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RESUMO

A sintese de farmacos é uma das &reas da Quimica Medicinal responsavel pelo
desenvolvimento de novas moléculas com propriedades bioativas que podem ser utilizadas
como medicamentos. Dentre os medicamentos disponiveis na terapéutica dos distarbios do
sistema nervoso central, observa-se que 0os compostos N-heterociclicos sdo 0s que apresentam
maior nimero de representantes. Estes distirbios tém mecanismos muito complexos entre 0s
circuitos neurais, envolvendo diversos neurotransmissores. Portanto, drogas nao-especificas,
tém demonstrado ser mais eficazes e com efeitos secundarios mais baixos. Nesse contexto, o
primeiro capitulo desse trabalho contém um estudo tedrico sobre os efeitos, atividades,
afinidades e especificidades das benzo- e tienobenzo-diazepinas, comprovando que agentes
multi-receptores, tais como as tienobenzodiazepinas, sdo mais eficazes que as
benzodiazepinas, seletiva a um Gnico receptor. Em adicéo, cinco estruturas, pertencentes a um
pequeno conjunto de analogos da olanzapina, e submetidos a Modelos de Floresta Aleatoria,
foram classificados como agentes multi-receptores, onde o grupo n-benzil-tetrahidropiridina
presente nos compostos 3 e 6 aumentam o potencial multi-alvo dos anédlogos da olanzapina
com n-benzil-tetrahidropiridina ou morfolina. O segundo capitulo discorre sobre a sintese das
piridobenzodiazepinas, planejadas de forma a se obter analogos estruturais da olanzapina,
onde a piridina substitui o benzeno. O procedimento sintético se mostrou viavel nas trés
primeiras etapas, porém, ndo foi possivel confirmar a estrutura quimica dos compostos ésteres
acidos de 4-toluenosulfonila-6-(cicloamin-4-il)-3-nitropiridin-2-il (7a-b), o que inviabilizou a
continuidade da rota sintética. A sintese dos compostos foi iniciada pela reacdo de
substituicdo nucleofilica aromatica, para obtencdo do 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina
(3) com rendimento global de 41,86%. Quatro diferentes estratégias foram empregadas na
obtencdo dos compostos (2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b), a que
utilizou o ligante fosfina BINAP pela metodologia de Buchwald se mostrou mais efetiva, com
rendimento global variando entre 57,5 e 86%. Na etapa seguinte, a catélise &cida gerou o
composto 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b) com rendimento global de 100%. Em
paralelo, foram sintetizados os 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-carbonitrila (11a-c) e 2-
amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-etanoato de etila (11d-f), por reacdo de Gewald com

rendimento global variando entre 51 a 68% e 24,8 a 30%, respectivamente.

Palavras-chave: N-heterociclos, sintese de farmacos, olanzapina, piridobenzodiazepinas.



ABSTRACT

The synthesis of pharmaceuticals is one of the fields of Medicinal Chemistry responsible for
the development of new molecules with bioactive properties that can be used as medicaments.
Among the available drugs in the treatment of central nervous system disorders, it is observed
that N-heterocyclic compounds are those with largest number of representatives. These
disorders are very complex mechanisms between the neural circuits involving several
neurotransmitters. Therefore, non-specific drugs have been shown to be more effective with
lower side effects. In this context, the first chapter of this work contains a theoretical study of
the effects, activities, affinities and specificities of benzo- and thienobenzo-diazepines,
proving that multi-target agents, such as thienobenzodiazepines, are more effective than
benzodiazepines, selective to a single receiver. In addition, five structures belonging to a
small set of olanzapine analogues, and undergone Random Forest models were classified as
multi-target agents, where the n-benzyl-tetrahydropyridine group present in the compounds 3
and 6 increase the potential multi-target of olanzapine analogues with n-benzyl-
tetrahydropyridine or morpholine. The second section discusses the synthesis of
piridobenzodiazepinas, designed in order to obtain structural analogues of olanzapine, in
which the pyridine replaces benzene. The synthetic procedure proved feasible in the first three
steps, however, it was not possible to confirm the chemical structure of compounds acid esters
of 4-toluensulfonil-6-(cycleamin-4-yl)-3-nitropyridin-2-yl (7a-b ), which prevented the
continuity of the synthetic route. The synthesis of compounds was initiated by the
nucleophilic aromatic substitution reaction to obtain 2-(tert-butoxy)-6-chloro-3-nitro-pyridine
(3) with an overall yield of 41.86%. Four different strategies were used to obtain the
compounds (2-tert-butoxy-3-nitro-pyridin-6-yl)-heterocycleamines (5a-b), which utilized the
phosphine ligand BINAP by Buchwald methodology proved to be more effective, overall
yield ranging between 57.5-86%. In the next step, acid catalysis gave the compound 6-
(cycleamina)-3-nitro-pyridin-2-ol (6a-b) with an overall yield of 100%. In parallel, been
synthesized 2-amin-cycloalkyl[b]thiophene-3-carbonitrile (11a-c) and 2-amin-
cycloalkyl[b]thiophene-3-ethyl ethanoate (11d-f), by reacting Gewald overall yield ranging
between 51-68% and 24.8-30%, respectively.

Keywords: N-heterocycles, synthesis of drugs, olanzapine, piridobenzodiazepines.
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1. INTRODUCAO

A sintese de farmacos é uma das areas mais nobres da quimica, sendo responsavel pela
construcdo de novas entidades quimicas (moléculas), que podem se tornar os principios ativos
de novos medicamentos (MENEGATTI et al., 2001). Esse desdobramento da quimica
organica apresenta caracteristicas particulares, pois vai aléem do planejamento de uma
sequéncia de reagdes quimicas, visando a obtencdo de uma determinada estrutura quimica
planejada (KOROLKOVAS, 1974; BARREIRO e FRAGA, 2001).

Essa area de estudos envolve etapas complexas e interdisciplinares, que s&o
atualmente agrupadas na Quimica Medicinal (THOMAS, 2003) que, segundo a IUPAC, “diz
respeito a descoberta, desenvolvimento, identificacdo, e interpretacdo do modo de acdo de
compostos biologicamente ativos a nivel molecular”. Alfred Burger acrescenta, “Quimica
Medicinal também diz respeito ao isolamento, caracterizacdo e sintese de compostos, que
podem ser utilizados na medicina, para prevencgéo, tratamento ¢ cura de doengas” (LIMA,
2007).

Para identificacdo de um composto-protétipo candidato a novo farmaco, muitas
estratégias podem ser empregadas. O planejamento racional de farmacos auxilia nesse
processo, permitindo que as descobertas sejam mais planejadas, racionais e menos
dispendiosas (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982; AMARAL e MONTANARI,
2002; WELSCH et al., 2010).

Vérias estratégias podem ser empregadas, desde screening virtual, utilizando banco de
moléculas; analise in silico, envolvendo técnicas de docking em alvos especificos; estudos
tedricos de predicdo de propriedades farmacocinéticas e toxicoldgicas; até a sintese do
composto-protétipo propriamente dito, baseado na estrutura tridimensional do alvo que,
depois de sintetizado, precisa ter sua eficcia terapéutica comprovada por provas de conceito
in vitro e in vivo (MONTANARI, 2000; AKAMATSU, 2002; PERKINS, 2003; QUIRINO et
al., 2006; McGOVERN, 2009; PAZ, 2012). Uma vez identificado e sintetizado, esse novo
composto-prototipo, pode ainda ter sua eficacia intensificada através de modificagbes
moleculares subsequentes na estrutura do farmacéforo, permitindo, assim, gerar compostos
ainda mais potentes, ou com propriedades farmacocinéticas mais adequadas (MONTANARI,
1995; WERMUTH, 2003; TAVARES, 2004).

Fazendo uma analise das estruturas quimicas dos farmacos comercialmente

disponiveis, observa-se que a grande maioria contém pelo menos um composto heterociclico
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(EVANS et al., 1988; DESIMONE et al., 2004; WOZNIAK e DER PLAS, 2000), dentre
esses, 0S mais recorrentes sdo os chamados N-heterociclos, contendo, no minimo, um
heteroatomo de nitrogénio (SANGI, 2011; CHEN et al., 2011; KO et al., 2001;
YANAGISAWA et al., 1973; MOGILAIAH et al., 2003; GOODMAN e GILMAN, 1996).

Entre os medicamentos disponiveis na terapéutica dos disturbios do Sistema Nervoso
Central (SNC), observa-se que os compostos N-heterociclicos sdo 0s que apresentam maior
nimero de representantes. Esses compostos figuram tanto entre os antipsicoticos
convencionais, que atuam em um unico receptor (BERMEJO e RODOCIO, 2007; SARIN e
PORTO, 2009), quanto entre os antipsicoticos atipicos, classificados como agentes multi-
receptores (BYMASTER et al., 1996; MEDEIROS et al., 2008; BALDESSARINI et al.,
1992; LIMA et al., 1999). Os distdrbios mencionados tém mecanismos muito complexos,
entre os circuitos neurais, envolvendo diversos neurotransmissores e, portanto, drogas nao-
especificas, que tém o potencial de interferir em varios receptores, tém demonstrado ser mais
eficaz e com efeitos secundarios mais baixos (KANDO et al., 1997).

Diante do esforco para descobrir medicamentos mais eficazes, mais baratos e menos
toxicos, associado ao grande potencial de agentes multi-receptores em inibir sintomas
psicoticos, visualizamos a possibilidade de desenvolver novas moléculas sintéticas,
terapeuticamente Uteis e relacionadas a olanzapina, que possam servir como novos agentes
neurolépticos. Nesse contexto, esse trabalho visou um estudo tedrico sobre as benzo- e
tienobenzodiazepinas e seus alvos terapéuticos, além do desenvolvimento sintético de novas
benzodiazepinas, mais especificamente piridobenzodiazepinas, todas pertencentes a classe de
compostos N-heterociclicos.

Essa tese estd organizada em dois capitulos, onde no primeiro hd o relato da
importancia das benzo- e tienobenzo-diazepinas e seus alvos bioldgicos. Concomitantemente,
foram propostas estruturas quimicas de novos analogos da olanzapina. Em seguida, seus
potenciais sitios de ligagdo com os receptores dopaminérgicos e o transportador de dopamina
foram analisados in silico. Esse estudo se encontra no artigo intitulado “Benzo- and
thienobenzo- diazepines: Multi-target drugs for CNS disorders”, aceito para publicacdo na
revista Mini-Reviews in Medicinal Chemistry. O segundo capitulo trata da apresentacdo e
discussdo dos  procedimentos  sintéticos utilizados na obtencdo de novas
piridobenzodiazepinas quimicamente relacionadas a olanzapina, além da descricdo das
andlises fisico-quimicas e espectroscopicas que auxiliaram na caracterizacdo e comprovagao

estrutural dos compostos quimicos obtidos.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Sintetizar, caracterizar e analisar in silico novos compostos N-heterociclicos quimicamente
relacionadas a olanzapina.
2.2. Objetivos Especificos

e Promover a sintese quimica de novos compostos quimicamente relacionados a
olanzapina (piridobenzodiazepinas).

e Verificar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos sintetizados.

e Caracterizar estruturalmente os novos compostos obtidos através de diferentes
técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

¢ Propor estruturas analogas a olanzapina e gerar Modelos de Florestas Aleatorias
(Random Forest).

e Classificar as estruturas andlogas a olanzapina como antagonista ativa ou inativa em

cinco receptores da dopamina (D1, D2, D3, D4, D5 e D6) e no transportador da dopamina.
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Artigo aceito para publicacdo
Mini-Reviews in Medicinal Chemistry

CAPITULO |
Benzo e tienobenzo - diazepinas: Drogas multi-alvo para distirbios do SNC
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APRESENTACAO DO CAPITULO |

BENZO E TIENOBENZO-DIAZEPINAS: DROGAS MULTI-ALVO PARA
DISTURBIOS DO SNC

Neste capitulo estd descrito a importancia dos farmacos benzo e tienobenzo-
diazepinicos e seus receptores, no tratamento de doencas do Sistema Nervoso Central-SNC.
Os benzodiazepinicos sdo compostos N-heterociclicos pertencentes a uma classe de drogas
psicoativas depressoras do sistema nervoso central, com diversas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, tais como: anticonvulsivantes, ansioliticos, sedativos, antidepressivos,
hipnoticos e com atividade antiinflamatoria, recomendado ainda no tratamento da taquicardia,
hipertensdo, agitacdo, convulsdes e intoxicacdes por drogas. Utilizados também no tratamento
da catatonia, apesar de alguns estudos questionarem a capacidade terapéutica destes por
induzirem a catatonia pela interrup¢édo abrupta do tratamento.

Os mecanismos de acdo das benzodiazepinas a nivel molecular, envolvem a ligagéo
destas ao sitio de ligacdo BZD especifico que se encontra no receptor acido gama-butirico A
(GABA,), regulador do canal de ions cloro. Por esse motivo, essas drogas levam a efeitos
sedativo-hipnoticos, ansioliticos, relaxantes musculares e anticonvulsivos mais seguros que
em outros moduladores positivos GABAAa. Os antipsicoticos convencionais, introduzidos na
medicina clinica na década de 50, aliviam os sintomas positivos da esquizofrenia, porém,
acompanhados de efeitos extrapiramidais. Eles sdo classificados por sua estrutura quimica e
pela poténcia com que se ligam a dopamina tipo 2 (D). O bloqueio aos receptores D, leva a
reducdo dos sintomas positivos da esquizofrenia, tais como alucinacgdes e ilusdes (WORREL
et al., 2000; SEEMAN et al., 1976; SERRETTI et al., 2004), no entanto, a inibicdo de
receptores D, causa distlrbios emocionais e cognitivos. A reducdo de dopamina pelos
antipsicoticos convencionais também estd associada com a ocorréncia de sintomas
extrapiramidais (EPS), incluindo discinesia tardia, acatisia, distonia, e parkinsonismo.

A olanzapina, medicamento de escolha no tratamento da esquizofrenia, eficaz contra
0s sintomas positivos e negativos da doenca, é denominada quimicamente (2-metil-4-(4-metil-
1-piperazinil)10H-tieno[2,3-b][1,5]benzo-diazepina). Ela faz parte da classe das
tienobenzodiazepinas, sendo estruturalmente andloga a clozapina (obtida por bioisosterismo),
é eficaz na terapéutica do transtorno bipolar e outras psicoses, além de uma alternativa para o

tratamento de pacientes refratarios a outros antipsicoticos. A olanzapina atua em multiplos
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receptores, incluindo: os receptores cerebrais dopaminérgicos D, D,, D3, D4, serotonérgicos
em 5-HT,a, 5-HToc, 5-HT3, 5-HTs, muscarinicos, colinérgicos, adrenérgicos o, € histaminicos
H;. Por possuir cinco vezes mais afinidade aos receptores 5SHT, que para 0s D,, os efeitos
colaterais extrapiramidais sdo reduzidos quando usada no tratamento da esquizofrenia e no
delirio. Apesar disso, seus principais efeitos indesejados sdo: sedagdo, ganho de peso,
alteracOes lipidicas e diabetes mellitus, em um subgrupo de individuos com esquizofrenia.

