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Summary. The current communication reports on the use of Nuclear Magnetic Resonance
(NMR) Spectroscopy for the NMR characterization of 1-(2-oxopropyl)spiro[[1,3]indoline-3,2 -
[1,3]dioxolan-2-one, for which anxyolitic and antidepressant effects have been found in prelimi-
nary tests. The combination of 1D and 2D homo- and heterocorrelation 'H/*C NMR experiments
provided the unambiguous set of assignments. Studies regarding the properties of the title com-
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pound and its congeners are of great interest, as these compounds may be advanced for further
biological testing and preclinical development, or used as possible lead compounds for the future
design of Monoamine oxidase inhibitors.

Keywords: antidepressant, anxyoliotic, isatine derivatives, NMR.

INTRODUCERE

Actualmente, spectroscopia de rezonantd magnetica nucleara (RMN) este recu-
noscuta ca fiind unul dintre instrumentele superioare pentru controlul rapid si precis al
calitatii principiilor active din medicamente [1, 2]. In particular, aceasta isi giseste nu-
meroase aplicatii In industria farmaceutica legate de cuantificarea si aprecierea puritatii
ingredientelor active medicamentoase, produselor medicamentoase, precum si stabilirea
identitatii impuritatilor si a continutului acestora.

Conform datelor recente disponibile cu referire la anul 2021, oferite de Institutul
pentru Indicatori si Evaluare a Sanatatii, aproximativ 56.3 de milioane de oameni din
lume suferi de depresie [3]. In prezent sunt explorate unele abordari inovationale, bazate
pe idei creative pentru descoperirea eventualelor solutii in tratamentul depresiei, de ex.,
prin recapitularea efectului antidepresiv si a mecanismului de actiune a ingredientelor
active atat din alimentele functionale, precum si din medicamente, prin combinarea efec-
telor terapeutice ale medicamentelor cu valoarea nutritiva a alimentelor (“medicine food
homology”-eng.) [4]. De rind cu acestea, o vasta utilizare au medicamentele antidepre-
sive, eficacitatea extrema a caror a fost probata de timp.

Flavoenzima monoaminooxidaza (MAO), cu izoformele sale MAO-A si MAO-B,
este o tintd bine- cunoscutd pentru medicamentele antidepresive si neuroprotectoare,
prin functiile — cheie in catabolismul neuroaminelor din sistemul nervos central si pe-
riferic [5]. In spetd, o eficientd sporita in tratamentului maladiilor neuropsihiatrice a
structurii monoaminooxidazei B mitocondriale umane legata cu inhibitori: ireversibil
(1) si reversibili (2 si 3) pe baza analizei Roentghen a permis examinarea detaliatd a
centrului activ al enzimei, formand o baza moleculara solida pentru proiectarea noilor
inhibitori specifici reversibili MAO-B umani [7]. Aceste investigatii au o certa relevanta,
compusul 2 fiind un contaminant gasit in materialele plastice din polistiren, in timp ce
1 H-indol-2,3-diona (isatina) 3 este un IMAO-B uman redutabil (IC,; 3 uM), de naturd
endogenad, fiind responsabild pentru sporirea nivelului de dopamina in creier [8]. Profilul
polifarmacologic al isatinei in chimia medicinala a creat premise benefice pentru stu-
dii vizand analogii structurali isatinici, In particular, studii de relatie structura-activitate
(SAR), care accelereaza ideile pentru proiectarea si dezvoltarea unei noi clase de inhibi-
tori MAO pentru bolile neurodegenerative [9, 10].

In continuarea studiilor noastre axate pe compusii ce pot exprima efecte accentuate
si selective de inhibare pentru MAO-B [11, 12], prezentam aici caracterizarea completa
"H i *C RMN pentru 1-(2-oxopropil)spiro[[1,3]indolin-3,2’-[1,3]dioxolan-2-ona 4, care
a demonstrat proprietati anxiolitice si antidepresante in testele biologice preliminare.
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Figura 1. Inhibitori ai MAO-B: ireversibil (pargilina 1) si reversibili (1,4-difenil-2-butena 2
si isatina 3) [7] si structura 1-(2-oxopropil)spiro[[1,3]indolin-3,2’-[1,3]dioxolan-2-onei 4

Materialul propus poate oferi numeroase beneficii educationale in predarea si
invatarea chimiei, in special pentru studentii avansati de la programele de masterat in
chimie organicéd/bioorganicd, pentru care este stringentd necesitatea manipularii datelor
RMN obtinute in urma achizitionarii spectrelor RMN 1D si 2D pe nucleele 'H si 1*C ale
unui compus pur.

