08 (q, J = 6,8 Hz, 2H, ArOCH,CHs); 6,85-6,86 (m,
3H, 3, 5, 6); 6,91-6,99 (m, 3H, 3, 4, 5); 7,16 (d, J = 8,2 Hz, 2H, 2, &).

RMN '3C (125 MHz, CDCls): & 15,1 (ArOCH,CHs); 32,6 (ArCH,CH.N); 50,5
(NCH,CH2N); 53,5 (NCH,CHoN); 554 (OCHs 4); 60,9 (ArCH,CH.N); 63,7
(ArOCH,CHa); 112,6 (CH, 3); 114,0 (2CH, 3’, 5’); 118,3 (CH, 6); 121,1 (CH, 5); 122,9
(CH, 4);129,8 (2CH, 2, 6'); 132,3 (C, 1'); 141,4 (C, 1); 151,7 (C, 2); 158,1 (C, 4)).

4-(2-Etoxifenil)-1-(3,4-dimetoxifenetil)piperazina (32e, LDT245)

Rendimento: 69%
= . 0
| hN/Q Rf = 0,40 (CHClI3: EtOH 5%)
NJ o) Liquido
W C22H30N203

RMN *H (500 MHz, CDCls): & 1,48 (t, 3H, J = 6,93 Hz, ArOCH,CHs); 2,68-2,73 (m,
2H, ArCH,CH,N); 2,77 (s, 4H, NCH>CH,N); 2,82-2,89 (m, 2H, ArCH,CH,N): 3,19 (sl
4H, NCH,CH,N); 3,81 (s, 3H, OCHjy); 3,81 (s, 3H, OCHa); 4,09 (g, J = 6,90 Hz, 2H,
ArOCH,CHs); 6,75-6,83 (m, 3H, 3, 5, 6); 6,83-6,92 (d, J = 6,0 Hz, 1H, 6'); 6,92-6,99
(m, 3H, 3, 4, 5).

RMN C (125 MHz, CDCls): & 15,0 (ArOCH,CHs); 33,7 (ArCH,CH.N); 50,6
(NCH,CH2N): 53,6 (NCH,CH,N); 55,2 (OCHs, 3); 552 (OCHs, 4); 60,5
(ArCH,CH,N); 63,7 (ArOCH,CHs); 111,4 (CH, 3); 112,7 (CH, 5'); 114,6 (CH, 2');
118,3 (CH, 6); 1201,1 (CH, 6’); 121,2 (CH, 5); 122,8 (CH, 4); 129,5 (C, 1); 141,5 (C,
1); 142,0 (C, 4); 151,7 (C, 3’); 159,8 (C, 2).
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1-(2-Ciclohexiletil)-4-(2-etdxifenil)piperazina (32f, LDT450)

Rendimento: 88%
hN/Q Rf = 0,40 (CHCl3: EtOH 5%)
NJ o} Liquido incolor
W C20H32N20

o

IV (KBI) vimax €M™ 2975 (vech): 2922 (vVas crz); 2850 (vs criz); 1595, 1500 (veec), 1303
(Vn-c); 1239 (vc-o-c); 1045 (Vasc-o-c)-

RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 1,14-1,30 (m, 6H, CyCH,-1-6 e 1H, CyCH,CH,N):
1,43-1,63 (m, 3H, ArOCH,CHs): 1,66-1,73 (m, 6H, CyCH,-1-6 e 1H, CyCH,CH,N):
2,43-2,46 (M, 2H, ArCH,CH,N); 2,66 (sl, 4H, NCH,CH,N); 3,15 (sl, 4H, NCH,CH,N);
4,06 (g, J = 6,9 Hz, 2H, ArOCH,CHz); 6,83-6,85 (m, 1H, 6); 6,88-6,97 (m, 3H, 3, 4,
5).

RMN 3C (125 MHz, CDCly): § 15,1 (ArOCH,CHs): 26,5 (2CH,, CyCH,-3 € CH,-C-5);
26,7 (CH, CyCH-4); 33,6 (2CH, CyCH,-2 e CH,-C-6); 34,5 (ArCH,CH,N); 36,5
(CyCH-1); 50,6 (NCH,CH.N); 53,7 (NCH,CH,N); 56,9 (ArCH,CH,N); 63,7
(ArOCH,CHs): 112,7 (CH, 3); 118,8 (CH, 6); 121,6 (CH, 5); 122,9 (CH, 4); 141,6 (C,
1); 151,7 (C, 2).



52

Obtencdo do intermediério 2-Isopropoxifenilpiperazinico
Procedimento Geral

Esquema 6 - Sintese da 2-Isopropoxifenilpiperazina.

m* <

(Boc,)O, NaHCOg3, H,0

@ THF, Dioxano, ta., 12h
OH 34

OH 34-Boc

N/ hNJ\OJ<

BrCH(CHg),, DMF, K,CO4q

N TFA, CH,Cl, N Q ,
@: ta.4h @: ta, 12h
o o

A s AN w

Sintese do intermediario 34-Boc

A um baldo foram adicionadas a 2-hidroxifenilpiperazina (7,880 mmol), diterbutil
dicarbonato (1,20 eqv.), bicarbonato de soédio (1,39 eqv.), 4gua (25,0 mL),
Tetrahidrofurano (25,0 mL) e dioxano (25,0 mL). A reacdo permaneceu sob agitacéo
por 12 horas, ao final deste tempo, a mistura foi neutralizada com HCI 10%, extraida
com diclorometano (2 x 20,0 mL). As fases organicas reunidas foram lavadas com
solucdo saturada de cloreto de sodio (10,0 mL). Apds secagem com sulfato de sédio
anidro e evaporacdo do solvente a presséo reduzida, o material bruto foi purificado
por cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com diclorometano e cloroférmio

fornecendo o derivado-alvo.

Sintese do intermediario 35

O produto foi adicionado a um baldo de 100 mL e reagido brometo de isopropila
(1,20 eqv.), carbonato de potassio (2,400 mmol) e N,N-dimetilformamida (15,0 mL),
em refluxo sob banho de 6leo a 60°C por 24h. Ao final deste tempo, a mistura depois
de fria foi extraida com acetato de sodio (2 x 20,0 mL), agua (2x20,0 mL), solucdo de
bicarbonato de sodio 5%. As fases organicas reunidas foram lavadas com solugéo
saturada de cloreto de sédio (10,0 mL). Apbs secagem com sulfato de sodio anidro e

evaporacdo do solvente a pressdo reduzida, o material bruto foi purificado por
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cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com diclorometano e cloroférmio

fornecendo os compostos alvo.

Sintese do intermediario 36

A desprotecdo do grupo amino do anel piperazinico ocorreu reagindo o produto
da reacdo anterior com &cido trifluoro acético (17,50 eqv.) em diclorometano (8,0
mL) em agitacdo a temperatura ambiente por 4 horas. Ao final deste tempo, a
reacdo foi basificada a pH 14 com bicarbonato de sodio e extraida com
diclorometano (2 x 20,0 mL) e lavada com solucdo saturada de cloreto de sédio
(10,0 mL). Apds secagem com sulfato de sodio anidro e evaporacdo do solvente a
presséo reduzida, o material bruto foi purificado por cromatografia em coluna de gel

de silica, eluida com diclorometano e cloroférmio fornecendo os compostos alvo.

1-(2-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-il)etil)-4-(2-isopropoxifenil)piperazina (33a, LDT451)

Rendimento: 80%
/© Rf = 0,43 (CHCI3: EtOH 5%),

p.f. 59,4° - 60,8° C

thN O
50 i G

IV (KBF) vimax CM™Y: 2941 (v=cp); 2974 (Vas crz); 2816 (vs crz); 1595, 1492, 1438 (veec),
1382, 1371 (V(CHS)ZCH); 1311(VN-C); 1238 (Vc.o.c); 1122 (VArN-C); 1008 (Vsc-o-c).

RMN H (500 MHz, CDCly): & 1,37 (d, J = 6,0 Hz, 6H, ArOCH(CHs)); 2,62-2,68 (m,
2H, ArCH,CH,N, 4H, NCH,CH,N e 2H, ArCH,CH,N); 3,17 (s, 4H, NCH,CH.N); 4,61
(hp, J = 6,0 Hz, 1H, ArOCH(CHa)2); 5,92 (s, 2H, OCH.0); 6,67-6,70 (m, 1H, 6'); 6,67-
6,77 (m, 2H, 2, 5'); 6,84-6,91 (m, 1H, 6); 6,92-6,98 (m, 3H, 3, 4, 5).

RMN *3C (125 MHz, CDCly): & 22,5 (ArOCH(CHs),); 33,4 (ArCH,CH,N): 50,5
(NCH,CH:N); 53,7 (NCH,CH2N): 60,9 (ArCH,CH,N); 70,4 (ArOCH(CHs),); 100,9
(OCH;0); 108,2 (CH, 2’); 109,3 (CH, 5’); 116,4 (CH, 3); 118,7 (CH, 6); 121,6 (2CH, 5,
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6’); 122,6 (CH, 4); 134,0 (C, 1’); 142,9 (C, 1); 1459 (C, 4); 147,7 (C, 3’); 150,6 (C,
2).

4-Fenetil-1-(2-isopropoxifenil)-piperazina (33b, LDT452)

Rendimento: 82%
ﬁN/Q Rf = 0,38 (CHCl3: EtOH 5%)

p.f.: 67,2°-68,3° C

NJ o
O/\/ \( C21H2sN20

IV (KBF) vimax cM'Y: 2943 (v=cp): 2975 (Vas crz); 2811 (vs cr); 1592, 1495, 1452 (veec),
1382, 1371 (V(CH3)ZCH); 1311(VN-C); 1237 (VC-O-C); 1128 (VArN-C); 1040 (VsC-O-C)

RMN H (500 MHz, CDCls): § 1,38 (d, J = 10,0 Hz, 6H, ArOCH(CHs)); 2,68-2,75 (m,
2H, ArCH.CH,N e 4H, NCH,CH,N); 2,85-2,98 (m, 2H, ArCH,CH.N); 3,19 (sl, 4H,
NCH,CH,N); 4,62 (hp, J = 10,0 Hz, 1H, ArOCH(CHa),): 6,88-6,90 (m, 1H, 6); 6,89-
6,98 (M, 3H, 3, 4, 5); 7,20-7,34 (m, 5H, 2, 3", 4', 5, 6').

RMN 3C (125 MHz, CDCls): & 22,4 (ArOCH(CHs),); 33,7 (ArCH,CH,N); 50,5
(NCH,CH,NAr); 53,7 (NCH,CH,NAT); 60,7 (ArCH,CH,N); 70,4 (ArOCH(CHa),): 116,3
(CH, 3): 118,6 (CH, 6); 121,6 (CH, 5); 122,7 (CH, 4); 126,2 (C, 4); 128,6 (2CH, 3,
5'): 128,9 (2CH, 2', 6'); 140,0 (C, 1°); 142,3 (C, 1); 150,5 (C, 2).

4-(2-1sopropoxifenil)-1-(3-metodxifenetil)piperazina (33c, LDT453)

/@ Rendimento: 40%

Rf = 0,42 (CHCl3: EtOH 5%)
N
| 5

p.f.i57,4°-57,7°C

(@) NJ (@)
\OA/ Y C22H30N202
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IV (KB vmac CM™: 2944 (vcw): 2809 (ve cno); 1583, 1492, 1444 (veg), 1370
(vcHayzcH); 1311(vnc); 1236 (ve-o-c); 1125 (van-c); 1054 (vsc-o-c).

RMN *H (500 MHz, CDCls): & 1,37 (d, J = 6,0 Hz, 6H, ArOCH(CHa),); 2,71-2,75 (m,
2H, ArCH,CH,N); 2,78 (s, 4H, NCH>CH,N); 2,87-2,91 (m, 2H, ArCH,CH,N); 3,20 (sl,
4H, NCH,CH,N): 3,81 (s, 3H, OCH3); 4,61 (hp, J = 6,0 Hz, 1H, ArOCH(CHa).); 6,77
(dd, J = 8,1 Hz, J = 2,0 Hz, 1H, 4"; 6,81 (s, 1H, 2); 6,84 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 6'); 6,88
(d, J =7,2 Hz, 1H, 6); 6,91-6,97 (m, 3H, 3, 4, 5); 7,23 (t, J = 7,8 Hz, 1H, 5).

RMN 3C (125 MHz, CDCly): & 22,5 (ArOCH(CHs),); 33,5 (ArCH,CH,N); 50,3
(NCH,CH,N): 53,6 (NCH,CH,N): 55,3 (OCHs 3'); 60,5 (ArCH,CH,N); 70,4
(ArOCH(CHs),): 111,6 (CH, 4); 114,7 (CH, 2'); 116,1 (CH, 3); 118,7 (CH, 6); 121,3
(CH, 5); 121,6 (CH, 6'); 122,7 (CH, 4); 129,6 (CH, 5); 142,0 (C, 1’); 143,0 (C, 1);
150,5 (C, 2), 159,9 (C, 3)).

