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Resumo

"Sintese de derivados da isoniazida, potenciais agentes antimicrobianos e estudo

visando a sintese da Alloenduracididina via reac¢des de aziridinagdo intramolecular"”

Doutorando: Joéo Vitor de Assis

Orientador: Dr. Mauro Vieira de Almeida

Co-orientador: Dr. Sérgio Antonio Fernandes
Co-orientador estrangeiro: Dr. estrangeiro: Robert H. Dodd

Palavras-chave: tuberculose, isoniazida, quimica supramolecular, alloenduracididina,

aziridinag&o.

A tuberculose (TB) ocupa um lugar de destaque entre as doengas
negligenciadas, principalmente devido ao grande numero de mortes que essa
doenga ocasiona em todo o mundo. A isoniazida (INH) é um dos farmacos mais
antigos utilizados no tratamento da TB e continua sendo uma das mais eficientes. No
entanto, em razdo dos seus efeitos colaterais e o surgimento de cepas resistentes a
esse e a outros farmacos, faz-se necessaria a busca por novas substancias ativas
contra essa doenga.

O primeiro capitulo deste trabalho descreve a sintese de candidatos a novos
agentes antituberculose, a partir da condensacao de derivados da D-galactose ou da
curcumina com a isoniazida. Alguns compostos sintetizados foram avaliadas in vitro
contra o Mycobacterium tuberculosis. Os resultados mostraram que o analogo
derivado do citral apresentou atividade semelhante a INH, e através do seu
encapsulamento em nanoparticulas de PLGA (acido poli-latico-co-glicélico) a sua
atividade foi superior. Nesse trabalho foi realizado, ainda, o encapsulamento da
isoniazida com a Hp-B-ciclodextrina, Me-B-ciclodextrina, &acido p-sulfénico
calixar[4]eno (SO3CX4) e o acido p-sulfénico calixar[6]eno (SO3CX6). Os sistemas
supramoleculares, assim obtidos, foram estudados principalmente por RMN de He
a atividade antituberculose desses complexos (MIC=1,6 a 2,6 pmol/L) foram

semelhantes a isoniazida (MIC=1,5 ymol/L).



O segundo capitulo descreve os resultados obtidos na tentativa de
preparagao do aminoacido alloenduracididina. A guanidina ciclica foi obtida pela
reacao de uma isotioureia com a 4,5-diamina preparada a partir de uma aziridina.
Essa aziridina foi obtida por uma reagao de aziridinacao intramolecular do sulfamato
do (2R)-2-(terc-butoxicarbonil)-aminopent-4-eno catalisada por rédio em presencga de

iodosilbenzeno.



Abstract

“Synthesis of isoniazid derivatives, potential antimicrobial agents and studies on the

synthesis of the Alloenduracididine via intramolecular aziridination”

Student: Joédo Vitor de Assis

Advisor: Dr. Mauro Vieira de Almeida

Co-advisor: Dr. Sérgio Antonio Fernandes

Co-advisor: Dr. Robert H. Dodd

Keywords: tuberculosis, isoniazid, supramolecular chemistry, Alloenduracididine,

aziridination.

Tuberculosis occupies a prominent place among the neglected diseases,
mainly due to the great number of deaths that it causes all around the world.
Isoniazid (INH) is one of the oldest and most common drugs used in the treatment of
tuberculosis. However, despite its excellent antimycobacterial activity, INH causes
side effects related to its hepatic and neuronal toxicity and cases of isoniazid
resistant strains of the bacillus have emerged worldwide.

The first chapter of this work describes the synthesis of potential new
antitubercular compounds obtained from the condensation of D-galactose or
curcumin derivatives with isoniazid. The synthesized compounds were evaluated in
vitro against Mycobacterium tuberculosis. The results showed that the citral-derived
isoniazid analogue has an activity similar to INH and when it was encapsulated using
the system of PLGA nanoparticles (poly-lactic-co-glycolic acid) its activity was
increased. INH was also encapsulated in Hp-B-cyclodextrin, Me-B-cyclodextrin, p-
sulphonic acid calixar[4]ene (SO3CX4) and p-sulphonic acid calixar[6]ene (SO3CXs)
and the supramolecular system thus obtained were studied using '"H NMR as the
major tool. The antitubercular activity (1.6 - 2.6 uymol/L) of these complexes was
similar to that of INH (1.5 umol/L).

The second chapter describes the results obtained in the preparation of the
amino acid alloenduracididine using synthetic strategy analogous to that used for the
preparation of enduracididine. The cyclic guanidine was obtained by the reaction of a
isothiourea with 4,5-diamine prepared from an aziridine intermediate. The late one

was obtained by a rhodium-catalyzed intramolecular aziridination of (2R)-2-(tert-



butoxycarbonyl)-aminopent-4-enyl sulfamate with iodosylbenzene. The application of
the methodology developed in the course of the work to appropriate substrates will

lead to the preparation of other amino acids containing the guanidinium group.
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1.1. Introducgao Geral
Como esse trabalho envolve a preparacdo de substancias com potencial

atividade antibacteriana, focando principalmente em tuberculose, sera feito aqui um
breve resumo sobre essa doenca.

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosa causada por uma
bactéria que afeta principalmente os pulmdes, em funcdo de se reproduzir e
desenvolver rapidamente em areas com maior disponibilidade de oxigénio. Os
principais sintomas sao: tosse (em geral que persiste por mais de 15 dias), febre,
suor noturno, dor no térax, anorexia (falta de apetite) e adinamia (indisposicéo)
(ROZMAN, 1995).

Acredita-se que esta doenca ja era conhecida no antigo Egito, uma vez que
foram encontradas lesbes em mumias contendo a mesma (DE SOUZA, 2005). No
entanto, somente em 24 de marco de 1882 foi descoberto o micro-organismo
responsavel pela TB, o Mycobacterium tuberculosis (Figura 1.1), isolado pelo
cientista alemdo Robert Koch, que posteriormente viria a ser batizado de bacilo de

Koch (BK) em sua homenagem. A partir de entdo, a data passou a ser assinalada

como dia mundial da tuberculose (CARDOSO, 2009; GUIMARAES, 2010).

o

-

Figura 1.1. Foto do Mycobacterium tuberculosis (OSBORNE, 2013).

A TB esta associada a uma doenca do passado, que entre o final do século
XIX e meados do XX provocou a morte de grandes poetas romanticos como Castro
Alves e Alvares de Azevedo, no Brasil e John Keats e Lord Byron, na Europa. Ela é
vista como um mal debelado que, em determinado momento da histdria, obrigou
centenas de pessoas a se exilar por anos em sanatorios ou em cidades de clima
guente para se tratar (CORREA, 2009).
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Mas, ao contrario do que possa parecer, a tuberculose nédo ficou para tras.
Hoje perdeu seu romantismo e deixou de ser cantada em versos por literarios tisicos
(PORTO, 2007), e passou a ser um grande problema de saude publica,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde as condi¢cdes sanitarias
costumam ser negligenciadas (BARRY, 2000), sendo hoje a maior causa de morte
por doenca infecciosa.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) houve a notificacdo de 5,8
milhdes de novos casos de TB no ano de 2011 (Figura 1.2), onde 80% destes casos
estdo concentrados em apenas 22 paises. No ano de 2012 o Brasil apresentou 70
mil novos casos de TB, ocupando a 17° posicdo entre 0s paises com maior
incidéncia da TB no mundo (WHO, 2012; BRASIL, 2013).

Estimativa do nimero de casos de tuberculose em 2012

Estimativa de novos
casos de TB a cada
100 000 habitantes

Figura 1.2. Estimativa da incidéncia de casos de tuberculose no mundo em 2012
(WHO, 2012).

1.1.1. Transmissao

A TB é disseminada basicamente pelo ar através da tosse, fala ou espirro de
uma pessoa infectada que libera no ar milhdes de bacilos que podem permanecer
em suspensao por horas. Quando um individuo inala essas bactérias, muitas ficam
no trato respiratério superior (garganta e nariz), onde a infeccdo é improvavel de
acontecer. Contudo, se os bacilos de Kock atingirem os alvéolos pulmonares a
infeccdo pode iniciar. Em primeiro lugar, os bacilos se multiplicam nos alvéolos e um

pequeno numero entra na circulagdo sanguinea disseminando-se por todo corpo.
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Os exames utilizados para o diagnostico da TB so: a baciloscopia do escarro
(exame mais utilizado no diagndstico da tuberculose pulmonar), a radiologia do térax
(revela sombras caracteristicas das lesfes produzidas pela doenca), o teste
tuberculinico (que evidencia o contato prévio com o bacilo) e a cultura do escarro ou
outros liquidos em meio apropriado.

A TB pode se manifestar no individuo quando o sistema imunolégico néo
consegue se defender devido a grande quantidade de bacilos ou em situacdes de
baixa imunidade, como acontece com pessoas que fazem uso prolongado de alguns
remédios como a cortisona (FERNANDES, 2006). Quando a tuberculose
compromete outros 6rgdos que ndo sejam os pulmdes (tuberculose extra-pulmonar),
os sintomas vao depender da localizagdo da doenca, sendo que nesses casos nao
hé& risco de contagio (FERNANDES, 2006; GANDOLFO, 2002).

Um grande fator que influenciou no aumento drastico do numero de casos de
tuberculose se deve a disseminacdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), aliado ao surgimento de linhagens de cepas multirresistentes (KLIMESOVA,
2002; BRANCO, 2012) aos medicamentos comumente utilizados, como a isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e o etambutol (drogas de primeira linha) (DE SOUZA,
2006; DE ALMEIDA, 2007).

A resisténcia adquirida pelas bactérias, na maioria dos casos, esta relacionada
com as modificagdes em sua estrutura (Figura 1.3), no sentido de bloquear as
interacdes do farmaco com a enzima alvo, permitindo o desenvolvimento da bactéria

mesmo na presenca de altas concentracfes do antibidtico.

N 4N\
F+ = F f Morte celular

| E _.-; .:“ E

. S

b D\ )
; + F J Resisténcia

E/ \_E/

Figura 1.3. a) Farmaco (F) altera um determinado alvo (E), ocasionando a morte
celular. b) Um alvo previamente modificado para evitar a ligacdo com o farmaco e

proporcionar a resisténcia ao tratamento.
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1.1.2. Tratamento

O tratamento empregado nos pacientes com tuberculose € restrito aos poucos
farmacos que apresentam acdo bacteriostatica (inibe o crescimento da bactéria) e
bactericida (causa a morte da bactéria) (Tabela 1.1) (DE ROSA, 2006).

Tabela 1.1. Farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da tuberculose.

Farmacos Forma de acao

Rifampicina | Bacteriostatico e bactericida
Etambutol Bacteriostatico
Isoniazida | Bacteriostatico e bactericida

Pirazinamida Bactericida

Os farmacos utilizados contra a tuberculose podem ser divididos em duas

categorias:

1.1.2.1. Farmacos de primeira escolha

Também conhecidos como farmacos de primeira linha, apresentam alto nivel
de eficacia e niveis toleraveis de toxicidade. Esse tratamento consiste na utilizacdo
dos medicamentos isoniazida (INH) (1), etambutol (2), pirazinamida (3) e rifampicina
(4) (Figura 1.4). Bons resultados sdo conseguidos em um tratamento com duracao
de 6 meses, sob prescricdo de isoniazida, rifampicina e pirazinamida durante os dois
primeiros meses, em seguida, apenas isoniazida e rifampicina.

A administracdo dos farmacos isoniazida e rifampicina por nove meses
também se mostra eficaz quando o Mycobacterium tuberculosis é susceptivel.
Apesar do tratamento da tuberculose ser eficaz e barato, custando entre US$ 10 e
20 por um periodo de seis meses dependendo do pais, a taxa de abandono ao
tratamento é muito elevada. Isto se deve principalmente aos efeitos colaterais, como
nauseas, vomitos, ictericia, perda de equilibrio, asma, altera¢fes visuais, diminuicdo
da audicdo, neuropatia periférica e até cegueira (DE SOUZA, 2005; CARDOSO,
2008).
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Figura 1.4. Farmacos de primeira escolha para tratamento da TB.

1.1.2.2. Farmacos de segunda escolha

Quando os farmacos utilizados no tratamento de “primeira escolha” se
mostram ineficazes, devido ao surgimento de bactérias resistentes, utilizam-se os
medicamentos canamicina (5), acido p-aminosalicilico (6), cicloserina (7), terizidona
(8), etionamida (9) e a tiacetazona (10) (Figura 1.5). No entanto, a utilizacao destes
farmacos, de acordo com o quadro clinico do paciente, apresentam algumas
desvantagens, como maiores efeitos colaterais, uma maior duracdo no tratamento
(entre 18 e 24 meses) e um alto custo em relacdo aos medicamentos de “primeira
escolha” (DE SOUZA, 2005).
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Figura 1.5. Estrutura de farmacos de segunda escolha.

Em funcdo das altas taxas de abandono do tratamento pelos pacientes,

a

partir dos anos 90 do século XX a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) implantou

o DOTS (Directly Observed Treatment Short-Course). Este programa foi adotado por

182 paises, sendo que 77% da populacdo mundial estd sendo diagnosticada

e

tratada pelos métodos propostos por esse programa, que baseia-se em cinco
elementos (FERNANDES, 2006; NAYYAR, 2005; BRASIL (b), 2013; BOARETTO,

2012):

= comprometimento politico sustentavel para aumentar os recursos humanos e

financeiros;
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= acesso a diagnosticos de qualidade oferecendo atencdo especial para a
deteccdo de casos entre pessoas infectadas pelo HIV e outros grupos de
rsco;

» padronizacdo da quimioterapia de curto prazo para todos os casos de TB e
monitoramento por uma segunda pessoa que entrega e observa a ingestao
de cada dose de medicacéo;

= suprimento ininterrupto de farmacos com qualidade assegurada;

= sistema de registro e relatérios possibilitando avaliacdo global do

desempenho do programa.

1.1.3. Estrutura da micobactéria

A parede celular do Mycobacterium tuberculosis possui uma estrutura
complexa e semelhante as outras micobactérias, ou seja, constituida de
arabinogalactanas e peptideoglicanas entrelacadas e ligadas a cadeias

polissacarideas, que servem de suporte para os acidos micélicos (DAFFE, 1990).

Arabinogalactanas

A arabinogalactana é constituida por residuos de carboidratos sob a forma
furanosidica (arabinofuranose (D-Araf) e galactofuranose (D-Galf)) raramente
encontrada na natureza (DAFFE, 1990). Na estrutura da arabinogalactana do
Mycobacterium (Rhodococus e Nocardia) podem ser encontrados também os
carboidratos D-glicose e D-manose (DAFFE, 1993).

Peptideoglicanas

As peptidoglicanas das micobactérias sdo responsaveis pela forma da
bactéria, em funcdo de se comportarem como um verdadeiro exoesqueleto em torno
da membrana plasmatica. Elas sdo constituidas por unidades alternadas de N-acetil-

glicosamina e do acido N-glicosil-muramico.

Acidos micélicos

Os acidos micolicos presentes em bactérias sédo constituidos por uma cadeia
de acidos graxos B-hidroxilados e alquilados na posigédo a contendo cerca de 60 a 90
atomos de carbono ligados covalentemente a arabinogalactana. A biossintese
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desses acidos graxos tem despertado a atencdo de grupos de pesquisa, pois tal
processo é essencial nas atividades da bactéria, jA& que fornecem precursores
importantes para a manutencéao celular (ANDRADE, 2008).

Assim, o desenvolvimento de farmacos que possam inibir a biossintese
micobacteriana de lipideos torna-se um alvo promissor no planejamento de novos
agentes antimicobacterianos. A seguir (Figura 1.6) temos algumas estruturas
(isoniazida, triclosan, tiofeno-diazoborina, ceruleina e tiolactomicina) conhecidas por

inibir a biossintese de acidos graxos, sendo a isoniazida a mais conhecida.

H
° N\NHz OH OH
Evi jopolRcoss
|
N cl cl cl @N °
Isoniazida Triclosan Tiofeno-diazoborina
OH

0]

Ceruleina . .
Tiolactomicina

Figura.l.6. Estrutura de inibidores de acidos graxos bacterianos.

1.1.4. Isoniazida

A obtencdo de novos compostos heterociclicos vem se caracterizando como
um importante campo de investigacdo dentro da quimica organica, pois mais da
metade de todos os compostos conhecidos possuem um anel heterociclico, com
destaque para os farmacos, vitaminas e principios ativos descobertos em plantas e
organismos marinhos. Se pensarmos apenas nos farmacos, poderiamos definir a
histéria da quimica medicinal pelos heterociclos.

Quando se pensa em heterociclos que possuem atividade contra a
tuberculose, um dos primeiros a ser lembrado é a isoniazida, que teve sua atividade
comprovada em 1952 e apresenta uma concentracdo inibitéria minima (CIM)
variando de 0,02 a 0,2 ug/mL. Desde a sua descoberta a INH tem sido objeto de

numerosos estudos para determinar o seu mecanismo de acado. Embora este nao
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seja completamente compreendido, uma proposta que € amplamente aceita envolve
duas etapas intracelulares, cada uma esta relacionada com uma enzima do M.
tuberculosis (YOYA, 2010; ANDRAUD, 1994; GRAHAM, 2004).

Primeiro ocorre uma etapa de ativacdo (oxidacdo) da INH pela catalase-
peroxidase KatG (REZA, 2005), cuja a funcéo principal € a desintoxicag¢éo celular,
resultando nos produtos isonicotinaldeido, acido isoniotinico e isonicotinamida,

formados por intermediarios reativos (Esquema 1.1).

~NH O H O OH O NH,
2
AN KatG . N . ‘ AN ‘ A
+
Catalase- id
_ atalase-peroxidase _ / _
N N N

isonicotinaldeido acido \sonicotinamida
isonicotinico

0 o)
NG o6 “SOH
D ~ . ‘ X
P P N
N N

Agentes acilantes
(intermediarios reativos)

Esquema 1.1. Produtos formados pela acéo da catalase-peroxidase micobacteriana.

Esses intermediarios reativos como o radical isonicotinoila e o acido
perisonicotinico sdo capazes de acilar a posi¢cdo quatro do anel nicotinamida do
cofator NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo), formando um aduto no sitio ativo
da enzima InhA redutase, inativando-a (Esquema 1.2). Em consequéncia, ocorre a
interrupcdo da biossintese dos acidos micdlicos, principais constituintes da parede
celular micobacteriana (ANDRADE, 2008).
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Esquema 1.2. Proposta para o0 mecanismo de acao da INH.
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1.1.5. Justificativa geral do Capitulo 1

Os farmacos disponiveis para o tratamento da tuberculose foram descobertos
em meados do século XX, podendo-se destacar a isoniazida, em 1952, o etambutol,
sintetizado em 1960 e empregado somente em 1968 e a pirazinamida, sintetizada
em 1936, porém so utilizada em 1970 (DE SOUZA, 2005; NAYYAR, 2005). Desde a
descoberta da rifampicina em 1965, poucos farmacos foram introduzidos no
tratamento da tuberculose (PINHEIRO, 2010).

Este fato reforca a impressdo de que nos ultimos anos muitos laboratorios
ndo deram prioridade ao desenvolvimento de farmacos antituberculose. A principal
razao por essa falta de interesse é pelo fato da tuberculose ser predominante em
paises em desenvolvimento com poucos recursos financeiros (FERNANDES, 2006).

Assim, alternativas que se mostrem eficientes sob o ponto de vista da sintese
de novos candidatos a agentes antibacterianos que atuem tanto contra o M.
tuberculosis como contra outros tipos de bactérias se fazem de suma importancia.
Muitos sdo os métodos utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos, sendo
0s métodos de modificagdo molecular um dos mais utilizados.

Esta estratégia baseia-se na modificacdo de grupos funcionais presentes em
uma molécula, visando melhorar suas caracteristicas (solubilidade, propriedade
fisico-quimicas e atividade biologica) com o objetivo de se obter farmacos mais
potentes, com menores efeitos colaterais, reducdo do tempo de tratamento e que
possam combater bactérias resistentes e super-resistentes. Com este intuito, o
objetivo deste capitulo foi desenvolver substancias derivadas da isoniazida que

sejam capazes de atuar contra o Micobacterium tuberculosis.



CAPITULO 1

Parte I

Sintese de derivados da isoniazida com a D-galactose

30
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Parte |
1.2. Sintese de derivados da isoniazida com a D-galactose

1.2.1. Objetivos e justificativas

Os carboidratos s&o encontrados de forma abundante na natureza, estando
livres como a glicose ou associados na forma de carboidratos modificados, fazendo
parte das membranas celulares e do DNA, sendo este responsavel pelas
informacgdes genéticas nas células. A parede celular da micobactéria é constituida
de polimeros como as lipoarabinomanas, peptoglicanas e arabinogalactanas. Esses
compostos sado formados por um esqueleto de galactose com ramificacbes de
arabinose, demonstrando a importancia dos carboidratos para as micobactérias
(TAVEIRA, 2007).

Em trabalhos recentes desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa
(CARDOSO, 2009) foram sintetizados diversos analogos da isoniazida 1
condensados na posicdo anomérica de diferentes carboidratos (Figura 1.6). Varios
desses analogos apresentaram atividade contra o M. tuberculosis, sendo que o

derivado da galactose apresentou um dos melhores valores de CIM (0,62 ug/mL).

X N R = D-Galactose X N
H D-Glicose H
D-Lactose
/N Z D-Manose R\N/N 7
N-Acetil-D-glicosamina H
') N-Acetil-D-manosamina o)
L-Ramnose
1 L-Fucose
Isoniazida L-Ribose
L-Arabinose
D-Arabinose
L-Xilose
D-Xilose

Figura 1.6. Estrutura da isoniazida e de seus derivados.

Estudos de relacdo estrutura e atividade tém mostrado que a lipofilicidade é
um fator de extrema importancia no desenvolvimento de novos farmacos, pois tal

fator esta intrinsecamente relacionado a penetracdo do farmaco através da
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membrana celular das micobactérias, que apresenta uma constituicdo lipofilica (DE
ALMEIDA, 2009; JUNIOR, 2009; JUNIOR, 2010).

Diversos trabalhos s&o encontrados na literatura utilizando carboidratos
ligados a cadeias lipofilicas que apresentaram bons resultados contra o M.
Tuberculosis, sendo que a diferenca principal entre esses derivados é o tamanho da
cadeia (Figura 1.7) (KATIAR, 2005; LE HYARIC, 2007).

S
C8H17/ oH NHCgH33
O— OMe 0
)J\ "
OH
OH

C11Ha3 o

PN

Cq1Ha3 HO

(e}
OH
OH
o) OH
(0]
HO
OH
OH
(0}

Figura 1.7. Compostos lipofilicos com atividade contra a tuberculose.
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Este tipo de estrutura foi alvo de pesquisa em nosso grupo (LE HYARIC,
2007; TAVEIRA, 2007), onde foi realizada a sintese e avalicdo antituberculose de
diferentes aminas lipofilicas ligadas a uma por¢éo acucar. Alguns desses compostos
apresentaram um CIM, in vitro, contra o M. Tuberculosis inferior a 3,12 pg/mol
(Figura 1.8).
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Figura 1.8. Aminas lipofilicas com acéo antituberculose.

Esses resultados nos motivaram a buscar novos compostos derivados de
carboidratos com caracteristicas lipofilicas, que possam atuar contra a tuberculose,
através da condensacao da isoniazida com derivados alquilados na posi¢éo 6 da D-
galactose (Figura 1.9).

HO ! ‘
OH H%N/N X

R = Cadeia lipofilica

O]

Figura 1.9. Estrutura proposta para os derivados da isoniazida.
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1.2.2. Resultados e discussdes
1.2.2.1. Plano de Sintese dos derivados de carboidrato

Nesta parte do trabalho que visou a sintese dos derivados de carboidratos com
a isoniazida, foi planejada, inicialmente, a transformacéo da hidroxila da posicédo C-6
da galactose 11 em um grupo de saida para formacgédo do iodeto 13. Em seguida,

seria realizada a sua substituicdo por derivados nitrogenados de cadeia longa (14a-

Cc), 0s quais seriam tratados em meio acido para fornecer os derivados
desprotegidos (15a-c). A Ultima etapa seria a adicdo da isoniazida na posicéo
anomérica do carboidrato para obtencdo dos compostos almejados (16a-c)
(Esquema 1.3).
OH OH
0} (CHX)ZCO 12 imidazol
HO ch12 H,S0, -
OH OH ’
11
H RNH
OH NHR o) N.NHZ 2
o | N
HO N7 oH NHR X
Isoniazida
OH - o
HNHN— o 2© HO -
16a-c SN OH OH
| - 15a-c l4a-c
a R =CH;(CH,),,CH,-
b R =CH;(CH,);CH,-
c R:CH3(CH2)4CH2-

Esquema 1.3. Plano de sintese dos derivados 16a-c.

1.2.2.2. da

galactopiranose 12

Sintese e caracterizacao 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-

A reacdo de protecao das hidroxilas sob a forma de acetais isopropilidénicos
presentes nas posicdes C-1, C-2, C-3 e C-4 da D-galactose foi realizada em
presenca de acetona anidra, cloreto de zinco anidro e acido sulfarico concentrado,
durante 8h a temperatura ambiente (Esquema 1.4).

O intermediario 12 foi purificado por coluna cromatografica (hexano/acetato
de etila) fornecendo um 6leo amarelo em 58% de rendimento que foi caracterizado
pela andlise de seus espectros no IV, RMN de *H e RMN de **C e por comparacéo

com os dados da literatura (PERRONE, 1999; AMARANTE, 2005).
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Esquema 1.4. Reacédo de obtencédo do composto 12.

No espectro no infravermelho de 12 verificou-se a presenca de uma banda
larga referente ao sinal de absorcdo em 3483 cm™ correspondente ao estiramento
da ligagdo O-H. As bandas em 2989 e 2939 cm™ podem ser atribuidas as
deformacdes axiais das ligacdes C-H de alifatico. A banda de absor¢éo intensa em
1070 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico das ligacdes C-O-C do
carboidrato.

No espectro de RMN de *H de 12 (Figura 1.10) observou-se a presenca dos
simpletos (6 1,32, 1,43 e 1,51) correspondentes aos hidrogénios de CH3; (12H) dos
grupos isopropilidenos, evidenciando, desta maneira, a ocorréncia da reacao de

protecao.
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Figura 1.10. Espectro de RMN de *H do composto 12 (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *3C de 12 observou-se quatro sinais entre 5 26,2 e
24,5 que podem ser atribuidos aos carbonos metilicos e dois sinais em & 109,6 e
108,8 referentes aos carbonos ndo hidrogenados do grupo isopropilideno. Em
ambos 0s espectros verificou-se também os sinais correspondentes aos hidrogénios

e carbonos do anel piranosidico.