Foi realizado um estudo tedrico de previsdo da atividade antagonista da olanzapina a
receptores e transportador dopamina. Foram utilizados seis Modelos de Florestas Aleatdrias
(Random Forest) e doze estruturas andlogas da olanzapina, a partir do banco de dados
ChEMBL. O Modelo de Floresta Aleatéria (Random Forest) é um preditor que apresenta
excelentes caracteristicas de precisao, generalizac¢do para outras amostras que nao aquelas em
que o classificador foi treinado e capacidade de bom desempenho em pequenas amostras.
Essas caracteristicas determinaram a escolha dessa metodologia no estudo em questéo.

O desenvolvimento desse estudo tedrico e a revisdo da literatura sobre a importancia
dos farmacos benzo- e tienobenzo-diazepinicos, se encontram no artigo intitulado “Benzo-
and thienobenzo-diazepines: Multi-target drugs for CNS disorders”, aceito para publicacdo na

revista Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, presente nesse capitulo.
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ABSTRACT

Benzodiazepine (BZ or BZD) is a class of gabaminergic psychoactive chemicals used
in hypnotics, sedation, in the treatment of anxiety and others CNS disorders. These drugs
include alprazolam (Xanax), diazepam (Valium), clonazepam (Klonopin) and others. There
are two distinct types of pharmacological binding sites for benzodiazepines in the brain (BZ1
and BZ2) and these sites are on GABA-A receptors and they are classified as short,
intermediate and long-acting. Concerning the thienobenzodiazepine class (TBZ), Olanzapine
(2-methyl-4-(4-methyl-1-piperazinyl)-10H-thieno[2,3-b][1,5]benzodiazepine) (Zyprexa) an
atypical antipsychotic agent, structurally related to clozapine, extensively used for the
treatment of schizophrenia, bipolar disorder-associated mania, and the behavioral symptoms
of Alzheimer’s disease, was used as an example to demonstrate the antagonism of this class of
compounds for multiples receptors including: dopamine D;—Ds, a-adrenoreceptor, histamine
H;, muscarinic M;—Ms and 5-HT,a, 5-HT2g, 5-HT,c, 5-HT3 and 5-HTg receptors. The
functional blockade of these multiple receptors contributes to their wide range of
pharmacologic and therapeutic activities, with relatively reduced side effects when compared
to other antipsychotics agents, and allow us to characterize them as multi-acting-receptor-
targeted-agents. This mini-review discussed about these 2 classes of drugs that act on the
central nervous system, the main active compounds used and the various receptors that
interact. In addition, we propose 12 olanzapine analogues and generated Random Forest
models, from a data set obtained from ChEMBL database, to classify the structures as active
or inactive against 5 dopamine receptors (D1, Dy, D3, D4, Ds and Dg) and dopamine

transporter.
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BENZODIAZEPINES

Benzodiazepines are a class of psychoactive drugs that act as central nervous system
depressants. These drugs an important class of N-heterocyclic compounds exhibiting
biological and pharmacological activities, such as anti-inflammatory, anticonvulsant,
antianxiety, sedative, antidepressive, hypnotic activities [1] and against some drugs
intoxication, recommended for the treatment of tachycardia, hypertension, agitation, and
seizures [2].

The first BZD, chlordiazepoxide, was synthesized in 1955 by Leo Sternbach
(Hoffmann — La Roche) and it was introduced to the market in 1960 under brand name
Librium [3]. Very famous and wide-spread rapidly became a chlordiazepoxide successor
diazepam (Valium, Hoffmann — La Roche; released in 1963). In the current pharmacotherapy,
there are available many benzodiazepine derivatives and they are very frequently used drugs.

Benzodiazepines are also used in the treatment of catatonia, increasing the number of
drug binding sites in the cerebral cortex [4]. Some studies discuss the ability of therapy with
benzodiazepines induce catatonia, often caused by abrupt benzodiazepine discontinuation
[5,6]. Catatonia is a neuropsychiatric syndrome of altered mental status and characteristic
psychomotor findings, which occurs in response to a wide variety of psychiatric, neurological,
and medical conditions that occurs in schizophrenia [7], depression, bipolar illness and
anxiety caused by basal gangliathalamo-cortical circuit dysregulation with resulting rapid

decrease in GABA transmission [8-10].
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GABA

y-Aminobutyric acid (GABA) is the major inhibitory neurotransmitter in the
mammalian central nervous system [11]. GABAergic neurones localized in various parts of
the extrapyramidal system play a complex role in the regulation of motor functions. The
GABA receptors are targets of clinically relevant drugs has attracted interest to the regulatory
mechanisms that control the activity of these receptors and they are the principal target of
benzodiazepine drugs. There are two distinct types of pharmacological binding sites for
benzodiazepines in the brain (so-called BZ1 and BZ2), and that the binding sites were on
GABA-A receptors, through which benzodiazepines were most likely exerting their effects;
suggesting that the binding mechanism for may be fundamentally different from that of the
benzodiazepines through the GABA inhibition [12,13]. GABAAa receptor (ligand gated
chloride channel) has been, historically, one of the most successful pharmacological targets
delivering a large number of clinically differentiated medicines hypnotics and sedatives which
predominantly function via increased receptor activation via the benzodiazepine binding site.

A classic example is the benzodiazepine diazepam, (a positive allosteric modulator) of
the neurotransmitter receptor through which GABA exerts its effects (the GABA-A receptor),
acting through a binding site on the receptor distinct from the GABA binding site [14]. The
choice of a particular benzodiazepine for use in the clinic or the laboratory is often based on
pharmacokinetic factors, and one such factor that varies markedly among benzodiazepines is
duration of action. Benzodiazepine lipophilicity determines the speed of action. If a rapid
effect is desired, then regarding oral medication the use of a lipophilic benzodiazepine such as
diazepam is a rational choice [15]. The table 1 shows some of the main benzodiazepines used,
their half-life and main use. We can note that short and intermediate-acting benzodiazepines
are preferred for the treatment of insomnia. Longer-acting benzodiazepines are recommended
for the treatment of anxiety.

TABLE 1

BZ1 and BZ2

The mechanisms of benzodiazepine (BZ) action at molecular level involve binding of
BZD to specific BZD-binding site at gamma-butyric acid receptor A (GABA,), which works
as ligand-gated channel for Cl —ions. Drugs facilitating GABAa-mediated chloride flux at
benzodiazepine (BZ) receptors elicit sedative-hypnotic, anxiolytic, muscle relaxant and
anticonvulsant effects with an improved margin of safety compared with other positive

GABA modulators. Most BZ receptor ligands have relatively little selectivity for particular
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BZ receptor subtypes, making it difficult to differentiate the functional significance of BZ
receptor heterogeneity.

Different BZ receptors comprise at least one of six different protein subunits
designated 1-6 and are divided into two subtypes: BZ1 receptors containing 1-subunits and
BZ2 receptors containing o2-, a 3-, or o 5-subunits [43,44]. Biochemical changes suggest that
occur an initial increase in receptor internalization followed by activation of a signaling
cascade that leads to selective changes in both receptors subunit levels. These changes might
result in the assembly of receptors with altered subunit compositions that display a lower
degree of coupling between GABA and benzodiazepine sites. Uncoupling might represent a
homeostatic mechanism that negatively regulates GABAergic transmission [45].

THIENOBENZODIAZEPINES

The conventional antipsychotics were introduced in the clinical medicine in the mid-
1950s, and all of them had the property to relieve the positive symptoms of schizophrenia,
accompanied by extrapyramidal effects. Typical or conventional antipsychotics are classified
by their chemical structure and the potency with which they bind to dopamine type 2 (D,)
receptors [46-49].

The blockade of D, receptors leads to the reduction of the positive symptoms of
schizophrenia such as hallucinations and delusions [47-49], however, the inhibition of D,
receptors generally cause emotional and cognitive disorders [50]. The reduction of dopamine
by the conventional antipsychotics is also associated with occurrence of the extrapyramidal
symptoms (EPS), including tardive dyskinesia, akathesia, dystonia, and Parkinsonism [51].

New antipsychotic agents have shifted from selective dopamine antagonist to
compounds that have a broader receptor affinity profile (the so-called atypical antipsychotics).
Atypical antipsychotic agents have both serotonin 2A (5HT,a) and D, receptors antagonist
properties while conventional antipsychotics mainly bind to the D, receptors [52].Compared
to the conventional antipsychotics, the atypical are able to control the positive symptoms of
schizophrenia but they are characterized by improved the therapeutic effects on the negative
symptoms and cognitive dysfunction, such as withdrawal, thinking problems, and lack of
energy [51-53]. Worrel et al., (2000) [47] and Meltzer (1999) [54] affirm that the higher
affinity of the atypical antipsychotics for the 5HT,a receptors compared to D, receptors
makes an increase in their efficiencies, and also contributes to reducing the incidences of

extrapyramidal symptoms.
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The first atypical antipsychotic drug discovered was Clozapine (in the early 1970s),
however it produced potentially lethal agranulocytosis in some patients. More recent, in 1996,
the FDA approved the Olanzapine for the treatment of the manifestations of psychotic
disorders [55,56], which reportedly has similar clinical outcomes to clozapine, but does not
produce agranulocytosis. Olanzapine is the most widely studied of all first-line atypical agents
for the treatment of bipolar disorder [57] and in the last two decades, has been the first choice
drug in the therapy of schizophrenia [58]. Although many atypical antipsychotic drugs have
recently been developed and some of them approved for the treatment of schizophrenia,
olanzapine is still invaluable for psychosis, having high clinical efficacy [59-62].

Olanzapine,  chemically  (2-methyl-4-(4-methyl-1-piperazinyl)-10H-thieno-[2,3-
b][1,5]benzodiazepine) is a thienobenzodiazepine, structurally analogue of clozapine
(obtained from the modification of clozapine chemical structure through bioisosterism
procedure (change benzene by thiophene) (Figure 1) and has proven efficacy against the
positive and negative symptoms of schizophrenia, bipolar disorder and other psychosis
[55,63,64] and is an alternative to treat patients with refractory to other antipsychotics [65].
FIGURE 1

Olanzapine is classified as a multi-acting receptor-targeted antipsychotic, blocks
multiple neurotransmitter receptors including: dopaminergic at D;, D,, D3, D4 brain receptors,
serotonergic at 5-HT,,, 5-HT,¢, 5-HT3, 5-HTg receptors, acetylcholine at muscarinic receptors,
catecholamines at alphal adrenergic receptors, and histamine at H; receptors [66-69].

Olanzapine has five times the affinity for 5HT, receptors than for D, receptors,
resulting in fewer extrapyramidal side effects [70], and is used to treat schizophrenia and
delirium [71-73].

The main side effects associated with olanzapine are sedation and weight gain, lipid
abnormalities and diabetes mellitus in a subset of schizophrenia subjects [74-78].

MUSCARINIC RECEPTORS

Muscarinic receptors are widely distributed throughout the human body and mediate
distinct physiological functions according to location and receptor subtype [79,80].

Muscarinic receptors belong to a superfamily of heptahelical G protein-coupled
receptors, and their pharmacology, distribution and physiological functions have been well
characterized [81,82]. Five distinct muscarinic receptor subtypes (M;—Ms) are known to exist
[83,84].
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The odd-numbered Mj, M3 and Ms muscarinic receptors are coupled primarily to
phospholipase Cg and stimulation of phosphoinositide hydrolysis through the G protein Gg/11
family (Pertussis toxin-insensitive). The M, and M, muscarinic receptors are coupled to
Gi/Go (Pertussis toxin-sensitive) family of G proteins and result in inhibition of adenylate
cyclase and modulation of calcium and potassium channel function [85].

Muscarinic M, My and Ms receptors are predominately expressed in the central
nervous system (CNS) and particularly in frontal and limbic areas of the brain and have
extensive interactions with dopaminergic neurons [86,87]. In contrast, M, and M3 muscarinic
receptors are more widely expressed in the periphery and CNS. Central muscarinic receptors
are involved in higher cognitive processes such as learning and memory, and the M; receptors
play an important role in these processes [88].

In the body periphery, M, and M3 muscarinic receptors are expressed in the
gastrointestinal and genitourinary tracts, in the exocrine glands, such as salivary and sweat
glands, and in the eye [89,90]. The muscarinic M, receptors are also expressed in cardiac
tissue. Muscarinic M, and M, receptors are inhibitory playing both an autoreceptor and a
heteroreceptor function in the CNS.

EFFECTS OF ATYPICAL ANTIPSYCHOTIC IN MUSCARINIC RECEPTORS

Emerging research supports a role of activation of muscarinic receptors in
pharmacotherapy of psychoses [91,92]. Atypical antipsychotics, such as olanzapine (a
thienobenzodiazepine derivative) have a marked affinity for cholinergic muscarinic receptors
(M1 and Ms), especially for M; receptors. Horacet et al., (2006) affirm that the main effect of
antimuscarinics is to antagonise antipsychotic-induced extrapyramidal side effects (EPS), and
the antimuscarinic activity of olanzapine could be hypothetically responsible for the effect on
positive and cognitive symptoms [69].

DOPAMINIC RECEPTORS

Dopamine (DA) is the predominant catecholamine neurotransmitter in the mammalian
brain, where it controls a variety of functions including locomotor activity, cognition,
emotion, positive reinforcement, food intake and endocrine regulation. This catecholamine
also plays multiple roles in the periphery as a modulator of cardiovascular function,
catecholamine release, hormone secretion, vascular tone, renal function, and gastrointestinal
motility [93].

Dopamine receptor antagonists have been developed to block hallucinations and

delusions that occur in schizophrenic patients, whereas DA receptor agonists are effective in
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alleviating the hypokinesia of Parkinson’s disease. However, blockade of DA receptors can
induce EPS similar to those resulting from DA depletion, and high doses of agonists can
cause psychoses [93].

Dopamine receptors are members of the seven transmembrane domain G protein-
coupled receptor family, having two main subtypes: D-like receptor family — G2 protein is
involved and adenylyl cyclase can be activated (increase the CAMP concentration); D,-like
receptor family — receptor combining with the Gi protein and its activations inhibit adenylyl
cyclase (reduce the cAMP concentration), and their pharmacology, distribution and
physiological functions have been extensively characterized [94-96].