4-(2-isopropoxifenil)-1-(4-Metoéxifenetil)piperazina (33d, LDT454)

Rendimento: 52%
hN/Q Rf = 0,42 (CHCl3: EtOH 5%)

Liquido amarelo

P
/@A/ \( C22H30N202
O

IV (KBF) viax €M™ 2936 (voch): 2973 (vas cra); 2812 (vs cip):1610, 1595, 1512, 1496
(ve=c), 1372 (v(cHa)zch); 1300 (vnc); 1239 (vc.o-c); 1134 (van-c); 1039 (vsc.o-c)-

RMN H (500 MHz, CDClg): & 1,37 (d, J = 6,0 Hz, 6H, ArOCH(CHa),): 2,66-2,69 (m,
2H, ArCH,CH,N); 2,76 (s, 4H, NCH,CH,N): 2,82-2,86 (m, 2H, ArCH,CH,N): 3,19 (sl
4H, NCH,CH,N): 3,80 (s, 3H, OCHg); 4,62 (hp, J = 6,0 Hz, 1H, ArOCH(CH),); 6,85-
6,89 (m, 3H, J = 8,4 Hz, 3, 5, 6); 6,94-6,95 (m, 3H, 3, 4, 5); 7,16 (d, J = 8,4 Hz, 2H,
2, 6).
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RMN °C (125 MHz, CDCly): & 22,5 (ArOCH(CHs),); 33,7 (ArCH»CH,N); 50,5
(NCH,CHN): 53,7 (NCH,CH:N); 55,4 (OCHs, 4)); 60,9 (ArCH,CH,N); 70,5
(ArOCH(CHs),); 114,1 (2CH, 3, 5'); 116,4 (CH, 3); 118,7 (CH, 6); 121,7 (CH, 5);
122,7 (CH, 4); 129,8 (2CH, 2’, 6'); 132,4 (C, 1'); 142,9 (C, 1); 150,6 (C, 2), 158,2 (C,
4,

4-(2-1sopropodxifenil)-1-(3,4-dimetoxifenetil)piperazina (33e, LDT455)

/@ Rendimento: 55%

Rf = 0,45 (CHCl3: EtOH 5%)
N
| &

Liquido

@) NJ @)
j@A/ \( C23H32N203
O

IV (KBF) vinax cMY: 2936 (v=cn): 2972 (Vas chz); 2812 (vs crp); 1592, 1516, 1497 (veec),
1354, 1372 (V(CH3)2CH); 1237 (Vc.o.c); 1141 (VArN-C); 1030 (Vsc-o-c).

RMN H (500 MHz, CDCly): & 1,36 (d, J = 6,0 Hz, 6H, ArOCH(CHs)); 2,68-2,71 (m,
2H, ArCH»CH,N) 2,76 (sl, 4H, NCH.CH,N); 2,82-2,87 (m, 2H, ArCH,CH,N): 3,19 (s,
4H, NCH,CH.N); 3,86 (s, 3H, OCHg); 3,88 (s, 3H, OCHg); 4,60 (hp, J = 6,0 Hz, 1H,
ArOCH(CHa),); 6,77-6,82 (m, 3H, 2, 5', 6); 6,86-6,88 (m, 1H, 6); 6,93-6,95 (m, 3H, 3,
4, 5).

RMN C (125 MHz, CDCl): & 22,5 (ArOCH(CHs),); 33,2 (ArCH,CH,N); 50,4
(NCH,CH,N); 53,7 (NCH,CH,N); 56,0 (OCH3 4'); 56,1 (OCH3, 3'); 60,9 (ArCH,CH,N);
70,5 (ArOCH(CHs),): 111,6 (CH, 5'); 112,4 (CH, 2'); 116,4 (CH, 3): 118,7 (CH, 6);
120,7 (CH, 6'); 121,7 (CH, 5): 122,7 (CH, 4); 132,9 (C, 1’); 142,9 (C, 1); 1475 (C,
4%); 149,0 (C, 3); 151,7 (C, 2).

1-(2-Ciclohexiletil)-4-(2-isopropoxifenil)piperazina (33f, LDT456)
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Rendimento: 50%
hN/Q Rf = 0,40 (CHCl3: EtOH 5%)

Liquido incolor

NJ (@)
OA/ \( C21H34N>

v (KBr) Vmax cm'l: 2973 (V=CH); 2922 (Vas CHZ); 2850 (Vs CH2); 1595, 1496, 1448 (Vc:c),
1381 (V(CHS)ZCH); 1303 (VN-C); 1237 (Vc.o.c); 1128 (VArN-C); 1055 (Vsc-o.c).

RMN H (500 MHz, CDCls): § 0,91-1,31 (m, 6H, CyCH,-1-6 e 1H, CyCH,CH,N); 1,35
(d, J = 6,0 Hz, 6H, ArOCH(CHs),); 1,50-1,73 (m, 6H, CyCH-1-6 e 1H, CyCH>CH,N);
2,57-2,60 (M, 2H, ArCH,CH,N); 2,80 (sl, 4H, NCH,CH,N); 3,22 (sl, 4H, NCH,CH,N);
4,59 (hp, J = 6,0 Hz, 1H, ArOCH(CHs),); 6,85-6,87 (m, 1H, 6); 6,90-6,92 (m, 2H, 3,
5); 6,93-6,96 (M, 1H, 4).

RMN *3C (125 MHz, CDCls): & 22,5 (ArOCH(CHs),); 26,4 (CyCH,-3 e CH,-C-5,
2CH,); 26,7 (CyCH-4, CH,); 33,5 (ArCH,CH:N); 33,6 (CyCH»-2 e CH»-C-6, 2CH));
36,4 (CyCH-1); 49,8 (NCH,CH,N); 53,1 (NCH,CH,N); 56,7 (ArCH,CH,N); 70,5
(ArOCH(CHs),); 115,9 (CH, 3); 118,8 (CH, 6); 121,6 (CH, 5); 122,9 (CH, 4); 141,0
(C, 1); 150,5 (C, 2).
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4.3. AVALIACAO FARMACOLOGICA

Os ensaios de competicdo (binding) e funcionais foram realizados no
Laboratério de Farmacologia Bioquimica e Molecular do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro (NASCIMENTO, 2011)

Obtencéo dos 6rgaos

Todos os protocolos foram previamente aprovados pelo comité de ética da
UFRJ (CEUA; protocolo: DFBCICBO011).

Ratos Wistar machos de 2,5 — 3 meses foram eutanasiados por decapitacao
apos serem anestesiados em camara saturada com éter. Coelhos albinos machos
(2,5 — 3 kg) foram eutanasiados por exsanguinacao apos serem anestesiados com

pentobarbital intravenoso (40 mg/kg).

Radioligantes e farmacos utilizados

O radioligante [*H]-prazosina (atividade especifica 85 Ci/mmol) foi adquiridos
da PerkinElmer, EUA. O cloridrato de prazosina, bitartarato de adrenalina, cloridrato
de (R)-(-)-fenilefrina cloridrato e dicloridrato de BMY7378 (11) foram adquiridos da
SIGMA, EUA.

Preparacdo membranar

Seguindo o protocolo previamente descrito na literatura foram obtidas
preparacdes membranares de homogeneizado de figado de coelho. Tais
preparagdes membranares sdo enriquecidas no subtipo a;a de adrenoceptores. O
tecido obtido como descrito anteriormente (= 30 g) foi descongelado naturalmente,
imerso em solugcéo de descongelamento (sacarose 0,25 M, EGTA 1 mM e Tris 5 mM
(pH 7,4)) gelada. Em seguida, o tecido foi transferido para uma placa de petri sobre
gelo, contendo solucéo para homogeneizacéo de figado (EDTA 2 mM, NaCl 100 mM
e Tris 50 mM (pH 7,4)) gelada. O figado foi entdo cuidadosamente picotado

desprezando-se a parte mais fibrosa.
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O tecido foi homogeneizado, com auxilio de Ultra-Turrax (velocidade 24000
RPM), em solugéo tampdo em propor¢cao 6:1, por trés vezes durante 20 segundos
com intervalo de repouso por 1 minuto em gelo. Posteriormente o homogeneizado
foi submetido a centrifugacdo de 10000 x g, por 10 minutos a 4°C, gerando
sobrenadante que foi submetido a ultracentrifugacao de 80000 x g, por 40 minutos a
4°C, obtendo-se um pellet. Este pellet foi ressuspenso em solugdo tampéao isenta de
NaCl (EDTA 1 mM e Tris 50 mM (pH 7,4)) e submetido a nova ultracentrifugacao nas
mesmas condi¢cdes anteriores. O pellet obtido nesta etapa foi ressuspenso em
solugcdo de armazenamento (sacarose 0,25 M, EGTA 1 mM e Tris 5 mM (pH 7,4))
com o auxilio de homogeneizador manual do tipo Dounce e estocado em aliquotas
de 300 pL em nitrogénio liquido. Em todos os protocolos de preparacdes
membranares a dosagem de proteina foi realizada de acordo com o método de
LOWRY e cols. (1951).

Ensaio de Binding da [*H]-prazosina aos adrenoceptores aa

Nos ensaios de saturacdo foi medida a ligacdo da [*H]-prazosina aos
adrenoceptores-a;a nativos na auséncia e presenca de diferentes concentragcdes de
prazosina ndo radioativa (10™*° - 107 M). Para ensaios de competicéo, tubos de
ensaio contendo 350 pL de solucdo intermediaria ([*H]-prazosina 0,16 nM, EDTA 1,6
mM, Tris 50 mM (pH 7,4 a 25°C), sdo adicionados 50 puL de diferentes
concentracdes dos derivados 31 (b-f) (concentracéo final 10° - 10 M), ou 50 pL de
agua (veiculo para a diluicdo dos derivados 31 (b-f)), para a determinacdo da
ligacdo total, ou 50 pL de prazosina nédo radioativa a 10 uM (final 1 uM) para a
determinacdo da ligacdo ndao-especifica, além de 200 pg das preparacdes
membranares de figado de coelho (aja), contidos em 50 pL de suspensao
completando volume final de 500 uL. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Em ambos os ensaios as preparagdes membranares foram incubadas a 30°C
por 45 minutos. Apds o periodo de incubacéo, a reacdo foi parada pela adi¢éo de 4
mL de solucdo de lavagem gelada (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4), seguida por filtracdo
rapida a vacuo em filtros de fibra de vidro (GMF 3, Filtrak®). Os filtros foram lavados
quatro vezes com 4 mL da mesma solucdo sob vacuo para remover todo
radioligante livre. Em seguida os filtros foram secos e acondicionados em vials
contendo 5 mL de liquido de cintilagdo (PPO 4%, POPOP 0,1% p/V em tolueno). A
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radioatividade retida nos filtros foi entdo determinada em contador de cintilagao
liguida (Packard Tri-Carb 1600 TR).

A ligacdo especifica da [*H]-prazosina aos adrenoceptores-a;a foi definida
como a diferenca entre a ligacao total e a ligacdo néo-especifica. Os dados obtidos
pelo ensaio de saturacdo nos permitiram obter os parametros Kd (constante de
dissociacdo), a qual representa a concentracdo de radioligante necesséria para
ocupar 50% dos sitios receptores, e Bmax, densidade méaxima dos sitios de ligacao,
0s quais foram calculados por regressao néo-linear. Os valores crescentes de bound
foram calculados indiretamente através do valor de bound obtido na concentracéo
do radioligante (fmol/mg proteina) o qual foi multiplicado por um fator de diluigdo
(FD) do radioligante (ex: [*H]-prazosina) decorrente da adicdo do ligante n&o
radioativo (ex: prazosina), em processo conhecido como diluicdo isotOpica. Este
procedimento visa obter uma curva de saturagdo com menor gasto de substancia
radioativa e de material biolégico. Ja ensaios de competicdo nos permitem construir
curvas de inibicdo da ligacdo especifica do radioligante. Quanto maior a
concentracdo do agente competidor empregada, neste caso os derivados 31 (b-f)
em estudo, maior a competicdo pelos receptores especificos, diminuindo a formacgéo
do complexo receptor-radioligante. Isto pode ser observado pela progressiva
reducdo da radioatividade retida nos filtros e detectada pelo contador de cintilagédo
liquida.

A partir destas curvas de inibicdo foi possivel calcular os valores da
concentracdo dos derivados 31 (b-f) que inibe em 50% a ligacdo do radioligante
(Clsp). Tais valores foram convertidos a valores de Ki (constante de dissociagdo do
competidor no equilibrio ou constante de inibicdo) através da equacdo de Cheng-
Prusoff (Eq. 1).

K = Clsg

1+ (L] Ko) (Equacéo 1)

Onde Ki = constante de inibi¢cdo; Clso = concentragédo que inibe em 50% a ligacéo do
radioligante; [L] = concentracdo do radioligante; Kd = constante de equilibrio de

dissociacao do ligante (medido em ensaio de saturacao).
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Adrenoceptores aig
Preparacao membranar

As preparagcbes membranares de homogeneizado de figado de rato séo
enriquecidas no subtipo a;g de adrenoceptores. Os tecidos obtidos como descrito
anteriormente (4 figados de rato o que corresponde a = 30 g) foram descongelados,
picotados e homogeneizados da mesma forma realizada para figado de coelho. O
homogeneizado obtido foi filtrado em quatro camadas de gaze e entdo submetido a
centrifugacdo 5000 x g, por 20 minutos a 4°C, gerando sobrenadante que
posteriormente foi ultracentrifugado a 100000 x g, por 60 minutos a 4°C, obtendo-se
um pellet. Este pellet foi ressuspenso em solucdo tampéo isenta de NaCl e
submetido a nova ultracentrifugacdo nas mesmas condi¢gfes. O pellet obtido nesta
etapa foi ressuspenso em solugcdo de armazenamento (sacarose 0,25 M, EGTA 1
mM e Tris 5 mM (pH 7,4)) com o auxilio de um homogeneizador manual do tipo

Dounce e estocado em aliquotas de 300 uL em nitrogénio liquido.
Ensaio de Binding da [*H]-prazosina aos adrenoceptores ag

Ensaios de ligacdo para adrenoceptores a;g foram padronizados da mesma
forma que ensaios de ligacdo para adrenoceptores a5, de acordo com a literatura,
i.e., foram realizados ensaios de saturacdo e competicdo em preparacdes
membranares de figado de rato, neste caso utilizando 150 pg proteina por tubo,
contidos em 50 pL de suspenséao, além das diferentes concentracdes dos derivados
31 (b-f) (107 - 10° M).