MATERIAL SI METODA

Sinteza derivatului isatinic 4 a fost realizata in conformitate cu metoda recent
descrisa [13]. In lucrare este utilizat sistemul [UPAC de numerotare al atomilor [14].
Spectrele RMN au fost inregistrate pe un spectrometru Bruker Avance 400 echipat cu
o sonda inversa si accesorii cu gradient z, functionand la un cAmp magnetic constant
de 9.4 T. Proba a fost analizata Intr-un tub de 5 mm la 298 K in solutie de cloroformul
deuterat (CDCL,). Deplasarile chimice (8) sunt raportate in parti per milion (ppm) si se
referd la picul solventului rezidual nedeuterat (7.26 ppm pentru 'H si 77.0 ppm pen-
tru *C). Experimentele RMN 1D ('H, "*C si DEPT-135) si 2D homo- ("H/'H COSY)
si heteronucleare ("H/"*C gHSQC si 'H/"*C HMBC au fost efectuate prin secvente
standard de impulsuri. Constanta de interactiune spin-spin (J) este raportatd in Hertz
(Hz). Spectrele RMN au fost procesate si analizate utilizand software-ul TopSpin 4.0.7
(Bruker).

REZULTATE SI DISCUTII

Analiza datelor spectrale 'H si *C RMN confirma pe deplin structura compusului 4.
Atribuirea semnalelor caracteristice pentru nucleele 'H si '*C in spectrele RMN ale com-
pusului 4 a fost efectuata pe baza experimentelor ID RMN ('H, DEPT-135 si *C) si 2D
RMN ("H/'H COSY, 'H/"*C HSQC si 'H/"*C HMBC). Spectrul '"H RMN al compusului
4 contine semnalele caracteristice pentru toti cei treisprezece protoni prezenti in struc-
tura moleculard a compusului 1. Grupa metil a fragmentului 2-oxopropilic este izolata
si apare in spectrul protonic la ™ 2.19 ppm sub forma de singlet (Figura 2). Multipletele
grupelor metilen ale heterociclului dioxolanic se gasesc in spectru in camp mai slab, la
™ 4.33 si 4.57 ppm, respectiv.
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Figura 2. Spectrul 'H RMN al compusului 4

Singletul grupei metilen apartinand unitatii oxopropilice la ™ 4.35 ppm este supra-
pus pe semnalul multiplet sus-mentionat la ™ 4.33 ppm, ceea ce este confirmat atat de
intensitatea relativa a acestui semnal, masurata prin arie, care indica patru nuclee 'H (Fi-
gura 2), cat si de cross-peak-urile corespunzatoare in spectrul 'H/"*C HSQC: 4.33/65.9
si 4.35/49.2 (Figura 3).
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Figure 3. Spectrul "H/"*C HSQC RMN al Figure 4. Spectrul '"H/'H COSY RMN al
compusului 4 compusului 4

Zona aromatica a spectrului "H RMN contine semnalele tuturor celor patru protoni
aromatici, magnetic neechivalenti, cu deplasari chimice la ™ 6.59 ppm, 7.09 ppm, 7.31
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ppm si 7.40 ppm (Figura 2). Protonul H-7 apare in spectru la ™ 6.59 ppm ca dublet cu
constanta de cuplare 7.9 Hz, datorita cuplarii cu H-6; H-6 apare la ™ 7.32 ppm ca triplet
din cauza suprapunerii celor doi dubleti, cu constanta de cuplare 7.8 Hz, datorita cuplarii
cu H-7, respectiv H-5. La fel, H-5 este un triplet la ™ 7.10 ppm cu constanta de cuplare
7.8 Hz, datorita cuplarii egale cu H-6 si H-4, iat H-4 este dublet la ™ 7.40 ppm cu con-
stanta de cuplare 7.4 Hz, datoritd cuplarii cu H-6. In spectrul 'H este atestati si scinda-
rea suplimentara a semnalelor protonilor aromatici, aceasta datorandu-se unor cuplari la
distanta a protonilor meta-, cum ar fi H-4 si H-6, H-5 si H-7, care pot interveni in sisteme
aromatice, avand valori pana la 3 Hz [15].

Spectrul 2D de homocorelare '"H/'H COSY RMN al compusului 4 contine doua
seturi de cross-peak-uri caracteristice, ce confirma fara echivoc cuplarea protonilor me-
tilenici dioxolanici si respectiv, H-4/H-5/H-6/H-7 aromatici (Figura 4).