Five types of dopamine receptor subtypes (D;—Ds) are known to exist, and benzo- and
thieno-benzodiazepines, such as other antipsychotic drugs shows potential to blocking all of
them.

D; receptor is the most widespread DA receptor and is expressed at higher levels than
any other DA receptor [97-99]. D; receptors were found, mainly, in the striatum, the nucleus
accumbens and in the olphatory tubercle, and are also detected in the limbic system, thalamus
and hypothalamus.

D, receptor has been found mainly in the pituitary, in the striatum, in the olfactory
tubercle and in the core of nucleus accumbens [95], where it is expressed by GABAergic
neurons coexpressing enkephalins [100].

D3 receptor has a specific distribution to limbic areas [101] such as the ventromedial
shell of the nucleus accumbens where it is expressed by substance P and neurotensin neurons
projecting to the ventral pallidum, the olfactory tubercle, and the islands of Calleja [102-104].
D, receptor is found in the frontal cortex, amygdala, redundant. hippocampus, hypothalamus,
and mesencephalon [105,106].

EFFECTS OF ATYPICAL ANTIPSYCHOTIC IN a2- AND a;-ADRENORECEPTORS

In atypical antipsychotic function, the role of aj-adrenoceptor antagonism is supported
by studies which demonstrate that prazosin (a;-adrenoceptor antagonist) administered with
haloperidol reduces the risk of EPS and leads to higher haloperidol binding to limbic D,
receptors [107,108]. This phenomenon was explained by the fact that blockade of aj-
adrenoceptors leads to inhibition of serotonin neurons in the raphe nuclei and thus may induce
an effect similar to that of 5-HT, receptor blockade by 5-HT,/D, receptor antagonists.

Atypical antipsychotic drugs are potent antagonists of the a; or opadrenoceptors, or

both. Thus, risperidone, clozapine, olanzapine, quetiapine, are potent o, and ay antagonists
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[109]. Clozapine, for example produces massive increases in plasma norepinephrine, which
may indicate that it can cause effective stimulation of a-adrenoceptors receptors in brain
[110]. The wake-promoting effects of norepinephrine in the CNS mediated by a; receptors
was also described by others authors [111,112].

Hilakivi and colleagues reported that sleep-enhancing effects can be associated with
antipsychotic drugs that blocks a4 receptors [113,114].

EFFECTS OF ATYPICAL ANTIPSYCHOTIC IN HISTAMINE H; RECEPTORS

Histamine is one of the most important wake-promoting neurotransmitter systems in
the brain.

Atypical antipsychotic have the ability to antagonize H; receptors. This ability to
block H; receptors has been repeatedly described as the most likely mechanism for induced
the side effect “weight gain” [115-117]. The inhibition of the H; receptors is directly involved
in the activation of hypothalamic AMPK signaling, which stimulates food intake and positive
energy balance and reverses the anorexigenic effect of leptin. A strong link between the H;
receptor affinity of antipsychotic agents and their weight gain propensity has been well
reported [118].

Clozapine and olanzapine which have higher affinity for the H; receptors (Ki = 1.2 nM
and Ki = 2.0 nM, respectively) showed a greater propensity to induce weight gain. However,
tetracyclic antipsychotic drugs with lower H; antagonist affinity, such as loxapine and
amoxapine (Figure 2) caused neither weight gain nor weight loss in patients treated with these
medications [119].

Another effect associated to the H; receptor antagonism by antipsychotic agents is the
sleep induction [120,121]. This is due to the fact that agents that increase histamine’s release
and binding to H; receptors enhance wakefulness [122], and therefore its inhibition causes
reverse effect.

FIGURE 2
SEROTONINERGIC RECEPTORS

The neurotransmitter serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) mediates a wide range of
physiological functions by interacting with multiple receptors, and these receptors have been
implicated as playing important roles in certain pathological and psychopathological
conditions. In the intact brain the function of many 5-HT receptors can now be unequivocally
associated with specific physiological responses, ranging from modulation of neuronal

activity and transmitter release to behavioural change [123,124].
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Serotonin receptors belong to another superfamily of heptahelical G protein-coupled
metabotropic receptors with one exception, the 5-HT3 receptor which have four putative
transmembrane domains, and is a ligand-gated ion channel [124]. These receptors were high
described and their pharmacology, distribution and physiological functions have been well
characterized [125,126].

Seven major families of 5-HT receptors are currently recognized (5-HT;-5-HT>), and
subpopulations have been described for several of these. Between the 14 structurally and
pharmacologically distinct mammalian 5-HT receptor subtypes seven, in particular, are
targeted by atypical antipsychotics (5-HT1a, 5-HT24, 5-HT2, 5-HT3, 5-HTg and 5-HT7).

The density of 5-HTia binding sites is high in limbic brain areas, notably
hippocampus, lateral septum, cortical areas, and also the mesencephalic raphe nuclei.

5-HT,a binding sites in many forebrain regions, but particularly cortical areas
(neocortex, entorhinal and pyriform cortex, claustrum), caudate nucleus, nucleus accumbens,
olfactory tubercle and hippocampus [127,128].

The presence of the 5-HT,g receptor in the brain has been controversial. Duxon and
colleagues described that it is restricted to a few brain regions, and particularly cerebellum,
lateral septum, dorsal hypothalamus and medial amygdala [129].

Very high levels of 5-HT,c receptors are detected in the choroid plexus. 5-HTyc
binding sites are widely distributed and present in areas of cortex (olfactory nucleus,
pyriform, cingulate and retrosplenial), limbic system (nucleus accumbens, hippocampus,
amygdala) and the basal ganglia (caudate nucleus, substantia nigra). The presence of 5-HT,¢c
binding sites in the pyriform cortex and substantia nigra is relevant to findings of 5-HT,c
receptor-mediated electrophysiological response in these regions [130].

The 5-HT; receptor is a ligand-gated ion channel and is found in smooth muscle
including the small intestine and colon in the periphery and brain regions such as the
hippocampus, amygdale, striatum, and area postrema [131,132]. High levels of 5-HTj3
receptor binding sites are found on the dorsal vagal complex in the brainstem [133]. This
region comprises the nucleus tractus solitarius, area postrema and dorsal motor nucleus of the
vagus nerve which are intimately involved in the initiation and coordination of the vomiting
reflex.

The 5-HTsg receptors are found in brain regions including the striatum (caudate
nucleus), olfactory tubercles, nucleus accumbens, cortex, and hippocampus [134,135].
EFFECTS OF ATYPICAL ANTIPSYCHOTIC IN SEROTONINERGIC RECEPTORS
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Serotoninergic receptors are targeted by atypical antipsychotics, such as olanzapine,
clozapine, quetiapine and related antipsychotic drugs, and so, have a market affinity for 5-HT
receptors, especially: 5-HTia, 5-HTo,, 5-HTa, 5-HT3, 5-HTg and 5-HT; receptors with
different specificities and affinities [136]. Several authors affirm that serotoninergic targeting
greatly contributes to their therapeutic success [137].

Serotoninergic pathway has been implicated in mood related illnesses such as
schizophrenia and bipolar affective disorder. The involvement of the serotoninergic system
has attracted much interest as a potential target for the development of antipsychotic
medications for the treatment of psychiatric diseases [138].

5-HT,a receptors have been associated in the genesis of, as well, as the treatment of
psychosis, negative symptoms, mood disturbance, and EPSs [139-141]. Hallucinogenic effect
has been related to stimulation of 5-HT,a and 5-HT,c receptors [142]. Because agonism at 5-
HT,a receptors induces depolarisation of pyramidal cells, it has been related that 5-HT,a
receptor blockade is responsible for normalisation of pyramidal cell activity, which leads to
the therapeutic effect of atypical antipsychotics.

An important effect of 5-HT,a (and 5-HTyc) receptors that may be relevant to their
contribution to psychosis is their ability to influence dopaminergic activity in the mesolimbic
and mesostriatal systems [143,144]. Increased dopaminergic activity in the nucleus
accumbens and other mesolimbic and possibly cortical regions contributes to positive
symptoms, including formal thought disorder.

Studies started by Altar et al., (1988) [145] and later expanded and confirmed by
others authors [146,147] demonstrated that atypical antipsychotic drugs, had higher affinities
for 5-HT,a receptors than for D,-dopamine receptors. This difference in affinities is generally
associated for their enhanced efficacy and reduced EPS incidences, seen with many atypical
antipsychotic drugs including clozapine, olanzapine, risperidone, sertindole, quetiapine,
ziprasidone, and others [136].

Krystal (2010) published a review about the effects of antidepressants and
antipsychotic drugs on sleep-wake function in which describes the involvement of 5-HT
system and its effects on sleep. There is some evidence in both human and animal studies that
suggests, however, that agents that selectively block 5-HT, receptors improve the ability to
stay asleep [148-150]. The inconsistency of findings in such studies has led to the hypothesis
that the sleep-promoting effects of 5-HT, antagonism may depend on the ratio of effects on 5-

HT,a and 5-HT,c receptor subtypes as well as other factors. These data, however, along with
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the tendency of antipsychotic drugs that have 5-HT, antagonist effects to enhance sleep, have
led to the general belief that 5-HT, antagonism may be associated with sleep enhancement
[151].

Navari (2014) [152] demonstrates that the activity of olanzapine in multiple
serotoninergic receptors, particularly at 5-HT,., and 5-HT3 receptors (and also D;) allows its
use in the treatment of nausea and vomiting refractory to standard antiemetics. This statement
is reinforced by previous studies showing that olanzapine blocks the serotonin mediated 5-
HT,c receptor, a receptor which has been shown to mediate anti-emetic activity in animal
models (ferret cisplatin-induced emesis and cisplatin-induced anorexia in the hypothalamus of
rats) [153,154].

Olanzapine was a potent antagonist at 5-HTg receptors and had marked antagonism at
5-HT; receptors [155]. Antagonists of 5-HT3 receptors may also have a potential role in
treatment of cognitive disorders and anxiety symptoms characterized by reduced release of
central nervous system acetylcholine. Antagonism of the 5-HTg receptor has been
suggested to produce antipsychotic, anxiolytic, and anticonvulsant properties, and particularly
enhancement of cognitive performance improved visual-spatial performance and enhanced
consolidation of new learning in animal models [156].

OTHERS TARGETS FOR THIENOBENZODIAZEPINES

Among the atypical antipsychotics, olanzapine induces the most significant weight
gain. This weight gain in patients was attributed to the increase in body fat [157] or increase
caloric intake. Moreover; olanzapine has been associated with disturbances in glucose
metabolism [158]. Olanzapine, but not clozapine, reduced basal plasma glucose and leptin
concentrations in rodents, when lower doses of the drugs were used. Numerous reports have
associated the exacerbation of diabetes with development of hyperglycemic crisis, with the
use of various atypical antipsychotics including olanzapine [159-161].

Mohammad et al. (2008) [162], based on the work of Li et al (2007) [163], which
conducted a study that revealed that olanzapine can inhibit the activity of glycogen synthase
kinase-3 (GSK3) in mice via increasing the level of brain phospho-Ser9-GSK3 in the brain,
decided to investigated the direct effect of olanzapine on GSK-3, and its effects on glucose
and glycogen levels.

The GSK-3 is a multifunctional serine/threonine kinase found in eukaryotes. It was
discovered over 50 years ago as one of several protein kinases that phosphorylated and

inactivated glycogen synthase, the final enzyme in glycogen biosynthesis [164].
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Mohammad et al. (2008) [162] after conducting in vivo studies, and docking in the
binding site of GSK-3B (PDB code: 1Q5K, resolution=1.94 A) concluded that olanzapine is a
potent GSK-3f inhibitor due to its capacity in significant decrease the blood glucose level,
which could be attributed to enhanced liver glycogen synthesis and storage in the liver. Thus,
GSK-3 may play a role as a therapeutic target of atypical antipsychotics, as has been observed
with olanzapine.

PREDICTION OF MULTI-TARGET ACTIVITY OF OLANZAPINE ANALOGUES
AGAINST DOPAMINES RECEPTORS D1, D2, D3, D4, D5 AND DOPAMINE
TRANSPORTERS

Since olanzapine is an active blocker of dopamine receptors D;, D, and Ds, we
propose 12 analogues and generated Random Forest models, from a data set obtained from
ChEMBL database, to classify the structures as active or inactive against 5 dopamine
receptors (D1, D,, D3, D4, Ds and Dg) and dopamine transporters [66-69].

Data Set

We selected from the ChEMBL database a dataset with structures that shows Ki
(inhibitory constant) values against human Dopamine receptors D;, D,, D3, D4 Ds and
dopamine transporter enzymes (https://www.ebi.ac.uk/chembl/), respective target CHEMBL
ids: CHEMBL2056, CHEMBL217, CHEMBL234, CHEMBL219, CHEMBL1850,
CHEMBL238.. The compounds were classified using values of pki = -logki (mol/L), actives
(>6.6), and inactives (<6) for each target.

A small set of olanzapine analogues (fig 3) was proposed and submitted to all 6
Random Forest models in order to analyze the potential multi-target of these compounds.

For all structures, SMILES were downloaded or generated using Marvin 6.2.0, 2014,
ChemAxon (http://www.chemaxon.com). The software Standardizer, JChem 6.2.0, 2014,
ChemAxon (http://www.chemaxon.com) was used to canonize structures, add hydrogens,
convert to aromatic form and, clean the molecular graph in two dimensions.

FIGUURE 3

Volsurf Descriptors

The three dimensional structures (3D) were used as input data in the VVolsurf+ program
v. 1.0.7 and subjected to the molecular interaction fields [E38] to generate descriptors using
the following probes N1 (amide nitrogen — hydrogen bond donor probe), O (carbonyl oxygen
— hydrogen bond acceptor probe), OH2 (water probe), and DRY (hydrophobic probe), others

non-MIF derived descriptors were generated totalizing 128 descriptors [165].
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Models

Knime 2.10.0 software (KNIME 2.10.0 the Konstanz Information Miner Copyright,
2003-2013, www.knime.org) [166] was used to perform all the analyses described hereafter.
The descriptors and class variables were imported from Volsurf+ program v. 1.0.7, and the
data were divided, using the “Partitioning” node with the option “stratified sample”, in the
train representing between 80% to 85% of data set, and test set between 20% and 15% of all
compounds, respectively, which were selected randomly, but preserving the same proportion
of active and inactive samples in both sets. For internal validation we used cross-validation,
using 10 stratified groups randomly selected, but the distribution is retained according to
activity class variable in all validations groups and training set. The descriptors were selected
using the training set and the metanode “Feature Elimination” that applies the backward
feature elimination method associated with Random Forest algorithm [167], using the WEKA
nodes [168]. The parameters selected for RF were: number of trees to build = 500; seed for
random number generator = 2.