Ensaios funcionais

Realizou-se ensaios de contracdo isométrica utilizando ratos Wistar machos,
com idade de 2,5 — 3 meses eutanasiados como descrito anteriormente. A aorta
toracica (tecido enriquecido em receptores ajp-adrenérgicos funcionais) foi
removida, livre dos tecidos conectivo e adiposo adjacentes, e cortada em segmentos
de 3 mm. Em seguida, cada anel foi fixado a um transdutor de tensdo (GRASS FT-
03), e mergulhado em cubas contendo 9 mL de solucao fisiologica (NaCl 122 mM,
KCI 5 mM, CaCl, 1,25 mM, MgCl, 1,25 mM, KH,PO4 1,25 mM, NaHCO3; 15 mM,

Glicose 11,5 mM), mantidos a 37°C sob constante aeragdo com mistura carbogénica
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(95% de O, e 5% de CO,). Os segmentos da aorta foram entdo submetidos a uma
pré-carga de 20 mN por 60 minutos. Apds a recuperacao dos tecidos, mantidos por
1 hora em repouso, foi realizada uma contracdo induzida por fenilefrina (FE) 1 uM
(agonista seletivo dos receptores a1-adrenérgicos). No plateau desta contracao,
visando promover relaxamento endotélio-dependente decorrente da ativacdo da
enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e consequente liberacdo de oOxido
nitrico (NO), adicionou-se acetilcolina 1 pM. Os anéis que relaxaram pelo menos
80% foram considerados com endotélio intacto, sendo utilizados.

Em seguida a preparacdo foi lavada e mantida em repouso por 1 hora,
visando a recuperacdo do tecido. Foram entdo realizadas curvas cumulativas a
fenilefrina (10° — 10° M) na presenca de propranolol 1 pM (blogueador de
receptores B-adrenérgicos) antes e apos a incubacéo por 1 hora dos derivados 31
(b-f) a 10 ou 50 nM. Paralelamente, um controle temporal foi realizado para
descartar a existéncia de algum artefato sobre a contracdo medida, onde adicionou-
se apenas o veiculo (agua ultrapura Milli Q®) no lugar da substancia a ser testada.
Seguindo rigorosamente o0 mesmo protocolo que as demais cubas que tiveram
adicionadas os derivados 31 (b-f).

Os dados foram digitalizados no sistema MacLab 8S conectado ao transdutor
de tensdo isométrico Grass FT-03, que registrou a variacdo de tensdo em
milinewtons (mN) gerada ao longo da analise. Os dados digitalizados foram entéo
analisados através do programa Chart 3.4/s software (MacLab, Inc., USA). No
processo de screening farmacoldgico, a concentracdo inicial utilizada dos derivados
31 (b-f) foi de 50 nM, considerada como concentracdo de corte, ou seja, as
substancias que nao tiveram efeito nesta concentracdo ndo seriam mais
investigadas neste ensaio. Em contrapartida, as substancias que tiveram efeito,
foram depois testadas em concentracdo menor (10 ou 2 nM) (Tabela 10). Desta
forma, através da construgdo de curvas concentragdo-resposta ao agonista FE na
auséncia e presenca do antagonista pode-se determinar os parametros de efeito
méaximo (Emax) e concentragdo que promove 50% do Emax (CE50). A razdo entre o
valor de CE50 nestas duas condi¢cbes (com e sem derivado-alvo) corresponde a um
terceiro parametro, denominado “razdo da concentragdo” (ou CR). Uma vez

determinados estes parametros, foi possivel calcular a afinidade aparente dos
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antagonistas competitivos (KB) in vitro usando-se a equacdo de Schild (Eq. 2)
(KENAKIN, 1993).

log (CR-1) = log [B] — log KB (Equagao 2)

Onde, CR=razdo da concentragdo (CE’50/CE50); [B]=concentragdo do

antagonista ‘B’; KB= constante de equilibrio de dissociacdo do antagonista ‘B’.

Analise dos dados e tratamento estatistico

Os dados de tensédo obtidos foram analisados por regressédo nao-linear para
se calcular os parametros efeito maximo (Emax) e concentracdo que promove 50%
do Emax (CE5O0), utilizando o software GraphPad Prism, versdo 4 (EUA). Para
verificar se houve diferenca significativa entre as medidas efetuadas antes e depois
do tratamento com derivados 31 (b-f) foi realizado teste ANOVA fator Unico seguido
por teste de Newman-Keuls, considerando um risco alfa de 5% (diferencas

consideradas significativas se P < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. METODOLOGIA SINTETICA

As reducbes dos acidos 3,4-metilenodioxiacético (27a) e @3-
metoxifenilacético (27c) foram realizadas com hidreto de litio e aluminio, em
tetrahidrofurano (THF) a temperatura ambiente, fornecendo os alcodis 28a e 28c,
em rendimentos de 93 % e 90%, respectivamente.

O composto 28a foi caracterizado pela presenca de dois tripletos em 2,78
ppm e em 3,80 ppm em RMN *H (300 MHz, CDCls), referentes aos hidrogénios
metilénicos ligados ao anel 3,4-benzometilenodioxola e a hidroxila, respectivamente,
confirmados pelos assinalamentos em 38,7 ppm e em 63,67 ppm em RMN de
carbono-13 (75MHz, CDCls). A presenca de singleto em 5,93 ppm (RMN *H) e sinal
em 100,8 ppm (RMN *3C) indicaram a manutencéo do grupo metilenodioxola. Por
sua vez, os derivados 28a e 28c foram caracterizados pela presenca de banda larga
caracteristica em 3351 e 3370 cm™ em seu espectro no IV, referente a deformacéo
axial de OH e pela auséncia de banda em 1700 cm™ caracteristico de deformacéo

da carbonila fornecido pelo fabricante (Tabela 2).

Tabela 2 — Obtencéo dos alcoois 28 (a,b): Condi¢bes reacionais e sinais espectroscopicos
caracteristicos de RMN e IV

@NOH w= é@(

28a 28c
RMN "H(Sppm) RMN “C(8ppm) 1
Composto Te(’;:)po R(ff/?)d (300 MHz; CDCl5) (75 MHz. CDCly) 'V €m )
ArCH,CH,0H ArCH,CH,OH VoH
28a 4 98 3,80 63,6 3351
28c 4 81 3370

Com excecao do composto 29b, obtido comercialmente, os bromoderivados
foram sintetizados por meio da reacdo entre o alcool correspondente com

tetrabrometo de carbono e trifenilfosfina em acetonitrila anidra fornecendo os
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intermediarios bromados em rendimentos que variaram de 70% a 96%. A formacgéao
dos bromoderivados foi acompanhado por CCD, onde a observacdo de composto
com Rf entre 0,55 e 0,65 (CHCI;: EtOH 5%), maiores que o do alcool (0,48),
indicaram a formacéo dos halogenetos.

Os bromoderivados foram caracterizados em seus espectros de RMN 'H
(300 MHz, CDCI3) pelos sinais referentes ao grupo metileno ligado ao &tomo de
bromo que variaram de 3,44 ppm a 3,56 ppm. Para o composto 29a, além da
alteracdo do deslocamento quimico, no espectro de hidrogénio, do sinal referente
ao grupo metileno ligado a hidroxila, de 3,80 ppm para 3,51 ppm, este também foi
caracterizado pelo sinal em 37,2 ppm em seu espectro de RMN *C (75 MHz,

CDCls), confirmando a conversao do alcool ao halogeneto (Tabela 3).

Tabela 3 — Obtencdo dos bromoderivados 29 (a, c-f): Condi¢cbes reacionais e sinais
espectroscopicos caracteristicos de RMN

Br | |
7 ey o O
29a 20c ' 200 ! o20e  20f

RMN *H (8ppm RMN **C (8ppm
Composto Te(rr']‘)po R(ff/g)d (300 MHZ;(C?SCIZ) (75 MHz; (08&3))
ArCH,CH,Br ArCH,CH,Br
29a 24 76 3,51 39,1
29¢ 24 75 3,56
29d 24 95 3,53
29e 24 91 3,53
20f 24 59 3,44

Dispondo dos alcodis 28 (a-f), estes também foram transformados em seus
metanossulfonatos correspondente através da reacdo com cloreto de mesila, na
presenca de trietilamina, tendo diclorometano seco como solvente. A reacgao
procedeu sob agitacdo por 24 horas em temperatura ambiente, fornecendo os
compostos-alvo 30 (a-f) em rendimentos que variaram de 72% a 99% (Tabela 4). A
formacao destes compostos foram evidenciados por CCD, onde foi possivel verificar,

durante a reacédo, a conversdo do alcool de Rf 0,48 aos compostos-alvo com Rfs
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gue variaram de 0,56 a 0,65 (CHCIs:EtOH 5%) sugerindo a presenca dos
compostos sulfonatos.

Os derivados foram caracterizados pela presenca de absorcoes
caracteristicas em seu espectro no IV que compreendem as deformacfes axiais
de SO, assimétricas em aproximadamente 1354 cm™ e simétricas em 1173 cm™.

Estes ainda foram caracterizados por RMN *H (300 MHz, CDCls), que
revelou a presenca de um sinpleto entre 2,82 ppm a 2,89 ppm, referente a metila
do grupo metanossulfonila, o qual também foi confirmado pela presenca de sinail
em 37,0 a 37,4 ppm em seus espectros de RMN *C (75 MHz, CDCls) (Tabela 4).

Tabela 4 — Obtencdo dos metanossulfonatos 30 (c-f): Condigbes reacionais e sinais
espectroscopicos caracteristicos de RMN e no infravermelho

O\ - | é
_S< ©
(W] %o w0
soc ! sod ! 30e  30f

'H RMN (8ppm) 13C RMN(8ppm)

-1
Composto Ter:]‘po Rf/”d (300 MHz: CDCls) (75 MHz: cbcly) 'V (€M)
g &) ArCH,CH,SO,CH;  ArCH,CH,SO,CHs Ve
30c 24 89 1173
30d 24 70 2,85 37,4 1173
30e 24 99 2,86 37,4 1173
30f 24 96 1174

Dando continuidade ao planejamento sintético, a Ultima etapa consistiu na
transformacdo dos bromoderivados 29 (a-f) ou dos mesilatos 30 (c-f) as
correspondentes aminas por meio de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2),
assistidos por radiacdo micro-ondas em forno convencional. Neste contexto, 0s
derivados foram submetidos a reacdo em reator com as respectivas 2-
alcoxifenilpiperazinas na presencga de trietilamina em acetonitrila. A conversdo dos
sulfonatos e brometos aos compostos-alvo foi evidenciada em CCD (CHCI3;:EtOH
5%) onde foi possivel verificar a reducdo nos Rfs dos sulfonatos e brometos (entre
0,56 e 0,68) aos composto-alvo Rf que variaram de 0,38 a 0,55 (CHCI3:EtOH 5%)

indicando a formacao das 2-alcéxifenilpiperazinas .
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Derivados 1-(2-Metoxifenil)piperazinicos 31 (c-f)

As reacbes com 1-(2-metoxifenil)piperazina levaram aos compostos 31 (c-f)
em rendimentos que variaram de 83% a 93%. Os derivados foram caracterizados
por absorces em espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) entre 2,40 ppm e 2,88
ppm, evidenciados como a ligacdo do grupo metileno ao atomo de nitrogénio.
Apenas para o derivado 31e foi obtido o espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls), no
qual o sinal em 60,7 ppm corrobora a formagdo da ligacdo ArCH,CH,N. Os
derivados com a subunidade 2-metéxifenilpiperazina 31c e 31d foram caracterizados
pela presenca de absorcdes em 1241 cm™ em seus espectros no IV referente a
ligagdo N-Ar. (Tabela 5).