1.2.2.3. Sintese e caracterizacdo da 6-desoxi-6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-
a-D-galactopiranose 13

A sintese de 13 foi realizada a partir do intermediario protegido 12 pela
substituicdo da hidroxila da posicdo C-6 do carboidrato por iodo. A reacéo foi
realizada utilizando-se trifenilfosfina, imidazol e iodo em tolueno sob refluxo
(GAREGG, 1984) por 24 h (rend. 80%)(Esquema 1.4).

o OH
0
0
o)
0
QX

Esquema 1.4. Reacéo de obtenc&o do composto 13.

I,, imidazol, PPh;

Tolueno, refluxo, 24h

A reacdo de iodacdo ocorre em um sistema heterogénio que em funcao da
presenca do imidazol e da trifenilfosfina é gerado um complexo parcialmente solavel
gue combina com o alcool para gerar o iodeto desejado (Esquema 1.5) (GAREGG,
1984; GAREGG, 1980).

/N I /N SNH I

PPh, + I, + 2HN — > PhsF—N +  HN

Phsp—0 + R—I == PhF—OR + HN
—

Esquema 1.5. Proposta para o mecanismo de formagao do iodeto.
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O intermediario 13 foi purificado por coluna cromatografica, usando-se como
eluente a mistura hexano/acetato de etila, obtendo-se um sélido branco em 80% de
rendimento que foi caracterizado por ponto de fusédo e anélise de seus espectros no
IV, e RMN de 'H e de **C.

No espectro no IV do composto 13 nao foi observado a banda de absorcgéo
préxima a 3500 cm™ relativa ao estiramento da ligagdo O-H, evidenciando a
substituicdo da hidroxila pelo &tomo de iodo.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H do composto 4, observa-se um
deslocamento de & 3,84 para 3,30 do sinal referente aos hidrogénios H-6 e H-6’,
quando comparado com o espectro do composto 12.

No espectro de RMN de **C (Figura 1.11) verificou-se a presenca de um sinal
em O 2,4 atribuido ao carbono C-6 ligado ao atomo de iodo. Este mesmo sinal no
composto de partida 12 encontra-se em & 62,4. Este deslocamento pode ser

explicado pela blindagem provocada pela nuvem eletrénica do atomo de iodo.
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Figura 1.11. Espectro de RMN de **C do composto 13 (CDCls, 75 MHz).
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1.2.2.4. Sintese e caracterizacdo dos derivados da galactose 14a-c

Esta parte da sintese visou a substituicdo do iodeto do composto 13 por
aminas de cadeia longa que tinhamos disponiveis no laboratério (dodecilamiana,
octilamina e hexilamina). Esta reacao foi realizada em etanol sob refluxo por 48 h
(Esquema 1.6). Apés o término da reacao foi realizada uma extracdo liquido-liquido
em diclorometano e agua. A fase organica foi evaporada e o residuo formado foi
purificado por coluna cromatografica, obtendo-se o0s compostos l1l4a-c em
rendimentos que variam de 50 a 57%, como Oleos amarelos, que foram

caracterizados pelas anélises de seus espectros no IV e RMN de H e de C.

(0) |
O RNH,
o
0 Etanol, refluxo
0]
13 ><O

a R =CH;3(CH,),oCH,-
L R= CH3(CH2)6CH2-

o NHR

14a 50% o)
14b 53%

14c 57%

Esquema 1.6. Reacédo para obtencdo dos compostos 14a-c.

Como os derivados l1l4a-c possuem estruturas muito semelhantes, sera

discutido apenas a caracterizacao do composto 14c.

1.2.2.4.1. Caracterizacao do 6’-desoxi-6’-N-hexilamino-1’,2":3’,4’-di-O-
isopropilideno-a-D-galactopiranose 14c

No espectro no infravermelho do composto 14c (Figura 1.12) verificou-se a
presenca de bandas de absorcdo entre 2854 a 2987 cm™ correspondentes aos
estiramentos das ligac6es C-H de alifatico e a presenca de uma banda de absor¢éo
de grande intensidade em 1070 cm™ correspondente ao estiramento da ligagéo C-O-
C.
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Figura 1.12. Espectro no infravermelho (KRS-5) do composto 14c.

No espectro de RMN de *H de 14c (Figura 1.13) observou-se a presenca de
quatro sinais entre & 1,53 e 1,27 correspondentes aos hidrogénios do grupo
isopropilideno (12H) e aos hidrogénios H-2, H-3, H-4 e H-5 da cadeia alifatica (8H).
Observou-se também um dupleto em & 5,52 que foi atribuido a H-1" (Jy 2 = 5,0 Hz).
Puderam ser observados trés dupletos duplos em & 4,58, 429 e 4,18
correspondentes a H-3' (J3 4 = 2,2 Hz e J3» = 7,9 Hz), H-2° (J» 1 = 5,0 Hz) e H-4’
Jors =18 Hz e Jy 3 = 7,9 HZ) respectivamente, e ainda, um multipleto entre & 2,93-
2,60 que foi atribuido aos hidrogénios H-6’a, H6’b (carboidrato), H-1a e H-1b (cadeia
alifatica), totalizando quatro hidrogénios CHN.

No espectro de RMN de *3C (Figura 1.14) observam-se oito sinais entre &
31,9 e 22,7 correspondentes aos carbonos metilicos do grupo isopropilideno e aos
carbonos C-2, C-3, C-4 e C-5 da cadeia alifatica. Observou-se também a presenca
de dois sinais em 0 49,9 e 49,6 atribuidos aos carbonos C-6’ e C-1 que estao ligados
ao nitrogénio e quatro sinais entre 6 72,2 e 66,6 correspondentes aos carbonos C-2’,

C-3’, C-4’ e C-5’ da unidade acgucar, além do sinal em & 96,6 correspondente a C-1’.
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1.2.2.5. Sintese e caracterizagcdo dos compostos poliidroxilados 15a-c

Seguindo a rota sintética, o préximo passo é o acoplamento da isoniazida na
posicdo anomeérica do carboidrato. Por essa razdo, foi realizada a remocédo dos
grupos isopropilideno a partir da adicdo de uma solucao de acido trifluoracético/agua
(2:2, wviv) as solucbes desses compostos em uma mistura de
acetonitrila/diclorometano (7:3). As solucdes foram mantidas sob agitacdo magnética
durante 20 h a 60 °C (Esquema 1.7). Apds a purificacdo por coluna cromatografica
(CH.CI,/MeOH 8:2) foram obtidos os compostos 15a-c (74-80%) sob a forma de
misturas anoméricas (o + B) que foram caracterizadas pelas analises de seus
espectros no infravermelho, RMN de *H e RMN de **C.

Como alternativa para remocéo dos grupos isopropilidenos dos derivados de
carboidrato (14a-c) foi testado a adicdo de trifluoreto de boro eterato de metila
(BF3.OMe;), mas esta condicdo reacional se mostrou muito drastica para a
desprotecdo destes compostos, pois foi observado, por placa CCD, a formacao de

diversos compostos polares que nao puderam ser caracterizados.

o NHR
0 TFA/H,0
0
CH;CN/CH,Cl,, 60 °C
14a O | 15a76% OH oy
14b ><

15b 74%
l4c 15c 80%

R = CH;3(CH,),oCH,-

(T |

Esquema 1.7. Reacédo para obtencdo dos compostos 15a-c.

Em funcdo da semelhanca entre os derivados 15a-c, sera discutido apenas a

caracterizagao do composto 15c.
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1.2.2.5.1. Caracterizacao do 6’-desoxi-6’-N-hexilamino-D-galactopiranose 15c.

No espectro no infravermelho do composto 15c verificou-se a presenca de
bandas de absorcéo intensas na regido de 3350 cm™ referentes aos estiramentos da
ligacdo O-H e, ainda, bandas de absorcdo em torno de 2923-2856 cm™ referentes
aos estiramentos da ligacédo C-H alifatico.

No espectro de RMN de *H do composto 15c (Figura 1.15) verificou-se, em
relacdo ao material de partida, o desaparecimento dos sinais referentes aos grupos
isopropilideno.

“ o eo ®t wawe s o o
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1 3 5
NN
OH HN
6
(0]
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2 S 2 [ (3 o QR
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: B[ EICEE]  CEEC
&) A b

Figura 1.15. Espectro de RMN de *H do composto 15¢ (CDsOD, 300 MHz).

No espectro de RMN de *C do composto 15c (Figura 1.16) observou-se 0s
sinais referentes ao anel piranosidico e a cadeia alifatica, bem como a auséncia dos
sinais correspondentes aos carbonos dos grupos isopropilideno. Os sinais dos
carbonos do carboidrato aparecem duplicados devido a presenca dos anémeros a e
B. As atribuicGes dos sinais foram feitas por comparacdo com os dados obtidos na
literatura para esse carboidrato (KATRITZKY, 1996; SATO, 2004).

Uma forma de atribuir os deslocamentos quimicos referentes aos anémeros a
e B é pela analise dos efeitos eletrbnicos entre o par de elétrons do orbital molecular
nao-ligante do oxigénio (n,) do anel piranosidico e o orbital molecular antiligante (o*)
da ligagéo entre C-1 e o atomo de oxigénio do anémero a (Figura 1.17). Neste caso
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ocorre uma sobreposicdo desses orbitais, ocasionando um aumento na densidade
eletrénica sobre o carbono C-1 (DA SILVA, 2011; SILVA, 2011). Assim, pelo
espectro de RMN de *3C, pode ser atribuido que o sinal referente ao cabono C-1 do
anémero a encontra-se mais préximo do TMS (& 94,1) quando comparado com o

sinal do carbono C-1 do anédmero (3 (98,6).

— n MmN WO LW o NOOOOO ™ M~ O~ o ©
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OH %,
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C-2C-3C-4C-5
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Figura 1.16. Espectro de RMN de **C do composto 15¢ (CDs;OD, 75 MHz).

Anomero a

OH NR

HO 1 —
OH
OH

Figura 1.17. Interac&o dos elétrons do orbital molecular ndo-ligante do oxigénio

endociclico com o orbital molecular antiligante (c*) da ligacao entre C-1’-OH.



44

1.2.2.6. Sintese e caracterizacdo das misturas anoméricas 1-[6’-desoxi-6’-N-
(dodecilamino)-1’-D-galactopiranosil)]-2-isonicotinoil-hidrazina 16a (a + B) e 1-
[6’-desoxi-6’-N-(octilamino)-1’-D-galactopiranosil)]-2-isonicotinoil-hidrazina 16b
(o +B)

As sinteses das misturas anoméricas 16a (rend. 30%) e 16b (rend. 40%)
foram realizadas a partir da reacédo da isoniazida com 0s respectivos compostos 15a
e 15b em metanol anidro (Esquema 1.8). As reacfes permaneceram sob
aguecimento por 48h a 60 °C.

Foi realizada a tentativa de preparacdo do composto 16c utilizando as
mesmas condicOes de obtencdo dos compostos 16a e 16b, mas a quantidade de
produto obtido foi muito pequena, possivelmente pelas dificuldades de purificacdo
por coluna cromatografica, por se tratar de um produto com elevada polaridade.
Como ndo tinhamos quantidades suficientes do material de partida e com o fim do

periodo de doutorado nao foi possivel realizar outras tentativas.

OH NHR

Isoniazida Y
H
> HNHN— 2°

1" 2" 3"

MeOH, 60 °C 162 30% -
9" N 5"

16b 40% |
5 . 8" = 6"
15¢ 16¢ Nao foi isolado ’;‘

R = CH;3(CH,),(CH;-

(R

Esquema 1.8. Reacdo para obtencdo das misturas anoméricas 16a e 16b.

Os compostos finais foram obtidos apés purificagdo por coluna cromatografica
(diclorometano/metanol) como 6leos de cor amarelada que foram caracterizados por
anélise de seus espectros no IV, RMN de *H e RMN de **C.

Em funcdo da semelhanca entre os derivados 16a-b, sera discutido apenas a

caracterizagdo do composto 16b.
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No espectro na regido do infravermelho para o composto 16b (Figura 1.18)
pode-se observar na regido de 3400 cm™ uma banda de absorcéo larga e intensa
caracteristica de compostos poliidroxilados. Na regido de 1670 cm™ observou-se
uma banda de grande intensidade que foi atribuida ao estiramento das ligacdes C=0

do grupo hidrazido.

S
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[
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 1.18. Espectro de infravermelho (KRS-5) do composto 16b.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H do composto 16b (Figura 1.18)
observou-se a presencga dos sinais correspondentes a por¢gdo aromatica entre 6 8,71
e 7,77, os sinais referentes a cadeia alifatica entre © 1,64 e 0,82 e os sinais
correspondentes a unidade carboidrato entre & 4,20 e 2,96. Nao foi possivel fazer
uma atribuicéo sobre a configuracéo (a e B) por RMN de *H dos compostos (16a e
16b) obtidos, pois a regido dos sinais referentes a unidade carboidrato ficou sem
definicéo.

Seguindo o0 mesmo raciocinio mostrado anteriormente (Figura 1.17) sobre a
interacdo do orbital molecular ndo-ligante do oxigénio do anel piranosidico com o
orbital molecular antiligante da ligacdo entre C-1 e o atomo de nitrogénio da
isoniazida, é possivel atribuir que os sinais em 6 90,4 e 92,6 no espectro de RMN de
13C do composto 16b (Figura 1.19) se referem aos carbonos C-la e C-1B dos

compostos 16ba e 16bp, respectivamente. Para essa mistura foram observados

também os sinais referentes a unidade agucar entre & 60,0 e 75,6, além dos sinais
referentes a cadeia alifatica entre & 14,5 e 30,3 e os sinais dos carbonos aromaticos,
da unidade isoniazida, em 6 123,3 (C-5" e C-6") e 152 (C-6" e C-8”).
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CAPITULO 1

Parte II

(Desenvolvida em colaboracédo com o professor Sérgio Antdnio
Fernandes da UFV)

Estudo das interacdes intermoleculares entre derivados de
calixarenos e ciclodextrinas com aisoniazida e avaliagéo

antituberculose dos complexos de inclusao formados
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Parte Il
1.3. Estudo das interagOes intermoleculares entre derivados de calixarenos e
ciclodextrinas com a isoniazida e avaliacao antituberculose dos complexos de

inclusao formados

1.3.1. Objetivos e justificativas

A quimica supramolecular € uma area da quimica que estuda as interacfes
intermoleculares ndo covalentes entre duas ou mais moléculas. Estas interacdes
podem ser dirigidas por forcas eletrostaticas, forcas de Van der Waals, interacdes
hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e interacdes -11. Essas interacdes sao
responsaveis pelos sistemas conhecidos como hospede-hospedeiro.

Uma das aplicacdes dos sistemas hdspede-hospedeiro € na liberagéo
controlada de farmacos que tem sido alvo de pesquisas ha pelo menos quatro
décadas. Desde que foi sugerida sua aplicacdo na industria farmacéutica (Tabela
1.2) muitos resultados foram obtidos, especialmente na manipulacdo molecular de
carreadores e no estudo de suas interagbes com as drogas encapsuladas (DE
FATIMA, 2009; ARANTES, 2009).

Tabela 1.2. Produtos contendo [B-ciclodextrina aprovados no mercado (DAVIS,
2004).

Farmaco Via de Nome comercial Pais
administragéo
Benexate Oral Ulgut, Lonmiel Japao
Dexametasona Dérmica Glymesason Japéo
lodo Topico Nimedex, Mesulid Europa
Nicotina Sublingual Nitropen Japao
Nimesulida Oral Nimedex, Mesulid Europa
Nitroglicerina Sublingual Nitropen Japao
Omeprazol Oral Omebeta Europa
Dinoprostone Sublingual Prostarmon E Japao
Piroxicam Oral Brexin e Cicladol Europa e Brasil
Acido Tiaprofénico Oral Surgamyl Europa
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O sistema de liberacdo, também conhecido como drug delivery system,
oferece inUmeras vantagens quando comparado com 0S pProcessos convencionais
de dosagem, pois estas formulacdes alteram substancialmente alguns parametros
farmacocinéticos como, por exemplo, o tempo de meia vida do farmaco, sua
depuracdo do organismo e seu volume de distribuicdo. Além do mais, a toxicidade
do medicamento é reduzida drasticamente quando administrada sob a forma
encapsulada (DE FATIMA, 2009).

Os calixarenos e as ciclodextrinas sdo grandes representantes desses
sistemas de liberagcdo controlada por ter a vantagem de contornar propriedades
fisico-quimicas limitantes (como a solubilidade aquosa ou em membranas) das
drogas encapsuladas. Também sdo observadas na literatura diversas aplicacdes
biolégicas para os calixarenos na sua forma livre como antiviral, antifingico,
anticancer e antibacteriano (DAVIS, 2004).

Neste sentido, esta parte do trabalho teve como objetivo o estudo das
interacbes dos complexos de inclusdo formados entre o p-sulfonato de sédio do
calix[4]areno 17 (SO3NaCX4), p-sulfonato de sodio do calix[6]areno 18 (SO3;NaCX6),
hidroxipropil-B-ciclodextrina 19 (Hp-B-CD) e a metil-B-ciclodextrina 20 (Me-B-CD)

com o antimicobacteriano isoniazida (1) (Figura 1.20).

H
o) N oR
72 Nk, RO O~ 0
4 1 OH™ Ho »
97 5 s o
gm° HO,
8 N/ 6 5 OH o
7 OH
1 RO o
OH o
SO;Na SOzNa SO3Na SO;3Na %H
OR
Ny ° OH oH 021 [0
| e
RO
_ 2> >
| n b
HO
OH OH  on ) v
17 n = 1 (SOsNaCX4) 19R = /ﬁ/ (Hp-B-CD)
CH
18 n = 3 (SO3NaCX6) 3
20R= —cH, (Me-B-CD)

Figura 1.20. Sistemas carreadores (17 a 20) e a isoniazida ().
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1.3.2. Resultados e discussdes
1.3.2.1. Hospedeiros utilizados nos complexos de inclusao

Para os complexos de inclusdo que serdo apresentados a seguir foram
utiizados duas ciclodextrinas (Hp-B-CD (19) e Me-B-CD (20)) obtidas
comercialmente. As ciclodextrinas (CDs) sado oligossacarideos ciclicos naturais,
isoladas pela primeira vez em 1891 por Villiers como subprodutos da degradacéo do
amido pela bactéria Bacillus amylobacter (SZEJTLI, 1996). Mais tarde demonstrou-
se que ndo s6 bactérias, mas algumas espécies de plantas possuem enzimas do
tipo ciclodextrinas glicosiltransferases, responsaveis pela hidrélise parcial do amido
e ciclizacao das unidades de glicopiranose (LOFTSSON, 2001).

As trés CDs mais conhecidas sao a alfa (a), beta (B) e gama (y) ciclodextrina
(CD), constituidas por seis, sete e oito unidades de glicose, respectivamente (Figura
1.21). Estas subunidades apresentam grupos hidroxila primarios e secundarios em
sua estrutura, orientados para o exterior da molécula, o que confere a superficie

exterior um carater hidrofilico, enquanto a cavidade interior é hidrofébica.

OH
OH HO o /g%
OH HO
HQ O o 0 OH
OH%Ho /% o OH
. o HO
HO OH 1%
0
a-CD . B-CD o A

(o]
oH H ° G OHO
% w é\@wﬁ%ﬁ
HO OH

Figura 1.21. Estrutura geral das ciclodextrinas.

Foram utilizados também como hospedeiros dois derivados de calix[n]arenos
(SO3NaCX4 (17) e SO3NaCX6 (18)) disponiveis no laboratério do professor Sérgio.
Os calix[n]arenos constituem uma importante classe de compostos do ponto de vista
da Quimica Supramolecular (DE FATIMA, 2009). Eles sé&o preparados a partir da
condensacao do p-terc-butilfenol com formaldeido ou enxofre na presenca de uma
base com temperatura e solventes apropriados, fornecendo de maneira seletiva
macrociclos de quatro, seis ou oito unidades fendlicas (GUSTSCHE, 1989;
CASNATI, 2004; IQBAL, 1986). Tais compostos apresentam uma quimica distinta
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dos fendis para-substituidos, o que permite modificagdes estruturais aparentemente
de dificil obtencdo. Como consequéncia, o numero de derivados de calix[n]arenos,
de longe, excede o de outras classes de sistemas hospedeiros.

Os derivados de calix[n]arenos 17 e 18 foram sintetizados pelo tratamento de
p-terc-butilfenol e formaldeido na presenca de NaOH ou KOH em éter difenilico ou
xileno para fornecer os p-terc-butilcalix[n]arenos (21 e 22). Os calix[n]arenos (23 e
24) foram obtidos, respectivamente, a partir do tratamento dos p-terc-
butilcalix[n]arenos (21 e 22) com cloreto de aluminio (AICI3) e fenol em tolueno. Em
seguida, os calix[n]arenos 23 e 24 foram tratados com acido sulfdrico concentrado
sob aquecimento para fornecer os acidos p-sulfénicos calix[n]arenos 25 e 26. Para a
obtencédo dos respectivos sais de sédio 17 e 18, os derivados 25 e 26 foram tratados
com carbonato de sodio (Esquema 1.9) (GUSTSCHE, 1989; CASNATI, 2004).

OH

Esquema 1.9. Procedimento para obtencédo dos hospedeiros 17 e 18.

1.3.2.2. Andlise da variacdo dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H dos
complexos 1/17, 1/18, 1/19 e 1/20

A ressonancia magnética nuclear é um dos principais métodos nédo sé para
elucidacdo estrutural de compostos organicos e inorganicos como também para

estudo dos compostos do tipo hoéspede-hospedeiro. Esta técnica permite a
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caracterizagdo tanto em solugdo quanto em estado solido (LOFTSSON, 1993;
SCHEIDER, 1998).

O processo de inclusdo de um farmaco na cavidade de ciclodextrinas e
calixarenos modifica o ambiente quimico e magnético dos nudcleos envolvidos
levando a um deslocamento quimico destes sinais, 0 qual permite extrair um grande
volume de informacbes a partir da andlise de seus espectros. As variagcdes nos
espectros de RMN em alguns casos sao limitadas a décimos de ppm, uma vez que
durante a formacdo de um composto de inclusdo séo observadas apenas interacdes
entre hdspede e hospedeiro sem a formacéo de qualquer ligacdo covalente (PIRES,
2011).

Basicamente as ciclodextrinas possuem seis hidrogénios que podem ser
analisados por RMN de H* (Figura 1.22):

v' Superficie externa: H-1, H-2 e H4

v Cavidade: H-3 e H-5

v’ Saida estreita da cavidade: H-6

Figura 1.22. Representagcéo esquematica da

estrutura tridimencional das ciclodextrinas.

As interacdes (forcas de Van de Waals, ligacdo de hidrogénio, etc.) que
ocorrem na CD que podem ser percebidas por RMN séo geralmente em H-3 e H-5 e
as vezes em H-6, dependendo das caracteristicas da molécula héspede
(FIGUEIRAS, 2007; PINTO, 2005).

Diferentemente das ciclodextrinas, os calix[n]arenos tem uma composi¢ao
diferenciada devido a presenca dos anéis aromaticos, fazendo com que os
hidrogénios aromaticos de uma molécula héspede sofram interacfes eletrostaticas
do tipo m-1r face-face (Figura 1.23a) e principalmente extremidade-face (Figura
1.23b).



Figura 1.23. a) Orientagao face-face. b) Orientagao extremidade-face.
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Os complexos analisados nesta parte do trabalho foram obtidos através da
mistura equimolar dos hospedeiros SOsNaCX4 17, SO3;NaCX6 18, Hp-B-CD 19 e a
Me-B-CD 20 (10 mmol L") com o héspede isoniazida 1 (10 mmol L") em 0,6 mL de

D,0O (Figura 1.24).

Hospede +  Hospedeiro D0 > C()irﬁcpiluesgode
INH (1) SO;NaCXx4 (17) INH/SO3NaCXx4 (1/17)
SO;3;NaCX6 (18) INH/SO3NaCX6 (1/18)
HP-B-CD (19) INH/ HP-B-CD (1/19)
Me-B-CD (20) INH/ Me-B-CD (1/20)

Figura 1.24. Esquema de formac&o dos complexos de inclusao.

Através dos espectros de RMN de 'H observou-se as primeiras evidéncias da

formacdo dos complexos de inclusao entre a isoniazida 1 com os hospedeiros 17,

18, 19 e 20. Estas observacbes foram possiveis pelas modificacdes nos

deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos sistemas hospede-hospedeiro.

Iniciaremos esta analise pelos complexos da isoniazida com os calix[4]arenos

(1/17 e 1/18) (Figura 1.25), onde foi possivel observar um efeito de blindagem mais

pronunciado para os hidrogénios arométicos da isoniazida (H-5,9 e H-6,8) (Figura

1.26 e Tabela 1.3) possivelmente pelas interacdes do tipo -1 extremidade-face que

geralmente ocorre neste tipo de sistema. Estes resultados nos fornecem indicios que

a unidade aromatica da isoniazida encontra-se no interior da cavidade dos

calix[n]areno 17 e 18.
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Figura 1.25. Compostos utilizados para obtencao dos complexos 1/17 e 1/18.

ArH
a CH2
17 . A
f
ArH
CH2
b H6,8 H5,9 1/17
H5,9
c H6,8
1 1
N JL —
ArH
CH2
d H6,8 HSJL 1/18 % i
ArH
CH2
e
90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 6.4f1(fi.2 )6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34
ppm

Figura 1.26. Espectro de RMN de 'H dos compostos: a) SOsNaCX4 (17); b)
INH/SO3NaCX4 (1/17); c) isoniazida (1); d) INH/SO3NaCX6 (1/18); e) SO3NaCX6
(18); (D20, 300 MHz).
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Tabela 1.3. Deslocamentos quimicos de RMN *H e as diferencas de deslocamentos
(Ad= djiy - Ocomp.) €Ntre os complexos 1/17 e 1/18 e as formas livres.

1 | 1r | 117 iz 18 | 1/18 1/18

Hidrogénio | & o A Ad= djiy - Ocomp. | © () Ad= 8y - Scomp.
H-5,9 7,59 - 7,54 0,05 - 7,50 0,09
H-6,8 8,57 - 8,47 0,10 - 8,50 0,07
CH; - 3,89 | 3,84 0,05 3,86 | 3,85 0,01
Ar-H - 7,45 | 7,37 0,08 7,38 | 7,37 0,01

Os indicios da formacao dos complexos entre a isoniazida e as ciclodextrinas
(1/19 e 1/20) (Figura 1.27) podem ser verificadas através dos espectros de RMN de
'H (Figura 1.28 e Tabela 1.4). Embora as variacdes dos deslocamentos quimicos
entre os hidrogénios dos complexos (H-5,9 e H-6,8 da isoniazida e H-3 e H-5 das
ciclodextrinas) e a sua forma livre tenha sido pequena, os valores encontrados estao

de acordo com trabalhos descritos na literatura (PIRES, 2011).