The internal and external performances of the selected models were analyzed using
sensitivity (true positive rate, i.e. active rate), specificity (true negative, i.e. inactive rate), and
accuracy (overall predictability).

RESULTS AND DISCUSSION

The Volsurf v 1.0.7 generated 128 descriptors that together with the dependent
variable (binary classification), that describes if the compound is active (A) or inactive (I),
were used as input data for the Knime software v. 2.10.0 It is important to highlight that the
generation of the Volsurf+ descriptors is relatively fast (between 1 and 2 seconds for each
compound) using a computer with an i7 processor, running at 3.4GHz, and equipped with 12
GB of RAM memory.

The table 2 summarizes the statistical indices of the RF model for the training, cross-
validation and test set for all 6 targets. For the training set the machine learning gave similar
rates for the inactive and active compounds, but for cross-validation and test set, RF models
for D1-D4 show significant better performance to predict the active compounds, therefore the
sensitivity (true positive rate) is higher that specificity (true negative rate). In other words,
several compounds that are inactive were classified as actives (false positives), therefore for
these models if a compound is classified as inactive is more reliable than active. RF model for
D5 shows a better prediction regarding the inactive compounds, but the specificity is higher in

this model and the false negative rate is higher than the false positive rate, thus compound
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selected by the model as active is more reliable than the selected as inactive one. The RF
model generated for the dopamine transporter, the values of sensitivity and specificity are
near than the previous models aforementioned.

TABLE 2

Table 3 shows the prediction for all RF models to the olanzapine analogues and a
simple score that counts the number of times that a compound as classified as active. We used
as criterion those structures with a score higher than 3 are an interesting starting point to be
classified as a potential multi-target compound. In view of this, we selected compounds 2, 3
and 4 (score 4) and, mainly 5 and 6 (score 5) as multi-target compounds. Olanzapine
analogues with methyl-piperazine group (compounds 1-5 and 12) seems to have higher
potential to be actives against more than one receptor, since compounds 2-5 were selected,
than the compounds with the morpholine group. However compound 6 (with morpholine
group) and compound 5 are classified as actives against 5 enzymes. Regarding the
compounds, one can deduce that group n-benzyl-tetrahydropiridine present in compounds 3
and 6 increase the potential multi-target of olanzapine analogues with n-benzyl-
tetrahydropiridine or morpholine. Additionally other structural features can be highlighted:
ethyl groups at position 5 and 6, or tetrahydrobenzothiophene or cyclooctathiophene
associated with n-benzyl-tetrahydropiridine, respectively compounds 2, 4 and 5.

TABLE 3

CONCLUSION

This review succinctly presented the effects, role, affinities and specificities of
atypical antipsychotics of the benzodiazepine and thienobenzodiazepine class (with main
focus in olanzapine) in multiple-receptor-targets.

The BZs act on receptors BZ1 and BZ2, causing greater inhibiting GABAergic and
influencing the concentration of chloride ions. New researches are directed to the
identification of ligands displaying varying degrees of affinity- and efficacy-selectivity for the
different GABAA/BzR-subtypes [169].

The interactions of TBZs include various receptors: muscarinic M1-M5, dopaminergic
D;—Dy, receptors, adrenergic al and a2, histamine H1 and serotoninergic 5-HT2a, 5-HT2g, 5-
HT,c, 5-HT3 and 5-HTjg receptors. It was again demonstrated the high affinity of olanzapine
for serotonin 5-HT,a and 5-HT,c, dopamine D;—D,4 adrenergic alpha-1, and histamine H;

receptors, and its moderate affinity for muscarinic M1-MD5 receptors.
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It can be concluded that multi-receptor agents, as the thienobenzodiazepines are more
promising antipsychotic agents than the “conventional antipsychotic” because the CNS
disorders have very complex mechanisms, between neural circuits, involving several
neurotransmitters, and therefore, nonspecific drugs which have the potential to interfere with
multiple receptors have been shown to be more effective and with lower side effects [56].

We propose 12 olanzapine analogues and using RF models for 6 different enzymes
(dopamine Dy, Dy, D3, D4, Ds receptors and dopamine transporter) we selected 5 compounds
and consequently verified the potential structural features which can be responsible for the
activity against different enzymes.
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Table 1 — Some benzodiazepines and main use.

TABLES

Name Structure® Half-life Main use Reference
N i - .
= i Anti-anxiety, panic
Alprazolam 11.2h disorders [16,17]
N=—
\ N Cl
N<<
CH3
H o]
N
Br —N Anti-anxiety, anti-
Bromazepam 17h o [18,19]
epileptic
N
/
H,N \fo
N Anti-anxiety
Carbamazepine 35h T [18,20]
and anti-epileptic
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Clobazam cl N 12-60h Anti-epileptic [21,22]
N
/ o
H,C
Amnestic,
//O anticonvulsant,
cl
Chlordiazepoxide N 5-30h anxiolytic, hypnotic and [22,23]
skeletal muscle relaxant
N=— properties
NH
/
H,C
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H
N OH
cl —N o) 36-200-- active Anti-anxiety and
Clorazepate ] . [22,24]
metabolite anticonvulsant
H o]
N
0 _ _
NN —N Anti-anxiety
Clonazepam 18-50 o [18,22]
Q Cl and anti-epileptic
20-100 ] .
. . Anti-anxiety
Diazepam cl =N 36-200-- active T [18,22]
] and anti-epileptic
metabolite
N
/ o
H,C
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_—~N
Estazolam \N 10-24h Hypnotic [22]
o
N N
— _—
cl N |
\ / ~
s N
S
Eszopiclone /v/o 6-9h Schizophrenia, hypnotic [22,25]
.
N )
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2 18-26
) | |+ ) Induce anterograde
Flunitrazepam N =N 36-200-- active _ [22,26]
O ) amnesia
metabolite
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Cl
rCH3
H,C N 40-250-- active
Flurazepam N \/\N ] Hypnotic [22,24]
metabolite
o %
F
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Halazepam

30-100-- active

metabolite

Anti-anxiety, emotional

disorders

[22,27]

Ketazolam

30-100h
36-200h-- active

metabolite

Anti-anxiety

[22,28]




~
Loprazolam Cl 6-12h Anti-anxiety, hypnotic [22,29]
N O
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H o]
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OH
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Lorazepam 10-20h o [18,22]
Cl epileptic
Cl
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OH
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/ o
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Anti-anxiety,
_ depressive, and
Medazepam c N 36-200 _ [22,30]
psychosomatic
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N
. ~ Anesthesia induction,
Midazolam F 2-5h dati dh ] [31,32]
_ sedation and hypnotic
N
Cl
NQ<
CH
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o

Nimetazepam o 4"‘ =N 15-38h Hypnotic [22,26]
N
/ o}
H,C
H o
N
_O\N N .
Nitrazepam I 15-38h Hypnotic [22,26]
o}
H o
N
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Nordiazepam® cl 40-99h yP [33,34]

antidepressant
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metabolite

anticonvulsivant

b Cl —N Anti-anxiety and
Oxazepam 4-15h ] : [22,35]
insomnia
§ 0
N
5 36-200h-- active Anti-anxiety and [22,36]
razepam
—N

Cl
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Cl =N
Quazepam 41h Hypnotic [37]
N
S
F
F F
Hypnotic,
Temazepam® cl =N 8-22h P [22,38]
treatment of Narcolepsy
OH

N

/ o

H,C

61



Hypnotic,
Triazolam Cl 1.8-3.9h ] ) [39]
treatment of insomnia
NZ=— N
| Cl
N <<
CH,
H3Cﬁ
o) Y N
CH,
Hypnotic, sedative,
Zaleplon 2h ] ) [22,40]
N treatment of insomnia
~NTON
7
— —
N
i/
N
H3C \ ! /
cH Hypnotic,
Zolpidem 2 ] ) [22,41]
o treatment of insomnia
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041
C

Zopiclone 5-6 Hypnotic, sedative [22,42]
( N
N )
/
H,C
a-Structures generated by SMILES using the MarvinSketch software.
b-Active metabolites of diazepam after the action of enzymes CYP2C and CYP3A of the P450 cytochrome [33].
Table 2 - Summary of training, test and respective match results using Random Forest for dopamine D4, D,, D3, D4, Ds receptors and dopamine transporter.
Dopamine Receptor D,
Train Validation Test
Samples Match %Match Match %Match Samples Match %Match
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Active 182 182 100 164 90.1 46 44 95.7

Inactive 143 142 99.3 120 83.9 36 29 80.6

Overall 325 324 99.7 184 87.4 82 73 89.0
Dopamine Receptor D,

Active 1086 1086 100 976 91.5 208 185 88.9

Inactive 615 615 100 342 61.8 117 69 59.0

Overall 1701 1701 100 1318 81.4 325 254 78.2
Dopamine Receptor Ds

Active 921 921 100 869 94.4 163 163 92.6

Inactive 327 324 100 193 59.0 37 58 63.8

Overall 1248 1248 100 1062 85.1 188 221 85.1
Dopamine Receptor D,

Active 454 448 98.7 432 95.2 114 106 93.0

Inactive 160 158 98.8 99 61.9 40 32 80.0

Overall 614 606 98.7 531 86.5 154 138 89.6
Dopamine Receptor Ds

Active 72 71 98.6 58 80.6 19 17 89.5

Inactive 88 88 100 79 89.8 22 22 100

Overall 160 159 99.4 137 85.6 41 39 95.1
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Dopamine Transporter

Active

Inactive

Overall

82

134

216

82

134

216

100

100

100

72 87.8
129 96.3
201 93.1

15

24

39

14

19

33

93.3

79.2

84.6
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Table 3 — Predicted activity for olanzapine analogues by the RF models against dopamine receptors D; D,, D3,
D,4, Ds, and dopamine transporter. The score accounts the number of times that a compound is classified as

active.
Compound Receptor Receptor Receptor  Receptor Receptor Transporter  Score

ID D1 D2 D3 D4 D5

1 A A | A | | 3
2 A A A A I I 4
3 | A A A | A 4
4 A A A A I I 4
S A A A A | A 5
6 A A A A | A 5
7 | | | A | | 1
8 A | | A | | 2
9 | | | A | | 1
10 A [ | A | | 2
11 | | | A | | 1
12 | [ | A | | 1
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CAPITULO II

Sintese de novas piridobenzodiazepinas quimicamente relacionadas a

olanzapina
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APRESENTACAO DO CAPITULO I

SINTESE DE NOVAS PIRIDOBENZODIAZEPINAS QUIMICAMENTE
RELACIONADAS A OLANZAPINA

A segunda parte deste trabalho propde o planejamento e a sintese de novas
piridobenzodiazepinas quimicamente relacionadas a olanzapina, com nome quimico (2-metil-
4-(4-metil-1-piperazinil)10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiazepina), a olanzapina € uma
tienobenzodiazepina, estruturalmente analoga a clozapina, que demonstra eficacia contra os
sintomas positivos e negativos da esquizofrenia, transtorno bipolar e outras psicoses
(FULTON e GOA, 1997; BHANA et al., 2001; BHANA e PERRY, 2001), constituindo uma
alternativa para o tratamento de pacientes refratdrios a outros antipsicoticos
(RAJENDRAPRASAD e BASAVAIAH, 2009). Diversos artigos e patentes evidenciam o
grande potencial terapéutico relacionado a atividade neuroléptica, que moléculas analogas e
derivadas de tienobenzodiazepinas apresentam. Yelle, 2000 e Stawinski; Rechnio e Majka,
2006, obtiveram alguns metabdlitos ativos da olanzapina, 0s quais apresentaram efeitos pouco
inferiores a droga de origem (olanzapina), mais com significativa inibicdo de sintomas
psicoticos. Press et al., 1979, Press et al., 1981, além de Wright, Jr. et al., 1980, também
sintetizaram compostos quimicamente relacionados com a olanzapina que demonstram bom

potencial para serem utilizados como agentes neurolépticos em modelos animais.

Os derivados piridobenzodiazepinicos sdo reportados em muitos artigos e patentes
como neurolépticos que atuam em multiplos receptores. No final da década de 90, a Therabel
Research SA, com base em Bruxelas na Bélgica, desenvolveu a 8-cloro-5(4-metilpiperazin-1-
il)-pirido[2,3-b][1,5]benzoxazepina, como um potencial antipsicético atipico, com padréo
muito semelhante ao da clozapina nos testes animais, mas apresentando razdes de bloqueio
5Ht2A/D2 e DA4/D2 superiores a ela, além de possuir propriedades ansioliticas e
antidepressivas (FROTA, 2003). Num modelo comportamental desenvolvido em cées e
utilizado para diferenciar neurolépticos tipicos e atipicos, Liegeois et al., 1993, testaram 0s
derivados 8-cloro-6-(4-metil-I-piperazinil)-11H-pirido[2,3b][1,4]benzodiazepina, o 1,8-metil-
6-(4-metil-1-piperazinil)-11H-pirido[2,3b][1,4]benzodiazepina e o 5-(metil-1-piperazinil)-
11H-pirido[2,3-b][1,5]benzodiazepina, onde demonstraram caracteristicas comportamentais
dos neurolépticos e perfis neuroquimicos compativeis com um efeito antipsicotico atipico.
Derivados metilicos piperazinoazepinas, sintetizados por Liegeois e Delarge, 1995,
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apresentaram atividade como antidepressivo, antipsicético, ansiolitico, neuroléptico e
sedativo, causando muito pouca ou nenhuma catalepsia. Uma série de analogos
piridobenzodiazepinicos obtidos e testados por Liegeois et al., 1999, também mostraram

potenciais atipicos.

Vérias estratégias para obtencdo de derivados piridobenzodiazepinicos se encontram
descritas na literatura, como por exemplo, a invencdo de Gerszberg, 1981, que relata o
processo de preparacdo de derivados do 5,11-diidro-6H-pirido[2,3-b][1,4]-benzodiazepin-6-
ona. Outras patentes mostram o0s diversos métodos empregados na obtencdo desses
compostos, tais como os descritos por Schimidt, 1968; Schimidt et al., 1972; Engel et al.,
1989; Liegeois e Delarge, 1995; Riss et al., 2009; Shen et al., 2012, entre outras.

As novas piridobenzodiazepinas, propostas nesse trabalho, foram planejadas por
bioisosterismo, onde o anel piridinico substitui o anel benzeno, gerando assim novas
moléculas quimicamente relacionadas a olanzapina. O esquema 1 ilustra as etapas sugeridas

para a sintese desses novos compostos.