Tabela 5 — Obtencado dos derivados fenilpiperazinicos 31 (c-f): Condigbes reacionais e
sinais espectroscopicos caracteristicos de RMN e no infravermelho

'H RMN(Sppm)

Tempo Rend

Composto . 300 MHz; CDCl;
) o ArCH,CH,N :
3lc 4 83 2,84-2,88
31d 4 88 2,63-2,68
3le 4 85 2,78-2,84
31f 4 90 2,40-2,45

Os derivados 31 (c-f) foram caracterizados por RMN de hidrogénio e carbono-13

cujos assinalamentos estdo apresentados na Tabela 6.



o

9

Tabela 6 - RMN *H e *C - Assinalamentos para os compostos 31 (c-f)

oL wTy Y X O

3lc | 31d I 3le 31f
RMN 'H / **c cDCl,4
31c 31d 3le 31f
LDT3 LDT4 LDT5 LDT6
(OCHs 4) 3,79/ - 3,85/55,9
(OCHj3 3) 3,80/ ---- 3,87/55,8
ArCH,CH,N | 2,84-2,88/ - | 2,63-2,68/ - | 2,78-2,84/60,7 | 2,40-2,45/ ----
ArCH,CH,N |2,67 — 2,72/ ----|2,63 — 2,68/ ----| 2,64 — 2,69 / 33,1
NCH,CH,NAr| 2,76 / - 2,76/ ---- 2,76 /53,4 2,66/ ----
NCH,CH,NAr| 3,15/ - 3,15/ ---- 3,14/50,6 3,11/ -
(OCHs 2) 3,87/ - 3,87/ - 3,88/55,4 3,85/ -
Cy 0,90 — 1,73/ ----
[Nk —---1132,8
CH, 2 6,75/ - 717 [ - 6,87 /111,1
CH, 3 6,83 / ---- 11473
CH, 4 6,85 / ---- 11478
CH, 5’ 7,25/ - 6,83 / ---- 7,03/111,9
CH, 6’ 7,22 [ - 7,17 [ - 6,98 /120,9
c 1 /1411
CH, 2 - /152,2
CH, 3 7,00/ ---- 6,86/ ---- 6,95/111,1 6,88-7,02/----
CH, 4 7,00/ ---- 7,04 [ - 6,98 /123,8 6,88-7,02/----
CH,5 7,20 / - 7,14 [ - 7,00/120,5 6,88-7,02/----
CH, 6 7,00/ ---- 6,97 / ---- 6,77 /118,1 6,88-7,02/----

68
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Derivados 1-(2-Etoxifenil)piperazinicos 32 (a-f)

Os derivados da 1-(2-etoxifenil)piperazina 32 (a-f) foram obtidos em
rendimentos de 68% a 93%. Os derivados contendo a subunidade 2-
etoxifenilpiperazina 32c, 32d e 32f foram caracterizados pela presenca de sinais
caracteristicos no espectro hidrogénio (500 MHz, CDCI3) referentes ao grupo
metileno ligado ao atomo de nitrogénio da fenilpiperazina (ArCH,CH,N) 2,43 ppm e
2,91 ppm, os quais foram corroborados pelos sinais entre 50,2 ppm e 56,9 ppm no
RMN de carbono-13. As absorcdes no IV em 1238 cm™, 1245 cm™ e 1239 cm™,
referentes a ligacdo N-C, reforcam a obtencdo dos compostos (Tabela 7).

Tabela 7 — Obtencédo dos derivados fenilpiperazinicos 32 (a-f): Condigbes reacionais e
sinais espectroscopicos caracteristicos de RMN e no infravermelho

Q% e sdethediegbediof

32a  32b 32c ! 32d ! 32e 32

o

'H RMN(8ppm) 3C RMN(8ppm) 1
Composto T(?nr?ﬁ)o R(ﬁ/”)d (500 MHz CDCls) (125 MHz cDCly) ¥ €M)
§ ArCH,CH,N ArCH,CH,N, VneAr
32a 4 93 2,76-2,81
32b 4 93 2,86-2,91
32¢ 4 68 2,73-2,94 60,5 1310
32d 4 84 2,83-2,86 60,9 1307
32 4 69 2,82-2,89 60,5
32f 4 88 2,43-2,46 56,9 1303

Os derivados 32 (a-f) foram caracterizados por RMN de hidrogénio e carbono-13

cujos assinalamentos estédo apresentados na Tabela 8.



Tabela 8 - RMN *H e *C — Assinalamentos para os compostos 32 (a-f)

%

w= Y O Oy

70

Feghegios

@/\/ 32a  32b 32¢ 32d ! 326 32
RMN *H/**C cDCl;
32a 32b 32¢ 32d 32e 30f
LDT8 LDT9 LDT243 LDT244 LDT245 LDT450
(OCHs 4') 3,80/554 | 3.81/552
(OCHs 3) 3,81/55,3 3,81/55,2
(OCH;,0) 5,02
ACHCHN | 276281/ ~| 286 -2,01/ - 273294 - 2,8;625,89/ 2,432 46/ 56.9
ArCH,CH,N | 261286715 670 73/ - 2'73252’394/ 2671326 2'6%;2%73 "'\ 114-1,73/ 344
NCH,CHNAr | 270281/l g 77 | 2732940 579/502 | 2771506 | 2661506
NCH,CH,NAr| 3,16/ | 319/ |322/535| 320/535 | 320/536 | 311/537
ArOCH,CH; | 461/ | 408/— |[408/637 | a08r637 | *O041 | 406637
A-OCH,CHs | 1,46/-— | 147/ | 147/151 | 147/151 | 1487150 | 145/151
c 1,14-1,73/25,6 —
y 33,6
c, 1 11323 | 11295
. |6.66-6,761 - 6,81 — 6,87 6,75-6,83 /
CH, 2 : 719-7,23) - | *9 08T | 716/ 1208 s
, 6,85 — 6,86 /
CH, 3 7,30-7,34/ - | ----/159,9 114.0 ----/151,7
CH, 4 7,30-7,34/ | 6,77/ 111,7| 11581 | --/142,0
. |e78-6,891/- 6,85 6,86/ | 6,75-6,83/
CH, 5 ’ 7,30-7,34/ - | 7,23/ 129,6 114.0 1122
. |6.66-6,761 - 6,81-6,87 / 6,83-6,92 /
CH, 6 ’ 7,19-7,23/ ---- 1213 7,16 /129,7 120.1
c 1 /1815 | /1414 | 11415 | 11416
CH, 2 /1517 | /1516 | /1598 | /1517
cn s |678689/-| 685-690/ | 691697 | 691-699 | 692699/ | 688697/
CH, . 1127 112,6 111,4 112,7
o4 |678689/-|695-699/-[691697 /| 691-699 | 692699/ | 688697/
CH, . 123,0 122,9 1228 1229
cns  |678689/-|695-699/-[691697 /| 691-699 | 692699/ | 688697/
CH, i 1212 1211 121,2 121,6
6,78-6,89/ - | 6,85-6,90/- | 6,81-687/ | 6.85-6.86/ | 6,75-6.83/
CH, 6 - 118,3 118,3 1183 | 6836851188
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Derivados 1-(2-1soproxifenil)piperazinicos 33 (a-f)

Em face da ndo disponibilidade comercial da 2-isopropéxifenilpiperazina,
esta foi sintetizada em trés etapas a partir da 2-hidroxifenilpiperazina (34). A
primeira etapa consistiu na protecdo do nitrogénio de 34, a partir da reagédo com
anidrido-BOC levando ao derivado 34-Boc em rendimento de 100%. Em seguida,
34-Boc foi submetida a reacdo de O-alquilacdo com brometo de isopropila em
acetona sob refluxo, levando ao derivado 1-(2-isopropoéxifenil)-boc-piperazina 35
em rendimento de 98%. A Ultima etapa consistiu na desprote¢cdo do grupo amina
por meio da reacdo com acido trifluoroacético em diclorometano por 2 horas a
temperatura ambiente. O derivado 2-isopropoxifenilpiperazina (36) foi obtido em
rendimento de 50%. Os derivados 33 (a-f), os quais tém a subunidade 1-(2-
isopropoxifenil)piperazina, estes foram obtidos em rendimentos que variaram de
40% a 80%.

Os derivados foram caracterizados por absorcdes entre 2,57 e 2,90 ppm
evidenciando a ligacdo CH-N em espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) e pelos
sinais entre 56,7 e 60,9 ppm evidenciando a ligacdo CH,N no espectro de **C (125
MHz, CDCI3). As aminas ainda foram caracterizadas pela presenca das absorgoes
entre 1236 e 1239 cm™ em seus espectros no 1V, caracteristicos da ligacédo N-Ar, e

0 grupo isopropila pelas absorcdes em 1371 e 1382 cm™ (Tabelas 9 e 10).

Tabela 9 — Obtencédo dos Derivados Fenilpiperazinicos 33 (a-f): Condigbes reacionais e
sinais espectroscopicos caracteristicos de RMN e no infravermelho

m@ Wiy O o oy X O

@/WNJ OY 33 33 33 | 33d ! 33 33f

'H RMN(8ppm) (500 **C RMN(8ppm) (125

-1

Composto T(%Tr?)o R(E/”)d MHz; CDCl5) MHz; CDCl5) IV (em )
0 ArCH,CH,N ArCH,CH,N Vit
332 4 80 2,62-2,68 60,9 1311
33b 4 82 2,85-2,98 60,7 1311
33c 4 40 2,87-2,91 60,5 1311
33d 4 52 2,82-2,86 60,9 1300

33e 4 55 2,82-2,87 60,9 -

33f 4 50 2,57-2,60 56,7 1303
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Tabela 10 - RMN *H e **C - Assinalamentos para os compostos 33 (a-f)

WY O for oy o O

33a

33b

33c I

33d I 33e

33f

RMN *H/*c cDCl;

33a 33b 33c 33d 33e 33f
LDT451 | LDT452 | LDT453 | LDT454 | LDT455 LDT456
(OCH; 4) 3,80/554 | 3,88/56,1
(OCHs 3') 3,81/55,3 3,86 /56,0
(OCH,0) 5,92
262-2,81/ | 2.87-2,90/ | 2,87-2,91/ 2,82-2,87/
ArCH,CH,N o0 o bos ! | 2831600 | 25T | 257-2,601 56,7
262-281/ | 2.67-2,751 | 2,712,751 | 2,66-2,69/ | 2,682,711/
ArCH,CH,N 33,4 33,7 33,5 33,7 33,2 1,50-1,73/ 33,5
NCH,CH,NAr | 26228111 2.67-2.7511 5 20 /503 | 2701505 | 276/50,4| 2.80/49,8
2 50,5 50,5
NCH,CH,NAr | 3,17/53,7 | 3,19/53,7 | 320/53,6 | 320/53,7 | 319/537 | 3.22/531
Ar-OCH(CHs), | 4,61/70,4 | 4,62/70,4 | 461/70,4 | 4627705 | 4601705 | 4597705
Ar-OCH(CHs), | 1,37/22,5 | 1387224 | 1,36 /2255 | 1.37/2255 | 1361225 | 1.35/22,5
c 0,911,73/22,5-
y 36,4
c,1 /1340 | 11400 | /1420 | /1324 | /1329
6.67-6,77/ | 7,20-7,34/ 6,77-6,82 /
CH, 2 e o [681/1147| 72611208 | &0
CH, 3 11417 | "A0T '24/ 11599 |6.85/114,1 | -/ 151,7
CH, 4 11459 7’21%'67 5’54/ 6,77/111,6 | /1582 | -—/142,0
, 6,78-6,89/ | 7,20-7,34/ 6,77-6,82 /
CH, 5 1093 128.6 7,23/129,6|6,85/114,1 1122
, 6,66-6,76 / | 7,20-7,34/ 6,77-6,82 /
CH, 6 1216 128.9 6,83/121,6|7,16/129,8 120.1
c 1 ) 142,9 | 11423 | /143 | 71429 | 11415 | /1416
CH,2 ~-1150,6 | /1505 | /1505 | /1506 | ---/159,8 | 11505
oH. 3 6,78-6,89/ | 6,85-6,90/ | 6,91-6,97/ | 6,94 - 6,95/ | 6,93-6,95/ | 6,88-6,97 /
CH, 116.4 116,3 116.1 116,4 1114 115.9
cH 4 6,78-6,89/ | 6,95-6,99/ | 6,91-6,97/ | 6,94 - 6,95/ | 6,93-6,95/ | 6,88-6,97/
CH, 122.6 122,7 122.7 122,7 122.8 122.9
oh s 6,78-6,89/ | 6,95-6,99/ | 6,91-6.97/ | 6,94 - 6,95/ | 6,93-6,95/ | 6,88-6,97/
CH, 121.6 121,6 121.3 121,7 121.2 121.6
6,78-6,89/ | 6,85-6,9/ 6,93-6,95 /
CH, 6 e e |688/1187 | 680/ 1187 | #9070 [ 6,83-685/ 1188
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5.2. AVALIACAO FARMACOLOGICA

Uma vez sintetizados e espectroscopicamente caracterizados, 0S novos
padroes estruturais planejados foram transformados quantitativamente em seus
respectivos cloridratos, a fim de aumentar sua solubilidade em agua e facilitar a
execucao dos protocolos farmacolégicos.

Desta forma os derivados 31 (c-f) juntamente com o derivado 31b, foram
submetidos a ensaios de competicdo, para a determinagédo do perfil adrenérgico de
afinidade (oua € a1g) bem como em orgéo isolado, visando a vasoconstricdo da aorta
de rato (oup) induzida por fenilefrina (agonista a;-seletivo). Os derivados das séries
32 (a-f) e 33 (a-f) serdo avaliados em colaboragdo com empresa farmacéutica
italiana a partir de setembro de 2013.

Neste sentido, os derivados 31 (b-f) foram avaliados quanto a afinidade em
estudos de competicdo, por meio de ensaio em figado de coelho e figado de rato,
utilizando [*H]prazosina 0,1 nM como ligante para os subtipos aia (Kd 0,46 nM) e o
(Kd 0,34 nM). Todos os derivados 31 (b-f) foram capazes de inibir a ligacéo
especifica da [°H]prazosina nos ensaios de competicdo, com valores de Ki na faixa
nanomolar (Tabela 11).