= <

Figura 1.27. Estrutura dos compostos utilizados para obtencédo dos complexos 1/19
e 1/20.
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H2,4 |,
H3,5,6
a 91
20 ”1MM
— An
H2,4
"' H7
H3,5,6
b H6,8 '}5'9 1/20 w
H5,9
H6,8
c i 1
ﬂr
H-O
H-3,4,5,6,7,8
P C
H6,8 H59 1/19 H1l J
N 119 N
H-a
H-3.4.5.6.7.8
¢ 1_9 Hlu\h L
A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5 0.0 -1.0 -2.0
f1 (ppm)

Figura 1.28. Espectro de RMN de *H dos compostos: a) Me-B-CD (20); b) INH/ Me-B-
CD (1/20); c) isoniazida (1); d) HP-B-CD (1/19); e) HP-B-CD (19) (D-0O, 300 MHz).

Tabela 1.4. Deslocamentos quimicos de RMN 'H e as diferencas de deslocamentos

(Ad= djiy - Ddeomp.) ENtre 0s complexos 1/19 e 1/20 e as formas livres.

1|19 119 1/19 20 |1/20 1/20

Hidrogénio | & 5 & |AB=8-8comp.| O | & | Ad=yy - Scomp.
H-5,9 759 | - | 7,62 -0,03 - 1760 -0,01
H-6,8 857 | - | 858 -0,01 - | 7,54 0,03
H-3 - 1392|391 0,01 3,85 | 3,76 0,09
H-5 - |3,77| 3,76 0,01 3,80 | 3,72 0,08

1.3.2.3. Determinacéao da estequiometria

Uma metodologia muito utilizada para caracterizacdo de complexos

supramoleculares é a titulagdo por RMN. Através desta técnica é possivel determinar
a estequiometria do complexo de inclusdao formado entre um hdéspede e um

hospedeiro (Figura 1.29).
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Hospedeiro Héspede Complexo 1:1

Hospedeiro Hospede Complexo 2:1

Figura 1.29. Algumas das possibilidades de estequiometria para complexos de

inclusao.

Os métodos mais utilizados na determinacdo da estequiometria de
complexacéo sao:

a) variacao continua de um dos componentes (Figura 1.30a) (BOSTSI, 1997).

b) variacdo continua de ambos os componentes (método Job) (Figura 1.30b)
(DJEDAINI, 1990).

a) b)
——(1:2) —e—(1:2)
—=—(1:1) —=—(1:1)
60 @1 T o, —+—(2:1)
55 e B 1] . - R
] . 2 ~ .
50 ./' & 6] / \
45 = /
40 + 14 / . L]
_ /I L L T ] / \
= 35+ 12
£ x] /') ’ 'u'g_ 10
s / /' g ™ *
2 ] / * = 8- a
ERES i / T 6]
154 . 2 w/
10 ! / 8 44 -
51 o £m 24
0 Ll <
T T T T T T T T T T T T T < 0 T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 2§ 02 03 04 05 06 07 08
Razdo molar [héspede]/([hospede] + [hospedeiro])

Figura 1.30. Titulagdo por RMN de *H: a) método com variagéo continua de um dos

componentes b) método Job.

O primeiro método consiste em observar a variacdo dos deslocamentos

guimicos dos hidrogénios do hospedeiro em solugfes distintas perante a variacdo da
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razdo molar do hospede em relacdo ao hospedeiro. O ponto estequimétrico é
atingido quando Ad.s permanece constante, de forma analoga a titulagcdo de pH,
enquanto que no método Job a variacdo da razdo molar ocorre em ambos os
componentes e o0 ponto estequiométrico é obtido quando o Ad.s atinge ponto
maximo.

Neste trabalho foi utilizado o método Job para determinar a esquiometria dos
complexos formados, assim, as solugdes a serem tituladas foram preparadas a partir
de solucées estoques dos hospedeiros (calixarenos e ciclodextrinas) (10 mmol L™) e
da isoniazida (10 mmo L™) em &gua deuterada, sendo elas diluidas através da
variacdo continua das espécies, de tal forma que a soma das concentraces das
mesmas se mantivesse constante ([Hospedeiro] + [isoniazida]) = 10 mmol L*
(Tabela 1.5). As solucdes preparadas ficaram em repouso por 24 horas, em seguida
realizou-se as medidas de RMN de *H.

Para obter informacdes sobre a estequiometria da INH com a cavidade dos
hospedeiros foi observado o efeito da presenca dos hospedeiros no deslocamento
quimico dos sinais da INH através de espectros simples de RMN de 'H em
diferentes razées molares. E possivel observar pelos espectros de RMN de H
(Figura 1.31) o deslocamento dos sinais dos hidrogénios relativos a INH. Este
pequeno deslocamento é esperado conforme a literatura (FERNANDES, 2007;
FERNANDES, 2005), pois a formacado de complexos de inclusdo com pequenas

moléculas causa um efeito sobre o hdspede.

Tabela 1.5. Diluigbes para preparacao das soluc¢des para titulacao.

. 1 _ Volume
Teste Raz&o molar (mol L)  Volume (hospedeiro) _ .
(isoniazida)
1 12:3 0,48 0,12
2 10,5:4,5 0,42 0,18
3 9:6 0,36 0,24
4 7,5:7,5 0,30 0,30
5 6:9 0,24 0,36
6 4,5:10,5 0,18 0,42
7 3:12 0,12 0,48
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Os sinais referentes aos hidrogénios H-5 e H-9 da isoniazida foram escolhidos
para esse estudo, pois sao sinais que nao apresentaram sobreposi¢coes e possuem
melhor definicdo. Como ilustracdo serd mostrado somente a expansdo dos
espectros referentes ao complexo 1/18 (INH/SO3NaCX6) (Figura 1.31), mas os

resultados para todos 0s complexos estdo expostos na tabela 1.6.

A
7,
7,
7,

.:-'\.
(7,585
L7 500
80

74

1:0
12:3
10,5:4,5

9:6

7,5:7,5 h

4,5:10,5 MpL

3:12

e i

SO3;NaCX6:INH

B e e L s s o S Ay L o
ppn
'y 8.8 86 84 8.2 B 7.8 78 74 72 7 8,8 86

Figura 1.31. Espectros de RMN de 'H das solugdes do SOsNaCX6 e INH em
diferentes concentracdes (D0, 300 MHz).
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Tabela 1.6. Valores de deslocamento quimico de RMN de *H dos complexos e as diferencas de deslocamento quimico (A= Jjyre-

0003v_mxmamv .

SOsz;NaCXx4

SO3NaCX6

Me-B-CD

Hp-B-CD

Razdo Molar

(Hospedeiros:INH)

moo_:c_mxmao

Ad= 0jiyre-

mnoau_mxmgo

mooa_o_mxmao

Ad= Bjiyre-

moo:,_v_mxmno

m003n_mxmao

Ad= Ojivre-

m003u_mxmgo

mnoac_mxmao

Ad= 0jivre-

@no:,_v_mxmno

12:3 7,5415 0,0465 7,5160 0,0720 7,6005 -0,0125 7,6010 -0,0130
10,5:4,5 7,552 0,0360 7,5265 0,0615 7,5995 -0,0115 7,5990 -0,0110
9:6 7,559 0,0290 7,5345 0,0535 7,597 -0,0090 7,5980 -0,0100
7,5:7,5 7,564 0,0240 7,5420 0,0460 7,5955 -0,0075 7,5960 -0,0080
6:9 7,568 0,0200 7,5510 0,0370 7,5940 -0,0065 7,5945 -0,0065
4,5:10,5 7,5725 0,0155 7,5590 0,0290 7,5930 -0,0050 7,5930 -0,0050
3:12 7,977 0,0110 7,5700 0,0180 7,5915 -0,0035 7,5910 -0,0030
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A interpretacdo dos dados expostos na tabela 1.16 foi realizada pela
construcéo dos graficos: (Adgps - r) em fungéo de r
Onde: Ad.s = variagdo do deslocamento (djivre- Ocomplexado)

r = [INH]/([INH] + [Ciclodextrina ou calixareno])

Para um dado valor de r, a concentracdo do complexo INH:hospedeiro
atingira um maximo correspondente ao ponto onde a derivada d[INH:hospedeiro]/dr
= 0. Isto podera ser observado nos gréaficos de Adqpsf Vs 1, quando sua derivada for
igual a zero, ou seja, onde Adqps atinge o valor maximo.

Pela andlise dos graficos (Figura 1.32) sugere-se que a estequiometria dos
complexos seja de 1:1, apesar dos graficos 1.32a e 1.32d apresentarem pontos
similares aos pontos estequiométricos (1:1). Este fato pode ser explicado pela

pequena variacdo que cada sinal apresenta no decorrer da titulagdo, embora outros

equilibrios em solugdo possam coexistir.
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Figura 1.32. Gréficos das titula¢cdes determinados por meio do método de Job para 0s
complexos. (a) SO3NaCX4:INH (b) SOsNaCX6:INH (c) Me-B-CD:INH (d) Hp-B-CD:INH.



62

1.3.2.4. Preparo, caracterizacdo e avaliagcdo anti-TB dos complexos e das
misturas fisicas

Em solugcdo aquosa os complexos de inclusdo encontram-se em um equilibrio
dindmico entre as formas livre e complexada, no qual a molécula-héspede se
associa e dissocia constantemente da molécula-hospedeira (Figuras 1.33) (STELLA,
1997).

v S O
v Yoo S
¥o ,?D:i" v

Figura 1.33. Esquema de formacéo do complexo de Inclusdo entre o acido salicilico
e uma molécula hospedeira (DE MACEDO, 2012).

Mudancas de temperatura podem afetar a complexagéo entre o hospede e 0
hospedeiro, na maioria dos casos aumentar a temperatura diminui o valor da
constante de associacdo aparente, e este efeito foi relatado como sendo um
possivel resultado da reducdo das forcas de interacdo, tais como as Forcas de Van
der Waals e as forgas hidrofébicas (FIELDING, 2000; SCHNEIDER, 1998).

Existem varias técnicas para obtencdo dos complexos de inclusdo no estado
sélido, mas em alguns casos € necessaria a utilizacdo de aquecimento. Assim, no
intuito de preservar a integridade, estrutura e atividades bioldgica foi escolhido o
método de liofilizagdo, que consiste na eliminacao do solvente através de um prévio
congelamento e posterior secagem a pressées reduzidas (CAO, 2005; RODRIGUEZ,
2006; VENTURA, 2005).

Assim, para obtencdo dos complexos liofilizados, quantidades equimolares
dos hospodeiros e da isonizada foram pesados e dispersos em agua destilada. As
dispersfes foram misturadas em agitador magnético por 48 horas e em seguida as
solucdes resultantes foram congeladas em N; e levadas a sublimacéo.

As misturas fisicas foram preparadas utilizando-se as mesmas razdes
molares dos grupos comparados no intuito de servirem como referéncia para a

comparacao com os complexos de incluséo liofilizados.
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1.3.2.4.1. Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho € uma das metodologias que sao
frequentemente utilizadas na caracterizacdo de complexos de inclusdo no estado
sélido por serem determinacdes rapidas e precisas, ainda que esta técnica
apresente limitagdes com relagédo as informacdes fornecidas (CUNHA, 2007; LYRA,
2010). Quando ocorre a complexacao, as bandas de absorcdo podem mudar de
posicao, diminuir a intensidade ou até mesmo desaparecer (CORTI, 2007).

Em funcéo das fracas interagbes envolvidas na formacdo dos complexos de
inclusdo, as mudancas nas bandas correspondentes aos grupos do héspede ou do
hospedeiro sdo bastante sutis. Contudo, esta técnica apresenta bons resultados
guando a molécula héspede possui bandas de absorcdo caracteristicas, como é o
caso da banda referente a carbonila (C=0) da isoniazida, em regides distintas das
moléculas hospedeiras (CABRAL, 1994).

Comparando os espectro do farmaco livre, hospedeiro, mistura fisica e o
complexo de incluséo liofilizado para os complexos derivados das ciclodextrinas (Hp-
B-CD e Me-B-CD) (Figura 1.34a-b) e os derivados dos calixarenos (SO3NaCX4 e
SO3NaCXe6) (Figura 1.35a-b), percebe-se que os complexos com as ciclodextrinas
apresentaram um pequeno deslocamento das bandas proximos da regido de 1655-
1656 cm™ associadas aos estiramentos das ligacdes C=O da carbonila, quando

comparado com o material de partida e a mistura fisica (Figura 1.34a-b).

Isoniazida

1666
Hp-p—CD

1641

Mistura fisica

Complexo
1656

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ntmero de onda (cm™)

Transmitancia (%)
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Isoniazida

b 1666
Me-B-CD 1647

Mistura fisica

omplexo
1655

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Transmitancia (%)

Numero de onda (cm™)

Figura 1.34. Espectro no infravermelho da isoniazida, hospedeiros, mistura fisica e
do complexo liofilizado. (a) Hp-B-CD (b) Me-B-CD.

As mesmas diferengas nao foram observadas entre os espectros envolvendo
os calixarenos (Figura 1.35). Uma explicacao seria o fato da presenca de uma banda
proxima a essa regido referente as ligacbes S=0O dos grupos sulfonatos dos
derivados dos calixarenos. Uma outra observacgao foi que os espectros no IV entre a
mistura fisica e os complexos de inclusdo (SOsNaCX4 e SO3;NaCX6) demonstraram
grandes semelhancgas, indicando a possibilidade de ter ocorrido a formagéo do
complexo no processo de obtencdo da mistura fisica, pois geralmente este

corresponde a sobreposicao dos espectros das moléculas hdspede e hospedeira.
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Figura 1.35. Espectros no infravermelho da isoniazida, hospedeiros, mistura fisica e
do complexo liofilizado. (a) SOsNaCX4 (b) SOsNaCX6.

1.3.2.4.2. Estudo termoanalitico por analise de calorimetria de varredura (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € outra metodologia largamente
empregada no estudo de complexos de inclusdo no estado solido. Isso pode ser
observado nos inameros trabalhos publicados recentemente (KAROYO, 2011;
ALMEIDA, 2011; DE LISI, 2011).

A formacédo de um composto supramolecular pode ser atribuido pela diferenca
nos perfis das curvas de DSC entre as misturas fisicas e os complexos de incluséo.
A formagdo do complexo pode ser caracterizada por deslocamentos ou
desaparecimentos de eventos relacionados a fusdo ou a decomposicdo, porém
guando ndo ocorre a interacdo entre o hospede e o hospedeiro as curvas sao
apresentadas como um somatoério de ambos os componentes (FERNANDES, 2002).

Neste sentido, foi utilizado a técnica de DSC para complementar a atribuicao
da formacdo dos complexos INH/hospedeiros. Para isso foram obtidos curvas de
DSC da INH, hospedeiro, mistura fisica e do complexo liofilizado para os 4
hospedeiros utilizados neste trabalho (Figura 1.36 (a) Hp-B-CD; (b) Me-B-CD; (c)
SO3NaCXx4 e (d) SO3NaCXxe6.).
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Com base nas propriedades termodindmicas das amostras e nas
comparacdes entre as curvas de DSC foi possivel atribuir a formacdo dos
complexos. Nas analises realizadas observou-se o0 desaparecimento do pico
referente a fusdo da INH nas amostras candidatas a complexo. Sugere-se que esse

desaparecimento se deve a ocorréncia de interagdo entre o hospede e o hospedeiro.

Isoniazida Isoniazida

a b
Hp-5-CD W

Complexo

Complexo

T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

c d

SO,NaCX4
SO,NaCX6

Mistura fisica

Mistura fisica

Complexo
Complexo

T T T T T
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 1.36. Termogramas de calorimetria diferencial de varredura da isoniazida,

hospedeiros, mistura fisica e do complexo liofilizado. (a) Hp-B-CD (b) Me-B-CD (c)
SO3NaCX4 (d) SOzNaCX6.

1.3.2.4.3. Determinacéao da estrutura do complexo por NOE
Outra metodologia empregada no estudo de complexos de inclusdao é pela
anélise das interacdes dipolares homo (*H-'H) ou heteronucleares (*H-3C) através

do efeito nuclear de Overhauser (NOE). Os experimentos de diferenca de NOE,
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NOESY 1D ou ROESY 1D aplicados ao estudo de complexos podem revelar uma
associacao supramolecular.

O experimento ROESY permite a determinacdo das interagcbes dos
hidrogénios do hospedeiro que se encontram em dire¢do ao centro da cavidade com
os hidrogénios do hdspede. A informacao obtida a partir deste experimento pode dar
indicios da estrutura do complexo formado.

Os espectros dos complexos com as ciclodextrinas INH/Hp-B-CD (1/19) e
INH/Me-B-CD (1/20) (Figuras 1.37 e 1.38, respectivamente) mostram 0s incrementos
de ROE dos hidrogénios H-3,5 das ciclodextrinas (19 e 20) quando a regidao dos
hidrogénios H-5,9 da isoniazida séo irradiados, sugerindo que a molécula da

iIsoniazida encontra-se inclusa na cavidade das ciclodextrinas (Figura 1.39).
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Figura 1.37. Espectros de RMN de *H (D0, 400 MHz) a) complexo isoniazida/
Hp-B-CD (1/19); b) Espectro 1D-ROESY irradiado nos hidrogénios H-5,9 do
complexo isoniazida/Hp-B-CD (1/19).
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Figura 1.38. Espectros de RMN de *H (D,0, 400 MHz) a) complexo isoniazida/Me-B-
CD (1/20); b) Espectro 1D-ROESY irradiado nos hidrogénios H-5,9 do complexo

isoniazida/Me-B-CD (1/20)

R = 2-hidroxipropil (2)

R = metil (3)

Figura 1.39. Proposta para as topologias dos complexos Isoniazida/ciclodextrinas

(1/19 e 1/20).
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Para os complexos da isoniazida com os calixarenos (1/17 e 1/18) achou-se
conveniente realizar a irradiacdo na regidao dos hidrogénios H-6,8 da isoniazida
(Figura 1.40) devido a proximidade dos hidrogénios H-5,9 da isoniazida com os
hidrogénios aromaticos dos calixarenos (Hs). Como pode ser observado, nao
ocorreu incremento de ROE nos hidrogénios (Ha, e CH,) dos calixarenos,
possivelmente pelas distancias entre os nucleos e, ainda, a alta flexibilidade
conformacional que os calixarenos possuem (IKEDA, 1997) (quatro conformacdes
para o calix[4]areno e oito para o calix[6]areno) (Figura 1.41).
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hidrogénios H-6,8
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- s ¥ & 5 4  [ppm

Figura 1.40. Espectros de RMN de *H (DO, 400 MHz) a) complexo isoniazida/
SO3NaCX4 (1/17); b) Espectro 1D-ROESY irradiado nos hidrogénios H-6,8 do
complexo isoniazida/ SOsNaCX4 (1/17).
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1,3-alternado 1,2-alternado

Figura 1.41. Possiveis conformag@es para o calix[4]areno (VERAVONG, 2000).

Estudos tedricos envolvendo os processos de complexacao da isoniazida com
os hospedeiros (17 e 20) foram desenvolvidos pelo grupo do professor Wagner B.
Almeida (UFMG) (DE ASSIS, 2012) no sentido de complementar a caracterizagéo
dos complexos de inclusdo, bem como fornecer o0s possiveis arranjos
supramoleculares (Figura 1.42).

Apesar de se tratar de estruturas complexas, os dados tedéricos obtidos
nesses estudos sao condizentes com os valores experimentais observados por RMN
de 'H, mostrando que os métodos computacionais podem ser utilizados como

suporte para indicar a estrutura desses compostos.

Figura 1.42. Possiveis arranjos supramoleculares para os complexos:
a) INH/SOsNaCX4 (1/17); b) INH/Me-B-CD (1/20).
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Parte Il

1.4. Sintese de hidrazonas derivadas da isoniazida.

1.4.1. Justificativas e objetivos

As hidrazonas sdo derivados nitrogenados de aldeidos e cetonas que
apresentam dois atomos de nitrogénio interconectados, sendo preparadas por meio
de reacbes de adicdo nucleofilica a compostos carbonilados, sendo esta reacao

catalisada por um acido ou uma base (Esquema 1.10).

R2

e

R! \W©° H,N

R2

OH
H 2 Base ou acido
N -1 H H
~ —_— N
- g R’ N R R’ \N/ NS
H

Esquema 1.10. Condicao para obtencédo de uma hidrazona.

A funcgdo hidrazona consiste em um importante grupo farmacoférico, estando
presente em inimeras substancias bioativas, induzindo principalmente as atividades
anti-inflamatéria (BARREIRO, 2002), antimicrobiana (ZAHINOS, 2008; BHATT,
1984) e antituberculose (OZDEMIR, 2010) (Figura 1.43).

H
he °
0 N
H R2 7 D
0 \Q\KN\NAQ N\ ?)‘\H
N
o
R1

Antibacteriana

HsC antiinflamatoria

H

0
\N/N\S//
J
cl

Antimicrobiana

Antibacteriana

Figura 1.43. Exemplos de substancias bioativas contendo a funcéo hidrazona.
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O grupo de pesquisa de Hearn e cols (HEARN, 2009) e Souza e cols (DE
SOUZA, 2009) prepararam varias hidrazonas a partir da isoniazida. Segundo estudo
de relacdo estrutura-atividade feito por esses autores, 0s compostos mais ativos
foram aqueles que apresentaram maior lipofilicidade.

Neste sentido, essa parte do trabalho visa a preparacdo de hidrazonas
derivadas da isoniazida contendo cadeias carbdnicas aromatica ou alifatica
(saturada e insaturada) no intuito de se obter moléculas mais lipofilicas, contendo o
grupo farmacoférico hidrazona.

As hidrazonas alifaticas foram preparadas pela condensacdo da isoniazida
com aldeidos (Figura 1.44a), enquanto as aromaticas foram sintetizadas pela
condensacao da isoniazida com cetonas analogas as curcuminas (Figura 1.44b) ou
com o tereftalaldeido.

=
a N b
O H R 0
\N¢ X
NH
\ N/
P |

N R1 \ / R1

R = derivados alifaticos ou aromaticos

Figura 1.44. Estrutura dos derivados da isoniazida.

Para obtenc&o das hidrazonas analogas a curcumina foi utilizado um aparelho
de micro-ondas como fonte de aquecimento, pois em um teste preliminar foi obtido
um bom resultado na sintese destes compostos quando comparado com o
aguecimento convencional.

Ao contrario de reacbes térmicas convencionais que se utilizam da
condutividade térmica dos materiais para transferéncia de calor, a micro-onda
interage diretamente com as moléculas do meio possibilitando a reducdo do tempo
reacional. Este processo de aquecimento € chamado de rotacdes de dipolo e
relaciona-se com o alinhamento das moléculas que tem dipolos permanentes ou
induzidos, onde moléculas polares tentam se alinhar com o campo elétrico altamente
oscilante da micro-onda (BARBOSA, 2001).
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1.4.2. Resultados e discussdes
1.4.2.1. Sintese de hidrazonas lipofilicas pela reagcdo com aldeidos

A sintese das hidrazonas (Esquema 1.11) foi realizada pela adicéo
nucleofilica da isoniazida aos aldeidos citral 27 (mistura de neral e geranial), decanal
29 e o tereftalaldeido 31 em metanol anidro sob refluxo por 24 h. O composto 34 foi
filtrado do meio reacional com 93% de rendimento, enquanto que para obtencao dos
compostos 28 (59%) e 30 (80%) o meio reacional foi evaporado e o sélido obtido foi
recristalizado em etanol a quente.

A preparacédo do composto 32 (25%) foi realizada em metanol anidro a 30 °C
por 12 h, o qual foi purificado por coluna cromatografica usando-se como eluente a
mistura acetato de etila/metanol. Em seguida, foi realizada a tentativa de obtencéo
do composto 33 através da reacdo do composto 32 com a dodecilamina em metanol

anidro a temperatura ambiente, mas ndo foi observada a formacdo do composto

almejado 33.
N\ Ng Isoniazida \C/ \N¢ P
‘ metanol O |
27 28 59%
Citral
H H
o) o O\C/N\Nécf(CHz)scW
)}\ Isoniazida I
H3C(CHy)g H ’ ‘
metanol _
N
29 30 84%

ONe \N4

O\ - \Né
o) O Isoniazida \©\ dodsgil
—_—
O T e

metanol metanol

31 32 25%
Tereftalaldeido

H
O N C
L X NF =
9 O Isoniazida ¢ N
N C4N\
H H  metanol | o

31

0,
Tereftalaldeido 34 93%

Esquema 1.11. Preparacao de hidrazonas com cadeia lipofilica saturada ou
insaturada.
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Através da anélise dos espectros de RMN de 'H e de **C foi possivel atribuir
a formacao dos compostos 35 e 36, na reagdo do composto 32 com a dodecilamina
(Esquema 1.12).

H H
o N c H H

Nns NN (@) N CH>)10CH

C N Dodecilamina N \C/( 2hoCHa CHa(CH,) _N%C

N Hy 3(CH2)14

-0 A +

| C|3 metanol | C4N—(CH2)11CH3

=

N H N/ H

32 35 20% 36 35%

Esquema 1.12. Formacao dos compostos 35 e 36.

Um dos objetivos desta parte do trabalho era reagir diferentes aminas de
cadeia alifatica com a funcao aldeido presente na estrutura do composto 32, com a
intencdo de obter derivados que apresentassem um espacador aromatico entre a
unidade isoniazida e cadeia alifatica, mas como o derivado 32 se mostrou instavel
nao foi possivel seguir esta estratégia.

Como os derivados 28, 30, 32, 34, 35 e 36 possuem estruturas muito
semelhantes, ser& discutido apenas a caracterizagdo dos compostos 28 e 35.

1.4.2.1.1. Caracterizacao do (E)-N'-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ilideno-
isonicotinoil-hidrazona 28

No espectro vibracional na regido do infravermelho do composto 28 observa-
se uma banda de absorcdo em 3447 cm™ referente ao modo de estiramento da
ligacdo N-H e O-H e bandas em 3044 e 2982 cm™ referentes aos modos de
estiramento das ligacbes C-H aromético e alifatico, respectivamente. Observou-se,
ainda, uma banda de absorcdo intensa em 1770 cm™ referente ao modo de
estiramento da ligagao C=0.