69



Aminas Ciclicas (4)
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Esquema 1. Sintese dos novos heterociclos anélogos da olanzapina.

Na primeira etapa da rota sintética, a reacdo da 2,6-dicloro-3-nitropiridina (1) com
tert-butanolato de potassio (2) conduziu ao derivado piridinico (3). Na segunda etapa, 0
derivado piridinico (3) permitiu a obtengdo dos intermediarios N-substituidos (5a-b); os quais,
apos a etapa de catalise acida, formaram os compostos piridinicos hidrolizados (6a-b); em
seguida, esses compostos foram ativados com cloreto de tosila para gerar os ésteres acidos
(7a-b). As etapas finais sdo acoplamento via reacdo de Buchwald para obter os compostos
(9a-b); reacdo de hidrogenacdo do grupo nitro a amina, para produzir o composto (10) e
reacdo de ciclizacdo para sintese dos produtos finais (11) e (12).

No entanto, a rota sintética inicialmente proposta sé foi executada até a quarta etapa
reacional. A reacdo para obtengdo dos ésteres acidos ndo foi bem sucedida, uma vez que ndo
conduziu as estruturas moleculares planejadas, fato esse comprovado pelos dados produzidos
nas analises espectroscopicas e espectrométricas realizadas em cada etapa da rota sintética
proposta. Algumas modificages metodoldgicas foram feitas, porém todas sem éxito. O

aperfeicoamento dessa etapa da sintese é alvo de nossas perspectivas futuras.
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4.1. METODOLOGIA

As secOes a seguir descrevem a metodologia utilizada para obtengdo dos novos

analogos da olanzapina.
4.1.1. Rota sintética utilizada para obtencéo das novas piridinas

As novas piridinas propostas nesse trabalho foram obtidas através da rota sintética

AN NO, t-BUtOK (2)
| (soI 1IN em THF)
= THF amdro

Cl N Cl

ilustrada no esquema 2.

Xantphos ou BINAP
Palladium acetate
Cs,CO4

N02
Y ﬁ(
=
K\N N OH (5a-b)
Q (6a-b)

Aminas Ciclicas (4a-b)
l Dioxano

| R =0, NCH;

Esquema 2: Rota sintética.

O intermediario piridinico dessimetrizado (3), foi obtido pela reacdo de substituicdo
nucleofilica aromatica da halopiridina (1) com composto alcoxido (2), utilizando solvente
polar apraético.

A piridina dessimetrizada (3) foi condensada as diversas aminas heterociclicas (4a-b),
através de substituicdo nucleofilica aromaética, utilizando bases fortes e solvente polar
aprético. A piridina (3) também pdde ser acoplada as ditas aminas (4a-b) por reacdo de
Buchwald (YANG e BUCHWALD, 1999; MARTINELLI et al., 2008; QUEIROZ et al.,

2007) utilizando, para tanto, diferentes ligantes fosfina, precursor catalitico e base. O emprego
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de diferentes estratégias metodologicas possibilitou breve estudo sobre a melhor forma de
obtencéo dos derivados N-substituidos (5a-b).

Submetidos a reacdo de hidrélise com acido organico, os derivados N-substituidos (5a-
b) geraram os compostos piridinicos hidrolisados (6a-b), estes foram ativados com cloreto de
tosila para obtencao dos ésteres acidos (7a-b).

Em paralelo, foram sintetizados os 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-carbonitrila (11a-
c) e 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-etancato de etila (11d-f) via reacdo de Gewald
(GEWALD, 1965; GEWALD et al., 1966), que consiste na condensacdo multicomponente de
uma cetona (8) ou aldeido aciclico (9), com compostos metilenos ativos (10a-b) e enxofre

elementar em meio alcalino (Esquema 3).

R = CN, COOEt
R' = alquil, cicloalquil

o n=123
(CHa)n O
(C)]
ou + \ L )
ZN (10a;
CHO (1la e)

©)
Esquema 3: Sintese dos tiofenos substituidos por reacdo de Gewald.

4.1.2. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos e para suas analises,
pertencem as marcas Sigma/Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis. Sdo eles: cloreto de
calcio; diclorometano; cloroformio; dimetilsulfoxido; etanol; n-hexano; 2,6-dicloro-3-
nitropiridina; solucdo de tert-butéxido de potassio 1,0 M em tetrahidrofurano anidro; metanol;
tolueno; enxofre elementar; hidreto de sodio; morfolina; N-metil-piperazina; metdxido de
sodio; acetato de paladio Il, 4,5-bis-(difenilfosfino)-9,9-dimetila (xantphos); carbonato de
césio; 2,2’-bis-(difenilfosfino)-1,1’-binaftilo (BINAP); dioxano anidro; trietilamina; acido

cloridrico; ciclopentanona; ciclohexanona; cicloheptanona; malononitrila.

4.1.3. Comprovacao das estruturas dos compostos sintetizados

Todos 0s novos compostos tiveram suas estruturas comprovadas através de diversos
métodos fisico-quimicos, incluindo espectrometria de Infravermelho (IV), que foi realizada

em aparelho FTIR Bruker IFS66, em pastilha de KBr; espectrofotometria de Ressonancia
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Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono (RMN *3C), utilizando
espectrofotdmetro Varian Modelo: Plus 200 MHz, e Plus 300/MHz, utilizou-se os solventes
CDCI3; e DMSO-Dg. Os deslocamentos quimicos (8) foram reportados em ppm, utilizando
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As constantes de acoplamento foram
indicadas em Hz, e as multiplicidades dos sinais foram designadas como: simpleto (s);
simpleto largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t); duplo tripleto (dt); multipleto
(m).

4.1.4. Caracterizacao fisico-quimica

Todos os compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas, que se
fazem saber: célculo do fator de retencdo (Rf) por cromatografia em camada delgada;
utilizando placas de silica gel 60 Merck F254, de 0,25 mm de espessura revelada em luz
ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 366 e 254 nm ou através de vapores de
iodo; determinacdo dos pontos de fusdo utilizando aparelho Quimis, modelo 340.27;

solubilidade; aparéncia dos cristais e rendimentos reacionais.
4.1.5. Procedimento de sintese
4.1.5.1. Procedimento de sintese do 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3)

Em um baldo de duas bocas, adicionou-se 1 mol do composto 2,6-dicloro-3-
nitropiridina e 50 mL de tetrahidrofurano anidro. A reacdo foi mantida sob agitacao e refluxo
de 66° C. Apos estabilizagdo da temperatura adicionou-se gota a gota com seringa 1 mol da
solucdo de tert-butoxido de potassio 1,0 M em tetrahidrofurano anidro. A partir dessa adi¢édo
deixou-se reagir por 3 horas. Constatado término de reacdo por cromatografia em camada
delgada, a solucdo foi extraida trés vezes com acetato de etila A fase orgénica foi lavada duas
vezes com agua destilada, seca sob CaCl, e concentrada em evaporador rotativo. O residuo

solido obtido foi purificado por coluna cromatogréafica.

4.15.2. Procedimento geral de sintese dos (2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-

heterocicloaminas (5a-b)
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O derivados N-substituidos (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-

b) foram obtidos através de quatro metodologias distintas.

4.1.5.2.1. Sintese da 1-(2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a) e 4-(2-
tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-morfolina (5b) (Metodologia A)

Colocou-se em um baldo de fundo redondo previamente seco e sob atmosfera inerte
(argbnio), uma suspensdo de 2,5 mol de hidreto de s6dio em 5 mL de tetrahidrofurano anidro.
Em outro baldo também previamente seco e sob atmosfera inerte (argénio), foram dissolvidos
1 mol do composto 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3), e 1 mol de 1-metilpiperazina
ou morfolina anidra em 5 mL de tetrahidrofurano anidro. Adicionou-se, muito lentamente, sob
banho de gelo, com auxilio de uma seringa, o conteldo do segundo baldo sob o primeiro.
Apdbs o término da adicdo, o sistema reacional foi mantido a temperatura ambiente de 4 a 8
horas. Constatado término de reacdo por cromatografia em camada delgada, a reacdo foi
neutralizada com solucdo de HCI 6 M até atingir pH 5-6. A solucdo foi extraida trés vezes
com diclorometano. A fase organica foi lavada duas vezes com agua destilada, seca sob CaCl,
e concentrada em evaporador rotativo. O residuo obtido foi purificado por coluna

cromatografica.

4.1.5.2.2. Sintese da 1-(2-tert-butodxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a) e 4-(2-
tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-morfolina (5b) (Metodologia B)

Colocou-se em um baldo de fundo redondo, previamente seco e sob atmosfera inerte
(argbnio), 1 mol da solucdo de metdxido de sédio 1,0 M em metanol e 1 mol de 1-
metilpiperazina ou morfolina anidra em 2 mL de tetrahidrofurano anidro. Em outro baldo
também previamente seco e sob atmosfera inerte (argdénio), foram dissolvidos 1 mol do
composto 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3) em 3 mL de tetrahidrofurano anidro.
Adicionou-se, muito lentamente, sob banho de gelo, com auxilio de uma seringa, o contetdo
do segundo baldo sob o primeiro. Apos o término da adicdo, o sistema reacional foi mantido a
temperatura ambiente de 4 a 8 horas. Constatado término de reacdo por cromatografia em
camada delgada, a solucédo foi extraida trés vezes com diclorometano. A fase organica foi
lavada duas vezes com agua destilada, seca sob CaCl, e concentrada em evaporador rotativo.

O residuo obtido foi purificado por coluna cromatogréfica.
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4.15.2.3. Sintese da 1-(2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a) e 4-(2-
tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-morfolina (5b) (Metodologia C)

Em um baldo de 50 mL previamente seco e sob atmosfera inerte (argénio) foram
colocados 1 mol do composto 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3) junto com 1 mol de
1-metilpiperazina ou morfolina anidra, tendo como solvente 10 mL dioxano anidro e como
catalisadores 0,05 mol do acetato de paladio Il, 0,1 mol do 4,5-bis-(difenilfosfino)-9,9-
dimetila (xantphos) e 1,5 mol de carbonato de césio. A reacdo foi mantida sob agitacdo a uma
temperatura de 55° C em banho de 6leo durante 20 a 24 horas. Constatado término de reagédo
por cromatografia em camada delgada, a solucéo foi extraida trés vezes com acetato de etila.
A fase organica foi lavada duas vezes com agua destilada, seca sob CaCl, e concentrada em

evaporador rotativo. O residuo solido obtido foi purificado por coluna cromatogréfica.

4.1.5.2.4. Sintese da 1-(2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a) e 4-(2-
tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-morfolina (5b) (Metodologia D)

Em um baldo de 50 mL previamente seco e sob atmosfera inerte (argénio) foram
colocados 1 mol do composto 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3) junto com 1 mol de
1-metilpiperazina ou morfolina anidra, tendo como solvente 10 mL dioxano anidro e como
catalisadores 0,05 mol do acetato de paladio Il, 0,1 mol do 2,2’-bis-(difenilfosfino)-1,1’-
binaftilo (BINAP) e 1,5 mol de carbonato de césio. A reacdo foi mantida sob agitacdo a uma
temperatura de 55° C em banho de dleo durante 20 a 24 horas. Constatado término de reagdo
por cromatografia em camada delgada, a solucdo foi extraida trés vezes com acetato de etila A
fase organica foi lavada duas vezes com agua destilada, seca sob CaCl, e concentrada em

evaporador rotativo. O residuo sélido obtido foi purificado por coluna cromatografica.

4.1.5.3. Procedimento geral de sintese dos 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b)

Em baldo de fundo redondo foram postos a reagir 1 mol do composto 1-(2-tert-butoxi-
3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a) ou 4-(2-tert-but6xi-3-nitro-piridin-6-il)-morfolina
(5b) junto com 20 mL de acido férmico, sob agitacdo, em temperatura ambiente por 30
minutos. Constatado o término da reacdo, o acido foi evaporado por completo e o precipitado

obtido foi lavado com quantidade minima de 4gua gelada.
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4.1.5.4. Procedimento geral de sintese dos ésteres &cidos de 4-toluenosulfonila-6-
(cicloamin-4-il)-3-nitropiridin-2-il (7a-b)

Em baldo de fundo redondo foram postos a reagir 1 mol dos compostos 6-
(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b) junto com o 1,1 mol de cloreto de tosila, 1,1 mol de
carbonato de potéssio e 20 mL de acetonitrila, sob agitacdo, em temperatura de refluxo por 3
horas. Constatado o término da reacgdo, o solvente foi evaporado por completo e o precipitado
obtido foi extraido com acetato de etila/agua, a fase organica foi tratada com sulfato de sodio,

0 solvente evaporado e o produto bruto purificado por coluna cromatografica.

4.1.5.5. Procedimento geral de sintese dos 2-amino-cicloalquil[b]Jtiofenos-3-carbonitrila

(11a-c) e 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-etanoato de etila (11d-f)

Foram postos a reagir em um baldo de fundo redondo, 1 mol de cetona ciclica
(ciclopentanona, ciclohexanona, cicloheptanona) ou propionaldeido, com 1 mol de
malononitrila ou ciano acetato de etila e 1 mol enxofre, sob agitacdo em banho de gelo usando
100 mL de etanol como solvente. A essa mistura, foi adicionado 0,6 mol de morfolina gota a
gota durante 30 min, o sistema foi deixado em banho de gelo por mais 20 minutos, e depois
deixada a temperatura ambiente por 3 horas e 10 minutos. O baldo reacional foi colocado no
freezer por 2 horas, e os cristais obtidos foram filtrados e lavados com etanol gelado. A agua
mée foi concentrada sob pressdo reduzida a um terco do volume e resfriada. Os cristais

obtidos foram filtrados e lavados novamente com quantidade minima de etanol a frio.