Pentru atribuirea completa a rezonantelor nucleelor '*C au fost analizate spectrele
1D RMN (BC si DEPT-135) si 2D RMN ("H/"C HSQC si 'H/"*C HMBC). Astfel, spec-
trul *C RMN contine 12 semnale care identifica diferitele tipuri de nuclee '*C prezente
in structura molecularda a compusului 4. Semnalul unic la ™ 65.9 ppm caracterizeaza
doua nuclee "*C magnetic echivalente apartinand celor doua grupe metilenice ale hete-
rociclului dioxolanc, ceea ce este demonstrat prin cross-peak-urile la ™ 4.33/65.9 ppm
$i ™ 4.57/65.9 ppm in spectrul 'H/C HSQC RMN (Figura 3). Examinarea comparativa
a spectrelor *C si DEPT-135 RMN a permis elucidarea exacta a celor cinci rezonante
caracteristice nucleelor *C, apartinand atomilor de carbon cuaternari, la ™ 102.1, 123.8,
143.4, 173.3 si 201.7 ppm (Figurile 5 si 6). Dintre acestea, semnalul nucleului *C la ™
102.1 ppm a fost atribuit atomului C-3, valoarea data fiind tipicé pentru atomi de carbon
ketalici sp*-hibridizati [16]. Corectitudinea acestei atribuiri este demonstrata in mod su-
plimentar prin heterocorelarile stabilite pentru acest nucleu de carbon cu protonii dioxo-
lanici, la ™ 4.33/102.1 ppm si ™ 4.57/102.1 ppm in spectrul 'H/**C HMBC (Figura 7).
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Figura 5. Spectrul *C RMN al compusului 4
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Figura 6. Spectrul DEPT-135 RMN al compusului 4

Elucidarea justd a rezonantelor nucleelor *C pentru atomii C-5 ("M 123.8 ppm)
si C-8 (™ 143.4 ppm) a fost posibild deasemenea, doar cu utilizarea datelor spectrului
'H/C HMBC RMN. In particular, in calitate de dovezi elocvente privind atribuirea
semnelelor, au servit cross-peak-urile la ™ 6.59/123.8 ppm si ™ 7.40/143.4 ppm (Figura
7). Alte corelatii '"H/"*C HMBC RMN in structura compusului 4, care au fost importante
pentru atribuirea exactd a semnalelor nucleelor 'H si *C, sunt prezentate in Figura 7.
Rezonanta nucleului *C pentru atomul C-2 se afla in spectrul *C RMN in regiunea
tipicd carbonilului amidic, avand valoarea ™ 173.3 ppm, iar carbonilul unitatii 2-oxo-
propilice se gaseste in regiunea tipica cetonelor, caracterizand nucleul *C din structura
compusului 4, cu deplasarea chimica in campul cel mai slab, la ™ 201.7 ppm.
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Figura 7. Spectrul 'H/"*C HMBC RMN al compusului 4
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Astfel, caracteristicile spectrale RMN pentru 1-(2-oxopropil)spiro[[1,3]indolin-3-
,2’-[1,3]dioxolan-2-ona 4 sunt urmatoarele: Spectrul 'H RMN: (400.13 MHz, CDCl,) &
7.40 (d, J=7,4Hz, 1H, H-4), 7.32 (td, J= 7,8, 1,3Hz, 1H, H-6), 7.10 (td, J= 7,7, 0,8Hz,
1H, H-5), 6.59 (d, J= 7,9Hz, 1H, H-7), 4.63 — 4.50 (m, 2H, CH,CH,), 4.35 (s, 2H,
NCH,), 4.34 —4.30 (m, 2H, CH,CH,), 2.19 (s, 3H, Me).

Spectrul *C RMN: (100.61 MHz, CDCL,) 6 201.7 (C=0), 173.2 (N-C=0), 143.4
(C-8),131.7 (C-4), 125.1 (C-6), 123.8 (C-5), 123.7 (C-9), 108.7 (C-7), 102.0 (C-3), 65.8
((CH,),), 49.2 (NCH,), 26.9 (Me).

CONCLUZIIL

In concluzie, au fost descrise datele analitice spectrale 'H si *C RMN, care iden-
tificd structura 1-(2-oxopropil)spiro[[1,3]indolin-3,2°-[1,3]dioxolan-2-onei - compus
obtinut prin sinteza cu potential de utilizare ca antidepresant. Combinarea tehnicilor ex-
perimentale 1D si 2D RMN 'H/'H si 'H/"*C a permis atribuirea fara echivoc a semnalelor
pentru toate nucleele de 'H si *C. Exemplul oferit aici de caracterizare structurala a unui
compus bioactiv sintetic se concentreaza pe utilizarea RMN ca una dintre tehnicile spec-
trale indispensabile pentru studentii avansati in chimie organica. Lucrarea demonstreaza,
ca spectroscopia RMN poate rezolva cu succes diverse probleme de elucidare a structu-
rii, inclusiv caracterizarea structurala amanuntita pe baza interpretarii corecte a datelor
RMN 1D si 2D. In acelasi timp, ,,solutionarea puzzle-ului” structurii unei substante,
ilustrat aici, poate fi integrat in mod avantajos intr-un curs practic de chimie organi-
ca si medicinald/farmaceutica, prin combinarea, de exemplu, a lucrarilor experimentale
privind sinteza compusilor cu proprietati biologice importante si identificarea structurii
acestora. Interesul pentru o abordare de acest fel ar fi sustinut atat de noile implicatii chi-
mice, de ex., pentru proiectarea medicamentelor neuroprotectoare, cat si de contributia
partii de analiza spectroscopica, completindu-se in mod optim programa de studiu.
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