No espectro de RMN de 'H de 28 (Figura 1.45) observou-se trés simpletos
entre & 1,74 e 1,57 correspondentes aos hidrogénios dos grupos metila (H-3a, H-8 e
H-9), um sinal largo em & 2,17 correspondente aos hidrogénios H-4 e H-5, um
dupleto em & 5,95 (1H, J,; = 9,7 Hz) referente ao hidrogénio H-2, um dupleto em &
8,48 (1H, Ji, = 9,7 Hz) correspondente a H-1 e, ainda, dois dupletos em & 8,62 e

7,78 atribuidos aos hidrogénios piridinicos H-6’/8" e H-5’/9’, respectivamente.
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Figura 1.45. Espectro de RMN de *H do composto 28 (CDCls;, 300 MHz).
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No espectro de RMN de **C de 28 (Figura 1.46) observam-se quatro sinais
entre 6 26,2 e 17,5 atribuidos aos carbonos C-3a, C-4, C-5, C-8 e C-9. Observou-se
também a presenca de dois sinais em & 150,4 e 121,6 atribuidos aos carbonos C-
6'/8 e C-5'/9' respectivamente.

O grupo de pesquisa de Pihlasalo e cols (PIHLASALO, 2007) realizaram a
atribuicdo dos sinais de 'C para o citral (Figura 1.47), onde a principal diferenca
entre os isdmeros E e Z esta no sinal referente ao carbono C-4, como pode ser visto
na Tabela 1.6. Através desses dados é possivel atribuir que o sdlido obtido nesta
reacao se trata de um derivado do geranial (isbmero E) devido a presenca do sinal

em 3 40,3 atribuido a C-4 no espectro de RMN de **C do composto 28.
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Figura 1.46. Espectro de RMN de **C do composto 28 (CDCls, 75 MHz).

Tabela 1.6. Dados dos isbmeros do citral.

C | Z(Neral) | E (Geranial) 28

1] 1907 191,3 140,4
2 | 1292 128,0 121,4
3| 1638 163,9 150,1
3a| 249 17,4 17,4

32,9 41,0 40,3

27.7 26.5 26.2 Z-citral E-citral

133,6 132,9 132,5

17,7 17,7 17,7

4
5
6 123,7 123,9 121,4 Figura 1.47. Estrutura dos isdmeros do citral.
7
8
9

25,8 25,8 25,7




78

A estrutura do composto 28 pode ser confirmada pela difragdo de raios X,
onde se observa que a ligagdo dupla da funcéo hidrazona também encontra-se em
E. (Figura 1.48).

Figura 1.48. Estrutura do cristal do composto 28.

1.4.2.1.2. Caracterizacdo do 3’-carboamida-N-dodecil-piridina 35

No espectro vibracional no infravermelho do composto 35 observa-se uma
banda em 3312 cm™ referente ao modo de estiramento da ligacdo N-H, em 3061 e
2924 cm™ bandas referentes aos modos de estiramento das ligacbes C-H de
aromatico e alifatico, respectivamente. Observou-se, ainda, uma banda de grande
intensidade em 1629 cm™ atribuido ao modo de estiramento da ligagédo C=0.

No espectro de RMN de 'H de 35 (Figura 1.49) observou-se a presenca de
um multipleto entre & 0,76 e 0,78 atribuido ao CHs, e ainda, sinais entre & 1,13 e
3,34 referentes aos demais hidrogénios da cadeia alifatica. Observou-se também
dois dupletos em & 8,54 (Js.4 = 6 Hz) e 7,51 (J4.5 = 6 Hz) que podem ser atribuidos
aos hidrogénios aromaticos (H-5',7’ e H-4',8’).

No espectro de RMN de **C da amida 35 verificou-se a presenca dos sinais
referentes aos carbonos alifaticos entre & 40,4 e 14,2 enquanto que 0s sinais
referentes aos carbonos aromaticos foram observados em & 150,4, 142,1 e 121,1

atribuidos aos carbonos C5,7’, C-3’ e C-4’,8’, respectivamente.



79

85581
85383
75288
75244
75142
75091
— 69992
33409
33182
32977
32736
14886
14652
11382
07820
07608

N N Fl ¥
P*
\CZ-/ 1> 12
3 Hy
8 \ & 1
| 3-11

7 5
N \
&

12

A R R Y T T SRR AR L YRRV AL

Figura 1.49. Espectro de RMN de ELplilm)do composto 35 (CDCl3, 300 MHz).

No espectro de massas do composto 35 (Figura 1.50) foi encontrado o pico
de massa 289,6 que corresponde a férmula minima C;gH29N,O [M — H]. O valor da

massa esperada para tal composto € de 289,4 [M — H].

PCJV 12 - NEG - 2.5/30/1/1.0/150/300 13:02:2601-Jul-2010
MO3100884 22 (0.222) Sm (Mn, 2<0.70); Cm (3:30) Scan ES-
100+ 2806 2.48e5
=
1692
200.5
miz
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500

Figura 1.50 Espectro de massas do composto 35.
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As hidrazonas lipofilicas sintetizadas nesta parte do trabalho foram avaliadas
contra o Mycobacterium tuberculosis, onde foi possivel verificar uma 6tima atividade
para o composto derivado do citral 28 (estes dados seréo discutidos na parte IV-
atividade biologica). Em razdo deste resultado resolvemos avaliar a influéncia do
grupo funcional hidrazona na atividade biol6gica deste composto.

Neste sentido, de acordo com 0s reagentes que tinhamos no laboratério, foi
planejada a obtencao de dois anélogos (38 e 40) (Esquema 1.13) que ndo possuem
a funcéo hidrazona em suas estruturas. Para obtencdo do composto 38, foi realizada
uma reacdo do tipo amidacdo entre a isoniazida 1 e o acido geranico 37 em
presenca de dicicloexilcarbodiimida (DCC) e 4-dimetiaminopiridina (DMAP) em
tetraidrofurano (THF) durante 24h a temperatura ambiente. O composto 38 foi
isolado em 50% de rendimento apds purificacdo por coluna cromatogréfica
(diclorometano/metanol 9:1).

Para a obtencéo do derivado 40, foi planejada uma reacdo de substituicdo do
bromo presente no brometo de geranila 39. Esta reacao foi realizada em metanol a
50 °C por 24 h. Apos este tempo, foi verificado por placa cromatografica a formacao
de diversos subprodutos, e ainda, que a maior parte da isoniazida nao tinha reagido.
Através do RMN de *H do bruto reacional foi possivel atribuir & formacéo de uma
pequena quantidade do possivel produto desejado, mas devido a complexidade para

realizar a separagdo do mesmo por cromatografia, ndo foi possivel obter este

produto.
Br
| 39 H H I

Se Ny F - Nc” ONH, No W N

N H
N ‘ X DCC, DMAP ’ A
- B —

| = | THEF, ta. N THF, ta. N |

40 1 3850 %

Esquema 1.13. Rota sintética para obtencédo dos analogos do composto 28.
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1.4.2.1.3. Caracterizacao do (E)-N'-3,7-dimetil-2,6-octadienoil-isonicotinoil-
hidrazona 38

No espectro de RMN de 'H de 38 (Figura 1.51) observaram-se dois simpletos
em © 1,52 e 1,61 correspondentes aos hidrogénios dos grupos metila (H-8 e H-9),
um multipleto entre & 2,01 — 2,05 correspondente aos hidrogénios 3a, H-4 e H-5, um
sinal largo em & 4,98 referente ao hidrogénio H-6, dois dupletos em & 7,64 (Js.s = 6
Hz) e 8,58 (Jo¢.s = 6 Hz) atribuidos aos hidrogénios piridinicos H-5/9’ e H-6’/8,

respectivamente.
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Figura 1.51. Espectro de RMN de *H do composto 38 (CDCls, 300 MHz).

No espectro de RMN de *C de 38 observam-se sinais entre & 17,77 — 26,14
atribuidos aos carbonos C-3a, C-4, C-5, C-8 e C-9. Observou-se também a presenca
de dois sinais em & 150,4 e 121,6 atribuidos aos carbonos C-6’/8 e C-5/9’
respectivamente e ainda dois sinais em & 159,1 e 163,6 atribuidos aos carbonos das

carbonilas C-1 e C-3'.
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1.4.2.2. Sintese de hidrazonas aromaticas analogas as curcuminas
1.4.2.2.1. Procedimento para a sintese da dibenzalacetona 42a e de seus
derivados substituidos 42b-e

As hidrazonas aromaticas sintetizadas nesta parte do trabalho foram
preparadas pela condensacdo da isoniazida com cetonas anélogas as curcuminas.
A curcumina (Figura 1.52) é uma cetona natural derivada da curcuma (Curcuma
longa), uma especiaria utilizada na Asia que tem sido extensivamente investigada.
Estudos relacionando estrutura e atividade de derivados de curcumina tém sido
realizados a fim de se desenvolverem moléculas com melhores atividades
(CHANDRU, 2007; LIANG, 2008). Varios desses derivados tém apresentado
atividade antiprotozoaria (ARAUJO, 2008), antifungica (APISARIYAKUL, 1995), anti-
inflamatéria (ARAUJO, 2001), etc.

Figura 1.52. Estrutura da curcuminas.

Para a obtencdo das hidrazonas aromaticas analogas a curcumina foi
realizada, inicialmente, a preparacdo das cetonas aromaticas 42a-e através de
reacoes de condensacéao alddlica em meio basico (REZENDE, 2007; GOMES, 2011;
FRANCO, 2010). Para a sintese destas cetonas, os aldeidos aroméaticos
benzaldeido 4la, p-metoxibenzaldeido 41b, 3,4,5-trimetoxibenzaldeido 4lc, p-
dimetilaminobenzaldeido 41d e o tiofeno carboxialdeido 41le foram condensados
com a acetona na presenca de uma solugcdo aquosa de NaOH. As misturas
reacionais permaneceram sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por
aproximadamente 30 minutos, quando observou-se a formacdo de um precipitado
floculento. Os sélidos formados foram entdo separados por filtragdo a vacuo e
lavados com H,O/EtOH, a fim de eliminar o excesso de base, e recristalizado em
hexano/AcOEt na proporcéo de 3:1 v/v ou em EtOH obtendo-se os compostos 42a-e
em 60 a 90% de rendimento (Esquema 1.14). Essas cetonas foram caracterizadas

por andlises de seus espectros no IV, RMN de *H e de **C.
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H\C//O
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Rs R4 >
EtOH
Ry R,
R3
4l1a-d 42a 90%
42b 60%
42c 70%
42d 71%

a: R!=R’=R*=R*=R°=H

b: R!=R?=R*=R°=H; R*= OMe

¢: R'=R’>=H; R’=R*=R*= OMe

d: R!=R?>=R*=R°=H; R* = N(Me),

S

CHO
@/ Acetona, NaOE

41 EtOH 42e 80%

Esquema 1.14. Rota sintética para obtencdo das cetonas 42a-e.

Devido a semelhanca estrutural dos compostos 42a-e serad apresentada a

caracterizacdo apenas da cetona 42e.

4.2.2.1.1. Caracterizacéo da (1E,4E)-1,5-bis(tiofen-2’-il)-penta-1,4-dien-3-ona 42e

No espectro vibracional no infravermelho de 42e observou-se a presenca de
bandas de absorcdo em 3099 e 3073 cm™ correspondentes aos estiramentos das
ligacbes C-H de aromatico e a presenca de uma banda de absorcéo intensa em

1663 cm™ correspondente ao estiramento C=0.

No espectro de RMN de 'H de 42e (Figura 1.52) observou-se a presenca de
dois dupletos, sendo o primeiro em & 6,81 correspondente aos hidrogénios olefinicos
H-1 e H-5 (J12 = 15,7 Hz) e outro em & 7,83 correspondente aos hidrogénios H-2 e
H-4 (J,1 = 15,7 Hz). A partir das constantes de acoplamento foi possivel atribuir a
relacdo trans (Figura 1.53) entre os grupos ligados aos carbonos das duplas
ligacoes.
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Figura 1.52. Espectro de RMN de *H do composto 42e (CDCl;, 300 MHz).

Magnitude das constantes de acoplamento em uma olefina

Ha 2J Hy=He ~ 0 — 3 Hz (geminal)
>—< %) Ha—Hp ~ 10 — 16 Hz (trans)
Hy R

%) Ha=Hc ~ 8 — 12 Hz (cis)

Figura 1.53. Magnitude das constantes de acoplamento em uma olefina.
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No espectro de RMN de **C de 42e (Figura 1.54) foram observados os sinais
entre 0 124,0 e 140,9 correspondentes aos carbonos aromaticos (C-1’, C-3’, C-4’ e
C-5) e olefinicos (C-1, C-2, C-4 e C-5) e um sinal em ® 187,9 correspondente ao

carbono C-3.
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Figura 1.54. Espectro de RMN de *3C do composto 42a (CDCls, 75 MHz).

1.4.2.3. Procedimento para a sintese das hidrazonas 43a-e

A partir das cetonas andlogas da curcumina descritas anteriormente
(Esquema 1.14), foi realizada a sintese das hidrazonas 43a-e (Esquema 1.15) pela
adicdo da isoniazida e acido p-toluenossulfénico as solu¢des das cetonas 42a-e em
metanol. Nestas reacdes foi utilizado como fonte de aquecimento um forno de micro-
ondas, obtendo-se tempos reacionais que variaram de 20 a 40 minutos.

Os compostos 43a-e foram obtidos apds purificacdo por coluna
cromatografica em rendimentos que variaram de 65 a 89% e foram caracterizados
por andlise de seus espectros no IV, RMN de 'H e de *C e massas de alta

resolucéo.



86

NF
A | 0
Rs 0o Rs
Ry AN % R4 Isoniazida
R O R R O . MeOH, PTSA
’ 1 1 ’ M.O. (refluxo)
Ra Ry L - !
42a-d 243a 20 min 67% 2

43b 20 min 89%
43c 20 min 71%
43d 40 min 79%

¢: R,=Rs=H; R,=R;=R,= OMe |
\ 0}
d: R1:R2:R4:R5:H; R3 = N(Me)z

Isoniazida

Y

MeOH, PTSA
M.O. (refluxo)

Esquema 1.15. Preparacéo das hidrazonas 23a-e.

Devido a semelhanca estrutural dos compostos 43a-e serd apresentada a

caracterizacao apenas da hidrazona 43e.

1.4.2.3.1. Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-(ditienil-2’il)-1,4-dien-3-ona-2-
isonicotinoil-hidrazona 43e.

No espectro vibracional na regido do infravermelho pode-se observar bandas
de absorcdo proximas de 3400 cm™ referentes ao modo de estiramento da ligacdo
N-H. Observou-se ainda bandas intensas em 1650 cm™ atribuidas aos modos de
estiramento da ligacdo C=0.

No espectro de RMN de *H (Figura 1.55) observa-se dois sinais em & 8,62 e
7,64 referentes aos hidrogénios H-6"/8" e H-5"/9” da unidade isoniazida. Pode-se
verificar ainda sinais entre & 7,31 e 6,60 que podem ser atribuidos aos demais

hidrogénios aromaticos e olefinicos.
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Figura 1.55. Espectro de RMN de *H do composto 43e (CDCls, 300 MHz).

No espectro de RMN de **C observam-se trés sinais entre & 141,5 e 140,2
correspondentes aos carbonos arométicos C-1’ e C-4’; os sinais em & 149,7 e 121,5
foram atribuidos aos carbonos C-6"/8” e C-57/9”. Observou-se ainda dois sinais em
6 150,6 e 150,5 atribuidos aos carbonos C-3 e C-3”.

No espectro de massas do composto 43e (Figura 1.56) foi encontrado o pico
de massa 366,0744 que corresponde a férmula minima Ci9H15N30S, [M + H]. O

valor da massa esperada para tal composto foi de 366,0735 [M + H]J.

100 366.0744

367.0776
i , \ WBOTID oo oen
o 353.5983 354.1584_ 2°00%7% 3570789 asgoeea 3811110 ggp0g4g 3640583 3655764 3710844 373.6189374.0819 374 5775 3763130

352.0 354.0 356.0 358.0 360.0 362.0 364.0 366.0 368.0 370.0 3720 374.0 376.0

m/z

Figura 1.56. Espectro de massas do composto 43e.
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Parte IV
1.5. Atividade biolégica
1.5.1. Teste antibacteriano contra o M. tuberculosis
As atividades antimicrobianas dos complexos da Parte Il (Tabela 1.7) e dos

compostos 43a, 43b, 43c, 43d e 43e da Parte Il foram avaliadas in vitro contra o M.

tuberculosis H37Rv ATTC 27294 utilizando-se 0 método colorimétrico Alamar Blue
(MABA) para a determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CIMgy) no IPEC-
FioCruz em colaboragao com a pesquisadora Maria Cristina S. Lourenco. O CIMgg
pode ser definido como a menor concentragao da substancia capaz de inibir 90% do
crescimento bacteriano.

Os resultados da Tabela 1.7 mostram que os complexos apresentaram uma
significativa atividade biolégica contra o M. tuberculosis (CIMgy = 2,5 ng/mL) quando
comparados com os farmacos de primeira linha isoniazida (INH CIMgy = 0,2 ug/mL) e
rifampicina (RIP MICgy = 1,0 pg/mL). Quando leva-se em consideragdo a massa
molar dos compostos (CIMgy = 1,6 a 2,6 umol/L) € possivel observar que os CIMs
para os complexos se aproximam ainda mais daqueles dos farmacos de primeira
linha (INH = 1,5 umol/L e RIP = 1,2 umol/L).

Observa-se ainda que os valores dos CIMs entre os complexos e as misturas
fisicas sdao proximos. Uma possivel explicacdo para esses resultados seria a
formacgao dos complexos a partir das misturas fisicas no processo de solubilizagédo e
diluicdo da amostras.

Tabela 1.7. Avaliacao biol6gica dos complexos da Parte |l contra o M. tuberculosis.

Complexos da Parte Il

Compostos ClIMgo (pg/mL) CIMgp (umol/L)
Complexo SOzNaCX4/INH 2,5 2,6
Mistura Fisica SO3NaCX4/INH 2,5 2,6
Complexo SO3zNaCX6/INH 2,5 1,8
Mistura Fisica SO3NaCX6/INH 5,0 3,6
Complexo Me-fCD/INH 2,5 1,7
Mistura Fisica Me-BCD/INH 2,5 1,7
Complexo Hp-BCD/INH 2,5 1,6
Mistura Fisica Hp-BCD/INH 5,0 3,1
RIP (droga de referéncia) 1,0 1,2
INH 0,2 1,5




90

Os resultados (Tabela 1.8) mostram que as hidrazonas 43a, 43b, 43c, 43d e

43e (Figura 1.57) da parte Ill também apresentaram atividade biolégica contra o M.

tuberculosis. A melhor atividade observada foi para o composto 43c com um CIM de

3,12 pg/mL.

4_33R1:R2:R3:R4:R5:H
@R1:R2:R4:R5:H;R3:OM9
@R1:R5:H;R2:R3:R4:OMG
43d R; = R, = Ry = Rs = H; Ry = N(Me)

Figura 1.57. hidrazonas derivadas da curcumina.

Tabela 1.8. Avaliagéo biologica dos compostos da Parte 11l contra o M. tuberculosis.

Compostos da Parte I

Compostos CIMgo (ug/mL) CIMgo (umol/L)
432 12,5 35,4
43b 6,25 15,1
43c 3,12 5,85
43d 25,0 56,9
43e 25,0 68,5
RIP (droga de referéncia) 1,0 1,2
INH 0,2 1,5

1.5.2. Teste antibacteriano pelo método da susceptibilidade a resazurina

Este teste antibacteriano foi realizado no ICB-UFJF em colaboracdo com Prof.

Dr. Henrique Couto Teixeira. Para avaliagao do CIM os analogos foram solubilizados

e diluidos em uma placa de 96 pocos em varias concentragcbes. Nesses pocos, as
bactérias M. bovis, M. smegmatis (ATCC14468), M. abscessus (ATCC199777) e M.

chelonae (ATCCS5752) foram entdo adicionadas e incubadas durante sete dias a

37°C. Apos este periodo, o CIM foi obtido pelo método de redugao pela resazurina.
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Apenas o composto 30 (Figura 1.58) (Tabela 1.9) mostrou atividade

bactericida contra M. smegmatis em uma concentracdo de 800 ug/mL, sendo que o

padrao utilizado (isoniazida) ndo apresentou atividade.

Figura 1.58. Hidrazonas lipofilicas avaliadas contra diferentes bactérias.

Tabela 1.9. Avaliacdo biol6gica dos compostos 28 e 30a.

Concentracdao Minima Inibitéria

Bactérias RIF INH 28 30
M. bovis 0,3 ug/mL - - -
M. chelonae - - - -
M. abscessus - - - -
M. smegmatis - - - 800 pg/mL

Como os resultados sobre as bactérias M. bovis, M.
e M. chelonae ndo foram satisfatorios, o grupo do Prof.

essas substancias como antiinflamatérios e aguarda-se os resultados.

smegmatis, M. abscessus

Henrique passou a testar

1.5.3. Avaliacado contra o M. tuberculosis e estudo de nanoencapsulacao

A atividade antimicobacteriana do composto 28 (Figura 1.58) foi avaliada in

vitro, no Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina

sob orientagao do Prof. Dr. Andre Bafica, empregando-se o método colorimétrico do

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol 2-il)-2,5-difeniltetrazolio), através do tratamento

direto em culturas de M. tuberculosis H37Rv. Tanto a isoniazida livre (Figura 1.56b)

quanto o composto 28 (Figura 1.56¢) reduziram significativamente a viabilidade do

M. tuberculosis, enquanto que o tratamento de 28 com nanoparticulas poliméricas
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de PLGA (acido poli-latico-co-glicolico) (Figura 1.59e) conduziu a uma atividade

antimicobacteriana superior a isoniazida encapsulada (Figura 1.59d).

Figura 1.59. Atividade antimicobacteriana a) grupo controle positivo, sem tratamento,
apos 6 dias de incubacgdo. b) grupo tratado com INH (100 pg/mL) apés 6 dias de
incubacdo. c¢) grupo tratado com o composto 28 (100 ug/mL) apdés 6 dias de
incubacédo. d) grupo tratado com nanoparticulas contendo INH (100ug/mL) apés 6
dias de incubacado. e) grupo tratado com nanoparticulas contendo o composto 28
(100pg/mL) apds 6 dias de incubagéo.

Além da melhor atividade biolégica, o composto 28 permitiu uma eficiéncia de
encapsulacédo 4 vezes maior que a isoniazida, ficando esse valor entre 70 e 80%
(Figura 1.60) (ROMAN, 2012).
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Figura 1.60. Taxa de encapsulagéo da isoniazida e do composto 28 nas

nanoparticulas poliméricas de PLGA.

avaliacdo antituberculose e realizagdo dos testes de nanoencapsulamento e

aguarda-se os resultados.
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1.6. Conclusdes
Neste trabalho descrevemos a sintese de trinta e uma substancias, sendo

quinze inéditas, a saber: seis derivados da galactose (14b, 15a, 15b, 15c, 16a e

16b), quatro complexos de inclusdo (17/1, 18/1, 19/1 e 20/1) e cinco analogos de

curcuminas (43a, 43b, 43c, 43d e 43e). Todos compostos foram sintetizados

utilizando-se metodologias simples que forneceram derivados da isoniazida em
rendimentos de moderados a satisfatérios.

Os compostos 16a e 16b da Parte | foram obtidos sob a forma de misturas
anomeéricas.

A metodologia empregada na parte Il possibilitou a obtencdo dos complexos
SO3NACX4:INH (17/1), SOsNACXs:INH (18/1), Hp-B-CD:INH (19/1) e Hp-B-CD:INH
(20/1), caracterizados por trés métodos: Ressonancia Magnética Nuclear,
espectroscopia na regido do infravermelho e calorimetria diferencial de varredura.
Os resultados obtidos sugerem que o método de complexacdo em fase liquida e
posterior liofilizacdo foi adequado. A caracterizagcdo por espectroscopia de RMN de
'H possibilitou a construcdo de gréaficos pelo método de Job, com os quais foram
possiveis atribuir a estequiometria dos complexos.

Os complexos foram testados quanto a sua atividade antibacteriana contra o
Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv utilizando-se a metodologia Alamar Blue no
Laboratorio de Bacteriologia (IPEC) da Fundacdo Oswaldo Cruz FioCruz-RJ
exibindo um CIM que varia de 2,5 a 5,0 ug/mL, e quando leva-se em consideragéo a
massa molecular dos compostos (Tabela 1.7), a atividade biologica dos complexos
(1,6 — 2,6 umol/L) assemelham-se a isoniazida (1,5 umol/L).

Os compostos 43a, 43b, 43c 43d e 43e da parte lll foram testados na

FioCruz-RJ e apresentaram CIMs entre 3,12 e 25 ug/mL. Esses resultados
promissores sugerem que tais compostos podem servir como candidatos a
protétipos para a preparacdo de novos agentes antituberculose.

O composto nanoencapsulado 28, demostrou in vitro ser mais eficaz que a
isoniazida neste estudo preliminar, considerando que estes dados precisam ser
melhores avaliados frente as cepas clinicas resistentes ao farmaco isoniazida. Além
disso, estes resultados sdo promissores e sugerem uma melhor avaliacdo através

de estudos in vivo.
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1.7. Parte experimental

1.7.1. Materiais e métodos das Partes | e lll

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
13 da parte | e Ill deste capitulo foram obtidos no espectrofotdmetro BRUKER
AVANCE DRX/300 no Departamento de Quimica da UFJF. Os deslocamentos
guimicos (&) foram expressos em partes por milhdo e referenciados pelo TMS (& =
0).

Os pontos de fusdo apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelho
digital MQAPF-Microquimica no Departamento de Quimica da UFJF.

Os espectros de Infravermelho foram registrados em um espectrofotometro
BOMEM-FTIR MB-120 no Departamento de Quimica da UFJF.

Os espectros de massas foram obtidos no ICSN (Frangca) com um aparelho
Kratos MS-80 e em Farmanguinhos (Fiocruz/RJ) em um espectrémetro modelo ZQ
quadrupolo simples.

As reacdes conduzidas por aquecimento com irradiagcdo por microondas
foram realizadas em um aparelho de micro-ondas CEM Discover System®.

Para cromatografia em coluna de silica utilizou-se silica-gel 60G 0,2-0,5mm.
Como reveladores foram utilizados vapores de iodo, vaporizacdo com solucéao
etandlica de acido sulfarico a 20% v/v e lampada ultravioleta (UV).

O acompanhamento das reac0Oes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (CCD), pelo uso de cromatofolhas de silica gel 60F2s4 suportada em placa
de aluminio ou silica-gel 60G suportada em laminas de vidro.

Nos procedimentos de purificacdo, por extracdo ou coluna cromatogréfica,

foram usados solventes P.A.
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1.7.2. Materiais e métodos das Parte Il (Complexos de inclusédo)
Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da parte Il
deste capitulo foram obtidos no espectrofotometro VARIAN MERCURY de 300 MHz
no Departamento de Quimica da UFV. Os experimentos de ROESY 1D foram
obtidos em um espectrometro VARIAN de 400 MHz no Instituto de Quimica da
UNICAMP. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo e
referenciados pelo TMS (6 = 0).
Infravermelho

Os espectros de Infravermelho foram registrados em um espectrofotdmetro
BOMEM-FTIR MB-120 no Departamento de Quimica da UFJF.