Tabela 11: Ensaios de Competicéo para 31 (b-f) em Adrenoceptores a;, € aip

1A dip
Composto | log Clso = EPM (M) | Ki (nM)® | log Clso = EPM (M)? | Ki (nM)®
N n

31b 4 | -7,72+0,26 15,70 | 4 | -7,20+0,49 48,70
31c 4 | -825+0,67 463 | 4| -7,02+0,31 73,70
31d 3| -7,97+0,79 881 | 4| -752+0,32 23,30
3le 3| -8,35+0,20 367 | 5| -7,80+0,37 12,20
31f 3| -858+0,34 216 | 3| -670%0,19 | 154,00

®Valores de CI50 foram calculados por regresséo nao-linear, utilizando o software GraphPad
Prism (USA) e expressos como média + EPM; "Valores de Ki foram calculados através da
equacao de Cheng-Prusoff; P < 0,05 comparado a PZS (ANOVA fator Unico seguido por
Newman-Keuls).
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Relacéo estrutura-atividade

De maneira geral os resultados obtidos confirmaram a afinidade de todos os
compostos da série pelo subtipo aia, com valores de Ki que variaram de 2,16 nM a
15,70 nM. Estes resultados revelam que as modificacGes realizadas na subunidade
auxoférica ndo resultaram na melhora do perfil de afinidade dos novos compostos
gquando comparados ao prototipo LASSBio 772 (26), que apresentou Ki 0,14 nM
para o0 subtipo oya. Desta forma, os resultados indicam que a restricao
conformacional da subunidade metilenodioxola (MD), a qual restringe a rotacao dos
grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio (ALH), permite melhor interagdo com
residuos complementares de aminoacidos doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH).

Vale destacar que o derivado 31f, que contém a subunidade cicloexila,
apresentou melhor perfil entre os derivados avaliados, 0 que sugere que interacdes
hidrofébicas de grupos saturados séo relevantes para o reconhecimento molecular
pelo subtipo aza. Quando comparado ao derivado 31b, que possui 0 grupo fenila,
observa-se perfil de afinidade 7,2 vezes maior para 31f, sugerindo a existéncia de
regido hidrofébica em que grupos ndo planares apresentam maior interacdo que
grupos planares aromaticos.

O perfil de afinidade ainda pode ser modulado pela presenca dos grupos ALH,
onde se observou que a presenca do grupo metoxila na posicdo 3 (31c) melhora a
afinidade em 3,4 vezes com relacdo a 31b, e 1,8 vezes considerando 0 mesmo
grupo na posicao 4 (31d). A presenca de dois grupos metoxila nas posicoes 3 e 4
em 31e confere o segundo melhor perfil entre os compostos avaliados com Ki 3,67
nM. Este resultado permite inferir a importancia de grupos ALH na subunidade
auxoférica aromatica, modulando positivamente o perfil de afinidade. Em adicéo, os
dados apontam para a existéncia de um modo de interacdo otimizado destes grupos,
guando conformacionalmente restritos em LASSBIio 772 em comparacao a liberdade
dos grupos metoxila no derivado 31e, ou mesmo a influéncia estérica destes grupos
por meio do efeito orto.

Considerando os valores de Ki dos os derivados 31 (b-f) para subtipo a;sg,
estes variaram de 12,20 nM a 154,00 nM, demonstrando menor perfil de afinidade
quando confrontados ao subtipo a;a Esta caracteristica é positiva, uma vez que o

antagonismo do subtipo o esta relacionado aos efeitos pressoricos observados nos
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derivados quinazolinicos, onde quanto maior a seletividade frente a este subtipo de
adrenoceptor menores seréao os efeitos adversos. Exceto o derivado 31f (Ki 154 nM)
que apresentou indice de seletividade (IS oug/oua) de 71,2, todos o0s outros
derivados mostraram IS menores que LASSBIio 772 (Ki 5,5 nM; IS oug/aua 39,2).

Contrariamente as caracteristicas estruturais observadas para o subtipo a;a,
os dados sugerem maior relevancia da subunidade aromatica em relacdo a
subunidade cicloexila, uma vez que 31f apresentou Ki 3,1 vezes menor que 31b.
Este dado parece ainda sugerir uma menor regido hidrofébica ou restricdo de
acesso a grupos nao planares.

Considerando os grupos ALH, os resultados indicam que a presenca do grupo
metoxila na posicdo 4 (31d) é mais relevante que na posicdo 3 (31c), onde a
presenca das metoxilas nas posicbes 3 e 4 (31le) permitram o melhor
reconhecimento na série. Quando comparado com LASSBio 772, 3le apresenta
perfil de afinidade 2,2 vezes menor, reforcando a importancia da orientagdo dos

grupos ALH conformacionalmente restritos.

Estudo Funcional

Os estudos funcionais em aorta de rato foram realizados com BMY7378 (11,
50 nM), antagonista de adrenoceptores a;p usado como controle positivo, para o
qual foi obtido KB 2,95 nM, compativel com a literatura (CARROLL et al. 2001).
Dentro da série 31 (b-f), todas as substancias, exceto o 31f, reduziram a contragéo
induzida pela fenilefrina (FE), além de induzirem deslocamento das curvas
concentracdo-resposta a FE para direita, quantificado pela razdo de CEsy (CR).
Assim, os dados sugerem efeito antagonista oyp adrenérgico para todos o0s
derivados estudados, exceto 31f. Posteriormente foi calculada a afinidade aparente
dos antagonistas (Tabela 12). Para esta avaliagdo, uma segunda condi¢céo
experimental com concentracdo de 10 nM foi realizada apenas para 31le visando
determinar a afinidade (KB) calculada através da equacdo de Schild. Toda a série,
exceto 31f, mostrou grande afinidade pelo adrenoceptor a;p com KBs que variaram
de 0,57 a 3,14 nM. Quando comparados ao antagonista BMY7378 (KB = 2,95 nM),
os derivados 31c e 31le apresentaram maior afinidade por este subtipo de receptor
(*P < 0.05).



Tabela 12 - Afinidade dos derivados 16 (b-f) e BMY7378 pelo adrenoceptor a;p
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LDT 109 CES0 + EPM(W) CR+ EPM 'OgEgla E‘LM) KB (nM) | N
Controle Compostos
31b? -7,00£ 0,19 -565+0,19 | 243+8,7 | -851+0,37 2,15 5
31c? -6,87 £ 0,25 -540+0,25 | 29,1+1,8 -8,75 0,03 1,78 5
31d? -6,99 + 0,19 -5,79+0,32 169+55 | -8,47+0,16 3,14 5
31e” -7,12 £ 0,22 -585+0,15 185+25 |-9,23+£0,06* 0,57 6
31f° ND ND ND ND ND 7
BMY7378° | -6,99+0,15 -6,36 + 0,09 4,4+0,8 -8,53+0,11 2,95 6

Valores de KB calculados individualmente e obtidos a partir dos experimentos funcionais na presenc¢a de LDT, ou
BMY7378, 50 nM ou °10 nM; A CR (razdo entre as CE50 na presenca e auséncia LDTs) é a média das CRs
calculadas a partir CE50 obtidas na analise por regressdo nao linear.* P < 0,05 comparado ao BMY7378
(ANOVA fator unico seguido por teste de Newman-Keuls).

Os resultados obtidos neste estudo funcional revelam que grupos aromaticos
sao necessarios ao reconhecimento pelo receptor a;p. Vale destacar a auséncia de
perfil do derivado 31f, o qual contém o grupo cicloexila, que quando comparado ao
antagonista BMY7378 difere na extensdo da cadeia hidrofébica bem como na
presenca de ALH na subunidade azaspiro[4.5]decan-7,9-diona. Neste contexto, a
maior hidrofobicidade sugere a existéncia de bolsdo que possa acomodar o maior
volume do BMY7378, enquanto os ALHs possibilitariam melhor ancoramento da
subunidade por meio de ligacdes de hidrogénio ou interacdes ion-dipolo.

Os dados ainda revelam o mesmo perfil entre o derivado 31b e BMY7378,
indicando a relevancia das interacbes aromaticas mesmo com auséncia de ALH.
Quando consideramos a inclusdo de ALH, mais uma vez a posi¢ao 3 (31c, KB 1,78
nM) aparece ligeiramente mais favoravel que a posigéo 4 (31d, KB 3,14 nM), onde a
presenca de ALHs em ambas aparece como a mais significativa (31e, KB 0,57 nM).

Considerando o0s aspectos conformacionais entre as subunidades 3,4-
metilenodioxola de LASSBio772 (KB 0,025 nM) e 3,4-dimetoxifenila de 31e (KB 0,57
nM), tem-se que a restricdo conformacional permite melhor reconhecimento pelo

receptor a;p com incremento do perfil antagonista em cerca de 23 vezes.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O planejamento de novas entidades quimicas, a partir do conhecimento da
estrutura tridimensional dos alvos moleculares bem como de ligantes endoégenos e
exogenos que atuem sobre a modulacdo desses alvos bioldgicos, constitui um dos
atributos da Quimica Medicinal.

Neste contexto, foram sintetizados 28 compostos, entre intermediarios e
produtos finais em rendimentos que variaram de 40-99%. A metodologia sintética
empregada na obtencao dos derivados mostrou-se convergente, utilizando reagbes
classicas: O-alquilacdo, reducdo com hidretos metdlicos, halogenacéo,
sulfonoesterificacdo e substituicdo nucleofilica bimolecular por meio de aquecimento
convencional ou radiagdo micro-ondas, evidenciando a utilizacdo de métodos
simples, como convém a Quimica Medicinal, na busca de substancias de baixa
complexidade estrutural e capazes de atuar sobre alvos biolégicos. A caracterizacao
estrutural dos intermediarios e derivados-alvo por meio de métodos
espectroscopicos de anélise IV, RMN *H e RMN **C permitiram ratificar a obtencéo
dos compostos planejados neste trabalho.

Os resultados da série de derivados 2-metoxifenilpiperazinicos frente aos
subtipos de adrenoceptores aia, O € aip permitiram identificar relevantes
caracteristicas estruturais e sugerir interacdes com os respectivos alvos. Destaca-se
gue nenhum dos novos derivados apresentaram melhor perfil que LASSBIio772, cuja
presenca da subunidade benzometilenodioxola confere  caracteristicas
farmacoldgicas relevantes para o relaxamento de tecidos do trato urinario inferior em
mamiferos. Neste sentido, LASSBIio772, que possui a subunidade farmacoforica 2-
metoxifenilpiperazina, apresenta elevados perfis de afinidade e poténcia para o
subtipos oup € aua, cOM moderada seletividade frente ao subtipo oug, 0 qual é o
principal subtipo AR envolvido na regulagéo pressoérica em humanos.

Os derivados das séries 32 (a-f) e 33 (a-f), ainda ndo farmacologicamente
avaliados, visam estudar as variagbes no grupo alcoxila da subunidade
farmacoforica, uma vez que trabalhos da literatura relatam o aumento da

seletividade frente ao subtipo ass com 0 aumento do volume do grupo alcoxila, ao
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mesmo tempo que considera a manutencdo das caracteristicas farmacologicas
frente aos subtipos oi;a € oup, como principais alvos na busca de agentes
urosseletivos Uteis ao tratamento da HBP.

Neste sentido, a avaliacdo e o0 estabelecimento de relagdes estrutura-
atividade para derivados das séries 32 (a-f) e 33 (a-f), a otimizacdo procedimentos
gue apresentaram baixos rendimentos bem como estudos de modelagem molecular
visando racionalizar as interacées com os alvos avaliados constituem perspectivas
do trabalho na validacdo do planejamento estrutural de compostos desta classe

terapéutica.
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ANEXO 2

2010-47h~-LFHOH
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Farmacia-FS-UnB -

fcd
File: /home/a1unos/vnmrsys/datn/LUIZRDHEIRD/22f0-a7h-LFon.fld

Sequence: s2pul

e emperature !
Operator: alunos

File: 2010-47h-LFWOH

Mercury-300B8 "mercury300”

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acq. time 11.726 sec

width 2771.6 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 300.0673656 MHZz
DATA PROCESSING
FT size 65536
Total time 4 min, 2 sec

—3.308

OH

——=0.0M0

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) — 28a

PpI
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ANEXO 3
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ANEXO 5
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ANEXO 7 {
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ANEXO 9
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ANEXO 11
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ANEXO 15
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ANEXO 17
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259 32 Qme r~ ©@oor EXPNO 1
§2% &E Lk 2 2862 PROCNO ‘
ohLowr o « m el F2 - Acquisition Parameters
\ \ late 20130423
II | ! D
! l/ \ (L Time 4
! INSTRUM spact
PROBHD s mm BBl 1H-BB
PULPROG zg
65538
SOLVENT CDCla
NS 8
D3 0
SWH 12019230 Hz
FIDRES 0.1833%0 Hz
AQ 27263477 sac
225
41,600 usac
DE 6.00 usec
TE 003K
D1 1.00000000 sec
TD! 1
==—==== CHANNEL f1 ===
NUC1 1H
P1 9.40 usac
PL1 0.00 dB
SFOn 4097739982 MHz
F2 - Processing parametars
68
SF 4997700178 MHz
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S5B 4]
LB 0.30 Hz
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b | - 4
g [# - 9 9[g
L] - od o3 o] e
T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 6.5 6.0 55 50 45 40 a5 a0 25 20 15 1.0 pom

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 30d



ANEXO 18

154.82
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i o
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.é
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— 5539