4.2. RESULTADO E DISCUSSAO

4.2.1. Mecanismos reacionais

4.2.1.1. Reacao de Substituicdo Nucleofilica Aromética - 12 Etapa

O mecanismo reacional para esta etapa de sintese foi iniciado pelo ataque nucleofilico
do tert-butanolato de potassio (2) & molécula 2,6-dicloro-3-nitropiridina (1), na posigédo 2 do
anel. Surge entdo, uma estrutura intermediéria, que ap6s eliminacdo do grupo retirante gera a

2-(tert-butoxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3), em tetrahidrofurano anidro.
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Na piridina e derivados relacionados, sabe-se que a presenca do atomo de nitrogénio
gera uma deficiéncia eletrénica no anel, devido a maior eletronegatividade do nitrogénio em
relacdo ao carbono. Esta deficiéncia favorece o ataque preferencialmente nos carbonos a e y
(menos facilmente no carbono f). Estudos de reatividade das halopiridinas indicam que o
nucleofilo tem preferéncia pelos carbonos 2- e 4- (FIORI, 2010; STEFANI, 2009). Um fato
que contribui para que a substituicdo ocorra no carbono 2, é a presenca do grupo nitro ligado
ao carbono 4 do anel. Este grupo é um forte retirador de elétrons que atua como orientador
meta na molécula do substrato (SOLOMONS e FRYHLE, 2002; SHIMTH e MARCH, 2001).
A deficiéncia eletronica do anel leva a formagéo de um complexo anidnico, pois 0 nitrogénio
pode facilmente estabilizar um estado de transigdo com um excesso de carga negativa. Essas
carcteristicas demonstram a tendéncia das halopiridinas serem excelentes reagentes para
Substituicdo Nucleofilica Aromatica pelo mecanismo de Adicdo-Eliminacdo. (HARPER,
2008; ISENMANN, 2013; CRAMPTON, 2003; COFFEY; KOLIS; MAY, 2002; FIORI,
2010).

Portanto, ocorre um processo em dois passos. Na primeira etapa (adi¢do), dois elétrons
do nucleofilo tert-butanolato de potéssio (2), uma base forte, sdo utilizados para formar uma
ligagdo sigma com o carbono 2 do anel na 2,6-dicloro-3-nitropiridina (1), levando a uma
estrutura intermediaria ndo aromaética carregada negativamente. Nessa estrutura, 0s seis
elétrons 7 do sistema aromatico encontram-se deslocalizados nos cinco orbitais p dos &tomos
que permanecem com hibridizacdo sp®. Na segunda etapa (eliminago), o cloro considerado
bom grupo de saida é retirado, restabelecendo, dessa forma, a aromaticidade do sistema
(Esquema 4) (SOLOMONS e FRYHLE, 2002; SHIMTH e MARCH, 2001; CAREY e
SUNDBERG 2007; ISENMANN, 2013; STEFANI, 2009).
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Esquema 4: Mecanismo de obtencédo da 2-(tert-butdxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3).

NO,
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4.2.1.2. Reacao de Buchwald e Substituicdo Nucleofilica Aromética - 22 Etapa

A presenca de um grupo volumoso, tert-butoxido, no C2 da piridina dessimetrizada (3)
orientou o acoplamento das aminas ciclicas (4a-b) na posicdo 6 dessa molécula. Portanto, os
compostos (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b) puderam ser obtidos
via reacdo de Buchwald e, alternativamente, por reacdo de Substituicdo Nucleofilica
Aromética, possibilitando breve estudo comparativo entre as metodologias.

Nas reacGes de Buchwald foram empregados ligantes do tipo fosfina 4,5-bis-
(difenilfosfino)-9,9-dimetila (xantphos) e 2,2’-bis-(difenilfosfino)-1,1’-binaftilo (BINAP),
acetato de palédio Il, carbonato de césio, em dioxano anidro, sob atmosfera inerte (argbnio).
Nas reacOes em que o ligante utilizado foi o BINAP, houve formagéo dos compostos com
rendimentos mais altos (entre 57,5 e 86,0%) quando confrontados com os resultados obtidos
pelo uso do ligante xantphos. Esse Ultimo gerou os compostos N-substituidos (5a-b) com
menores rendimentos, entre 39,04 e 62,02%. Em contraste com a utilizacdo do BINAP, as
reacbes com o0 uso do xantphos necessitaram de uma hora a mais para formacdo dos
compostos (5a-b) acompanhados por seis subprodutos com estruturas quimicas ndo
identificadas (Tabela 4).

Tabela 4. Comparativo das metodologias utilizadas na obtencdo dos (2-tert-butoxi-3-nitro-

piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b), reacdo de Buchwald.

Produto _1-(2-tert-_|3ut_éxi-3-nitro-piridin-6- 4-(2-tert-|?3utéxi-3-nitro-piridin-6-
il)-4-metil-piperazina (5a) il)-morfolina (5b)

Reagente 1-metilpiperazina/AcOPd/xantphos | morfolina/AcOPd/xantphos/Cs,CO3
/Cs,COs/dioxano (seco) /dioxano (seco)

Eq/mL 1/0,05/0,1/1,5/10 1/0,05/0,1/1,5/10

Tempo 24h 23h

Rdt(%0) 62,02 39,04

Subproduto 6 (ndo identificados) 6 (ndo identificados)

Purificacio Extragdo/Coluna Extracdo/Coluna
(n-hexano/AcOEt 9:1) (n-hexano/AcOEt 9:1)

Reagente 1-metilpiperazina/AcOPd/BINAP/ morfolina/AcOPd/BINAP/Cs,CO3
Cs,COs/dioxano (seco) /dioxano (seco)

Eq/mL 1/0,05/0,1/1,5/10 1/0,05/0,1/1,5/10

Tempo 26h45min 27h45min

Rdt(%0) 86 57,5

Subproduto 4 (ndo identificados) 4 (ndo identificados)

purificacio Extragdo/Coluna Extracdo/Coluna
(n-hexano/AcOEt 9:1) (n-hexano/AcOEt 9:1)
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Uma provavel explicacdo para os menores rendimentos nas reagdes em que foi
utilizado o xantphos, seria o fato deste ultimo favorecer a eliminagao S-hidreto, de modo mais
efetivo que o BINAP, gerando maior quantidade de subprodutos e, consequéntemente,
menores rendimentos reacionais (VAN DER EYCKEN et al., 2009; MARTINELLI et al.,
2008; PASTRE e CORREIA, 2008), como sugere a elucidacdo do mecanismo a seguir
descrita.

O mecanismo reacional das reacées de Buchwald, onde o catalisador divalente Pd* é
reduzido & espécie ativa Pd° e estabilizada pelo ligante fosfina (L), tem seu ciclo catalitico
iniciado pela ligagdo entre o paladio e o ligante fosfina (Pd-L), sem um ligante. Em seguida, a
piridina dessimetrizada (3) coordenada ao paladio, por adi¢do oxidativa, forma uma estrutura
intermedidria (12), que esta em equilibrio quimico com as espécies diméricas (12b).

Em seguida, um atomo de haleto € substituido pelo nitrogénio das aminas ciclicas (4a-
b). O carbonato de césio, como base forte, € necessario para retirar prétons da amina e levar
para a estrutura intermediaria (13). Este intermediario (13) tanto gera os compostos (2-tert-
butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b) desejados, por eliminacdo redutiva,
guanto os compostos indesejados areno (14) e imina (15) por elimina¢do S-hidreto. Em ambos
0s casos, as espécies (Pd-L) sdo liberadas para comecar um novo ciclo catalitico (Esquema 6)
(NICHELE, 2007; NOBRE, 2008; SOUZA, 2012; KLINGENSMITH, 2005; YANG e
BUCHWALD, 1999).
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Esquema 5: Mecanismo de obtencdo dos compostos (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-
heterocicloaminas (5a-b) via reacéo de Buchwald.

Alternativamente, os compostos (2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas

(5a-b) foram produzidos por reagdes de substituicdo nucleofilica aromatica. Para tanto, foram
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empregadas as bases hidreto de sédio e metdxido de sodio (solugdo 1,0 M em metanol),
tetrahidrofurano anidro, sob atmosfera inerte (argonio).

As reacOes em que a base de escolha foi o hidreto de sddio, os compostos (2-tert-
butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b) foram gerados com rendimentos entre
32,0 e 83,64%. No entanto, nas reacGes em que foi utilizada a solucdo de metdxido de sddio
1,0 M em metanol, sob as mesmas condi¢cdes metodologicas anteriormente descritas, ndo
ocorreu formacédo dos compostos intermediarios desejados. Posteriormente, foram executados
ajustes nas condicBes reacionais (temperatura, tempo de reacdo, concentracdo molar dos

reagentes), porém sem sucesso (Tabela 5).

Tabela 5: Comparativo das metodologias utilizadas na obtencdo dos compostos (2-tert-butdxi-
3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b), reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica.

1-(2-tert-Butoxi-3-nitro-piridin-6-il)- |4-(2-tert-Butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-
Produto - . .

4-metil-piperazina (5a) morfolina (5b)
Reagente 1-metilpiperazina /NaH/THF (seco) morfolina /NaH/THF (seco)
Eg/mL 1/1,5/10 1/1,5/10
Tempo 24h 48h
Rdt(%0) 83,64 32
Subproduto 4 (ndo identificados) 1(reagente) 4 (ndo identificados) 1(reagente)
Purificacdo | Extragdo/Coluna (n-hexano/AcOEt 9:1) | Extragdo/Coluna(n-hexano/AcOEt9:1)
Reagente 1-metilpiperazina /MeONa/THF (seco) morfolina/MeONa/THF (seco)
Eq/mL 1/1/5 1/1/5
Tempo 8h 8h
Rdt(%) Né&o funcionou N&o funcionou
Subproduto 3 (ndo identificados) 3 (ndo identificados)
Purificacdo Evaporacdo de solvente Evaporacdo de solvente

Uma provavel explicacdo para o insucesso dessa reacdo seria a forca da base. O
hidreto de sodio seria mais efetivo que o metdxido de sddio, na retirada de um proton das
aminas (4a-b), tornando-as, assim, um nucleo6filo mais potente para iniciar a etapa crucial do
mecanismo de obtencdo dos compostos (5a-b).

Assim, o0 mecanismo foi iniciado quando a base promoveu a desprotona¢do das aminas
(4a-b), formando um sal sodico in situ, com aumento do carater nucleofilico. Essas aminas,
portanto, atuaram como nucleofilo mais duro, promovendo, assim, o ataque ao intermediario
piridinico dessimetrizado (3). Esse fato levou a substituicdo do halogénio pela amina, com a
geragdo dos compostos (2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b) (Esquema
6) (CAREY e SUNDBERG, 2007, DAVID et al., 2005).
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Esquema 6: Mecanismo de obtencdo das moléculas (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-
heterocicloaminas (5a-b) por reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica.

Dentre as quatro diferentes estratégias empregadas para obtencdo dos compostos (2-
tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b), a mais efetiva foi a que utiliza o
ligante fosfina BINAP pela metodologia de Buchwald, quando se considera o rendimento
reacional. Entretanto, quando se analisa o tempo reacional, a formacdo de subprodutos e 0s
custos, a utilizacdo do hidreto de s6dio na reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica, se
mostra como uma boa alternativa para esta etapa da rota sintética, apesar de levar a
rendimentos reacionais ligeiramente menores.

Esses resultados também mostram que as reacGes com a 1-metilpiperazina, para a
substituicdo na posicdo 6 do anel piridinico, geraram os compostos (5a-b) com maiores
rendimentos reacionais independente da metodologia utilizada, portanto, esta

heterocicloamina se revelou um nucleéfilo mais potente que a morfolina.
4.2.1.3. Catalise &cida - 3% Etapa

Nesta etapa o0 grupo terc-butila das moléculas (2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-
heterocicloaminas (5a-b) é removido por meio de catélise acida, empregando &cido férmico
para fornecer os derivados 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b).

O mecanismo dessa reacdo é iniciado pela formacdo do cation ox6nio a partir do
equilibrio entre os compostos N-substituidos (5a-b) e o acido férmico. Em seguida, sdo
gerados os compostos piridinicos hidrolisados (6a-b) e o cation terc-butila (Esquema 7)
(SOUZA, P.J. F., 2012).
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Esquema 7: Mecanismo de obten¢do dos compostos 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-
b).

4.2.1.4. Ativacdo - 4% Etapa

O cloreto de tosila € um &cido clorado, muito usado para criar ésteres do acido tosilico,
a partir de alcoois. Ele torna os éalcoois mais reativos a substituicdo (ALMEIDA, 2009). A
troca do hidrogénio da hidroxila dos compostos 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b)
pelo grupo tosila torna o carbono 2 mais deficiente de elétrons, ficando assim com carater
duro segundo a definicdo de Pearson (FRANGCA et al, 2014).

A reacdo € iniciada pelo ataque nucleofilico do oxigénio, do derivado piridinico
hidrolisado (6a-b), ao carbono polarizado do cloreto de tosila, em seguida ocorre a
desprotonacao, pelo ataque da base, e a saida do cloro para posterior formacéo do éster acido
de 4-toluenosulfonila-6-(cicloamin-4-il)-3-nitropiridin-2-il (7a-b) (Esquema 8) (CAREY e
SUNDBERG, 2007, SOLOMONS, 2002, SHIMTH e MARCH, 2001).
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Esquema 8: Mecanismo de obtencéo dos ésteres acidos de 4-toluenosulfonila-6-(cicloamin-4-
il)-3-nitropiridin-2-il (7a-b).

A ativacdo com cloreto de tosila é bastante relatada na literatura onde é possivel
observar o uso de diversas bases para promover a etapa de desprotona¢do. Em 2009, Almeida
descreveu a ativacdo de compostos hidroxilados pelo uso de solucdo levemente aquecida de
cloreto de tosila em éter dietilico, etilenoglicol e trietilamina, em refluxo por 12 horas. Franca
em 2014 realizou a mesma ativacdo utilizando como reagentes o cloreto de tosila, carbonato
de sodio e acetona como solvente, em ultrassom. Para transformar o grupo 3-5-OH em um
bom grupo abandonador por tosilagdo Garate et al, em 1998, empregaram piridina, tratada
com KOH e destilada, e cloreto de tosila sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente.

A metodologia aplicada na ativacdo dos derivados piridinicos hidrolisados (6a-b) fez
uso de cloreto de tosila, carbonato de potassio e acetonitrila, sob agitacdo, em temperatura de
refluxo por 3 horas. Esta foi escolhida por apresentar procedimento reacional mais simples e
rapido em comparacdo com as ja descritas, porém, por razles ainda ndo elucidadas, ndo
obtivemos o0 produto esperado com sucesso, apesar das modificacbes metodoldgicas
realizadas posteriormente. Inicialmente, essas modificagdes compreenderam aumento da
concentracdo da base utilizada, bem como tempo reacional. Apesar disso, 0 produto esperado
ndo foi obtido novamente, a partir de entdo, foram empregadas as metodologias encontradas
na literatura tais como as que utilizam como base o carbonato de sédio (FRANCA, 2014), a
trietilamina (ALMEIDA, 2009), a piridina (GARATE et al, 1998), descritas anteriormente.
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Porém, os resultados obtidos nos dados dos espectros de Ressonéncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN 'H), realizado apés as sinteses, indicaram que os compostos sintetizados

nédo correspondiam a estrutura planejada.
4.2.1.5. Reacdo de Gewald

A primeira etapa do mecanismo dessa reagdo, € a condensacdo de Knoevenagel onde a
base, morfolina, ataca o carbono metilénico da malononitrila, retirando um hidrogénio,
formando, assim, um carbanion que logo se liga a cetona com eliminacdo de agua gerando

entdo uma nitrila «,-insaturada (Esquema 9).
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Esquema 9: Mecanismo de obtengdo dos 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-carbonitrila (11a-c)
e 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-etanoato de etila (11d-f).