Calorimetria exploratoria diferencial

A caracterizacdo por calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foi realizada
empregando-se o0 equipamento DSC-60 (Shimadzu) do Departamento de Quimica
da UFJF no intervalo de temperatura de 0 a 250 °C, utilizando-se cépsula de
aluminio selada, com massa de amostra de aproximadamente 4 mg, razdo de
aquecimento de 10 °C/min e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de

10mL/min’.

Liofilizac&o
O processo de liofilizagéo foi realizado empregando-se o liofilizador Terroni do
Departamento de Veterinaria da UFV.
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1.7.3.Preparacédo dos compostos do capitulo 1

1.7.3.1. Parte |
1.7.3.1.1.0Obtencéao do 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose 12
on O o OH
0 (CHy),CO X ° o
—_— 2
HO 0N 1
OH OH ZnClz, H2$O4 3 0

11 12 )<)
Celeoel Clezoosl

180,06 g.mol 260,12 g.mol

A um baldo de fundo redondo de 500 mL foram adicionados 5 g (37 mmol) de
cloreto de zinco anidro (previamente seco sob aquecimento em bico de Bunsen) e
100 mL de acetona anidra. Em seguida, foram adicionados a solucédo 5,0 g (28
mmol) de D-galactose 1 e 0,20 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura
reacional foi mantida sob agitagdo magnética por 8 horas. O acompanhamento da
reacao foi feito por CCD, utilizando-se como eluente acetato de etila/metanol 8:2 e
hexano/acetato de etila 8:2. Apds o término da reacdo adicionou-se uma solucéao
saturada de carbonato de calcio, sob agitacdo magnética, até a completa
neutralizagdo. Em seguida, o meio reacional foi filtrado e a solucdo foi concentrada
sob pressdo reduzida. O bruto reacional foi purificado por cromatografia
(hexano/acetato de etila) fornecendo 4,2 g (16,14 mmol) do produto protegido 12 (58
%).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1,32-1,51 (s, 12H, 4 CHa); 3,70-3,88 (m, 3H,
H-5, CHo-OH); 4.27 (dd, 1H, Jas = 1,5Hz, Jas = 8,0Hz, H-4); 4,33 (dd, 1H, Jp.3 = 2,4
Jo1 = 5,1Hz, H-2); 4,61 (dd, 1H, Js» = 2,4 J3.4 = 8,0Hz, H-3); 5,55 (d, 1H, Ji» =
5,1Hz, H1).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 26,2-24,5 (4 CHs); 62,4 (C-6); 68,3 (C-2);
70,7 (C-3); 70,9 (C-4); 71,7 (C-5); 96,5 (C-1); 109,6 € 108,9 (Cipso)-

IV: (v, KRS-5): 3485, 2989, 2934, 1381, 1209, 1066, 902, 507 cm ™.
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1.7.3.1.2. 6-Desoxi-6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose 13

(0] oH 0]
o L, imidazol, PPh; X
—_—
(0] (0]
o Tolueno, refluxo

(0] O
ClZHZOOGl C12H19|05
1

260,12 g.mol 370,03 q.mol

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 4,0 g (15,4 mmol) de 12
juntamente com 100 mL de tolueno, 6,48 g (24,9 mmol) de trifenilfosfina, 1,7 g (24,9
mmol) de imidazol e 6,3 g (24,9 mmol) de iodo. A mistura reacional foi mantida em
agitacdo magnética sob refluxo por 24 horas. A reacdo foi acompanhada por placa
cromatografica, utilizando-se como eluente a mistura de solventes hexano/acetato
de etila 9:1. ApGs o término da reacdo, o meio reacional foi tratado com uma solucéo
aguosa saturada de bissulfito de sédio e, em seguida, extraida com acetato de etila
(3 x 50 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e
evaporada sob presséo reduzida e o residuo foi purificado em coluna cromatografica
de silica (hexano/acetato de etila) fornecendo o composto 13 (4,5 g, 12,16 mmol, 80

%) como um solido.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1,31-1,51 (s, 12H, 4 CHs); 3,18 (dd, 1H, Jss
=7,0 e Jes = 9,7Hz, H-6); 3,28 (dd, 1H, Je5 = 7,0, Je-6 = 9,8Hz, H-6); 3,91 (t, 1H, Js.
6 = 6,80, H-5); 4,26-4,28 (m, 1H, H-4); 4,36 (d, 1H, J,3 = 7,8Hz, H-2); 4,58 (d, 1H, H-
3); 5,51 (d, 1H, J1, = 5,4Hz, H-1).

RMN de '3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): ): 2,43 (C-6); 24,6-26,2 (4 CHs): 69,1 (C-5):
70,7 (C-3); 71,3 (C-4); 71,7 (C-2); 96,9 (C-1); 109,0 € 109,7 (Cipso).

IV: (v, KBr): 2972, 2929, 2903, 1389, 1369, 1255, 1207, 1067, 997, 903, 555 cm™.

F. F.: 71-72 °C; Lit. (GAREG, 1984): 72 °C.
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1.7.3.1.3. Metodologia geral para obteng&o das aminas 14a, 14b e 14c derivadas

0 |
& § ;o RNH,
(0]
OXO

da D-galactose

13
a R =CH;(CHy);(CH,- - 14a 50%
b R = CH;(CH,),CH,- 14b 53%
¢ R =CH;(CH,),CH,- 140

14¢ 57%

A uma solucdo do iodeto 13 (370 mg, 1 mmol) em 20 mL de etanol foi
adicionada lentamente a dodecilamina, octilamina ou a hexilamina (1,3 mmol). As
misturas permaneceram sob agitacdo magnética e refluxo por 24 horas. As reacdes
foram acompanhadas por CCD usando-se como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila 8:2. Apds o término das reacdes o solvente foi evaporado a
secura e o residuo foi extraido com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi
seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida e o
residuo foi purificado em coluna cromatografica de silica (hexano/acetato de etila)

fornecendo os compostos 14a, 14b e 14c na forma de 6leos em 50, 53 e 57% de

rendimento, respectivamente.

Caracterizacdo do 6’-desoxi--6’-N-dodecilamino-1’,2’:3’,4’-di-O-isopropilideno-
a-D-galactopiranose 14a

3 5 7 9 11
4 6 8 1 12

C24H45N015
427,32 g.mol

Rendimento: 50% (213 mg, 0,49 mmol).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 0,88 (m, 3H, H12); 1,25-1,53 (s, 32H, H-2,
H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11 e 4CHs); 2,50-2,57 (m, 2H, H-1); 2,81-
2,88 (M, 2H, H-6"); 3,91-3,92 (m, 1H, H-5"); 4,25 (d, 1H, Jus = 4,8Hz H-4); 4,33 (d,
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1H, Jo.3 = 8,1Hz, H-2'); 4,54 (d, 1H, Js» = 7,9Hz, H-3"); 5,51 (d, 1H, J1» = 5,0Hz, H-
1).

RMN de *C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 14,1 (C-12); 22,8-32,1 (C-2, C-3, C-4, C-5,
C-6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11 e 4 CH3); 54,2 (C-1); 55,8 (C-6); 65,3 (C-5); 70,9-
71,4 (C-3, C-4", C-2'); 96,6 (C-1'); 108,4 € 108,8 (Cipso).

IV: (v, KRS-5): 2993, 2927, 2853, 1373, 1208, 1062, 995, 886 cm™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 428,6 (M+H).

calculado: 428,4 (M+H).

Caracterizacdo do 6’-desoxi-6’-N-octilamino-1°,2’:3’,4’-di-O-isopropilideno-a-D-

galactopiranose 14b

14b
CZOH37N()15

37151 a.mol

Rendimento: 53% (196 mg, 0,53 mmol).

RMN *H (300 MHz, CDCls): 5 (ppm): 0,83-0,85 (m, 3H, H8); 1,25-1,52 (s, 24H, H-2,
H-3, H-4, H-5, H-6, H-7 e 4CHy); 2,52-2,83 (m, 4H, H-1 e H6’); 3,91-3,93 (m, 1H, H-
5; 4,24 (d, 1H, J45 = 3,3Hz H-4’); 4,33 (d, 1H, J,3 = 7,92Hz, H-2); 4,55 (d, 1H, H-
3’); 5,49 (d, 1H, J1, = 5,1Hz, H-1").

RMN 13C (75 MHz, CDCls): 5 (ppm): 14,3 (C-8); 22,8-32,1 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6,
C-7): 54,3 (C-1); 55,9 (C-6); 65,5 (C-5); 71,0-71,5 (C-3, C-4', C-2): 96,7 (C-1);

IV: (v, KRS-5): 2996, 2925, 2859, 1207, 1055, 1012, 990, 876 cm™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 372,6 (M+H).

calculado: 372,5 (M+H).
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Caracterizacao do 6’-desoxi-6’-N-hexilamino-1°,2’:3’,4’-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose 14c

12345

14c
C18H33N015

343,24 gmol

Rendimento: 57% (195 mg, 0,57 mmol).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 0,83-0,85 (m, 3H, H6); 1,26-1,53 (m, 20H, H-2,
H-3, H-4, H-5 e 4CH3); 2,65-2,71 (m, 2H, H-1); 2,86-2,91 (m, 2H, H-6"); 3,97-3,99 (m,
1H, H-5'); 4,18 (d, 1H, Jas = 7,9Hz, H2'); 4,55-4,59 (d, 1H, H4’); 4,57 (dd, 1H, Jas =
2,2 Hz, Js2 = 7,9Hz H3'): 5,50 (d, 1H, J1, = 5,1Hz, H1)).

RMN 2C (75 MHz, CDCls): 5 (ppm): 14,2 (C-6): 22,7-31,9 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6 e
4 CHy): 49,6 (C-1): 49,8 (C-6'); 66,6 (C-5'); 70,0-72,2 (C-3, C-4", C-2'); 96,6 (C-1);

IV: (v, KRS-5): 2996, 2900, 2859, 1207, 1054, 1012, 990, 876, 610 cm™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 366,5 (M+Na).

calculado: 366,2 (M+Na).

1.7.3.1.4. Metodologia Geral para obtencédo dos compostos poliidroxilados 15a,
15b e 15c.

Os derivados protegidos 14a, 14b ou 14c (0,42 mmol) foram solubilizados em

uma mistura de acetonitrila/diclorometano (7:3, 5 mL) e em seguida foi adicionada
lentamente 1 mL de uma solu¢do de acido trifluoracético/agua destilada 1:1 v/v. As
misturas permaneceram sob agitacdo magnética a 60° C por 20 horas. As reacdes
foram acompanhadas por CCD usando-se como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila 8:2 e diclorometano/metanol 8:2. Apds o término das
reacfes o solvente foi evaporado a secura e o residuo foi purificado por coluna
cromatografica (eluente: diclorometano/metanol) fornecendo os composto 15a, 15b

ou 15c sob a forma de Oleos em 76, 74 e 80% de rendimento, respectivamente.
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Caracterizacao do 6’-desoxi-6’-N-dodecilamino-D-galactopiranose 15a

5 7 9 11
4 6 8 1 12

15a
C18H37N015

347,26 g.mol

[a]2® = + 6,5 (c=0,46, MeOH).

Rendimento: 76% (111 mg, 0,32 mmol).

RMN *H (300 MHz, CD;0D): & (ppm): 0,86-0,90 (m, 3H, H12): 1,25-1,55 (m, 20H, H-
2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11); 4,29-4,31 (m, 3H, H-2', H-4’, H-3");
4,58 (d, 1H, J3.4 = 6Hz, H5').

RMN *3C (75 MHz, CDs;OD): & (ppm): 14,2 (C-12); 22,9-32,1 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-
6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11); 54,9-55,0 (C-1, C-6'); 66,6 (C-5'); 70,0-73,1 (C-3’, C-4’,
C-2'); 96,6 (C-1’a); 96,6 (C-1'B).

IV: (v, KRS-5): 3420, 2900, 1607, 1456, 1113, 985, 876, 511 cm™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 370,0 (M+Na).

calculado: 370,3 (M+Na).

Caracterizacao do 6’-desoxi-6’-N-octilamino-D-galactopiranose 15b
1 3 A 5 7 o
ANEZNENNEN
off"

15b
C14H29N015

201,20 g.mol

[@]2” = +13,8 (c=0,58, MeOH).

Rendimento: 74% (90 mg, 0,31 mmol).
RMN *H (300 MHz, CDs;OD): 5 (ppm): 0,84-0,91 (m, 3H, H-8); 1,25-1,55 (m, 16H, H-

2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7); 3,30-4,10 (m, 6H, H-1, H-6", H-2", H-4"); 3,90-4,20 (m, 2H,
H-5 e H3").
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RMN *3C (75 MHz, CDs0D): 5 (ppm): 14,0 (C-8); 23,8-33,2 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6,
C-7); 64,5 (C-1); 65,6 (C-6'); 70,1-74,6 (C-2’, C-3', C-4’, C-5"); 94,5 (C-1’a); 98,9 (C-
1°B).

IV: (v, KRS-5): 3421, 2912, 1445, 1112, 900, 811 cm™.

Caracterizacao do 6’-desoxi-6’-N-hexilamino-D-galactopiranose 15¢c

[y

C
C12H25N015

263,17 g.mol

[@]2® = + 1,8 (c=0,55, MeOH).

Rendimento: 80% (88 mg, 0,33 mmol).

RMN *H (300 MHz, CDsOD): & (ppm): 0,91 (m, 3H, H6); 1,35-1,69 (m, 8H, H-2, H-3,
H-4, H-5); 3,03-3,31 (m, 4H, H-1, H-6"); 3,50-3,52 (m, 2H, H-2,); 3,82-3,90 (m, 2H, H-
3’ e H4’); 4,29-4,50 (m, 1H, H-5).

RMN 3C (75 MHz, CDs0D): & (ppm): 14,0 (C-6); 23,2-32,2 (C-2, C-3, C-4, C-5); 66,4
(C-1); 69,72-74,3 (C-2’, C-3’, C-4’, C-5"); 94,1 (C-1’a); 98,6 (C-1'B).

IV: (v, KRS-5): 3421, 2912, 1445, 1112, 900, 811 cm™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 265,0 (M+Na).

calculado: 264,2 (M+Na).

1.7.3.1.4. Metodologia Geral para obtencdo dos compostos derivados da
isoniazida 16a, 16b

Solubilizou-se a isoniazida (0,38 mmol, 1,5 equiv.) em 20 mL de metanol a
60°C e em seguida foi adicionado 0,25 mmol dos derivados de carboidratos 15a ou
15b. As misturas reacionais foram mantidas sob agitacdo a 60 °C por 48h. As
reacoes foram acompanhadas por CCD usando-se como eluente as misturas de
solventes diclorometano/metanol 8:2. Apos o término das reacdes o solvente foi

evaporado a secura e o residuo foi purificado por coluna cromatogréfica (eluente:
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diclorometano/metanol) fornecendo os composto 16a, 16b em 30 e 40% de

rendimento, respectivamente.

Caracterizacdo da mistura anomérica 6’-desoxi-1-6’-N-(dodecilamino)-D-

galactopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 16a (a + B)

1 3 5 7 9 11
N 2 4 6 8 1 12

off
4|
HO 16a
OH NH C24H42N4_015
| 466,31 g.mol
HNZ' O
3
4|l
5 ‘ \ 9"
6 8
N
7"

[@]2® = +14,1 (c=0,85, MeOH).

Rendimento: 30% (34 mg, 0,07 mmol).

RMN 'H (300 MHz, CDsOD): & (ppm): 0,86-0,90 (m, 3H, H12); 1,16-1,25 (m, 20H, H-
2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9, H-10, H-11); 3,29-4,28 (m, 4H, H-2’, H-4’, H-3,
H5'); 7,85-7,93 (m, 2H, H5”,9”); 8,65-8,67 (m, 2H, H6”,8").

RMN *3C (75 MHz, CDs;OD): & (ppm): 14,6 (C-12); 23,9-33,2 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-
6, C-7, C-8, C-9, C-10, C-11); 70,1-75,6 (C-2’, C-3’, C-4’, C-5); 91,1 (C-1’a); 92,9
(C-1'B); 123,6 (C-5", 9”); 152,1 (C-6”, 8").

IV: (v, KRS-5): 3410, 2910, 1621, 1451, 1120, 980, 520 cm'™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 467,3 (M+H).

calculado: 467,3 (M+H).
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Caracterizagdo da mistura anomeérica 1-6’-[N-(octilamino)-6’-desoxi-D-

galactopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 16b (a + B)

1 3 5 7
NZNE N8
off"

16b
N Con34N4O_?
| 410,2529 g.mol
HNZ 0
3
4“
5 ’ \ gn
6" / 8"
N
7"

[@]2” = +19,6 (c=0,56, MeOH).

Rendimento: 40% (41 mg).

RMN *H (300 MHz, CD30OD): 6 (ppm): 0,91-0,92 (m, 3H, H-8); 1,16-1,30 (m, 12H, H-
2, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7); 3,82-4,27 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-4’, H5’); 7,84-7,91 (m, 2H,
H5”,9”); 8,71-8,78 (m, 2H, H6”,8").

RMN 3C (75 MHz, CD3OD): & (ppm): 14,5 (C-8); 23,8-32,9 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6,
C-7); 67,6-75,1 (C-2’, C-3, C-4’, C-5'): 90,4 (C-1'a); 92,6 (C-1'B); 123,1 e 123,3 (C-
5", 9”): 151,2 (C-6”, 8”).

IV: (v, KRS-5): 3420, 2900, 1607, 1456, 1113, 985, 876, 511 cm™.
MS (ES*, m/z): encontrado: 411,5 (M+Na).

calculado: 411,3 (M+Na).
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1.7.3.2. Parte Il
1.7.3.2.1. Preparacao das amostras
1.7.3.2.2. Complexos entre a isoniazida e os hospedeiros

Os complexos de inclusdo foram preparados solubilizando quantidades
equimolares dos hospedeiros (SO3NaCX4 17, SOsNaCX6 18, Hp-B-CD 19 ou Me-B-
CD 20) (10 mmol L™) e do héspede (isoniazida) (10 mmol L) em 0,6 mL de DO e

mantidos em contato por 48h antes de realizar os experimentos (Figura 1.57).

Hoéspede  + Hospedeiro D,0 (0,6 mL) Coirr?pllex? de
(10 mmol LY (10 mmol LY > clusao
INH (1) SO;NaCX4 (17) INH/SO;NaCX4 (1/17)
SO3;NaCX6 (18) INH/SO3;NaCX6 (1/18)
HP-B-CD (19) INH/ HP-B-CD (1/19)
Me-B-CD (20) INH/ Me-B-CD (1/20)

Figura 1.57. Sistemas carreadores (17 a 20) e a isoniazida ().

1.7.3.2.3. Experimentos de titulagdo
Estequiometria

As solucgdes tituladas foram preparadas a partir de solucdes estoques dos
hospedeiros (calixarenos e ciclodextrinas) (10 mmol L™) e da isoniazida (10 mmo L™)
diluindo-as através da variacdo continua das concentracdes das espécies, de tal
forma que a soma das concentracdes das mesmas se mantivesse constante
([Hospedeiro] + [isoniazida]) = 10 mmol L™ , conforme a tabela.1.8. As solucdes
preparadas ficaram em repouso por 24 horas, em seguida, realizou-se as medidas
de RMN de *H.
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Tabela 1.8. Diluigbes para preparacao das solu¢des para titulacao.

Teste Raz&o molar (mol L)  Volume (hospedeiro) _ Vol.um_e
(isoniazida)
1 12:3 0,48 0,12
2 10,5:4,5 0,42 0,18
3 9:6 0,36 0,24
4 7,5:7,5 0,30 0,30
5 6:9 0,24 0,36
6 4,5:10,5 0,18 0,42
7 3:12 0,12 0,48

Os valores de Ad,,s dos sinais do hopede foram correlacionados com as
concentragcbes das espécies tituladas atravées de graficos  (A8ops
[héspede]/([hospede] + [hospedeiro]) versus [hdspede]/([hospede] + [hospedeiro]).

1.7.3.2.4. Preparacdo dos complexos no estado sélido

Os complexos de inclusdo foram preparados a partir do método de
suspensao. A molécula a ser encapsulada (isoniazida) foi adicionada, no estado
sélido, a uma solucdo aquosa dos hospedeiros (SOsNaCX4 17, SOsNaCX6 18, Hp-
B-CD 19 ou Me-B-CD 20) na propor¢ao molar de 1:1 (INH/hospedeiro). As misturas
foram mantidas sob agitacdo magnética por 48h a temperatura ambiente e, em

seguida, foram liofilizado utilizando-se um liofilizador Terroni.

1.7.3.2.5. Preparacao das misturas fisicas (MF)

As misturas fisicas de isoniazida e hospedeiros (INH/hospedeiros) foram
preparadas mediante pesagem de quantidades equimolares (1:1). A massa de cada
sistema binario foi triturada em um gral de porcelana, com auxilio de um pistilo, até

homogeneizagdo (aproximadamente 5 minutos).
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1.7.3.3. Parte Il
1.7.3.3.1. Metodologia geral para a obtencdo das hidrazonas lipofilicas
alifaticas
o N o _N_ &R
_C-
%C/ \NH2 \C/ \N/
x 27, 29a ou 29b A
_ metanol, refluxo ’ _
N N

Em uma solucdo dos aldeidos 27 (citral), 29a (decanal) e 29b (octanal) (1,0
mmol) em metanol anidro foi adicionada a isoniazida 1 (1,2 mmol). A mistura
reacional permaneceu em agitacdo magnética sob refluxo por 24 horas. O
acompanhamento da reacdo foi realizado por CCD, utilizando-se como eluente
diclorometano/metanol 9,5:0,5. Ap6s o fim da reagcédo o solvente foi removido sob
presséo reduzida e o residuo formado foi recristalizado em etanol a quente, levando
a formacdo dos compostos 28, 30a e 30b em 90%, 84% e 80% de rendimento,

respectivamente.

Caracterizacao do (E)-N'-(E)-3,7-dimetil-2,6-octadienil-isonicotinoil-hidrazida 28

3a
N O
Okc/y'\N/'] /3
S 2 4 28
4' £
o X5 S C15H21N3(1)
6 ‘ 271,17 quoI-
8 _~'6 7
N 8 9
7'

Rendimento: 90%.
Faixa de fusdo: 125 - 126 °C, Lit. (HEARN, 2009): 124 - 125 °C.

RMN *H (300 MHz, CDCl): & (ppm): 1,5-1,7 (S, 9H, 3 x CHa); 2.1 (sl, 4H, H-4 e H-5);
5,0 (s, 1H, H-6); 5,9 (d, 1H, J»1 = 9,9 Hz, H-2); 7,7 (d, 2H, Js¢ = 5,0 Hz, H-5’ e H-9);
8,5 (d, 1H, H-1); 8,62 (d, 2H, Js5 = 5,0 Hz, H-6’ e H-8); 11,6 (sl, 1H, NH).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 17,4-17.8 (C-3a e C-8); 25.7-26.2 (C-5 e C-9),
40.3 (C-4), 121.4-123.1 (C-6, C-2, C-5’ e C-9); 132.5 (C-7), 140.4 (C-1), 150.1-151.6
(C-4’, C-6", C-7", C-8) 162.9 (C-3).

IV: (v, KBr): 3044, 2982, 1700, 1560, 1290, 1030 cm™.
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Caracterizacao do (E)-N’-decil-isonicotinoil-hidrazida

H 7 9
O N, ) 2 3 2 10
\C3/-2\N 4 6 8
4l 1I

9! \5!
30a

' ' HasN

8 _~'6 CisHas 39

N 275,20 g.mol

Rendimento: 84%.
F.F: 83-84°C.

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 0,84 — 0,88 (m, 3H, CHa). 1,23-1,44 (m, 18H, H-
3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-8, H-9); 7,71 (d, 2H, Js.6 = 6,0 Hz, H-5' e H-9'); 7,74 (s, 1H,
NH); 8,63 (d, 2H, Jss = 6,0 Hz, H-6" e H-8").

RMN 3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 14,2 (C-10); 22,8 - 32,8 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-
6, C-7, C-8, C-9); 121,6 (C-5' e C-9'); 140,6 (C-4’); 150,4 (C-6’ e C-8'); 155,4 (C-1);
162,9 (C=0).

IV: (v, KBr): 3248, 3072, 2918, 2847, 1651, 1543, 1028 cm™.

1.7.3.3.2. Sintese e caracterizacdo da (E)-N'-(4-formilbenzilideno)isonicotino-
hidrazida 34

1 N
X
LA, |
N N2 4 =
0 - O Isoniazida ,C3' 2 2\1
// t f 4 \ 5! ] 5
\ / A\ metanol 9 7 C4N\
H H 6 N 0]
8 Pr H H
31 . 34
CgHgOz L C20H16N602
1

134,04 g.mol 272,13 g.mol

Em uma solucao do aldeido 31 (1,0 mmol) em metanol anidro foi adicionada a
isoniazida 1 (2,2 mmol). A mistura reacional permaneceu em agitacdo magnética
sob refluxo por 24 horas. O acompanhamento da reagéo foi realizado por CCD,
utilizando-se como eluente diclorometano/metanol 9,5:0,5. Ao fim da reacao foi
observado a formacédo de um precipitado que foi separado por filtracdo a vacuo e

lavado com metanol gelado.

Rendimento: 93%.
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Faixa de fusdo: > 360 °C, Lit. (HEARN, 2009): > 300 °C.

RMN *H (300 MHz, (CD3),SO): & (ppm): 7,82 — 7,85 (m, 8H, H-5, H-9", H-3, H-4, H-6
e H-7);8,48 (s, 2H, H-1); 8,78 — 8,80 (m, 4H, H-6' & H-8).

RMN *3C (75 MHz, (CD5),SO): & (ppm): 121,6 (C-5’ e C-9’); 127,7 (C-3, C-4, C-6 e
C-7) 140,4 (C-4'); 148,3 (C-6’ e C-8'); 150,5 (C-1); 161,7 (C=0).

IV: (v, KBr): 3424, 3198, 3036, 2860, 1660, 1570, 1303, 1060, 685 cm™.