— AT 42

— 34 89

T
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Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 30d
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F ¢

Current Data Parameters

d—Meo—-ms
EXPND 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Perameters
Date 20130433
Time— 1853
INSTRUM ct

PROEHD & mm BBl 1H-BB
PULPROG zgpgdl

e
SOLVENT 5BG[}GIE

05

SWH 32670738 Hz

FIDRES 0500027 Hz

AT 0.0000088 sec

ARG 1024

oW 15.300 usec

LE .00 usec
007 K

01 1.00000000 s=c

di1 0.03000000 sec

DELTA  0.80009998 sec

DO 1

e e GHANMEL 1 e =

NUC1 130

P1 13.00 ussc

PL1 0.00 dB

SFO1 1256823461 MHz

e e GHANMEL 12 -

CPDPRG2 waltr16

NUG2 1H

PCPO2 B0.00 ussc

0.00 dB
PL12 13.90 dB

PL13 18,60 dB
SFO2 400 7739082 MHz

F2 - Processing parameters
b=1] 3

SF 1256672552 MHz
wow EM

SEB ]
LB 1.00 Hz
GB

FC 1.40
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ANEXO 19
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ANEXO 20
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F2 - Acquisition Parameters
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TDo 1
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P1 9.40 usac
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Elz — Processing parameters
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105



106

\ /
/7

(0]

ANEXO 21 ©

Current Data Parameters

3,4-MEO-MS {LUIZ ROMEIROYRENATA — UnE) [RMN 13C-CPD, COCI3] OPER. PATRICIA R et Pammaters
EXPNO d
23 & £ 23 298 o 3 98 PACCND '
- 1 LR . 8
? ? g8 8 ==z N s 58 P2 _ Acauision Prameiers
() V) | Time .
\/ \/ \ | I 8

STRLM cl
PROBHD 5 mm BEBI 1H-BE
PULPROG zgpgdl
SOLVENT CDCI3

SWH 32670.738 Hz
FIDRES 0500027 Hz
AD 09900068 sec
ARG 1

oW 15.300 usec
OE 6.00 usec

TE 2004 K

01 1.00000000 sec
di1 0.03000000 sec
DELTA  0.80000998 sec
DO 1

-------- CHANNEL f1 ————emm e
NUC1 130

F1 12.00 usec:

PL1 0.00 dB
SFO1 1256823461 MHz

s e (GHANMNEL 12 e =
DPRG: altz16

CP 2 w
MU 1H
PCPD2 B0.00 usec
0.00 dB
PL12 14,60 dB
L13 a

P 18,60 dB
SFO2 4997739882 MHz
EIE - F'rnnesgin rEmEErs
SF 1256672553 MHz
WDW EM

S5B 0
LB 1.00 Hz
GB ]
PC 1.40

T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 oo a0 T0 =0 50 40 a0 20 10 opm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 30e
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ANEXO 22
74,6 _ O;S\\/
70 | O/\/O ‘
65 |

501,02;47,29

728,33;43,96
1048,03;39,12

1097,71;41.34 1028,20;37,70

1274,78;40,03

35 3026,89;43,12

%T 4 2343,71;36,36 1419,63;36,08

801,90;31,76
25 |

236147;35,13

20 | 1449,67:29.76 52849:26,52

15 |

10 | 2852,11;21,59

2924,83:9,79

1355,06:7,08 _
0| 1174,86;6,13 924.96:9.60

-9,2

4000,0 3000 2000 1500 1000
cm-1

400,0

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 30f



ANEXO 23

%T

21 |
20 |
19 |
18 |
17 |
16 |
15 |
14 |
13 |
12 |
11 ]

10 |

5,0

2939,01;13 54

2362,19;13.36
281492;1292

2344,08;13,86

1595,70;13,53

1500,00;9,71

1458,01;12 5

1241,16:8,12

028,69;14 45

1152,01;13,61

928,88;17,45

697,27;17,83

749.21;14,07

4000,0

3000

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 31c (LDT 03)

2000

cm-1

1500

1000

400,0
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ANEXO 24 | QNQ

O\QNN h
2011-26h-LF_LDT3 2
2
|
&
)
25
-
- ' gi
L]
-
| &
2
AR
||| '||
! \
o ) N~ .
a0 85 8.0 75 7.0 B.5 6.0 55 5.0 45 40 a5 30 25 20 1.5 1.0 0.5 o -0.5 -1.0

Chemical Shift {ppm)

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) — 31c (LDT 03)



ANEXO 25

%T

55

50 .

45 |

40 _

35.

25

20

15 4

10 |

5.
838

342835

3008,09

297048

3024,74

2090,73

204745

233945
235853

2805,80
827,72

135237
138366
1367.08

189538

165223
1868,04

160938 133581

158215

143843
129
1512,16

1459,91

1498.92 124124

935,67

919,69

™2.31

475,51

528,50

835,50

nam

814,74

746,60

1028.40

4000,0

cm-1

1000

500 400,0

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 31d (LDT 04)
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ANEXO 26

2011-26h-LF_LDT4

O
/OO

o
o
T -
_
=T 2
e i
o] 5 5
14 i
=
, .
|
[
|. i
— _JJU R _.L,J-J{'l AN B S -
[
7.58 3.002.78 372 8.0
. [ [
R R e
a0 a5 8.0 ] 7.0 6.5 a.0 55 50 4.5 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 (] 05 -1.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) — 31d (LDT 04)



ANEXO 27

2010-47h-LDT5 = e} N\) O
i
o O:©/\/
- \
o
~
P
-
o T
" = g -
b T [ a
g o Lol s T
P C b i
@ =
= { N'|| "
oF | |
i \ ]!
Ll | | {
SR = R B " [ N 2 \'\—A N S DR L -
g 4.32 8.00 245 527
........ ,..................I='.,.............................,.........,.........,..........I=|.........,.....I=|.......I=|.......,.........,.........,.........,...................,.........,.........,
8.0 7. 70 8.0 55 50 45 40 15 10 25 20 5 o 05 0 05 1.0

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) — 31e (LDT 05)

112



ANEXO 28

2010-46Apt-LDT-5
Luiz

Farmacia-FS-UnB
bU mg

File: /home/a1unos/vnmrsys/data/LUIZRDHEIRD/2010-46Apt-LDT—S.fid

Pulse Sequence: APT
[|nlvent: rde1?

Amhieny temrerartvre
Operator: alunos

File: 2010-46Apt-LDT-5
Mercury-300BB "mercury3¢0”

Relax. delay 1.000 sec
1st pulce 90.0 degrees
2nd pulse 135.0 degrees
Acq. time 1.794 sec
Width 18115.9 Hz

844 repetitions
OBSERVE C13, 75.4519995
DECOUPLE H1, 300.0688576
Low power 10 dB atten.
on during acquisition
WALTZ-16 modulated

DATA PRGCESSING

Line broadening 3.0 Hz
FT size 65536
Total time 1 hr,

MHZ
MHZz

5 min, 8 sec

611

—F7

e T
S
———— i)

\_76.761

147 .32
141.182
132,826

——152.2%4
—— 148,795

:

155,827
55,342
\_53.431

50,603

60.75!
55.900
————238.178

Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDCls) — 31e (LDT 05)

T
pp
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ANEXO 29

114

2011-26h-LF_LDTS =
(2]
(Y
O/VN\) SN
® .o =
= m (=]
& e =]
I ¢f = @ i
o3 | 3
| D
- |1 ﬁ‘[{‘| a9 8e
- | || (L7 I33,
T
| o
[ I'{ I 15 @
| N ik
I | | | f .'|
| "'l\_ P J-'l W
_ - M NN UV e _
4.24 3.00 342 350185 473188357 1.74
e [ = [y | e
T T T T e T T AL BT e B RN e SiRaiazioy T e T
0.0 8.5 80 75 70 85 6.0 55 5.0 45 4.0 35 20 25 20 15 10 05 0 05 1.0

Chemical Shift (ppm)

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) — 31f (LDT 06)
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ANEXO 30 QJ?
7

2011-26h-LF_LDTa

502
S
p4

g
T
& ©
- ~
i
38 R
I '
© 8
@ air”
i - l."
: e
IK i
| DB - -
= o || e
/ | H/ {1
~ |
| } |I| 'l
L W )

| LT . w U L—\-_,__,L:LJ“\_

0.56 418 3.05 200 230 3.20 93
e = I=| =
T T T I T T T I O I T T T T T .|....|....|....|....|....|....|. 'I""I""I""I""I""I""I""I""I""I""I
a0 a5 g0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 45 40 35 30 25 20 1.5 10 05 o -0.5 -1.0

‘Chemical Shift (ppm)

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) — 32a (LDT 08)
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ANEXO 31

2011-26h-LF_LDTD ’ .
@/\/N

7.,
= 85 s
7 T3 ;
'a"_.
T, 5
P
|
2
q
Sg &
£ :
/| |

A
_-_-f'-»_.‘..._,_f—j ll\J

|
Rmasseaaas: T T R L o b e e L R L R e T T T T T IRAREIRZRAE Razan [T
0.0 ] 2.0 6.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 20 25 20 1 0 0.5 0 -0.5 1.0
Chemical Shift (ppm)

Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl3) — 32b (LDT 09)



ANEXO 32

| N
0. N\)
T

44,8
44 ]
479,10:41,08
601,49;39,61
626,02;39,01
952,05;34,
36 3432,03:37,93 156024;38,55
9169533, 536,12;39,55
34 |
/ 331,65:31,7
32 4 300337;3358
30 4343,77;32,60 141716;3128
| 2361,40;31,14 815 321
2871,58;30,90) S L
%T 28 | 1591,44;29.78 5.24:30,69
766.44;29.97 41483117
26 | 1389,53;31,35 006,35;28,20
3105929144
24 | .
2942,18:25.70 \ 04343:2574
22 1458232410
2813.96;22,98
20 | 026,02;21,88
75,6923 54
18 | 758,48;19,76
16 1515,61;17,93
1 1500,73;17 50
1261931781 || 114020:1659
14 |
12,9 1242,36;13.77
4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
cm-1

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 32c (LDT 243)
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ANEXO 33

oy

LDT 243 (LUIZ ROMEIRCYREMATA — UnB) [RMM 1H/CDCIZ/303K] Operador PATRICIA 30-07-13

G o O 1 FTeVICe T T &
Boags EE b | i

= = AYHZREEECRER THZ
_EE\%; bal ;%wirr:;r\-'r\- ER
- e e R L P R Y e g

="
Tl

S

=
<

5.0 45 A 35 3

B
=]
wn
tn

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) — 32c (LDT 243)

o

‘Coenl Dala Fanme s
RAME & 243 30-07-13
N0 1

PROCNO 1

FI- Aoguisison

e EEN

-II.\?H{IJM =

* o

FROBID. 5 mom B 1367

PLILFRONG ETY

™ BIS3E

SOLVENT oo

N5 E

05 a

SWH 713390 He

FIDRES 110406 L8 Hx

g 4561 3136 s

RG 359

W 600 usec

nE 10000 e

TH 3000 K

ol LD e

T 1
CHANNEL 11 s——

N1 i)

P 1025 e

PL1 100

SF 3041 1 324000 Mtz

F2— Promssing s

8l 3

SF 300.1 300122 Mz

wIw 5.4

55K L]

LH 030 He

GB a

P Loa

118
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| QNQ
ANEXO 34 N oW

LDT 243 (LUIZ ROMEIRQ/RENATA — UnB) [AMN 13C-CPD/CDCI3/303K] Oparador PATRICIA 30-07-13

o Deia Fareiers
NAME k24 30-07-13
S 2 9§ ©8533%c0w g9z 29 o .,
ﬁ: u_' e %aﬁﬁfiﬂ: hzi tg i F2- Acuisifion Faranr s
- — - = —————== - & B - e e
VN o |
Y [
1948 B
3001 3L 7S Mk
A T
5P 7L4GTTIS MER
WIW
558 a
LH 10
s o
S La0
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
190 120 170 160 150 140 130 120 110 100 oD 80 70 60 30 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *C (175 MHz, CDCl3) — 32¢ (LDT 243)
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ANEXO 35
oY

1376,13;33.96
532,81;39,20‘
36 | 3447983926 8093332 51717385
34 | 2344413544 1609,77;34,89
2362,36:34 48 )
32 | 1589,88:34,60 30,11 34,@9829135’33
297353;34,1
30 | 1394,39:332
277191;3204
28 .
wT 1 1477853086 $30799:3145
26 | 2947552868
2814382699
24 | 1448 ,15:279
75185;24,87
22 | 1122222511
1178’13327'5-1145,71;26,2&

20 1044,42;2234
18 |

|1501,22;19,95
16 | 1512,95:18,07
14 |
12 | 124552;10,86

21086 |

9’9 3 T T T T T 1
4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0

cm-1

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 32d (LDT 244)