©

S

84



Na segunda etapa, este intermediario perde inicialmente um préton (o mais acido - a a
carbonila) por acdo da base e novamente um carbanion é formado. Este intermediario se liga
ao enxofre elementar (Sg), que cicliza por ataque nucleofilico do enxofre ao carbono da
nitrila, e que, com a perda do segundo préton, seguido pela estabilizacdo por ressonancia,
fornece os tiofenos substituidos (11a-f) (BALAMURUGAN, 2009).

2.2. Caracterizacdo estrutural dos compostos sintetizados

Todos os compostos obtidos tiveram suas estruturas caracterizadas através de
diferentes técnicas: espectroscopia de RMN *H, RMN 3C, IV. Os resultados dessas analises
confirmaram as estruturas propostas, em cada etapa reacional até a obtencdo dos produtos da
terceira reacdo. A tabela 6 mostra os dados espectroscopicos de RMN *H, RMN C e IV da
6-cloro-2-(tert-butdxi)-3-nitro-piridina (3), obtidida na primeira etapa reacional através de
reacdo de substituicdo nucleofilica aromética; e também os dados das mesmas anélises
realizadas nos derivados (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b), que
puderam ser produzidos por reacdo de Buchwald, e por uma metodologia alternativa, através

da reacdo de Substituicdo Nucleofilica Aromatica na segunda etapa da rota sintética.

Tabela 6: Dados espctroscopicos de RMN *H, RMN **C e IV da 6-cloro-2-(tert-butdxi)-3-
nitro-piridina (3), derivados (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b).

RMN *H (300MHz, CDCl3) § / RMN **C(300MHz, CDCl5)

Estrutura Molecular
§/1V (v em™ KBr)

1,65 (s, 9H, -C(CH3)s); 6,94 (d, 1H, J = 8,4 Hz, H-4); 8,13 (d,
1H, J = 8,1 Hz, H-5).

28,4 (CI"), 85,6 (CNOy), 115,6 (C5), 136,8 (C4), 151,5 (CCI),
155,4 (C2).

2967 e 765 (CH), 1593 (C=C), 1523 e 1300 (N=0), 1435
(C=N), 1366 e 952 (C-H), 1158 (CCI).

1,57 (s, 9H, -C(CHa)s); 2,20 (5, 3H, N-CH3); 2,38 (t, 4H, J

9,9 Hz, J=5,1 Hz, J = 4,8 Hz, H-2’ e H-6"); 3,66 (t, 4H, J

4 9,6 Hz, J=5,1 Hz, J = 4,5 Hz, H-3" e H-5"); 6,46 (d, 1H, J
9,3 Hz, H-4); 8,14 (d, 1H, J = 9,3 Hz, H-5).

. 3
. P >€ 28,3 (C1"), 44,6 (CNRy), 45,5 (C2"), 54,1 (C3) e (C57), 81,9
W 20 (C2’) e (C67), 98,7 (C6), 122,7 (CNOy), 137,5 (C2), 156,4

H@Ni) > ' v (C3), 158,1 (C4).
3 2974 e 762 (CH), 2932 (C-H), 2803 e 1167 (N-C), 1601
(C=C), 1500 e 1319 (N=0), 1418 (C=N), 905 (C-H).
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. 1,58 (s, 9H, -C(CHa)s); 2,49-2,51 (m, 4H, H-2’ e H-6"); 3,63-
NG 3,72 (m, 4H H-3’ e H-5°); 6,48 (d, 1H, J = 9,0 Hz H-4); 8,18
5 | 3 (d, 1H, J = 8,7 Hz H-5).
o 4 e s o
(\N N o
1 1
v OJ‘ 3 2981 e 769 (CH), 1255 (N-C), 1590 (C=C), 1487 e 1317
? (N=0), 1365 (C=N), 1121 (C-O).

Todos dados espectroscopicos acima descritos, confirmam a substituicdo do atomo de
cloro na posicéo 2 do anel piridinico pelo grupo tert-butdxi, na estrutura da 6-cloro-2-(tert-
butdxi)-3-nitro-piridina (3), assim como comprovam a estrutura proposta para os derivados
(2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)heterocicloaminas (5a-b), onde é possivel visualizar os
sinais caracteristicos das aminas heterociclicas, que substituiram o atomo de cloro na posi¢éo
6 do composto 6-cloro-2-(tert-butoxi)-3-nitro-piridina (3).

A tabela 7 expde os dados obtidos como resultado das analises espectroscopicas de
RMN 'H, RMN *C e IV realizadas nos derivados 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-
carbonitrila (11a-c), evidenciando a comprovacao das estruturas propostas, principalmente
pela presenca dos sinais caracteristicos dos grupos NH, e CN, além dos sinais caractristicos

do anel tiofeno e dos grupos cicloalquil a estes acoplados.

Tabela 7: Dados espectroscopicos de RMN *H, RMN 3C e IV dos derivados 2-amino-cicloal
quil[b]tiofenos-3-carbonitrila (11a-c).

Estrutura RMN 'H (300MHz, CDCl3) § / RMN 2C(300MHz, CDCl3) § / IV (v
Molecular cm™ KBr)
- 2.30-2,41 (m, 2H, H-6); 2,64-2,78 (m, 4H, H-5, H-7); 4,62 (sI, 2H,
NH,).
} N 27,3 (CH), 28,4 (C6) 29,3 (C7), 84,6 (C3), 115,6 (CN), 125,2 (C2),
wn— | 6 141,9 (C4), 165,2 (C8).
s 8 3436 e 3335 (N-H), 2954,2915 e 2857 (CH,CH,), 2193 (C=N), 1616
(C=C).
1173'1180 (ml 4H! M! M)l 2144'2150 (m! 4H! ﬂl ﬂ)’ 4163 (SI,

22,0 (C5), 23,3 (C6), 24,0 (C7), 24,4 (C8), 88,6 (CN), 115,4 (C4),
120,5 (C9), 132,2 (C3), 159,9 (C2).

3446 e 3328 (N-H), 2955, 2930, 2910 e 2836 (CH,CHy), 2197 (C=N),
1616 (C=C).

1159_1166 (m1 4H1 H__6! H_-8)1 1175-1183 (m1 2Ha M)! 2153-2163 (m’
4H, H-5, H-9); 4,46 (sl, 2H, NH»).

27,2 (C5), 28,0 (C6), 29,1 (C7), 29,4 (C8), 31,9 (C9), 76,8 (C3), 115,8
(CN), 123,8 (C10), 136,9 (C4), 157,8 (C2).

s ° |3443e 3311 (N-H), 2926 e 2838 (CH,CH,), 2201 (C=N), 1622 (C=C).
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J4 na tabela 8, estdo os dados espectroscopicos de RMN *H, RMN *3C e IV efetuados
nos derivados 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-etanoato de etila (11d-f). Neles, além dos
sinais caracteristicos do anel tiofeno e dos grupos cicloalquil a estes acoplados, sdo
encontrados os sinais caracteristicos do grupo éster, presente na posi¢do 3 do dito anel. Esses

dados confirmam o éxito na obtencdo desses derivados.

Tabela 8: Dados espectroscopicos de RMN *H, RMN 3C e IV dos derivados 2-amino-cicloal
quil[b]tiofenos-3-etanoato de etila (11d-f).

Estrutura RMN *H (300MHz, CDCl3) & / RMN **C(300MHz, CDCl3) § / IV (v
Molecular cm™ KBr)

v 1,32 (t, 3H, J = 13,8, J = 6,9, CHs); 2,26-2,35 (m, 1H, H-6); 2,68-2,72

ﬁ (m, 2H, H-5); 2,79-2,85 (m, 2H, H-7), 4,25 (dd, 2H, J = 14,4, J= 17,2,

H-2"); 5,40 (sl, 1H, NH).

14,1-14,3 (C1); 25,0 (C6); 26,5 (C8): 27,1 (C7): 59,3 (C2); 115,5
(C10): 121,2 (C5): 142,5 (C9); 161,6(C3).

1643 (C=0); 3295 e 3414 (N-H); 1494 e 1265 (C-H); 1038 (C=0).

v 1,33 (t, 3H, J= 14,0, J = 7,2, CH3); 1,74-1,81 (m, 4H, H-6 & H-7);
W 2,49 (sl, 2H, H-5); 2,69-2,71 (m, 2H, H-8); 4,25 (dd, 2H, J = 14,4, J =
7.2, H-2°); 5,74 (sl, 1H, NH).

14,3 (C1); 26,8 (C5); 27,7 (C9): 28,5 (C7); 26,1 (C8); 26,3 (C6); 59,5
(C2): 107,4 (C11); 121,2 (C10): 159,8 (C3).

1651 (C=0); 3398 e 3301 (N-H); 1481 e 1277 (C-H); 1024 (C=0).

I 1,34 (t, 3H,J=6,9, J = 14,1, CH3); 1,56-1,66 (m, 2H, H-6 € H-8);
ﬁ 1,77-1,82 (m, 2H, H-7); 2,55-2,58 (M, 2H, H-5); 2,95-2,98 (m, 2H, H-
° 9); 4,27 (dd, 2H, J = 14,1, J = 7,2, H-2"); 5,57 (s1, 1H, NH).

14,3 (C1); 26,8 (C5); 27,7 (C9); 28,5 (C7); 26,1 (C8); 26,3 (C6); 59,5
(C2); 107,4 (C11); 121,2 (C10); 159,8 (C3).

1651 (C=0); 3398 e 3301 (N-H); 1481 e 1277 (C-H): 1024 (C=0).

Nas secOes seguintes sdo discutidos, de forma mais detalhada, alguns exemplos
representativos dos espectros gerados nas analises de RMN *H, RMN *3C e 1V, realizados em

cada uma das etapas reacionais.
4.2.2.1. Espectroscopia RMN *H

4.2.2.1.1. 2-(tert-Butoxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3)
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Na primeira etapa da rota sintética a 2,6-dicloro-3-nitropiridina reagiu tert-butéxido de
potéssio por Substituicdo Nucleofilica Aromatica com o objetivo de colocar no carbono 2 do
anel piridinico um grupo protetor. A piridina dessimetrizada foi obtida com sucesso, como

mostra os sinais do espectro de hidrogénio da figura 4.

10 ] & 7 6 5 a

Figura 4: Espectro de RMN*H da molécula 2-(tert-but6xi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3).

Nele é possivel ver um singleto largo em & 1,65 com integracdo correspondente a nove
hidrogénios referente ao grupo tert-butoxi. Ainda ha a presenca de dois dubletos em 6 6,94 e
8,13 com integracdo para um hidrogénio e constantes de acoplamento de 8,4 e 8,1 Hz,

correspondente aos hidrogénios 4 e 5, respectivamente.
4.2.2.1.2. 1-(2-tert-Butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a)

Nessa etapa da rota sintética houve retirada do atomo de cloro e entrada de amina
heterociclica na posicdo 2 do anel piridinico. A estrutura para esta molécula foi confirmada
pelo surgimento de dois tripletos em regido blindada do espectro (Figura 5).

Os tripletos em & 2,38 e 3,66 possuem area de integracdo para quatro hidrogénios,
cada uma, com constantes de acoplamentos iguais a 9,9, 5,1, 4,8 Hz e 9,6, 5,1, 4,5 Hz
relacionada aos hidrogénios equivalentes 2°, 6° e 3°, 5°. Junto aos deslocamentos
mencionados esta o singleto em & 2,2 com éarea de integracdo para trés hidrogénios do grupo
metil na posicdo para da amina heterociclica, além do singleto em regido blindada

correspondente ao grupo protetor 6-tert-butdxi.
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Figura 5: Espectro de RMN"H da molécula 1-(2-tert-butéxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-

piperazina (5a).
4.2.2.1.3. 2-Amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (11a)

No espectro de RMN 'H do composto (11a), ilustrado na figura 6, é possivel a
observacao de um singleto largo localizado a 4,62 ppm, com integracdo para dois hidrogénios
refererente ao grupo NH,. Os hidrogénios H-5, H-7 se apresentaram com sinais sobrepostos,
com aparéncia de multipleto, com deslocamento quimico variando entre 2,64-2,78 ppm. O
hidrogénio H-6 também aparece como multipleto, em campo um pouco mais alto (2,30-2,41
ppm).

NC

H2N/\ :s::6 -

7
cDCl 65a er H,0

NH>

Figura 6: Espectro de RMN *H da molécula 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (11a).

4.2.2.2. Espectroscopia RMN **C
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4.2.2.2.1. 2-(tert-Butoxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3)

O espectro da figura 7 mostra os picos caracteristicos de carbonos aromaticos nao
substituidos em & 115 e 136 correspondente aos carbonos 4 e 5, e 0s carbonos aromaticos
substituidos em & 85, 151 e 155 referente aos carbonos quaternarios 3, 6 e 2, do anel
piridinico. Em area blindada esta um sinal alto em & 28,3 caracteristico de carbono primario
referente aos trés carbonos equivalentes do grupo tert-butdxi, além do sinal caracteristico de

carbono quaternério, desse mesmo grupo, em & 28,7.

cer
|
b ‘

- ab

Figura 7: Espectro de RMN *3C da molécula 2-(tert-but6xi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3).

4.2.2.2.2. 1-(2-tert-Butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a)

A molécula 2-(tert-butoxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3) foi submetida a reacdo de
substituicdo nulceofilica aromatica com aminas heterociclicas.

No espectro da figura 8 além dos picos dos carbonos do anel piridinico em & 115, 136
e 85, 151, do sinal alto em 6 28,3 do grupo tert-butdxi e ainda o sinal do carbono quaternario,
desse mesmo grupo, em & 28,7. Esta visivel o surgimento dos picos em & 54,1 e 81,9 referente
aos carbonos equivalentes 3°, 5’ ¢ 2’, 6’ do grupo 4-metil-piperazinil e o pico de carbono
primario em regido blindada & 44,6 referente ao grupo p-CHs. Os dados acima confirmam a

estrutura da molécula desejada.