1.7.3.3.3. Sintese e caracterizacdo (E)-N'-(4-formilbenzilideno)isonicotino-
Hidrazida 32

1
H H 3
One D Ao2 4
0 i O Isoniazida 13 1
// f 4 \ 5| Y 5
\ / A metanol 9 7 C¢O
H H 6 5
8 N/ 6'
31 7" 32
CgH6021 C14H11N3?2

134,04 g.mol 253,09 g.mol

Em uma solugéo do aldeido 31 (1,0 mmol) em metanol anidro foi adicionada
lentamente a isoniazida 1 (1,0 mmol). A mistura reacional permaneceu em agitacao
magnética a 30 °C por 24 horas. O acompanhamento da reacdo foi realizado por
CCD, utilizando-se como eluente diclorometano/metanol 9,5:0,5. ApGs o término da
reacao o solvente foi evaporado e o residuo foi purificado em coluna cromatogréafica
de silica (diclorometano/metanol) fornecendo o composto 32 sob a forma de um

solido.

Rendimento: 25%.
F.F: 123-126 °C.

RMN *H (300 MHz, CDs;0OD): & (ppm): 7,66 — 7,68 (m, 2H, H-5", H-9'); 7,71 — 7,83 (m,
4H, H-3, H-4, H-6 e H-7); 8,62 (s, 1H, H-1); 8,78 — 8,80 (d, 2H, J¢.5 = 6,0 Hz, H-6’, H-
9’); 10,03 (s, 1H, HC=0); 12,29 (sl, 1H, NH).
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RMN **C (75 MHz, CD3;OD): & (ppm): 121,6 (C-5’ e C-9’); 127,8 - 129,9 (C-3, C-4, C-
6 e C-7) 136,9 (C-1); 139,6 - 143 (C-2 e C-5)); 150,3 e 150,5 (C-6' e C-8'); 161,9
(C=0); 192,9 (HC=0).

IV: (v, KBr): 3456, 3180, 2950, 2837, 1701, 1660, 1556, 1294, 816, 685 cm™.

1.7.3.3.4. Metodologia geral para a obtencdo das cetonas andlogas a

curcumina. 42a-e

(0]
H\C4 o Acetona, NaOH
| - X P
R R R
EtOH
4la-e 42a 90%
a: R =fenil 42b 60%
b : R = 4’-metoxifenil 42c 70%
¢ : R =345 -trimetoxifenil 42d 71%
d : R = 4’-dimetilaminofenil 42e 80%
e : R =tiofen-2*-il

A uma mistura de solucdo aquosa de hidroxido de sodio 10% (2 mmol) e
acetona (1 mmol) foi adicionada gota a gota uma solucdo etandlica do respectivo
aldeido aromatico (2 mmol). A mistura reacional permaneceu sob agitacao
magnética e a temperatura ambiente por 30 minutos para os compostos 42a, 42b,
42c e 42d e 15 horas para composto 42e. O acompanhamento das reacgdes foi feito
por CCD, utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila 7/3. Ao fim da reagéo
foi observado a formacgao de um precipitado floculento que foi separado por filtracéo
e lavado com uma mistura gelada de H,O/EtOH para eliminar o excesso de base,

fornecendo as cetonas 42a-e em 60 - 90% de rendimento.
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Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-(difenil)penta-1,4-dien-3-ona 42a

42a
C17H1401

234,10 gmol

Rendimento: 90%.
Faixa de fusdo: 110 — 113 °C (Lit. (WEBER, 2005) 110 — 112 °C).

RMN 'H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 7,09 (d, 2H, Jo.1 = 16 Hz, H-2 e H-4); 7,38 —
7,50 (m, 6H, H-3', H-4’ e H-5); 7,60 — 7,62 (m, 4H, H-2' e H-6’); 7,74 (d, 2H, J1, = 16
Hz, H-1 e H-5).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 125,7 (C-2 e C-4); 128,6 (C-3' e C-5'); 129,1 (C-
2’ e C-6); 130,6 (C-4’); 135,0 (C-1'); 143,6 (C-1 e C-5); 188,9 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3060, 3012, 1653, 1598, 1449, 1339, 1190, 978, 750, 687 cm™.

Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-bis-(4’-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona 42b

42b

ClngSNSOl?:
294,12 g.mol

H3CO

Rendimento: 60%.
F.F.: 126 - 128 °C (Lit. (WEBER, 2005) 128 - 130 °C).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 3,82 (s, 6H, OCHz); 7,90 — 7,96 (m, 6H, H-2, H-
4, H-3 e H-5); 7,68 (d, 2H, J;, = 16 Hz, H-1 e H-5); 7,55 (d, 4H, J».3 = 8,5, H-2’ e H-
6').

RMN %3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 55,6 (OCHa); 114,7 (C-2 e C-4); 123,7 (C-3' e C-
5'); 127,8 (C-1'); 130,2 (C-2’ e C-6’); 142,7 (C-1 e C-5); 161,7 (C-4’); 188,9 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 2957, 2831, 1583, 1504, 1245, 1166, 1025, 986, 820, 522 cm™.
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Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-bis(3’,4’,5’-trimetoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona 42c

42c
C23H26071

414,17 gmol

Rendimento: 70%.
F. F.: 126-129 °C (Lit. (ADEVA, 2000): 128 °C).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 3,91 (s, 18H, OCHs); 6,82 — 6,87 (m, 4H, H-2' e
H-6’); 6,96 (d, 2H, J,.1 = 15,9 Hz, H-2 e H-4); 7,65 (d, 2H, J;», = 15,9 Hz, H-1 e H-5).

RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 56,5 (OCHs); 105,7 (C-2' e C-6'); 124,9 (C-2 e
C-4); 130,5 (C-1'); 140,6 (C-4’); 143,4 (C-1 e C-5); 153,7 (C-3' e C-5'); 188,7 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3012, 2941, 2831, 1614, 1583, 1402, 1276, 1119, 986 cm™.

Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-bis(4’-dimetilaminofenil)penta-1,4-dien-3-ona 42d

42d
C21H24NZ?

320,19 g.mol

(H3C)N

Rendimento: 71%.
Faixa de fusdo: 183 - 187 °C (Lit. (LIANG, 2008) 185 °C).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 3,03 (s, 12H, N(CHa),); 6,69 (d, 4H, H-3' e H-
5’); 6,89 (d, 2H, J,.; = 15,8, H-2 e H-4); 7,52 (d, 4H, J».3 = 8,7 Hz, H-2' e H-6’); 7,69
(d, 2H, J1., = 15,7 Hz, H-1 e H-5).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): 8 (ppm): 40,2 (N(CHs),); 112,0 (C-3' e C-5'); 121,5 (C-2 e
C-4); 123,0 (C-1); 130,2 (C-2’ e C-6'); 143,1 (C-1 e C-5); 151,9 (C-4’); 189,1 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3031, 2895, 1640, 1601, 1579, 1344 cm™.
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Caracterizacao da (1E, 4E)-1,5-bis(tiofen-2’-il)penta-1,4-dien-3-ona 42e

42e
C13H10N20182

246,01 g.mol

Rendimento: 80%.
Faixa de fusdo: 112 - 115 °C (Lit. (RULE, 1995) 115 - 117 °C).

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 6,81 (s, 2H, Jo.1 = 15,7 Hz, H-2 e H-4); 7,06 —
7,09 (m, 2H, H-4’); 7,33 (d, 2H, J5.4» = 4,9 Hz, H-5’); 7,40 (d, 2H, J3.4 = 5,0 Hz, H-3’);
7,83 (d, 2H, J;., = 15,7 Hz, H-1 e H-5).

RMN *C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 124,5 (C-5'); 128,6 (C-4’); 129,5 (C-2 e C-4);
131,9 (C-3’); 135,8 (C-1 e C-5); 140,5 (C-1’); 187,9 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3099, 1663, 1609, 1566, 981 cm™.

1.7.3.3.5. Metodologia geral para a obtencéo dos derivados da isoniazida 43a-e

N7 ‘
N @)
NH
0 Nl
/\)J\/\ Isoniazida \ | /
R R MeOH, APTS R R
42a-e M.O. (refluxo) 43a 20 min 67%
a: R =fenil 43b 20 min 89%
R = PP 43c 20 min 71%
b : R = 4’-metoxifenil 23d 40 min 79%
c : R =345 -trimetoxifenil 43d 40 min 65%
d : R = 4’-dimetilaminofenil
e : R =tiofen-2'-il

A um baldo de fundo redondo foram adicionadas as cetonas 42a-e (0,5
mmol), &cido p-toluenossulfonico (APTS) (0,25 mmol) e 20 mL de metanol anidro.
Essas solugcdes permaneceram sob agitacdo por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida foi adicionada a isoniazida (0,6 mmol). Essas misturas
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reacionais foram aquecidas em um forno de micro-ondas (Programa: refluxo,
poténcia: 100 W). O acompanhamento das reacdes foi feito por CCD, utilizando-se
como eluente diclorometano/acetato de etila 1:1. Apds o término da reacdo 0 meio
reacional foi concentrado sob pressao reduzida e o bruto obtido foi purificado por
cromatografia (diclorometano/acetato) levando a formagéo dos compostos 43a-e em
65 — 89% de rendimento.

Caracterizacdao da (1E,4E)-1,5-(difenil)penta-1,4-dien-3-ona-2-isonicotinoil-
hidrazida 43a

8!!

43a
C23H19N3(l)

353,15 g.mol

Rendimento: 67%.
F.F.: 110 - 113 °C.

RMN H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 6,81 — 7,60 (m, 14H, H-1, H-2, H-4, H-5
(olefina), H-1, H-2’, H-3', H-4’ e H-5, H-6'); 7,76 — 7,77 (M, 2H, H-5” e H-9”); 8,73 —
8,75 (m, 2H, H-6” e H-8"): 9,65 (sl, TH, NH).

RMN *3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 126,4 e 126,8 (C-5” e C-9”); 131,6 e 131,7 (C-2
e C-4); 136 — 140,6 (C-1’, C-2', C-3’, C-4’, C-5', C-6’, C-1 e C-5); 147,2 e 148,3 (C-6’
e C-8”); 151,3 (C=N): 161,1 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3061, 1652, 1578, 1441, 1178, 968, 739, 681 cm™.
EMAR (ES*, m/z): encontrado: 354,1606 (M+H).

calculado: 354,1606 (M+H).
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Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-bis(4’-metoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona-2-
iIsonicotinoil-hidrazida 43b

43b
C25H23N393
413,17 g.mol

Rendimento: 89%.
F.F.: 110 - 113 °C.

RMN *H (300 MHz, (CDs3),CO): & (ppm): 6,35 — 7,75 (m, 12H, H-1, H-2, H-4, H-5
(olefina), H-2’, H-3', H-5’, H-6’); 8,29 (d, 2H, Js.s» = 5,5 Hz, H-5” e H-9”); 8,84 (d,
2H, Jg»5» = 5,5 Hz, H-6” e H-8").

RMN *3C (75 MHz, (CDs),CO): & (ppm): 119,9 (C-3’' e C-5'); 126,1, 128,5, 128,7,
129,7, 130,0, 130,4, 137,1 e 139,6 (C-5”, C-9”, C-2, C-4, C-1’, C-2’ e C-6’, C-1 e C-
5); 147,2 e 148,3 (C-6’ e C-8”); 149,3 (C=N); 159,3 (C-4’); 166,1 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3034, 3022, 1640, 1570, 1452, 1339, 1190, cm™.
EMAR (ES”, m/z): encontrado: 414,1815 (M+H).

calculado: 414,1818 (M+H).
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Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-bis(3’,4’,5-trimetoxifenil)penta-1,4-dien-3-ona-
isonicotinoil-hidrazida 43c

8"

OMe
Rendimento: 71%.
F.F.: 126-129 °C.

RMN *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 3,75 — 3,89 (m, 18H, CHa); 6,39 — 6,44 (m, 2H,
H-2 e H-4); 6,56 — 6,58 (m, 4H, H-2' e H-6"); 7,04 — 7,09 (m, 2H, H-1, H-5); 7,79 —
7,80 (M, 2H, H-5" e H-9”); 8,84 (d, 2H, Jgs» = 6,0 Hz, H-6" & H-8").

RMN C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 56,3, 57,5 (OCH3); 103,4 e 104,2 (C-2’ e C-6');
121,2; 128,4; 131,7; 134,8; (C-1, C-2, C-4, C-5, C-2’' C-4’, C-6', C-5” e C-9”); 150,7
(C-6” e C-8”) 149,3 (C=N); 159,3 (C-4); 164,2 (C=0).

IV: (v, KRS-5): 3015, 2960, 2890, 1620, 1583, 1120, 972 cm™.
EMAR (ES’, m/z): encontrado: 532,2092 (M-H).

calculado: 532,2084 (M-H).
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Caracterizacao da (1E,4E)-1,5-bis(4’-dimetilaminofenil)penta-1,4-dien-3-ona 43d

8"

43d
C27H29N5?

439,24 gmol

(H3C)2N

Rendimento: 79%.
F. F.: 183 —187 °C.

RMN *H (300 MHz, CDCls): 5 (ppm): 3,03 (s, 12H, N(CHa)2); 6,69 (d, 4H, H-3' e H-
5’); 6,89 (d, 2H, J,, = 15,8, H-2 e H-4); 7,52 (d, 4H, J>.3 = 8,7 Hz, H-2" e H-6’); 7,69
(d, 2H, J;.» = 15,7 Hz, H-1 e H-5).

RMN 3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 40,2 (N(CHs),); 112,0 (C-3’ e C-5); 121,5 (C-2 e
C-4); 123,0 (C-1°); 130,2 (C-2' € C-6"); 143,1 (C-1 e C-5); 151,9 (C-4").

IV: (v, KRS-5): 3021, 2880, 1690, 1635, 1555, 1332 cm™.
EMAR (ES”, m/z): encontrado: 414,2453 (M+H).

calculado: 440,2450 (M+H).

Caracterizacao da (1E, 4E)-1,5-bis(tiofen-2’-il)penta-1,4-dien-3-ona-isonicotinoil-
hidrazida 23e

8"

8b
C19H15N30132

365,07 .ol
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Rendimento: 65%.
F.F.: 112 -115°C.

RMN 'H (300 MHz, CDCly): & (ppm): 6,60 — 7,31 (m, 12H, H-1, H-2, H-4, H-5
(olefina), H-3' e H-5); 7,60 — 7,67 (m, 2H, H-5” e H-9"); 8,59 — 8,65 (m, 2H, H-6” e
H-8").

RMN 3C (75 MHz, CDCls): & (ppm): 115,4 (C-3' e C5'); 121,4; 123,9; 125,0; 127,1;
127,2: 129,5; 130,6 (C-1’, C-3', C-4’, C-5', C-1, C-2, C-4, C-5, C-5” e C-9"); 149,7 (C-
6 e C-8"); 150,6 (C=N).

IV: (v, KRS-5): 3012, 1671, 1605, 1555, 970 cm™.
EMAR (ES*, m/z): encontrado: 366,0744 (M+H).

calculado: 366,0735 (M+H).
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CAPITULO 2

ESTUDO VISANDO A SINTESE DA ALLOENDURACIDIDINA VIA REACOES DE
AZIRIDINACAO INTRAMOLECULAR
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2.1. Introducéao
2.1.1. Enduracidina
Nos anos 50 do século XX o grupo de pesquisa de Wyeth (SINGH, 2000)
iniciou um programa de pesquisa para identificar novos compostos a partir da
fermentacdo microbiana. Assim, em 1958 uma mistura complexa de cinco novos
antibioticos foi isolada de Streptomyces hygroscopicus, LL-AC98 (DE VOE, 1970).
As estruturas da mistura AC98 foram elucidadas somente em 2002 (HE,
2002). Os cinco compostos isolados, as manopeptimicinas a-¢, sdo peptideos
ciclicos glicosilados compostos pela serina (Ser), glicina (Gly), tirosina (Tyr), metil-
fenilalanina (MePhe) e dois aminoacidos raros, a 3-hidroxi-alloenduracididina (Aiha-
B) e a B-hidroxi-enduracididina (Aiha-A) (Figura 2.1).

HO
HC{ OHHN _ OH A
. N Aiha-A :
%
S SR UQ
HOHO 1OH
HN_ +</ \ H O

) NJ}NH HN
Aiha-B  O=<X H
NH

Ser © 5 OH /
o IO
(|)H :/OH
%O O OH
a R= ‘
HO" ™ Y07 ™ "OH OH /
OH OH /Q’ W
B R= OH

Figura 2.1. Estruturas das manopeptlmlcmas a-€.

A B-hidroxi-enduracididina é designada segundo as regras da I[UPAC como
acido a-amino-B-[4’-(2’-iminoidazolidinil)]-B-hidroxipropiénico (Aiha), seu nome trivial
se deve a semelhanca estrutural com a alloenduracididina 1 e a enduracididina 2,
gque sao aminoacidos isolados pela primeira vez em 1968 de Streptomyces
fungicidicus como parte de um ciclopeptideo, a enduracidina, que apresenta uma
potente atividade antibiotica (Figura 2.2) (GOTO, 1968).
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Figura 2.2. Estrutura da Enduracidina.

H NH
H Ii Ry 2
N\fNH OH
-1NH T (o)
R) Alloenduracididina o} W ©/
R W

2.1.2. B-Hidroxienduracididina e enduracididina: vias de acesso descritas na
literatura
2.1.2.1. Sintese da B-Hidroxienduracididina

Existem dois trabalhos recentes na literatura sobre a sintese da J-
Hidroxienduracididina, o primeiro realizado por Oberthir et al (SCHWORER, 2009)
em 2009 e outro em 2010 por Van Nieuwenhze et al (OLIVIER, 2010).

Trabalho de Oberthir (SCHWORER, 2009)

No trabalho realizado por Oberthiir et al (Esquema 2.1) a glicose protegida 3
foi convertida no 3-O-benzil-1,2-O-isopropilideno-D-xilose 4 em 4 etapas. ApGs uma
protecdo do alcool primario por um grupamento p-metoxifenil éter (PMP), foi
realizado uma hidrélise acida do grupamento isopropilideno do derivado 5 seguido
por uma reducdo com LiAIH4 e por dltimo uma protecdo com 2,2-dimetoxipropano
levando a formacédo do composto 6.

O grupamento azido foi introduzido na posi¢cao 4 do composto 6 com inversao
de configuracdo. O acetal do intermediario 7 foi hidrolisado em meio &cido seguido
pela protecdo seletiva por um grupamento silila conduzindo ao azido-alcool 8. O
grupamento azido do composto 8 foi hidrogenado e em seguida protegido com o
grupamento terc-butoxicarbonil (Boc), levando a formacdo do composto 9.

Para obter o aminoacido L o grupamento azido foi introduzido no composto 9

com inversao de configuracao utilizando-se as condicfes de reacdes de Mitsunobu,
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levando a formacdo do composto 10. Foi verificado que o grupamento terc-
butildimetilsilil (TBS) era labil para as etapas seguintes da sintese, assim ele foi
substituido pelo terc-butildifenilsilil (TBDPS) e o grupamento p-metoxifenol (PMP) foi
removido com nitrato cérico de amonio (CAN) fornecendo o alcool 11. A amina do
composto 11 foi inicialmente desprotegida em meio acido e em seguida tratada com
bis(benziloxicarbonil)isotioureia, fornecendo a guanidina 12.

A guanidina ciclica 13 foi obtida a partir da reacéo de ciclizacdo intramolecular
do composto 12 utilizando-se as condi¢es de reacédo de Mitsunobu. O aminoacido L
protegido sob a forma da azida 14 foi obtido pela oxidacao do alcool primario com N-
oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) e hipoclorito de sodio (NaOCl).

X 1) NaH, BnBr PMPOH
o o DMF HO o PPh; DIAD PMPO o
\’_%i? ] 2) AcOH/H,0 0 THF 0
H "% _3a)Nalo, H,0/MeOH )< )(
"/o)< 3b) NaBH, MeOH BnO © BnO 0
HO ~ 5
4 2
3 84% 90%
1) ag. HCI
dioxano
2) LAH, THF
3) DMP, APTS
CH,Cl,
1) ag. HCI, OBn 1) MsCl, NEt;
OBn dioxano B CH,Cl, OBn
- - PMPOWO ‘ AN
PMPO/Y\i/\OTBS 2) TBSCI, DMAP, N; O—( 2)NaN, DMF FMPO™ =" "9
N; OH NEt; CH,Cl, ' OH 07&
8 l 6
96% 90% =
70%
H,, Pd/C,
Boc,0, MeOH
OBn 1a) aq. HCI, THF OBn
oBn HN3 : 1b) TBDPSCI, -
: PPhs DIAD PMPO™ 7 "OTBS pyap. NEt, HO™ Y Y  OTBDPS
PMPO™ " oTBs __ Tolueno BocHN  Nj —  » BocHN N
BocHN  OH 10 2) CAN, CH;CN 1
9 89% 73%
96%
1) HCIEt,0
2) MeSC(=NCbz)NHCbz
NEts HgCl,, THF
OBn O TEMPO, NaOClI OBn 1) PPh; DIAD ©Bn
CbaN OH = NaC%2 : on ~— T Ho ™ oTeoPs
NH Nj CH;CN CbZNW 2) TBAF, THFCHZNS NH  Nj
3
ChzN 14 CbzN 13 NHCbz 12
89% 70% 88%

Esquema 2.1. Sintese da B-L-hidroxienduracididina.
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Trabalho de Nieuwenhze (OLIVIER, 2010)

O aldeido 15 (Esquema 2.2) obtido a partir da L-serina foi convertido no
alceno 16 por uma reacéo de Wittig. O composto 16 foi inicialmente desprotegido em
meio acido e em seguida tratado com bis(benziloxicarbonil)isotioureia, fornecendo a
guanidina 18 apoés a reacao de ciclizagdo intramolecular. A guanidina ciclica 18 foi
protegida com o grupo triisopropilsililoxi de metila (Tom) com a finalidade de realizar
uma desprotecao seletiva do nitrogénio da guanidina no momento da introducao da
por¢cao manosila.

O alceno 19 foi submetido a uma clivagem oxidativa e o aldeido resultante foi
submetido a uma olefinizacdo de Wittig levando a formacédo do éster 20 com uma
proporcao de 17:1 em favor do isbmero E. O composto 20 foi inicialmente oxidado
(21) e posteriormente monosulfonilado, obtendo o composto 22 que € intermediario

comum para obtencéo dos isébmeros da B-hidroxi-enduracididina.
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—_— O_ NBoc CbzN=(
O NBoc X 17 NHCbz
16 45%
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Esquema 2.2. Sintese da L e B-D-hidroxienduracididina.
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A B-L-hidroxi-enduracididina protegida 23a-(2S) foi obtida pela substituicdo do
grupo nosila pelo grupamento azido com posterior redugéo e protecdo com Boc. A [3-
D-hidroxi-enduracididina protegida 23b-(2R) foi obtida pela reacdo de adicdo com
azida de sodio ao epoxido 24 com retencéo de configuracdo, seguida igualmente da

reducao e protecdo com Boc.

2.1.2.2. Sintese da enduracididina
A primeira sintese da enduracididina foi realizada sob a forma éster metilico
(25) em 1975 por Tsuji et al (TSUJI, 1975), tendo sido utilizado como etapa chave a

clivagem oxidativa do anel imidazélico do histidinato de metila 26 (Esquema 2.3).

[ NH ,guococl NHCO,nBu NH, N\>_NH
2 Na,COs | o 5 . " 2
N NHCO,nBu — > NH, |— N
HN™ "CO,Me H,N” ~CO,Me H,N” ~CO,Me H,N” ~CO,Me
26
= 25

Esquema 2.3. Sintese da enduracididina por Tsuji.

A segunda sintese da enduracididina foi desenvolvida por Dodd et al
(SANIERE, 2004), utilizando-se como etapa chave a reacdo de aziridinagao
intermolecular por transferéncia de nitrenos (DAUBAN, 2003).

Nesta sintese utilizou-se como material de partida a alilglicina protegida 27
(Esquema 2.4) que foi submetida a reacdo de aziridinacdo em presenca de uma
sulfonamida (SesNH,), um catalisador de cobre e o iodosilbenzeno, levando a
formacao da aziridina 28 sob a forma de diastereoisomeros (4S:4R 7:3) que foram

submetidos a reacdo de abertura com azida de sodio (29a-(4S) e 29b-(4R)). A

enduracididina 32 foi obtida apds a reducdo e guanidinacdo do diastereoisbmero

29b-(4R).
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Esquema 2.4. Sintese da enduracididina desenvolvida pelo grupo de Dodd.

2.1.3. Aplicacao da reacao de aziridinacao por transferéncia de nitrenos

Aziridinas (33) sdo compostos ciclicos que apresentam dois atomos de

carbono e um de nitrogénio e constituem uma importante familia de compostos

heterociclicos, pois podem ser utilizadas como intermediarios em sintese organica,

como na obtencdo de heterociclos complexos, aminoacidos (SWEENEY, 2002) e

substancias naturais (WATSON, 2006). As aziridinas podem ser obtidas, de maneira

geral, a partir de 1,2-diois 34, epoxidos 35 e aminoalcoois 36 via reacfes de

ciclizacdo e a partir de iminas 37 e alcenos 38 por reacdes de adicado (Esquema 2.5).

Ciclizacéo
HO OH
R —
R4 R,
34
O
&——
R4 R
35
RHN X
R1_6 R,

Adicéao
R\N
E lkRz
A 37
R
33 @
Ri 38 R,

Esquema 2.5. Formas de obtencéo de aziridinas.
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A metodologia mais empregada para obtencdo de aziridinas é pela adicédo de
nitrenos a alcenos. Um grande avango nesta técnica foi obtido pela utilizacdo de

nitrenos estabilizados por complexos de metais de transicdo como o cobre e o rédio.

2.1.3.1. Aziridinagé&o de olefinas por adi¢cao de nitrenos

A obtencado de aziridinas por transferéncia de nitrenos ao longo dos anos era
realizada sob condicbes drasticas, como reacfes de termdlise ou fotélise em
derivados nitrogenados (ATKINSON, 1969). Essas condicbes se tornam
incompativeis quando se utiliza numerosos grupos funcionais. Nos anos 80 do
século XX a utilizacdo de nitrenos estabilizados por metais de transi¢cdo permitiram o
desenvolvimento de um grande nimero de métodos mais eficazes para obtencéo de
aziridinas. A primeira aziridinagéo eficaz desse tipo de reagéo foi realizada em 1983
por Groves e Takahashi (GROVES, 1983) (Esquema 2.6).

N3 N
/Ar hy /Ar
Ar*‘um—Ar T' Ar— :: >—Ar
Ar N Ar
©

TFAA

CF3;CON Ar
/
Ar —Ar

AT OcockF,

Esquema 2.6. Aziridinac&o por ativagdo com um complexo de manganés.

COCF,
N

Dois outros precursores foram particularmente estudados a fim de obter

formas de gerar nitrenos mais facilmente, sao eles: haloaminas e iminoiodanos.