ANEXO 36

T2T08
TATES
71600
70016
569978
59840
69683
59521
69487
69418
69263
69124
68674
68551

S

A

L

68504

— 3.8005

é
Y

dEB32 BE
Q@ o (=X -
—aga o &
- e e

28509
28433
24333

LDT 244 (LUIZ ROMEIRO — UnB) [RMN 1H, CDCIZ] OPER. PATRICIA

27078
26875
25900
26743

—-— 27925

X

14839
14761
14822

/_
<

Current Data Parametars
NAME it 244

EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parametars
Date 20130507

Tima 13.08
INSTRUM spact
PROBHD 5mm BBl 1H-BB
PULPROG za

1D 65536
SOLVENT CDCI3

NS 8

DS 0

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.183399 Hz
AQ 27263477 sac
BG 25.4

oW 41.600 usac
DE 5.00 usac

TE 2000 K

D1 1.00000000 saC
TDO 1

=====—== CHANMNEL fi ===
NUC1 1H

P1 9.40 usac

Pl 0.00 dB
SFO1 499 7739982 MHz
EIZ — Processing parameiars

32768
SF 488.7700182 MHz
EM

SSB 0
LB 0.30 Hz
GB a
PC 1.00

T T
8.0 75

A

T
45 40 35

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) — 32d (LDT 244)
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ANEXO 37

LOT 244 (LUIZ ROMEIRC - UnE) [RMN 13C, CDCI3] OPER. PATRICIA Current Data Parameters
NAME Idt 244

= 8 ¢ g genae e58 o8 vau 8 " EPND
= = 3 § P 3= ) i 4 o /3 o 3
B B = d48 §xE 28 A do weg o s
N " - T 'I_'_T TT e e “-“T = ks N F2 - Acquisifion Perameters
Vo (] || Data_ 20130507
\ | N ime 131
I i I INSTRUM  spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpgdd
SOLVENT CDCI3
N5 256
05 ]
SWH 32670738 Hr
FIDRES 0.500027 Hz
AQ 09920068 sec
RG 1024
15.300 usac
DE E.00 usec
TE 2003 K
01 1.00000000 s
dii 0.03000000 sec
DELTA 0.80003934 sac
TDO 1
-------- CHAMMEL 1 ———————m
NUC1 13C
P 12.00 us=c
PL1 0,00 dB
SFOn 125.6823461 MHz
e s (GHANMIEL 2 e
CPDPRG2 walz16
NUC2 1H
PCPD2 BO0.00 usec
L2 0,00 dB
FL1Z 18.60 dB
PL13 18.60 dB
SFO2 49097739882 MHz
F2 — Processing perameters
=] 3
SF 1256672512 MHz
WDW EM
S5B 0
LB 1.00Hz
GB 0
PG 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
130 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 32d (LDT 244)
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ANEXO 38

i

=

123

| O%

I f
L L_h_,/'ILJJt _

S

I 5

=] = = o =

el el L clllg eri

T T
4.0 35 30 5 20 15

6.0 5.3 50 45

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 32e (LDT 245)

OMEIRO/KAROLYNE — UnB) [RMN 1TH/CDCI3/303K] Operador PATRICIA Current Data Pml:n:tcrx
Quessoneg gEesn Zpgesogioorcozan 25 BXPNO 1
ALEREEEES SEEEL EERECREOEFEROCELE gg¢e FROCNO 1
B R P R R wF E e eiclclejcl ol mjcl of of picl of mj P

4 - - \ } F2 — Acquisition Parame
\\ I\/ Date_ 20121025
Time 1427
INSTRUM spect
PROBHDY 5 mm Dwual 17
PULPROG 78
™ 65536
SOLVENT CDCI3
NS 8
Ds 0
SWH T183.908 He
FIDRES 0.109618 H
A 4.5613556 sec
RG 226
[ 69,600 usec
DE 10,00 usec
TE 30000 K
(1) 1. D00DO000 sec
TDO 1
CHAMNNEL !
NUCI1 1H
Fl 10.75 usec
PLI 3.00dB
SFO1 300.1324010 M
F2 — Proce ssing parameie
al 32768
5F 3001300122 M
WDW no
55B o
LB 0,00 Hz
GH o
PC 1.0
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ANEXO 39 :@0%

LOT 245 (LLNZ ROMEIRO'KAROLYNE - UnB) [RMN 13C-CPOVCDG!3/303K] Operador PATRICH ‘ Coent Data Farameeers
NAME 11 285
2528983 g9z 2 v
™ ; = ’,.: ’,.: = :_ F2- Acisison Faaneier:

201 Z1ms

— 159.80
— 15170

14206
—— 141 .51
— 12948
1228
— 6057
5525

———53.57

— 50,64
— 37
— 1508

=
Tl

)

- Paesing meieTs
EE]

sl EE:

5F TL4ETT4LG MER
Wl M

S5H a

LR L He

s [

B L4n

Niwwsiny mewmww Mmmm

T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 o0 80 70 ol 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 32e (LDT 245)



ANEXO 40

%T

21,8

65 |
1339,2656 30
60 |
99,7063 781 55:63,77
1 35,68;56,37
342149;5627
1595,30;54,7§
1006445513
50 | |
1477 88:50,06
45 1388,59;52,2 18034052, 10454448 37
A 297599;48,13
2361,54;4593 .
e 124,04;46,31
1376,50;52,28 746.3944.5
40 | 152,33;49,10
1448.29:41,85
35 |
80010:3658 1500,17;34,05
30 | A17;34,
25 |
2922,26;22 54 1239,65;24,05
4000,0 3000 1500 1000

cm-1

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 32f (LDT 450)
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ANEXO 41

6.9534
6.9423
6.9380
6.9352
6.9236
6.9190
6.9183
9134
6.9026
69001
6.8880
6.8841
6.8509
68488
6.8353
6.8333

%

LOT 450 (LUIZ ROMEIROYREMATA — UnB) [RMN 1H, CDCI3] OPER. PATRICIA

U

126

Currant Data Paramaters

EXPNO
PROCMO 1

F2 - Acquisition Paramaters
Dia 20130418

Time _ 1413
INSTRUM spact
PROBHD 5 mm BBl 1H-BB
PULPROG

TD 65536
SCLVENT CDCl3

NS 8

D5 0

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.1833%9 Hz
AQ 27263477 saC
BG 16

oW 41.600 usac
DE 600 usac

TE 030K

O 1.00000000 sac
TD 1

=—===—= CHANMEL f{ ===
HUCH 1H

P1 9.40 usac

PL1 0.00 dB

SFOH 4837730082 MHz

F2 - Procassing parameters
32768

]

SF 400.7700183 MHz
Wi EM

558 ]

LB 0.30 Hz

GB []

PC 1.00

1 I\ . L ) JUu -
&) q g & 588 [8
Lot L= el el |l:"l L] || |=f L3 |.—'
T T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 B.5 8.0 55 5.0 45 40 35 a0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 32f (LDT 450)



ANEXO 42

LDT 450 (LUIZ ROMEIRC/RENATA - UnB) [RMN 13C, GDCI3] OPER. PATRICIA

Gurrent Data Parameaters

NAME Idit 450
EXPHNO 2
x g 283 B en + gxg ok g3 © proete
5 = Y2 o - 3 g : $ : g 2 E g E o oS F2 - Acquisifion Perameiers
2 pt s8- = -4 T ma5 ER-EA z Diate_ 20130416
. Y Time 1424
II| WY INSTRAUM spect
| VA" PROBHD_5 mm BBI 1H-88
PULPROG zgpg:]ﬂ
it B535!
SOLVENT COCI3
NS 256
o3 0
SWH 32670.738 Hr
FIDRES 0500087 Hz
AD 0.9900088 sec
RAG 1024
oW 15.300 usec
OE 600 usec
TE 303.0 K
[0} 1.00000000 sec
dil 0.03000000 sec
DELTA  0.80009098 sec
TDO 1
-------- CHANMEL f1 e =
NUC1 13C
P1 13.00 usec
PL1 0,00 dB
SFO1 125.68234E61 MHz
-------- CHAMNMEL {2 = =
CPDPRAG2 walz 16
uc2 1
FCPD2 BO.00 usec
PLZ .00 dB
PL12 18.60dB
PL13 1860 dB
SFO2  490.77300B2 MHz
F2 - Processing perameiers
EF 1258672400 MHz
WDW EM
558 0
LB 1.00Hz
GE []
FC 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 B0 &0 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCls) — 32f (LDT 450)
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ANEXO 43

%T

43,3 _
42

40
38
36
34 |
32
30
28
26
24
22
20
18 |
16
14

12

9,7 4

3433,20;35,65

3059,31;35.27

2974,17,28,.23

294143;288

2816,68;23,40

1492,43;13,06

128

867,34;34,87
311303266
116385:33,15
1504.32;35,22
1353153124 | |
. N I
2343973187 40020203
362,36:30,68 |
1371,97;2999 ~
] 00657;2807
A
120172;204p L _
289597;2951 1103,93;27/03
59,83;27)61
740,62;24,60
13882225 924,77,25,73
112856;2098
1259.91;216p

1040/45;20,36

123727;11.30

4000,0

3000

2000
cm-1

1500

1000 400,0

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 33a (LDT 451)



ANEXO 44

LDT 451 (LUIZ ROMEIROVRENATA — UnB) [RMN 1H/CDCI3/303K] Operador PATRICIA

et at e PR b b bl T b 2opEsENREREEEs
SELGEOEAn I aEREC s ISR CREARRERIRED ErizrzHErE3Zida
g ddiEdedd e dEde I o e dE g wividF oF 5 F 55 el e s N e e e R e R ]
: g M/%

%EEEEE ¥
= et | = if= =i

129

~
{:@Nv e

Curment Data Parame ters

NAME Idt 451
EXPMO 1
PROCNO 1
F2 — Acquisition Parames
- 20121004
Time 10.15
IMSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 12
PULFROG F

TD 63536
EOLVENT C{3
NS E}

Ds ]

SWH T183.908 Hz
FIDRES 0109618 H
AQ) 45613556 sec
RG 254

ow 69600 usec
DE 10,00 usec
TE 300.0 K

D1 100000000 5ec
TDO 1
======== CHANNEL f/
NUCI 1H

Pl 10.75 usec
PLI 3.00dB

SFOL  300.1324010 A

F2 — Processing parameis
51 32768
5F 300. 1300122 M

Wow no
S55B 0

LE 0.0 Hz
GB 1]

PC 1.00

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 33a (LDT 451)
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ANEXO 45 Z]ij/vo >
LOT 451 (LWNZ ROMEIRQYRENATA - UnB) [RMN 13C-CPLVCDCI3/303K] Operador PATRICIA

Corment Data Farane iers
\J\V“:J I.Il-l;‘".
22258 © 5% LEYS E coz o - 2z = Rt
CEEE2 © 5% LeY§ g _ =
ZESSY 2 23 545§ g FRE 8 2 22 4 £2; Achin Fae
' “lom
NAVARY N
\ | X
“'I |'I | '\'f | \
T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 o0 80 T0 <1} S0 40 kI 20

ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 33a (LDT 451)



ANEXO 46

%T

11,9

342234;58,19
3056,88;56/01

3028,71;57,31

2975,01;45,19

2943,29;4088

2361,48;52,23

2874,84,49,95

P765,63;44 .24

2811,20;33,96

1617,75;62,70

1542,06;64,60

1560,25;62,60

1592,26;51,22

1353,90;52,71

1382,11;48,

1371,12;42

1338,49;51,66

149581;23,20

1238,10,14,92

1056,29;54,01

596,29;62,81
838,69,61,88

27,18;48,8

131

411,32;64,81

49545,62,67

1

1p08,09;45,10703 65:42,94
1B11,75;47,10
4
960,35;36,88
08,01;39,71
452,54,33 97
22,55;30,69
1132,07;29,35 |
178,88,51,03 751,09;25,10

4000,0

3000

2000

1500

cm-1

1000

400,0

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 33b (LDT 452)
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(Y
ANEXO 47 ©/VNJ OY
LDT 452 (LUEZ ROMEIRO/RENATA — UnB) [RMN 1H/CDCI3/303K] Operador PATRICIA Current Data Parameters
ZS2no93 SLogpgzSge-dgs EXPNO !
gEIUEEE BEsfoSBEERRnES PROCNO l
FTEFF T T FT e s e e e e R R ]

FI- Acquisition Paramet
Drate_ 20121004
Time 10,52
INSTREUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13

e 13580k
T— 13703

L
\
L
\

PULPROG g
T 63336
SOLVENT Dz
NS |

Ds i

5WH TI83.908 Hx
FIDRES 0L I09618 H
AQ 4.5613556 sec
RG 254

oW 9 600 usac
DE 1000 usec
TE 3000 K

Dl 1. OO0 sec
T 1
====== CHANNEL fl
NUCI IH

Pl 1075 usec

PLI Lo0de
5F01 300.1324010 M

F2 - Processing parame te

51 32768

5F 3001300150 ME
WIDW ™

55 0

LB 0.00 Hz

GE 1]

PC 1L.00

]
AW, S ka W L_ ..__J‘L___
R El e (e

T
80 7.5 70 6.5 6.0 55 50 4.5 4.0 i5 in 25 0 L5 1.0 ppm

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) — 33b (LDT 452)
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ANEXO 48

LOT 452 (LUZ ROMEIRCYRENATA - UnB) [RMN 13C-CPOVCDCI3/303K] Operador PATRICIA

@ ¥ ZRAHZESH £5z % 2 zosy 2
= g= BEHESA e S wrels ol
—_ —— -~~~ - =R e g =
[ NY VI N
\/ | / \ |
L3558 sec
CHAN
13
Ll &
SFM 2953 MHx
s (THAMNNEL 2
cmmE - wdels
P 'F;I meC
A00 dE
rL3 &
SrOT 300 131205 MHr
LL-n ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 130 140 130 120 110 100 a0 80 0 60 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCls) — 33b (LDT 452)