90



I a
.
|
\

1

®

1 B

|

|

i w\s iwwmwl mmwmwmm«wwawwwijLwL l«)f 'm&m% il

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 8: Espectro de RMN **C da molécula 1-(2-tert-butéxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-

piperazina (5a).
4.2.2.2.3. 2-Amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (11a)

Os principais sinais observados no espectro de RMN **C para a molécula 2-amino-5,6-
diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (11a) foram os deslocamentos quimicos dos
carbonos do heterociclo (tiofenos) e os carbonos metilénicos, que apareceram entre 76,8-
165,2 ppm e 22,0-31,9 ppm, respectivamente. Os carbonos do anel tiofeno ligados aos grupos

CN e NH, aparecem entre 115,4-115,8 ppm e 157,7-165,2 ppm respectivamente (Figura 9).
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Figura 9: Esbéctro de RMN **C da molécula 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (11a).

4.2.2.3. Espectroscopia de Infravermelho
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4.2.2.3.1. 2-(tert-Butoxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3)

Nesse espectro é possivel encontrar as bandas referentes ao anel piridinico com
vibracdes de deformagdo axial e angular fora do plano em 2967 e 765 cm™ caracteristicas de
C-H aromatico e vibragdes de deformacéo axial em 1593 e 1435 cm™ referente a C=C e C=N
do esqueleto. Quanto as vibragbes provocadas pelos grupos substituintes na piridina, podem-
se verificar duas bandas de deformacéo axial e angular em 1366 e 952 cm™, respectivamente,
correspondentes ao C-H de tert-butdxi. Bandas de deformacdo axial assimétrica e simétrica
em 1523 e 1300 cm™, respectivamente, correspondente a N=O de grupo nitro aromético. Por

fim a banda de deformac#o axial em 1158 cm™, correspondente a CCI (Figura 10).
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Figura 10: Espectro de infravermelho da molécula 2-(tert-but6xi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3).
4.2.2.3.2. 1-(2-tert-Butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-metil-piperazina (5a)

Como mencionado anteriormente a molécula 1-(2-tert-butdxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-

metil-piperazina (5a) sofreu uma substituicdo na posi¢do 2 do anel piridinico, onde o cloro sai
para entrada da 4-metil-piperazina.
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Essa troca é confirmada pelo desaparecimento da banda de deformac&o axial em 1158
cm, correspondente a CCl. Como esperado, ha o surgimento da banda de deformacéo axial
de C-H em 2932 cm™, referente ao grupo metileno, além da deformacao angular e axial de N-
C de amina terciaria em 2803 e 1167 cm™, correspondentes ao anel piperazinico. Permanecem
as bandas referentes ao anel piridinico com vibragdes de deformacdo axial e angular fora do
plano em 2974 e 762 cm™ caracteristicas de C-H aromético e vibracdes de deformacéo axial
em 1601 e 1418 cm™ referente aC=C e C=N do esqueleto (Figura 11).
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Figura 11: Espectro de Infravermelho da molécula 1-(2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-4-
metil-piperazina (5a).

4.2.2.3.3. 2-Amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (11a)

Nesse espectro, exemplificado na figura 12, é possivel observar os sinais referentes as
deformacdes axial simétrica e assimétrica N-H de amina priméria aromatica entre 3500-3400
cm™, além dos estiramentos CH e CH, de cicloalcano entre 3000-2800 cm™, deformacéo axial

C=N de nitrila aromatica entre 2240-2222 cm™ e a deformacéo axial C=C de anel aromético
entre 1600-1400 cm™.
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Figura 12: Espectro de Infravermelho da molécula 2-amino-5,6-diidro-4H-

ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (11a).

4.2.3. Caracterizacao fisico-quimica

Todos os compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas, que se
fazem saber: calculo do fator de retengdo (Rf); determinacdo dos pontos de fusdo; aparéncia
dos cristais; férmulas moleculares e rendimentos reacionais. As analises fisico-quimicas em
conjunto com as espectroscopicas, auxiliaram na caracterizacdo e elucidacdo estrutural dos

compostos, indicando a eficicia da metodologia empregada.

4.2.3.1. 2-(tert-Butodxi)-6-cloro-3-nitro-piridina (3)

Na tabela 9 estdo descritas as caracteristicas fisico-quimicas da 2-(tert-butoxi)-6-

cloro3-nitro-piridina (3), obtida com razoavel valor de rendimento reacional.

Tabela 9: Caracteristicas fisico-quimicas da 2-(tert-butoxi)-6-cloro3-nitro-piridina (3).

Estrutura Molecular Caracteristicas Fisico-Quimicas

MM(g/mol): 230,6. FM: C9H11;CIN,O3. Cor/Aparéncia: Cristais
amarelo. Rdt(%): 41,86. PF(°C): 58-60. Rf (n-Hex/AcOEt
9,5:0,5): 0,8.
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4.2.3.2. (2-tert-Butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b)

A tabela 10 expde os rendimentos reacionais dos compostos (2-tert-butdxi-3-nitro-
piridin-6-il)-heterocicloaminas (5a-b), gerados pela metodologia de Buchwald com ligante
BINAP. A utilizacdo da 1-metilpiperazina, como substituinte na posicdo 2 do anel piridinico,

levou a obtencdo do composto (5a) com excelente rendimento reacional.

Tabela 10: Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos (2-tert-butoxi-3-nitro-piridin-6-il)-
heterocicloaminas (5a-b).

Estrutura Molecular Caracteristicas Fisico-Quimicas

Cristais amarelos. Rdt(%): 86. PF(°C): 54-55. Rf

5' '
@' Yo v (MeOH): 0,6.
3

o | 3 >< MM(g/mol): 294,35. FM: C14H2,N4O3. Cor/Aparéncia:
/ 2||
N~ 2 o

Cristais amarelo. Rdt(%): 57,5. PF(°C): 155-156. Rf (n-

P
Q 1 " Hex/AcOEt 7,0:3,0) 0,6.
.

3 >< MM(g/mol): 281,31. FM: C13H19N3O,4. Cor/Aparéncia:
o
(6]

4.2.3.3. 6-(Cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b)

Os compostos 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol (6a-b) foram gerados com G6timo

rendimento reacional (Tabela 11).

Tabela 11: Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos 6-(cicloamina)-3-nitro-piridin-2-ol
(6a-b).

Estrutura Molecular Caracteristicas Fisico-Quimicas
\ NO, ) ) )
/EI MM(g/mol): 238,24. FM: C10H14N4O3. Cor/Aparéncia: Cristais
FN “ o | @amarelo. Rdt(%): 100,0. PF(°C): 112. Rf (n-Hex/AcOEt 7,0:3,0)
0,6.

HaCN

/@ MM(g/mol): 225,20. FM: CgH11N304. Cor/Aparéncia: Cristais
Z o amarelo escuro. Rdt(%): 100,0. PF(°C): 265. Rf (n-Hex/AcOEt

O 7,0:3,0) 0,7.
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4.2.3.4. 2-Amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-carbonitrila (11a-c)

A tabela 12 revela as caracteristicas fisico-quimicas dos derivados 2-amino-
cicloalquil[b]tiofenos-3-carbonitrila (11a-c). Ao analisar esses dados, nota-se que a
ciclohexanona utilizada na obtencdo do composto (11b), favoreceu o aumento do rendimento
reacional, em relagdo aos rendimentos obtidos nos compostos (11a e 11c), em que outras
cetonas ciclicas foram empregadas.

Tabela 12: Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-
carbonitrila (11a-c).

Estrutura Molecular Caracteristicas Fisico-Quimicas

NC

MM(g/mol): 164,22. FM: CgHgN, S. Cor/Aparéncia: Cristais bege
claro. Rdt(%): 51. PF(°C): 148-150. Rf (n-Hex/AcOEt 7,5:2,5): 0,4.

MM(g/mol): 178,25. FM: CqH1oN,S. Cor/Aparéncia: Cristais bege
claro. Rdt(%): 68. PF(°C): 157-159. Rf (n-Hex/AcOEt 8,5:1,5): 0,45.

MM(g/mol): 192,28. FM: C1oH12N,S. Cor/Aparéncia: Cristais bege
claro. Rdt(%):58. PF(°C): 108-110. Rf (n-Hex/AcOEt 7,5:2,5): 0,5.

4.2.3.5. 2-Amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-etanoato de etila (11d-f)

Os derivados tiofénicos (11d-f), com grupo éster na posicdo 3 do anel, foram obtidos
com rendimentos menores quando comparados com os derivados (11a-c), substituidos na
mesma posicdo por grupo nitrila. E possivel perceber, também, que a utilizacio da
cicloheptanona nas reagdes de Gewald, contribuiu para o maior valor de rendimento reacional
do derivado (11f), quando comparado aos rendimentos reacionais dos derivados (11d e 11e),

em que outras cetonas ciclicas foram usadas nessa mesma reacao (Tabela 13).
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Tabela 13: Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados 2-amino-cicloalquil[b]tiofenos-3-
etanoato de etila (11d-f).

Estrutura o - .
Caracteristicas Fisico-Quimicas
Molecular

1

MM(g/mol): 211,28. FM: C10H13NO,S. Cor/Aparéncia: Cristais bege
claro. Rdt(%): 24,8. PF(°C): 89-90. Rf (n-Hex/AcOEt 9:1): 0,48.

MM(g/mol): 225,30. FM: C1;H15sNO,S. Cor/Aparéncia: Cristais
amarelo claro. Rdt(%): 29. PF(°C): 99-100. Rf (n-Hex/AcOEt 8:2):
0,6.

MM(g/mol): 239,33. FM: C12H17NO,S. Cor/Aparéncia: Cristais
amarelo escuro. Rdt(%): 30. PF(°C): 77-78. Rf (n-Hex/AcOEt 9:1):
0,5.
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4.3. CONCLUSAO

A rota sintética inicialmente proposta possui nove etapas, onde ocorreram as reagoes
de Substituicdo Nucleofilica Aromatica, para entrada do grupo protetor na posi¢do 2 da
halopiridina, seguida da reacdo de Buchwald ou de Substituicdo Nucleofilica Aromatica, para
acoplamento as aminas heterociclicas; hidrolise na posicdo 2 do anel piridinico e ativagdo na
mesma posicdo. Subsequente acoplamento a derivados tiofénicos por reacdo de Buchwald,;
hidrogenacdo do grupo nitro a amina e reacdo de ciclizacdo, para obtencdo dos novos
analogos da olanzapina.

As etapas iniciais geraram cinco produtos intermediarios que apresentaram
rendimentos com valores entre 32 a 100% e tempo reacional variando entre 1 a 8 horas.
Entretanto, na quarta etapa da rota convergente, o produto da reagdo de ativacdo da posicao 2
no anel piridinico ndo foi obtido. Essa reacdo é bastante descrita na literatura onde sao
empregados diferentes bases, solventes e condi¢Ges reacionais. Alguns desses métodos
alternativos foram utilizados nas vérias tentativas de obtencdo do composto intermediéario (7a-
b), porém, ndo tendo o sucesso esperado, a rota sintética ndo foi concluida. Os derivados
tiofénicos, produzidos paralelamente através de reacdo de Gewald, tiveram rendimentos
variando entre 21 a 67,7%, com tempo reacional de 2 a 3 horas.

Todas as novas moléculas iniciais tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas
determinadas, tais como: ponto de fusdo; razdo de frente; entre outras que em conjunto com
os dados espectroscopicos reforcaram a identificacdo dos compostos obtidos. Além disso,
suas estruturas quimicas foram confirmadas pelos resultados das analises espectroscépicas e
espectrométricas de Infravermelho (1V), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN *H) e Carbono (RMN **C). Com excecdo dos ésteres &cidos de 4-toluenosulfonila-6-
(cicloamin-4-il)-3-nitropiridin-2-il  (7a-b), que ndo geraram espectros com sinais
correspondentes a estrutura quimica esperada. A cada modificacdo na metodologia de
obtencdo destes compostos, foram realizadas analises espectrométricas de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H), e em todos os resultados dessas analises, a
estrutura ndo correspondia ao composto almejado.

Apesar da rota sintética proposta ndo ter sido finalizada pelos motivos ja expostos,
suas etapas iniciais se mostraram bem sucedidas, pois geraram novos derivados piridinicos,

com bons rendimentos, em curto tempo reacional e razoavel custo financeiro.
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5. CONCLUSAO FINAL

Esse trabalho objetivou um breve estudo tedrico sobre as benzo e tienobenzo-
diazepinas e a sintese dos derivados piridobenzodiazepinas. Todas estas pertencentes a classes
distintas de N-heterociclos.

O primeiro capitulo desse trabalho descreveu os efeitos, atividades, afinidades e
especificidades das benzo- e tienobenzo-diazepinas utilizadas na terapéutica e nos diferentes
alvos biologicos, além de propor doze andlogos da olanzapina classificando-os como
antagonista ativo ou inativo em receptores e transportador da dopamina, utilizando Modelos
de Florestas Aleatorias (Random Forest). Dentre esses doze anélogos, obtidos a partir do
banco de dados ChEMBL, seis se mostraram antagonistas ativos de receptores e transportador
dopamina. Os analogos da olanzapina com grupo metil-piperazina mostraram maior potencial
para ser antagonista ativo de mais de um receptor, do que 0S compostos com 0 grupo
morfolina. Além disso, a presencaa do grupo n-benzil-tetrahidropiridina na estrutura dos
compostos aumenta o potencial multi-alvo dos anédlogos da olanzapina tanto com metil-
piperazina quanto com morfolina.

O segundo capitulo descreveu a sintese das piridobenzodiazepinas planejadas de forma
a se obter analogos estruturais da olanzapina, onde o benzeno seria substituido pela piridina.
O procedimento sintético se mostrou vidvel nas trés primeiras etapas, porem ndo foi possivel
confirmar a estrutura quimica dos compostos ésteres acidos de 4-toluenosulfonila-6-
(cicloamin-4-il)-3-nitropiridin-2-il (7a-b), que seriam condensados a aductos de Gewald com
posterior reducdo/ciclizacdo fornecendo o esqueleto quimico desejado, o que inviabilizou a
continuidade da rota sintética. Portanto, os produtos finais obtidos foram os derivados
piridinicos hidrolisados (6a-b) em oposicdo aos analogos da olanzapina inicialmente

propostos.
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6. PERSPECTIVAS

Buscar alternativas para solucionar as dificuldades encontradas nas reagbes de
ativacdo e finalizar o plano de sintese para obtencao dos derivados piridobenzodiazepinas.

Realizar as analises de espectroscopia de massa e LMSI para todos os derivados
piridinicos, para confirmar de forma efetiva suas estruturas e grau de pureza.

Planejar um diagrama de sintese para obtencdo dos novos analogos das olanzapinas,
com estruturas geradas pelo estudo in silico, descrito no primeiro capitulo deste trabalho; uma
vez, que os resultados dessas andlises indicaram o alto potencial multi-receptor dessas

moléculas.
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