Aziridinacdo por haloaminas

As haloaminas apresentam uma carga negativa sobre o 4tomo de nitrogénio
gue esta ligado a um halogénio, conferindo propriedades particulares as reacdes de
adicdo. Entre essas espécies, a Cloroamina-T e a Bromoamina-T sao as precursoras

de nitrenos mais utilizados e disponiveis comercialmente (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Haloaminas.

Aziridinacdo por iminoiodanos

Entre os precursores de nitrenos, os iminoiodanos sdo substancias que
ganharam mais atencédo na formacao da ligacdo C-N nas rea¢Oes de aziridinacao,
apresentam em sua estrutura o iodo hipervalente (Figura 2.4) (MORIARTY, 2005;
VASCONCELOS, 2012).

s OAc W
Ph—|||§.. Ph_iQ; Ph—lllgs
NR OAc O
Iminoiodano Diacetato de lodosilbenzeno
lodosilbenzeno (PhIO)

(PhI(OAC),)

Figura 2.4. Espécies de iodo hipervalente.

Geracao in situ de nitreno

O maior problema dos iminoiodanos sdo as suas complicadas condi¢cbes de
preparacao, além da dificuldade de isolamento e caracterizacdo. Para contornar
essas dificuldades de preparacédo e ampliar o campo de aplicagcéo, o grupo de Dodd
(DAUBAN, 2001) desenvolveu em 2001 um método simples de geracédo in situ de

nitrenos para aplicacdo nas reacdes de aziridinacao (Esquema 2.7).

Rs3
/—< SO,R
R1 R2 l{]
RSO,NH, + Phl=0 >
202 Cu(CH3CN),PFg (5-10%), /Q<R3
CH4CN, t.m. 3A ta. Ry R2

Esquema 2.7. Aziridinagao “one-pot” catalisado por cobre.
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Em 2002 o grupo de Du Bois (GUTHIKONDA, 2002) desenvolveu uma reacao
similar de aziridinacdo catalisada por complexos de rédio (Esquema 2.8).

R1

0.2 PhI(OAG), MgO ,

— + TS AN
RZ—\‘R3 HN O CCly Rhy(tfacam), R1AR3

tfacam = CF3CONH R5

Esquema 2.8. Aziridinagao “one-pot” catalisada por rédio.

E importante mencionar que a maior parte dos iminoiodanos isolados ou
preparados in situ sdo derivados de sulfonamidas, e essa utilizacdo se deve a
presengca do grupo sulfonil que estabiliza a carga negativa no nitrogénio do

iminoiodano formado.

Mecanismo reacional dos nitrenos

Estudos cinéticos e calculos tedricos realizados por Norrby (BRANDT, 2000) e
Scott (GILLESPIE, 2001), combinados com os trabalhos experimentais de Evans
(EVANS, 1993), Jacobsen (LI, 1993; LI, 1995) e Andersson (SODERGREN, 1997)
permitiram propor um mecanismo de aziridinagao catalisada por cobre via nitrenos.
A primeira etapa do mecanismo é a formacao da ligacdo cobre-nitrogénio 39, e
ainda a ligacdo cobre-oxigénio do grupo S=0O que ajuda a fragilizar a ligacao
nitrogénio-iodo, levando a formacdo do nitreno 40 apd6s a eliminacdo do
iodosilbenzeno (Phl) (Esquema 2.9).

A adicdo do nitreno a olefina (intermediario 41) pode ocorrer por um
mecanismo concertado (nitreno no estado singlete) ou radicalar (nitreno no estado

triplete), dependendo do substrato utilizado, levando a formacéo da aziridina 42 .
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Esquema 2.9. Mecanismo de aziridinag¢ao via nitrenos.

Os nitrenos sédo gerados normalmente no estado singlete, mas podem

rearranjar rapidamente para o estado triplete, energeticamente favoravel. Os

nitrenos no estado singlete reagem com alcenos, de maneira concertada, formando
duas ligagdes C-N com retencdo da configuragdo (43), enquanto que no estado
triplete podem conduzir a uma mistura de isdmeros (44) (MAESTRE,2013; KUNDU,

2012).
X B - X
N X-N: . XN N
Q\ - 1\/\R2 . . > A
Ry R2 nitreno singlete nitreno triplete R, R,
43 44
.\\\X \\x
p 8\ ) p @Q
Ry, 52 H R..{) Q.
H™ = R, H R,
p p*
Formacédo simultanea Biradicalar com rotagao
das ligagdes C-N da ligagéao C-C
Esquema 2.10. Geragéao de nitrenos.
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Um inconveniente nas reacfes de aziridinagdo através de nitrenos é a
possibilidade da formacéo, além das aziridinas (45), produtos de C-H aminagéo (LIU,
2013) na posicéo alilica (46) (Esquema 2.11).

X
| R1 — R2
Phi=N-X N Y
Rl_~__R? - +
NN - R1A¥R2 T(H
(catalisador 45 46
matalico)
X
N R~ R?
R1/§¥R2 46 NH
M] X
[IIVII] Rl_~_ _R?
NoX Phl=N-X H=N-X
T \_Rg? M]
[M]=N-X
R1\/\/R2 R1\/\/R2

Esquema 2.11. Mecanismo de aziridinacdo e C-H aminacao.

2.1.4. Reagdes de abertura de aziridinas

Em razdo da tensédo anelar combinada com a polarizacdo das ligacdes
carbono-nitrogénio, as aziridinas possuem uma grande reatividade em condi¢des
relativamente brandas, o que as tornam blocos construtores versateis em sintese

organica (Esquema 2.12).



Ny NHX
R R NHX
& NHR'™ >~
R
R'NH
R'MgX NaN3
CO,R'
L R'Y Y/N/X \|PRH PR"3
= - —_— ,
R Y = OH, SH E COR
rNa
R40,C O=P,
R2020>V MeO/ \OR'
NaX
ou NHX
R40,C . NHX Mg(X), Y
= O:P\ R
R,0.C R MeG OR'
X/\/NHX
R

Esquema 2.12. Exemplos de aberturas nucleofilicas de aziridinas.
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As aziridinas podem ser classificadas de duas formas em fungcao da natureza

do grupo ligado ao atomo de nitrogénio (Figura 2.5). O primeiro grupo é composto

por aziridinas "ndo ativadas” 47, onde a reacdo ocorre na maioria das vezes apos

uma protonacdo com um acido de Lewis. No segundo grupo, as aziridinas "ativadas"

48 possuem um substituinte retirador de elétrons que podem estabilizar por

ressonancia o estado de transi¢cdo na reagdo de abertura por um nucleofilo.

N7

N
|

R
a7

"ndo ativado"
R= H, alquil, aril

& -z

"ativado"
X=COR, COOR, SO5R, POR,

Figura 2.5. Tipos de aziridinas.

As reacOes de abertura das aziridinas ocorrem por ataque nucleofilico sobre

carbono, de um modo analogo as reacfes de abertura de epodxidos. Quando a

aziridina € assimétrica, as reacdes de abertura podem levar a formagédo de dois
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produtos (Figura 2.13), embora o ataque nucleofilico ocorra preferencialmente sobre

0 carbono menos substituido.

Ri N
N 1 “o.
3 2R

3
2 N
R{HNTY !
R

Pro

3

Nu/\QrNHR1

R

Substituicdao na posicao 3
duto geralmente majoritario

Esquema 2.13. Possiveis produtos da abertura de uma aziridina

2.2.0bjetivos e Justificativas

Fundamentado nos trabalhos desenvolvidos pelo grupo do professor Dodd em

reacdes de aziridinacdo intermolecular aplicadas em sintese total, como na sintese
da tetraidrolaterina realizada por Benohoud (BENOHOUD, 2009; BENOHOUD,
2008), da enduracididina por Leman (LEMAN, 2004) e Morelle (MORELLE, 2010) e

ainda da alloenduracididina sintetizada via reagcdo de diidroxilagdo por Cardoso

(CARDOSO, 2008) (Esquema 2.14), neste capitulo serd descrita uma rota sintética

para obtencédo da alloenduracididina via reacéo de aziridinacdo intramolecular.

NH
N
(s) H

CO,H

NH
HoN

Tetraidrolaterina

H,>N

Enduracididina

NH
D=NH

N

w H

H,N"" ~CO,H

Alloenduracididina

Reducao
Guanidinagao
f—

(s)
RN

X
X

Guanidinacéao
p—

R{HN

Guanidinacao
—

R4N

CN
Abertura
NHSes ——— (S)
O x=cH3
X,X=0
NH,
R, Abertura
‘NH,
(S)
CO,R, R{HN
NH,
NH, p—
R{HN"

Protecao
«NSes Azmdmagao |
(S)
R{HN CO,H
Azmdlnagao
(R)

(S) (S
CO5R, R{HN CO5R,
OH Protecao

Diidroxilacéao
“'OH =
R{HN" “CO,R,

Esquema 2.14.

Retrossintese para obtencéo de tetraidrolaterina, enduracididina e

alloenduracididina.
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A utilizagdo de reagbes de aziridinagdo intramolecular para a sintese da
alloenduracididina se constitui em uma proposta interessante, como pode ser
observado pela retrossintese da molécula alvo (Esquema 2.15).

A alloenduracididina (2R, 4R) 1 podera ser obtida pela guanidinacdo da
diamina 49, proveniente de uma reagéo de abertura nucleofilica do biciclo 50, obtido

por uma reacao de aziridinacdo do sulfamato 51. O material de partida seria a (R)-

alilglicina 52.
5
5 N\ NH, (R) |4 |4
3(R’) 4’N>\NH2 Guanidinagéo (r)|4 Abertura 3 4''N o Aziridinagéo 3 0. 0O 3
—_— 3 — P — g —— 2\(R
2lw H e e O/S\\O 2w o’S\NH2 HNS o OR
HaN" ~C0,H RHN “COR, i 1 RHNT o
1
1 49 50 21 52

Esquema 2.15. Retrossintese para obtencao alloenduracididina.

Em algumas etapas da reacao utilizaremos uma numeracao nao oficial, pois
segundo a IUPAC quando ha formacéo de heterociclo devemos considera-lo como a
cadeia principal, mas por questdes de didatica e clareza e no intuito de facilitar a
anélise dos espectros de RMN de *H e *C, manteremos a mesma numeracéo em

todas as etapas.
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2.3. Resultados e discusséao

2.3.1. Sintese da (R)-alilglicina por transferéncia de fase

A primeira etapa de sintese consistiu ha obtencdo da base de Schiff 55 pelo
tratamento do bromoacetato de terc-butila 53 com a benzofenona imina 54 em
presenca de DIPEA sob refluxo (Esquema 2.16). Ap0s o término da reacdo o
produto foi separado por filtracdo e lavado com etanol a frio, obtendo-se um sélido
branco (77%) que foi caracterizado por ponto de fusdo e analise de seus espectros

no IV, RMN de *H e de **C e massas.

>L Ph
o HN Ph DIPEA )\ .
+ x O'Bu
Br\/&o TD:] MeCN Ph N/\g/
refluxo
53 54 29
- 77%

Esquema 2.16. Reagédo de formacédo da base de Schiff.

No espectro de RMN de 'H (Figura 2.6) observa-se um simpleto (9H) em &
1,46 referentes aos trés CHs do grupo terc-butoxicarbonila, bem como a presenca de
outro simpleto (2H) em & 4,12 referentes aos hidrogénios H-2 e H-2'. Os sinais

referentes aos hidrogénios aromaticos foram observados entre 6 7,17 — 7,67.

et

—4121

CH,

M/f

aromatlco

M ]

IIl

#tﬂ“s

1 oS-
20 =

T
FEMm

Figura 2.6. Espectro de RMN de *H do composto 55 (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *C observa-se a presenca de um sinal em & 28,2
referente aos carbonos do grupo terc-butoxicarbonila, um sinal em & 56,5 atribuido
ao carbono ligado ao nitrogénio (C-2), bem como sinais correspondentes aos

carbonos aromaticos entre 127,8-132,5.

Sintese do catalisador de transferéncia de fase

Catalisadores de transferéncia de fase para a preparacdo de compostos
quirais a partir de substratos proquirais tém sido empregados por diversos grupos de
pesquisas. Os catalisadores derivados do alcaloide cinchona sdo muito utilizados,
como a cinchonina e a cinchonidina (Figura 2.7) que sao facilmente acessiveis e

transformaveis em sais quaternarios (OOI, 2007; LYKKE, 2013).

- -
H
HO N
N
»
N
Cinchonina Cinchonidina

Figura 2.7. Derivado da cinchona.

A alquilacdo assimétrica por transferéncia de fase foi desenvolvida por Dolling
(DOLLING, 1984) em 1984. Em 1989 a equipe de O’Donnell (O’'DONNELL, 1989)
realizou a primeira alquilacdo assimétrica do glicinato de terc-butila 3, conduzindo

aos aminoacidos D ou L, em funcdo do derivado da cinchona utilizado (Esquema

2.17).
Cl Cl
cl Ph cl Ph -

Ph

Ph/L\N (S) O'Bu NaOH 50% ph/L\N/ﬁ(otB“ NaOH 50% Ph)\\fo;}n/OtBu
o CH,Cl, o CH,Cl, S
ta.12h ta.12h
Rd = 82% derivado da cinchonidina derivado da cinchonina Rd =81%
ee = 62% (10 mol %) (10 mol %) ee = 62%

Esquema 2.17. Reacdao de alquilacdo com derivados da cinchona.
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Em 1997 Corey et al (COREY, 1997) e Lygo et al (LYGO, 2004) realizaram
modificacdes nos catalisadores e obtiveram excessos enantioméricos acima de 90%
nas reacgdes de alquilacdo (Figura 2.8).

— e P
X X
RO N RO NN RO N
X X | X
® ® )
N R N R' N O
1° geracgéao 2° geragao 3° geracao
(Dolling) R =H (O'Donnell) R = CH=CH, (Corey) R = CH=CH,
R'=CF;3 R'=H R'=H
(Lygo) R =Bn
R'=H

Figura 2.8. Catalisadores derivados da cinchona.

Lygo e Andrews (LYGO, 2004) realizaram um estudo em 2004, onde a
explicacdo para alta seletividade nas reacbes de alquilacdo assimétrica € a
formacdo de uma interagdo entre o jon amonio (N*) e o oxigénio (O) do enolato,
assim como uma interag&o do tipo 1 — 1 stacking entre o grupo fenila da imina e a

porcao quinoleina do catalisador (Figura 2.9).

Figura 2.9. Interag&o entre o catalisador e o substrato.

Como a alloenduracididina apresenta a configuracao absoluta R na posigao 2,
foi escolhido o catalisador de terceira geragao derivado da cinchonina para realizar a
reacao de alquilacdo do glicinato de terc-butila 55.

A preparacao do catalisador de terceira geracdo 59 consistiu inicialmente na
alquilacdo da cinchonina 56 com clorometil antraceno 57 para fornecer a amina

guaternaria 58. Em seguida, a hidroxila foi desprotonada com uma solu¢cdo de NaOH
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para permitir a O-alquilacdo pelo brometo de alila, a fim de obter o catalisador
desejado com um rendimento global de 62% (Esquema 2.18). Os compostos 58 e 59
foram obtidos sob a forma de solidos amarelos e foram caracterizados por ponto de
fusdo e andlise de seus espectros no IV, RMN de 'H e de *C, massas e atividade

Optica.

a A Br
3 Cl tolueno HO, AN* KOH 50% “/N*
AN 110°C 0 CH,Clp ta. & ‘
v 9
58 59
7 == 29
26 2L 71% 87%

Esquema 2.18. Reacéao de obtencéo do catalisador 59.

A base de Schiff 55 foi submetida a reacdo de alquilagdo assimétrica com
brometo de alila em presenca do catalisador 59 (10 mol%) e uma solu¢cdo de KOH
50% em tolueno. A mistura reacional ficou sob agitacdo vigorosa a temperatura
ambiente por 24 h (Esquema 2.19). A suspenséo foi extraida com acetato de etila e
a fase organica foi evaporada fornecendo o composto 60 (93%) sob a forma de um
6leo amarelo que foi caracterizado pelos espectros no IV, RMN de H e de *3C,

massas e atividade optica.

/\/Br
Ph 10mo}|<°/g)lc_;|at. 59
OBU ——— »
Ph)\\N/ﬁ‘/ u
o) tolueno
29 60

Esquema 2.19. Reacéao de alquilagao por transferéncia de fase.
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Mecanismo

Os catalisadores de transferéncia de fase séo utilizados pela facilidade de
transferir uma molécula de uma fase para outra, permitindo assim um aumento na
velocidade da reacdo. No caso do catalisador utilizado neste trabalho, ele facilita a
solubilizagdo do ion enolato na fase organica, onde se encontra o eletréfilo (Figura
2.10).

Fase organica

/\/Br Q*Br

Ph\(/N %OtBu N\)\OtBu Ll» g)komu
//_\\ Interface
N

Q*Br K'Br

Fase aquosa

Q = catalisador

Figura 2.10. Mecanismo de alquilacédo por transferéncia de fase.

A anélise do espectro de RMN *H (Figura 2.11), auxiliado pelo mapa de
contornos COSY e por comparagcdo com 0s espectros do composto 55, permitiu
inferir sobre a formacdo do composto 60, pela presenca de um duplo duplo tripleto
(ddt) em & 5,74 (Jastrans = 17,2 Hz, Jascis = 10,2 Hz, J43 = 7,1 Hz) atribuido a H-4
caracteristico de olefinas terminais, e ainda um dupleto duplo préximo de & 4,00 (H-
2) com integracdo para somente um hidrogénio, onde antes havia um simpleto com
integracdo para dois hidrogénios, evidenciando a alquilacdo nesta posicdo. A
configuracdo R na posicdo dois do composto 60 foi atribuida pela comparagédo com
dados de poder rotatério disponiveis na literatura.

Através da andlise do espectro de RMN de *3C do composto 60 (Figura 2.12),
observou-se com o auxilio do DEPT e dos mapas de contornos HMQC e HMBC os
sinais em 6 38,3 e 117,4 referente aos grupos CH, de C-3 e C-5. Entre 8 128,1 e
139,1 observam-se os sinais referentes aos carbonos arométicos e em & 170,2 e
171,0 observaram-se os sinais referentes ao carbono carbonilico (C=0) e iminico

(C=N), respectivamente.
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Figura 2.11. Espectro de RMN de *H do composto 60 (CDCl;, 300 MHz).
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Figura 2.12. Espectro de RMN de **C e DEPT 135 do composto 60 (CDCls, 75 MHz).
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A sintese do composto 62 foi realizada a partir do éster derivado da (R)-
alilglicina 60. Primeiramente a funcao imina foi hidrolisada em meio acido com uma
solucéo de acido citrico 15% em THF para fornecer a amina 61 (96%) sob a forma
de um 6leo amarelo volatil, apés uma extracao acido base. Em seguida, foi realizada
a protecdo da amina 61 com o grupamento Boc, pela adicdo do dicarbonato de terc-
butila (Boc,0) e NEtz em diclorometano (Figura 2.20).

A escolha do grupamento Boc se deve a trabalhos realizados anteriormente
pelo grupo de Dodd (BENOHOUD, 2009; SANIERE, 2004; MORELLE, 2010), onde
foi relatado vantagens relacionadas a estabilidade e aplicacbes em sintese de
produtos naturais derivados de aminoacidos, pois podem ser facilmente hidrolisados
e possui a possibilidade de se apresentar sob a forma de carbamato ciclico

(oxazolidinona) devido a reacdes intramoleculares, como serd mostrado mais

adiante.
Boc,O
Ph Acido citrico 15% NEt,
o s omu - _c
THF CH,Cl,
62
71%

Figura 2.20. Reacéo de obtencédo do composto 62.

Pela analise do espectro de RMN *H (Figura 2.13), e por comparacdo com 0s
espectros do composto 60, foi possivel atribuir a formacdo do composto 61 pela
auséncia dos sinais referentes aos hidrogénios da regido de aromatico, a presenca
de um multipleto em & 1,51 referentes aos hidrogénios do grupo NH, e ainda o
deslocamento do sinal referente ao hidrogénio H-2 (dd) para regido mais proxima do
TMS (5 3,40).

Através da anélise do espectro de RMN de **C do composto 61 (Figura 2.14)
observou-se com o auxilio dos mapas de contornos HMQC e HMBC a auséncia dos
sinais dos carbonos aromaticos e do grupo iminico (C=N) e ainda o deslocamento do
sinal referente a C-2 para regido mais proxima do TMS (6 54,2), evidenciando a

ocorréncia da reacao.
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Figura 2.13. Espectro de RMN de *H do composto 61 (CDCls;, 300 MHz).
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Figura 2.14. Espectro de RMN de *3C do composto 61 (CDCls, 75 MHz).
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A formacdo do composto 62 foi evidenciada no espectro de RMN de *H
(Figura 2.15) pelo aumento do valor de integracdo do simpleto em & 1,44 referentes
aos carbonos metilicos devido a entrada do grupo Boc e pelo deslocamento do sinal
referente ao hidrogénio H-2, inicialmente em & 3,40 para 4,24.

Através da andlise do espectro de RMN de **C do composto 62 observou-se,
com o auxilio dos mapas de contornos HMQC e HMBC, a presenca dos sinais
referentes ao carbono da carbonila (C=0) em & 155,3, ao carbono ipso (& 79,8) e

aos carbonos metilicos em & 28,5 do grupamento Boc.

.\l_..-*
e 3 X CHs
H-3
H-3’
|

—
pRm 7 [ 5 4 3 2 1 o

Figura 2.15. Espectro de RMN de *H do composto 62 (CDCls;, 300 MHz).
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Figura 2.15. Espectro de RMN de **C do composto 62 (CDCls, 75 MHz).

A sintese do sulfamato 66 (Esquema 2.21) foi realizada a partir do éster 62.
Primeiramente, o grupo éster de 62 foi reduzido com LiAlH; em THF para fornecer o
alcool 63 em 84% de rendimento. Em seguida 63 foi solubilizado em DMA e tratado
com cloreto de sulfamoila 65, preparado in situ pela reacdo do isocianato de
clorossulfonila 64 com acido férmico (OKAMA, 2000), fornecendo o sulfamato 66
(84%).

0..0 .0

8L C
cl” N
64

HCO,H

Esquema 2.21. Reacéao de obtencéo do sulfamato 66.
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No espectro de RMN de *H do composto 63 (Figura 2.17) verifica-se a
presenca de um simpleto largo (9H) em & 1,44 correspondentes aos trés CHs do
grupo terc-butoxicarbonila, além de um multipleto entre & 2,19 - 2,36 correspondente
aos hidrogénios H-3 e H-3'. O multipleto entre & 3,57 - 3,70 pode ser atribuido a
superposicao dos sinais de H-1, H-1" e H-2. Em ® 4,69 pode-se observar um sinal
referente ao hidrogénio do grupo NH. Em & 5,10 - 5,15 e 5,78 puderam ser
observados os sinais referentes aos hidrogénios olefinicos H-4, H-5 e H-5,

respectivamente.
€ g ; ik a8z g
| e Rl
| 5
4
o) 3
Y& _oH
oy |
4\ H / / 1
H-5 H-1 3x Cﬂg
, . H-1’
H-5 H-2 H-3

—
ppm 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 2.17. Espectro de RMN de *H do composto 63 (CDCls, 300 MHz).

A andlise do espectro de RMN *H (Figura 2.18) do composto 66, auxiliado
pelo mapa de contornos COSY e por comparagdo com 0s espectros do composto
63, sugere a formacdo do composto 66 pela presenca de um sinal largo em & 5,23
(2H) referente aos hidrogénios do grupo sulfamato (NH5), e ainda o deslocamento do
sinal referente aos hidrogénios H-1 e H-1" para regido mais distante do TMS,
inicialmente em & 3,57 — 3,70 para 4,11 — 4,27.
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Figura 2.18. Espectro de RMN de *H do composto 66 (CDCls, 300 MHz).

Uma proposta do mecanismo da reagao para formacdo do sulfamato 66 a

partir do cloreto de sulfamoila preparado in situ é apresentado abaixo (Esquema

2.22).
%P oHCoH QP 0 o Y g ) 0.0
PN IS —_— PN IS _ I OSSN A S '——\SA\ —— !

cI”> N a N T T e TN o T TN T S %H
64 H -CO, 2

-co 65

Esquema 2.22. Mecanismo proposto para formacéo do sulfamato 66.

Outra rota sintética utilizada para obter intermediério 63.
Uma quantidade suplementar do alcool 63 foi obtida a partir do éster etilico

67 disponivel no laboratério. Este intermediario foi sintetizado em grandes
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guantidades e em bom excesso enantiomérico por resolucdo enzimatica, seguido da

remocéao do grupo protetor Boc em meio acido (Esquema 2.23).

o-quimiotripsina

OEt >~ -\__OEt OH
BocHN " Tampéo fosfato BocHN' BocHN

0 pH=7,4,37°C O o]
(R): ee = 94% (S): ee = 98%

HCI

OEt

67

Esquema 2.23. Rota sintética para obtencéo do éster 67.

A rota sintética utilizada para obtencdo do alcool 63 a partir do éster 67 é
similar ao procedimento mostrado anteriormente, onde é realizada a protecdo da
amina do composto 67 com o grupamento Boc pela adicdo do dicarbonato de terc-
butil (Boc,0) e NEt; em diclorometano fornecendo o composto 68 (88%), seguida
pela reducdo do grupo éster com LiAIH, em THF levando a formagéo do &lcool 63

em 86% de rendimento (Esquema 2.24).

Boc,0
NEt; LiAlH,4
= R

CH,Cl, BocHN" THF  BocHN"

68 63

88% 86%

Esquema 2.24. Rota alternativa para obtencdo do composto 63.

2.3.2. Aplicacao das condic¢Oes de aziridinacao

O proximo passo envolveu a obtencdo das aziridinas (69a (2R-4R) e 69b (2R-
4S)) por meio de uma reacéao intramolecular entre o nitrogénio e a dupla ligacéo do
composto 66 para a qual foram utilizadas as condi¢cdes de aziridinacdo por geracao

in situ de iminoiodanos, catalisadas por cobre ou rodio conforme metodologia
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desenvolvida pelo grupo de Dod (MORELLE, 2010) (Esquema 2.25). Os resultados
podem ser vistos na tabela 2.1.