ANEXO 49

%T

26,0 _

3432,39;19.34

2966,17;1334

294402;1326

2764,73;15,69

1583,59;14,39

1370,65;15.24

1 2809,58;12,12

144436;12,46

1492,07;9,50

1007,89;14,96

1214,08;1162

1236,84;8,48

957,94;14,10

—_—
750,90;14,43

872,50;17,40

1125,70;1095

134

697,33;16,63

3000

2000
cm-1

1500

1000

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 33c (LDT 453)

400,0
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ANEXO 50 J)QNO OY

3 (LUIZ ROMEIRCVREMATA — UnE) [RMN 1H, CDCI3) CPER. PATRICIA Eﬂrﬁ;nt Data I'I‘darameters
it
YEEZAZ b1 Breg¥cARLS EE EXPNO 1
BEYTBEE = HEERGEREERR B2 PROCNO 1
FHEF ST i civdod ool odod o ol o -
| F2 - Acquisition Parameters
\V | N W \/ Daia_ 20130521
| imer 10.26
INSTRUM spact
PROBHD s mm BBI 1H-B2
PULPROG
T 65538
SOLVENT CDCla
NS 8
D3 0
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.183350 Hz
AQ 27262477 soc
BG 359
D 41,600 usac
DE £.00 usac
TE 297
[ 1.00000000 sac
TCo 1
=—===—= CHANNEL fi ===
MNUCH 1H
P1 9.40 usac
PL1

0.00dB
SFOh 49977300582 MHz
F2 - Processing parameters
| 32768
3F 499.7700182 MHz
WDw EM

55B ]
LB 030 Hz
GB 0
PC 1.00

| |1
L| | | A Ju,_,,h_Jlnl'k.. Ul AL_ ..||uk
“hatm '

65 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 ppm

B8O 75

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 33c (LDT 453)



ANEXO 51

LDT 453 (LUIZ ROMEIRC/RENATA — UnB) [RMN 13C-CPD, CDCI3) OPE

R. PATRICIA

@ = o @eod g ®
@ = @ refeghe 2983 8§ 8&Y B &
b ] A HanZ P o = wma ] o
- — — - L S w0 w0 m o
| 1
' T
[ Y Vi
T T T T T T T T T T T
120 170 160 150 130 120 110 a0 70 &0 50

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 33c (LDT 453)
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(\N
O\©/V N\) OY

Current Data Paramsters

MNAME kdt 453
EXPHNO
PROCI 1
F2 — Acquisifion Parameters
Date_ 20130521

ime 10,32
INSTRUM spect

PROBHD & mm BBl 1H-BE
PULPROG zgpgi'iﬂ
O E535

SOLVENT COCIE
SE

0
SWH 32670,

Ly

3B Hz
z

........ L2 e
CPDPRG2 walz1g
L2 1H
PCPD2 B0.00 usec
L2 0.00 d&
PL1Z 18,60 dB
13 1

PL 18,60 dB

SFO2 490 7730082 MHz

EIE - F'rn::esgin ErEMEETs

SF 1256672473 MHz
EM

WDW

558 0
LB 1.00Hz
GB 0

PC 1.40



ANEXO 52

52233;52,43
1542,17;43,19 H—
1336,84;40,33 50,05;48,38
2380;43,2
1610,48;39 46
57,59;39,01
%T . ;
234385:36.25 1595,71;39 57 1809,87;40 49
2361,58;34,95 74856;37,00
39,37;3553
2936,16;32 40
2812,05:3047 1450,40;3183 12,87;3445
31
25
1 113491;29 44
496,78;24,14 {1177 25:35 94
20 |
151247;21,68
15 |
1239,39;12 47
]
11’2 T T T T T 1

4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0

cm-1

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 33d (LDT 454)
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ANEXO 53

Jult

SE-SHERE
HE283388
[ - A -
AR
N

46421
4,830
46060
45340

48181

<

_——

LDT 454 (LUIZ ROMERCYRENATA — UnE) [RMN 1H, CDCI3] OPER. KARISIA

&
g

K

3.1985
28615
2.8487
28392
28290
2.6983
26881
26810
2.6656
- 1.3771
~—— 13650

- 27614

/
X

AN L S |

46

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 33d (LDT 454)

(\N
Y

Cument Data Paramatars

ME LOT-454
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Dat_ 20130418
Time 13.33
INSTRUM sgact
PRCEHD s mm BBl 1H-BB
PULPROG
SOLVENT CDClz
NS 8
D3 ]

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.1833%0 Hz
AQ 27263477 z8C
1016
41.600 usac
DE 5.00 usac
TE 030K
D1 1.00000000 sac
TDo 1
=—===—= CHANNEL f1 ===
NUCH 1H
P1 970 usac
PL1 0.00dB
SFO 4957730082 MHz

F2 — Procassing parameters
| 3276

SF 4007700178 MHz

wWow M

138
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ANEXO 54 @N T

LDT 454 (LUIZ ROMERO/RENATA — UnB) [RMN 13C, CDCI3] OPER. KARISIA ﬁﬁ'ﬁ“ Data Faﬁ“—fﬂj"‘
EXPNO 2
% @ & 38 BE2=2 a& 3 % 9ze @ a FROGHO 1
@ = o g LI %3
2 8 3 38 HEr-3 EEe S £ 832 g d F2 - Acquisiion Parameiers
| [ Date_ 20130416
f | ime 13.44
| ! iy INSTRUM spect
I I PROBHD_ & mm BB 1H-BB
PULPROG zémalil
1] £E35
SOLVENT cOGCIa
NS 256
Ds 0
SWH 32670736 Hz
FIDRES ~ 0.500027 H
A 0000068 sec
RG 1024
oW 15,300 usec
LE 6.00 usec
TE 02T K
n]] 00000000 sec
d 0.03000000 sec
DELTA 080000998 sec
== CHANMEL {1 —eem =
6.05 usec
PL1 0.00 dB
SFO1 1256823461 MHz
........ [T - —
CPDPRG2 walz16
LIC2 1H
PCPO2 70.00 usac
0,00 dB
PL12 1367 dB
L13 1367 dB
SFO2 4997739082 MHz
E2 — Processing perameiers
Sl 3
SF 125 6672474 MHz
WowW EM
SEB 0
LB 1.00 He
GB 0
PG 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 180 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 &0 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 33d (LDT 454)



ANEXO 55

%T

60 |

55 |

50 |

45 |

40 |

35 |

30 |

25 |

20 |

15 |

9,9

140

462,11,60,53

802,41,48,96

\ 750,37;39,56

5731;39,84

1010,29;4091

2343,82;38,73

236181;37,33 1592,36:36,

1354,71;39,34
1372,25;36,68 35,22;38,80 1030,09;32,29
2936,22;3154

1464,89;29 40
2812,75;31,61
450,60,;28,34

1497.04:2245 1141,24;23,08

1516,01:19.88 1261,79;2124

T
123796;1169

4000,0

3000 2000 1500 1000 400,0
cm-1

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 33e (LDT 455)



ANEXO 56

7.2703
6.9493
.93
6.8682
5.8230

6.8822

6.8074
6.7916
87731

/
N

LA
¢

LOT 455 (LUIZ ROMEIRCYRENATA - UnB) [RMM 1H, CDCI3) OPER. PATRICIA

HER &3 SR8k H984
BEH 23 CHEBIHC B
o T @ e ciolod od od ol o od &l

W) \\l %
\V [ I/

& &

= il

A

C
b

Currant Data Parameters
INAY

F2 - Acquisition Paramatears
Daio_ 20130416

Time 15.00
INSTRUM sgecl
PROBHD 5 mm BBl 1H-BB
PULPROG

TD 55!
SCLVENT CDCl3
NS 1

D3 0
12019.230 Hz
FIDRES 0.1833%9 Hz
AQ 2.T262477 38C
254
41.600 usac
DE 600 usac
TE 3030 K
O 1.00000000 sac
TDo 1
=—===—= CHANMEL f1 ===
HUCA 1
P1 9.40 usac

PL1 0.00 dB

SFOH 4837730082 MHz
F2 - Procassing parameters
SF 4397700181 MHz
Wow EM

558 ]
LB 0.30 Hz
GB []
PC 1.00

A
L_L,_Jlx,_w,/' A L_ _MJL_

|
_
("]
=]
I
T

80 75 TO

b |

6ES

B HEm

E.0 5.5 5.0 45 40 35

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDClI3) — 33e (LDT 455)

15

ppm
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ANEXO 57

LOT 455 (LUIZ ROMEIROYRENATA — UnB) [RMN 13C, CDCI3] OPER. PATRICIA

- Oy o ==
bl kel @ FHE ¥ I g B
Bak ¥ B Mo o S el o P ol
L g} z Rl = Do 5w n 5 o
| [ 1]
\| N
| [

T T T T T T T T T T T T T T

120 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 a0 70 60 50

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCl3) — 33e (LDT 455)
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Y
N\) OY
Gurrent Data Paramsters

F2 - Acquisifion Paremeters
Date 20130416
Time~ 151
INETRUM spect
PROBHD 5 mm BBI 1H-BB
PULPROG zgpgdl
D BE\‘_’EE
SOLVENT COCI3

5 256

N
0s 0
SWH 32672738 Hr
FIDRES 0500027 Hz
AQ 09000088 sec
RG 102
15.300 usec
DE 5.00 usac
303.0
o1 1.00000000 sec
dii 0.03000000 sec
DELTA 0.80003098 sec
DO 1
-------- CHANNEL fl s =
NUC1 13C
P1 13.00 usec
PL1 10.00 dB
SFOn 1256823461 MHz
-------- NMEL 2 ——eeemme e
GPDPRAG2 w'a_thE
1
PCPD2 BO.00 usec
10.00 d&t
PL1Z 18,60 dB
PL12 18,60 dB

SFO2 4007730082 MHz

Elz — Procesging parameters
EF 125.66?2;33 MHz

WDW

558 0
LE 1.00Hz
G 0

PC 1.40



ANEXO 58 K\NQ
oY

60 |
888,96;54,90
55 |
982,56;49,71
50 1303,04;4067  105564;47 56
J 720,10;55,67
758:53,

45 |

%T 40
' 957,39;40,95 |
74712:39,77
35 | 595,68:39,
2973,77:36550 1669,46;38,21
813,00;33,68 23398413455
30 | 2359,38;32,24 81,80;35, 1199,78;37.24
2850,62;31.44 128.22:30,30
25 | 448,65:29,11
2922,38;2372 149631;24,11
20 |
/
16,8 123799;18,77
4000,0 3000 2000 1500 1000 400,0
cm-1

Espectro no Infravermelho (v cm™, KBr) — 33f (LDT 456)
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ANEXO 59

72703

lII."
{
""1 :

LDT 456 (LULZ ROMEIRC/RENATA — UnB) [RMN 1H, CDCI3] O
FC-ERC-ECREECE 2= 83 “HEs¥d
BRRBIIRA5F A6 28 48286F
- - - FE T T ool oiod = — ==
L

— 5.2989
21
&0a7

]

PER. PATRICIA

_..__.J‘._;./ll IU\-__/) II\_JI (S

o
O/VNQ OY

Currant Data Parameters
MNAME Idt 455

EXPNO 1
PROCMO 1

F2 — Acguisition Parameters
Data_ 20130416
Time 19

INSTRUM spact
PROBHD s mm BBI 1H-B2
PULPROG

1D 65538
SCOLVENT CDCl3

NS 8

DS 0

SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.1833%9 Hz
AQ 2.T262477 saC
RG 285

D 41.600 usac
DE ©.00 usac

TE 303.0 K

[n) 1.00000000 soc
TOo 1

==—==== CHANMNEL fi ===
MUCA 1H

P1 9.40 usac

PL1 0.00dB

SFOh 4937730982 MHz
F2 — Processing parameters
S 32768

SF 409.7700181 MHz
WOW EM

558 1]
LB 0.30 Hz
GB []
PC 1.00

|
- J| 1"'er N .

11 | L] J ]|
£ : Al ek s
=] B [~ - i oi| e o || cdferd |od || | ed
2.0 75 70 6.5 &0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 ppm

Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) — 33f (LDT 456)
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ANEXO 60 P .

LDT 455 (LUZ ROMEIRC/RENATA - UnB) [RMN 13C, CDCI3] OPER. PATRICIA Current Deta Parameters
NAME Idt 456
= o ag 283 ¢ 58 388 Nes FROC !
g .@E:: EER B =2 % goo god F2 - Acquisifion Parameters
| | | [ Date_ 20130416
N | | || \ \/ ime 1847
] \ I INSTALUM spect
ol ! i PROEHD 5 mm 88| 1H-BB
EHLF'HCIG zgpgadl
SOLVENT CDCI3
NS 256
SWH 32670.738 Hr
FIDRES 0.500027 Hz
AQ 0.0090068 sec
RAG 1024
15.300 usec
DE 6.00 usec
TE 303.0 K
o1 00000000 sec
d 0.03000000 sec
DELTA D.aDIBDQQQa s8C
-------- GHANMEL f1 e =
MNUCH 13C
P1 13.00 usac
PL1 0.00 dB
SFO1 1256823461 MHz
EIE - F'rD::esgin ErEmeErs
SF 1258872440 MHz
WDW EM
SEB 0
LB 1.00Hz
GB 0
PG 1.40
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 an 70 60 50 40 30 20 10 ppm

Espectro de RMN *3C (175 MHz, CDCls) — 33f (LDT 456)