(RS)AN_ 0
PhlO, Catalisador " S0
Solvente BocHN™
Temperatura 69a (2R-4R) 69c (2R-4S)
69b (2R-4S) 69d (2R-4R)
Esquema 2.25. Reacéao de aziridinagao.
Tabela 2.1. Resultados dos experimentos de aziridinacao.
Teste | Solvente | Tempo | Temp. Catalisador Rend. | *HPLC | Rend. | Rend.
(h) (°C) (equivalente) | 69a-b 69a-b 69c-d | total
(%) | (RR:RS) | (%)
1 CH4CN 23 -20 Rh,(AcO), 15 19:81 13 28
(5%)
2 CH4CN 20 0 Rh,(AcO), 52 2575 18 70
(5%)
3 (CH,CI), 15 -20 Rh,(AcO), 57 9:91 22 79
(5%)
4 (CH.CI), 15 0 Rh,(AcO)4 46 9:91 24 70
(5%)
5 (CH.CI), 16 -20 Cu(MeCN),"PFg - - - -
(5%)
6 (CH.CI), 31 20 Cu(MeCN),"PF¢ 9 26:74 - 10
(5%)
7 CH,CN 17,5 20 Cu(MeCN),’PFs | 46 63:37 - 69
(5%)
8 (CH,CI), 15,5 20 Rh,{(S)-nttl}, 66 49:51 8 74
(2,5%)
9 (CH,CI), 14 -20 Rh{(R)-nttl}, 63 58:41 14 77
(2,5%)
10 CH,CN 15 -20 Rhy{(R)-nttl}, 65 67:33 - 65
(2,5%)
11 CH3CN 20 -40 Rh{(R)-nttl}, 69 63:37 - 69
(2,5%)

* A relagao dos diastereoisomeros foi determinada por HPLC.
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Nos testes 1, 2, 3 e 4 foi utilizado o catalisador aquiral de rédio (Rh,(AcO),)
com iodosilbenzeno variando a temperatura e o solvente, mas além de ndo obter um
rendimento satisfatorio, ocorreu a formacao de produtos de C-H aminacao (69c (2R-
4S) e 69d (2R-4R)) e a diastereoseletividade nao foi favoravel ao diastereoisémero
de interesse (69a (2R-4R)) para a sintese da aloenduracididina. A utilizagcdo do
catalisador de cobre (Teste 7) melhorou a diastereoseletividade, mas o rendimento
nao foi bom.

No intuito de melhorar o diastereoseletividade da reacdo foi utilizado um
catalisador quiral de rédio, o Rhy{(S)-nttl}s desenvolvido pelo grupo de Muller
(MULLER, 2003), e disponivel no laboratério, que permitiu uma melhora no
rendimento, mas a diatereoseletividade ainda ndo foi favoravel. Assim, utilizou-se
um catalisador de rédio com a configuracdo invertida Rho{(R)-nttl}; 71

Para a obtencdo do catalisador 71, o (R)-N-naftoil-terc-leucina (nttl) 70,
disponivel no laboratério, foi complexado com rodio por uma substituicdo dos
ligantes acetato do composto Rh,(OAc), (Esquema 2.26). Nesta reacao, o ligante
acetato é eliminado continuamente sob a forma de acido acético que é neutralizado

com Na,COg3 presente no extrator de Soxhlet (Figura 2.19).

! ! Rhy(OAc), Ca,CO; + areia
Clorobenzeno N

07 N0 - ° 0 \
Oo. -
(0] (R "Rh
(R) O' // N
OH \Rh/
ZEAN
70 1 70 + Rh (1)

/

Esquema 2.26. Reacédo de complexacdao.

Figura 2.19. Disposicao da aparelhagem.

Como pode ser observado nos testes 9, 10 e 11 (Tabela 2.1), o catalisador

Rh{(R)-nttl}; 71 foi o que apresentou melhores resultados. A condigéo reacional
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apresentada no teste 10 foi escolhida para a realizagdo em maior escala, pois
apresenta a melhor diastereoseletividade.

Os compostos 69a-d foram parcialmente separaveis por cromatografia,
permitindo assim a atribuicdo de suas configuracdes pela analise dos seus
espectros de massas de alta resolugédo (HRMS-ESI), RMN de *H e RMN de 13C com
0 auxilio dos espectros de correlacdo COSY, HMQC, HMBC e NOESY. A relacdo
diastereoisomérica das aziridinas formadas (69a-b) foi determinada por HPLC.

Sera dada abaixo maior énfase a caracterizacdo do composto 69a. Os dados
dos compostos 69a-d estdo descritos na parte experimental.

A formacdo das aziridinas pode ser evidenciada no seu espectro de RMN *H
(Figura 2.20) pelo desaparecimento do sinal em & 5,23, referente aos hidrogénios do
grupo NH,, e ainda dos sinais referentes aos hidrogénios H-4 (6 5,76, 1H) e H-5 (d

5,13-5,23, 2H) caracteristicos de olefinas terminais.

3 xCHs

3 xCHs

H-1H-1" H-2
7

3 xCHs

.

T T T ‘ T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T T T |
pPm g 5,5 5 4,5 4 3.5 3 2,5 2 1,5 1

Figura 2.20. Espectro de RMN de *H dos compostos: a) 66, b) 69b e ¢) 69a
(CDCl3, 300 MHz).
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Esses compostos possuem dois centros assimétricos, sendo que a
estereoquimica da posicao 2 é conhecida (R). Nessas condi¢des, com a utilizacéo
da técnica NOESY foi possivel atribuir a configuracdo do segundo centro
assimétrico. A configuracao cis do biciclo pode ser evidenciada pela correlacéo entre
os hidrogénios H-2 e H-4 (69a (2R-4R)) (Figura 2.21), enquanto que na configuracao
trans a correlacdo ocorre entre os hidrogénios H-2 e H-5 (69b (2R-4S)) (Figura 2.22).

H-5 H-5’

a2l
g4

H-3
|'="H-3

el
H-4

H-2
H-1’

T T TT
"'245

Figura 2.21. Mapa de contornos NOESY de 69a (CDCl3, 500 MHz).
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Figura 2.22. Mapa de contornos NOESY de 69b (CDCl3, 500 MHz).

No espectro de RMN de **C do composto 69a (Figura 2.23) foi observado o
deslocamento dos sinais tipicos de carbonos olefinicos C-4 e C-5, inicialmente em &
134,3 e 118,2, para 39,5 e 38,5, respectivamente. A estrutura obtida por difracdo de

raios X apos a recristalizacao em cloroformio € apresentada a seguir (Figura 2.24).
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33,738

[+ =0 L+
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0,775
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Figura 2.23. Espectro de RMN de **C do composto 69a (CDsCN, 75 MHz).

Figura 2.24. Estrutura obtida por difracdo de raios do composto 69a.

A formacédo dos produtos de C-H aminacdo pode ser evidenciada nos
espectros de RMN de 'H pela permanéncia dos sinais referentes aos hidrogénios
H-4 e H-5 atribuidos a dupla ligacéo, e ainda o deslocamento do sinal referente a
H-3 para regido mais distante do TMS em funcéo da formacao da ligacdo C-N nesta

posicéo (Figura 2.25).
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Figura 2.25. Espectro de RMN de *H dos compostos: a) 66, b) 69d e c) 69¢c
(CDCl3, 300 MHz).

Para o composto 71 observa-se no espectro de RMN de *H (Figura 2.26) os
sinais referentes aos hidrogénios aromaticos (24H) entre & 7,47 — 8,77, um sinal em
0 5,83 (4H) referente ao hidrogénio H-2 e em & 1,29 um simpleto referente aos
hidrogénios do grupo CHs.

Nos espectros de RMN de *C e DEPT 135 do composto 71 (Figura 2.27),
observou-se em & 187,6 um sinal referente ao carbono C-1, e ainda em & 163,2 e
164,8 os sinais referentes aos carbonos carbonilicos (C=0). Foi possivel atribuir
também os sinais entre & 122,8 — 133,6 referentes aos carbonos arométicos, além
do sinal em & 36,4 atribuido ao carbono ipso (C(CHj)).

Outra evidéncia indicando a formacdo do complexo 71 é pelo espectro de
massas de alta resolugdo, onde é possivel observar um pico referente ao ion
molecular em 1481,2129 que corresponde a féormula minima C7;HegsN4O16Rh, [M +
CI"), cujo valor calculado € igual a 1481,2116.
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Figura 2.26. Espectro de RMN de *H do composto 71 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 2.27. Espectro de RMN de **C e DEPT 135 do composto 71 (CDCls, 75 MHz).
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2.3.3. Abertura da aziridina

Para obtencdo dos compostos 72a e 72b inicialmente foi efetuada a reagao
da mistura dos diastereocisdmeros 69a e 69b com azida de trimetilsilila (TMSN3) e
fluoreto de tetra-N-butilambénio (TBAF) em tetraidrofurano (THF) a temperatura

ambiente (Esquema 2.27).

N3 N3
RS)~N _0 TTlvllail\lis &H o) NH O
\/S/:\O () S/:\O + (%) S/:\O
RG¥e THF NG RGP
BocHN 0°-ta. BocHN' BocHN®
69a + 69b 72a (2R-4R) 72b (2R-4S)
64% 35%

Esquema 2.27. Reacgéao de abertura da aziridina.

Apébs o término da reacdo foi realizado uma extracdo liquido-liquido com
acetato de etila e agua, a fase organica foi evaporada e o residuo foi purificado por
coluna cromatogréfica (eluente: éter de petrdleo/acetato de etila 8/2). Os compostos
72a e 72b foram obtidos como um 6leo (64%) e um sélido (35%), respectivamente, e
foram caracterizados por andlise de seus espectros no IV, RMN de 'H e de *C e
massas.

A partir da analise do espectro no IV dos compostos 72a (Figura 2.28) e 72b
foi possivel atribuir a entrada do grupo azido em funcdo do surgimento de uma
banda forte de absorcdo em 2104 cm™, que pode ser atribuida ao estiramento
assimétrico das ligacbes N=N"=N",

2104

Figura 2.28. Espectro no infravermelho de 72a.
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A anélise do espectro de RMN de 'H de 72a (Figura 2.29), auxiliado pelo
mapa de contornos COSY (Figura 2.30) e por comparagcdo com 0s espectros do
composto 69a, permitiu inferir que o ataque ocorreu na posicao C-5 da aziridina
(Esquema 2.28). Isso pode ser justificado pelo fato do sinal atribuido a H-4, com
integracdo para um hidrogénio, em 6 3,53 acoplar com o hidrogénio do grupo NH.

Verificou-se, ainda, um multipleto em & 3,31-3,40 (2H) atribuido a H-5 e H-5’
nao estar acoplando com o hidrogénio do grupo NH, fato que seria observado se
ocorresse a formacéo do produto 73 (Esquema 2.28). Além disso, € possivel atribuir
gue a posicao 4 apresenta a configuragcdo R em funcéo do acoplamento de H-2 com
H-4 no espectro de NOESY (Figura 2.31).

Y\ N3
H H /\ 5\ 5
N N /O ~ 4 N -
3 5 ' N <\ O N3 NH O
4 N 3 sZ 4 g7
1~0 - <0 > =0
O 2\(R) o’ (R) OI
R (Ataque em 4)  BocHN" (Ataque em 5) BocHN™
BocHN 1
73
Esquema 2.28. Possibilidades de abertura das aziridinas.
c R 3 cEge ggmg sond
a T = - R R B g [l
= c_? 5_;: i vrvrvt? mmm;u e AP +
I | N T
3 x CHs
N 1) [ [}
9 M SIENEI CIENE
P

Figura 2.29. Espectro de RMN de *H do composto 72a (CDCl;, 500 MHz).
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Figura 2.31. Mapa de contornos NOESY do composto 72a (CDCl3, 500 MHz).
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No espectro de RMN de **C de 72a (Figura 2.32) observar-se um sinal em &
37,9 atribuido a C-3, trés sinais entre & 49,6 — 55,5 correspondentes aos carbonos
C-2, C-4 e C-5 e, ainda, o sinal em & 71,4 referente ao carbono C-1. Os sinais de
carbono foram atribuidos com o auxilio do mapa de contornos HSQC (Figura 2.33).
O composto 72a se mostrou ser muito instavel, mesmo quando armazenado a baixa

temperatura (-20 °C) e sob atmosfera de argonio.

2|
g: [ L1 |
T
& 8 £ g 32 8 o ggguf
i 3 < g ¢ g ivty
| N | =
[=]
2
g_
| C-5
] | CHs
] c-4
o
i C-1 C-3
| C2 7
] c=0 g(CHs)i |
l % _JT_ L, .JL " I kY
- T | | —— | | | | |
PRI 180 140 120 100 8 80 a0 20 o

C-3/H-30 @ -

o]
1 c2m20 -

; C-4/H-40 L
8] C-5/H-5 ¥ ;—
o]

| c1/H1

T L B B AL B B B o B
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Figura 2.33. Mapa de contornos HSQC do composto 72a (CDCls, 500 MHz).
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Pela anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 2.34) auxiliado pelo COSY
(Figura 2.35) do diasterecisébmero 72b foi possivel atribuir que a abertura da
aziridina também ocorreu na posi¢ao 5 do anel, devido o acoplamento do hidrogénio
H-4 ( & 3,60) com o hidrogénio do grupo NH. A anélise deste foi feita tendo-se como
partida o sinal correspondente ao hidrogénio H-3 (mais proximo do TMS) em & 1,95
— 2,13 estabelecendo-se, entdo, por intermédio das correlacdes, as conectividades
entre os hidrogénios H-3/H-2, H-3/H-4, H-2/H-1, H-4/H-5.

Y WY N
N3
5
4(3) NH//O
3 S:O
\®R
BocHN"2™ H-5
H-5'
|
s / CH3
ST / / / |
H-L - -3
NH NHBOC |\_| 2H 4 H-31
|| |
| U
|
| L
| | |
CREEE i

T I
PR 7 5 5 1 3 2 1 8

Figura 2.34. Espectro de RMN de *H do composto 72b (CDCls, 300 MHz).

Ap6s andlise do espectro de RMN de **C de 20b (Figura 2.36), com o auxilio
do mapa de contornos HSQC, foi possivel atribuir o sinal em & 37,6 a C-3, trés sinais
entre & 47,4 - 55,3 correspondentes aos carbonos C-2, C-4 e C-5 e, ainda, o sinal
em & 71,7 referente ao carbono C-1. A estrutura do composto 72b pode ser
confirmada por difracdo de raios X ap0s a recristalizacdo em cloroférmio (Figura
2.37).
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Figura 2.35. Mapa de contornos COSY do composto 72b (CDClIs, 300 MHz).
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Figura 2.36. Espectro de RMN de **C do composto 72b (CDCls, 75 MHz).
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Figura 2.37. Estrutura obtida por difracdo de raios X do composto 72b (2R-4S).

2.3.4. Abertura do sulfamato ciclico

Os sulfamatos ciclicos podem funcionar como bons eletréfilos em reacfes de
substituicdo nucleofilica no carbono que contém o oxigénio. Alguns exemplos de
aberturas de sulfamatos estdo descritos na literatura (Figura 2.38) (MELENDEZ,
2003; BALDWIN, 1990). Para isso, primeiro o0 nitrogénio do sulfamato tem que ser

ativado por um grupo receptor de elétrons.

-Rs -R3
MeO HN CNS HN

R R, Rj R,

n n
Meo‘k\ /KSCN
0,0

\ Y/

R
F HN" 2  TBAF o S-y-Rs NaN, Ny HN’

A UL T Uk
R1 n R2 R1 N R2 R1 R2
NaO/iy \?‘NH2

R

AcO HN™ 3 RHN  HN-TG

R R
1 no 2 R nR2

Figura 2.38. Exemplos de aberturas de sulfamatos ciclicos.

Em nossa sintese foi escolhido o grupo Boc como ativador, em funcédo de
trabalhos desenvolvidos pelo grupo de Dodd (BENOHOUD, 2008; MORELLE, 2010).
Para isso, os compostos 72a (2R-4R) e 72b (2R-4S) foram tratados com Boc,0 em

presenca de trimetilamina, DMAP e diclorometano como solvente (Esquema 2.29).
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instaveis na tentativa de

purificacdo. Assim, apos o fim da reacédo, o solvente foi removido e o bruto reacional

foi tratado com

uma solucdo de HCI 6M a temperatura ambiente (Esquema 2.29),

gue apoés a purificacdo por coluna cromatografica (CH,Cl,/MeOH 98/2) forneceu os

compostos 73a

Esq

O alcoo

(87%) e 73b (64%).

1) Boc,O
N3 DMAP Na
NEt,
NH o) CH2C|2 NHBoc
'sZ PP G
\® d\o 2)HCIBM g\
BocHN" )0
o}
72a (2R-4R) 73a (2R-4R) 87%
72b (2R-4S) 73b (2R-4S) 64%

uema 2.29. Reacao de abertura dos sulfamatos 72a e 72b.

| esperado 74a (Esquema 2.30) nao foi isolado, pois ocorreu uma

reacao intramolecular envolvendo a hidroxila alcodlica e o grupo carbamato, levando

a formacdo da oxazolidinona 73a, onde o grupo SO; do intermediario 75a foi

hidrolisado.
1) Boc,0 N3
N3 DMAP N3 Boc
NEt; Boc N
.||NH/O CH20|2 .|N\ /O 2) HCI 6M \SOSH
Si~A T T Sih |7/ ™
7SO , [ 70
BocHN® BocHN® - »x— OH
\ (03 &0 .
72a O. —
H™H )V
N3 N3
“’NHBoc -BOC
- . SO;H
HN HN®
)0 )0
© 724 © 752

Esquema 2.30. Proposta para o0 mecanismo de abertura.
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A formacdo do intermediario 75a pode ser evidenciada pelo espectro de
massas de alta resolucao (Figura 2.39), onde é possivel observar um pico referente

ao ion molecular em 364,0926 que corresponde a formula minima C11H1gNs07S [M -

s

H), cujo valor calculado é igual a 364,0927. Esse mesmo intermediario foi obtido
apos a reacdo do derivado protegido 72a com uma mistura de agua e acetonitrila

(1:1) a 60 °C na auséncia de meio acido (Esquema 2.31).

Monoisotopic Mass, Even Electron lons

235 formula(e) evaluated with 4 results within limits (all results (up to 1000) for each mass)

Elements Used

C:1-100 H:1-120 N:0-6 0O:0-7

21-Jun-2012 2::1::6 CH2CI2+MeOH LCT Premier XE KE483

DO_ja-066-2 30 (0.784) Cm (30:34) 2: TOF MS ES-
5.21e+004

100 364.0926

320.1039
365.0983

321.1002 4521700 464.1457
2832635 2971531 306 0505 339.2001 367.1024  388.0849 408 4835 432.0821 484,0341 _ 502.2698 516.0458 530.2920 562.2268
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m/z

Figura 2.39. Espectro de massas do composto 75a.
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Esquema 2.31. Formacdao do intermediéario 75a.

Pela andlise dos espectros de RMN 1D e 2D e a obtencédo dos espectros de
massas de alta resolucdo dos compostos 73a e 73b foi possivel evidenciar a
formacdo da porcéo oxazolidinona. Devido a similaridade estrutural serd mostrado
somente a caracterizacdo do diastereoisdmero 73a.

No espectro de RMN de 1H de 73a (Figura 2.40) observou-se a presenca de
um simpleto em & 1,44 (9H) correspondente aos hidrogénios do CH3; do grupo Boc.
Verificou-se, ainda, dois dupletos duplos em & 3,46 e 3,57 atribuidos a H-5 (Js.5= 12
Hz, Js.4= 4Hz) e H-5’. Foram observados também os seguintes sinais: um sinal largo
em & 3,74 correspondente a H-2, um sinal largo atribuido a H-4 em & 3,84, um
dupleto duplo em & 3,99 atribuido a H-1’ (J4-1 = 8,4Hz, J1-,=5,8Hz) e um tripleto em &
4,51 atribuido a H-1 (J1.= 8,4H2).
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Observou-se também a presenca de dois sinais em & 4,74 e 6,04 que foram

atribuidos aos hidrogénios dos grupos NHBoc e NH do anel oxazolidindnico,

respectivamente. Para elucidacdo dos acoplamentos entre os hidrogénios e,

consequentemente, a atribuicdo dos mesmos, foi feito o mapa de contornos COSY

(Figura 2.41).

ppm
1
—6,038

f

H-1’
| H4  H2
I el /
H-1 H-5
\ H-17 H-5’ H-3
NHBoc| | I [l H-3’
| |
J L A Jw

i

B 4

CHs

— T T T T T T ] T T T T
PP 7 &

b

— T
4

3

Figura 2.40. Espectro de RMN de *H do composto 73a (CDCls, 500 MHz).
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Figura 2.41. Mapa de contornos COSY do composto 73a (CDCl3, 500 MHz).
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Pelo espectro de RMN de *3C de 73a (Figura 2.42) com o auxilio do mapa de
contornos HSQC foi possivel observar um sinal em & 39,5 atribuido a C-3 e trés
sinais em & 46,9 49,6 e 55,5 correspondentes aos carbonos C-4, C-2 e C-5
respectivamente. O sinal correspondente ao carbono da carbonila (C=0) do
carbamato em & 158,9 foi atribuido por meio da analise do mapa de contornos
HMBC (Figura 2.43) pela observacdo da correlacdo J® deste sinal com H-1 (5 4,40 e
3,89).
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Figura 2.42. Espectro de RMN de **C do composto 73a (CDCls, 125 MHz).
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Figura 2.43. Mapa de contornos HMBC do composto 73a (CDCl3, 500 MHz).
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2.3.5. Obtencao da guanidina

Uma etapa importante na sintese da alloenduracididina consiste na formacao
do heterociclo 2-aminoimidazolina. Para isso, inicialmente os compostos 73a e 73b
foram submetidos a condi¢do de reducao de Staudinger, que consiste na adicdo de
trifenilfosfina (PPhs) e H,O em THF sob refluxo. Apesar desta técnica de
hidrogenacédo ser eficiente, sua purificacdo € um pouco trabalhosa, pois gera
grandes quantidades de 6xido de trifenilfosfina (PPh3=0).

A completa eliminacdo da PPh3=0 s € possivel por coluna cromatogréfica.
Como foi observado perda de rendimento na tentativa de purificacdo, foi realizado
somente a eliminacdo do solvente, e o residuo formado foi solubilizado em DMF e
tratado com bis-(benziloxicarbonil)-metilisotiouréia e 4-(N,N-dimetilamino)-piridina
(DMAP) e mantido sob agitacdo a temperatura ambiente (Esquema 2.32). Apds a
purificacdo por coluna cromatografica (CH,Cl,/MeOH 95/05) foram obtidos os
compostos 76a (92%) e 76b (90%).

Através da analise dos espectros de RMN 1D e 2D e a obtencdo dos
espectros de massas de alta resolucdo dos compostos 76a e 76b foi possivel
evidenciar a presenca da porcdo guanidina. Em funcdo da similaridade estrutural
dos compostos obtidos serd mostrado somente a caracterizagdo do

diastereoisbmero 76a.

NCbz
N3 CbZHN\(
NH
NHBoc 1) PPhs H,0, THF
R > NHBoc
HNY 2) MeSC(=NCbz)NHCbz, DMAP ®
)/—O HN®
O o)
O%
73a (2R-4R) 76a (2R-4R) 92%
73b (2R-4S) 76b (2R-4S) 90%

Esquema 2.32. Reagao de guanidinagéo.

A andlise do espectro de RMN de 'H de 76a (Figura 2.44), auxiliado pelo
mapa de contornos COSY (Figura 2.45) e por comparacdo com 0s espectros do
composto 73a, permitiu inferir a presenca da unidade guanidina. Isso pode ser

justificado pela presenca de dois simpletos em & 5,12 (2H) e 5,20 (2H) referentes
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aos CH; benzilicos e, ainda, os sinais de C-H aromatico entre & 7,37-7,61 presentes
no grupo protetor Cbz. N&o foi possivel atribuir a configuracdo da posicdo quatro
pelo espectro de NOESY, pois o sinal atribuido a H-4 se encontra na mesma regiao
do hidrogénio de referéncia (H-2).

354 3333548 A
i ‘\][/’ *Dc\‘," | lf' e .|
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Y ‘!!!.: ~ | M
- pis SN
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Wy  H5
Nl_l'(g) NHNHBoC o Hi5’ H-3
, | ’
| BRI

Figura 2.44. Espectro de RMN de *H do composto 76a (CDCls, 500 MHz).
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Figura 2.45. Mapa de contornos COSY do composto 76a (CDClsz, 500 MHz).
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No espectro de RMN de *3C do composto 76a (Figura 2.46), observou-se em
0 28,4 um sinal referente ao grupo CHs; em & 68,7 e 70,0 observa-se dois sinais
referentes a um grupo CH, evidenciado pelo espectro DEPT e que foram atribuidos
aos carbonos do grupo CH, benzilico.

Os sinais correspondentes aos carbonos da carbonila (C=0) do carbamato
em & 159,0 e da ligacdo C=N em & 156,9 foram atribuidos por meio da analise do
mapa de contornos HMBC pela correlagcdo J* com os hidrogénios H-1 (5 4,49 e 3,95)

e H-5 (3,57 — 3,49), respectivamente.
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HNY M1 [ |
%O "A‘"’M"‘M’v""‘“"ﬁ"""f-“'ﬂw'W“p"““v""w*\,vW‘I'Jv*-Jf’lM'n“'\~v*-WWWWL\'"‘;“'.’
oo % TR R

C1C7 c2ca

Figura 2.46. Espectro de RMN de *C e DEPT 135 do composto 76a (CDCls, 125
MHz).

2.3.6. Ciclizacdo da guanidina

A préxima etapa da reacdo para obtencéo da alloenduracididina consistiu na
ciclizacdo da guanidina, conduzida pelo tratamento do composto 76a com uma
solucdo metandlica de HCI a temperatura ambiente para promover a remocéo do
grupo protetor Boc, seguido da ciclizagéo para formacédo do anel aminoimidazolina
(Esquema 2.33). Apés o fim da reacdo o solvente foi evaporado e o bruto reacional
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foi purificado por coluna cromatogréafica (CH,Cl,/MeOH 95/05) levando a formagéo
do composto 77a (51%).

Foi feito a tentativa de ciclizacdo da guanidina do composto 76b, seguindo as
mesmas condi¢des utilizadas para obtencdo do composto 77a, mas a quantidade de
produto foi muito pequena, pois a atribuicdo foi realizada somente pelo espectro de
massas de alta resolu¢cdo. Como o diastereoisémero da alloenduracididina com a
configuracdo 2R 4S (Figura 2.47) nao era o interesse principal deste trabalho e néo
havia tempo suficiente para continuar esta série em funcdo do término do estagio de

doutorado sandwich no ICSN, néo foi possivel realizar outros ensaios.

H NCbz  CpzHN_-NCbz H
N?NCbZ o CszN\.( ZHN— N.__NCbz
NH NH NH HCl . NH
(s) -— (s) R —_ (R)
G MeOH NHBoc “NHBoc MeOH — [(®
HN ta ) (R) . (R) t.a. HN
)0 h HN® Hl\; )0
O o) e} 0]
o% o}
77b (2R-4S) 76b (2R-4S) 76a (2R-4R) 77a (2R-4R)
51%

Esquema 2.33. Reacéao de ciclizacdo da guanidina.

N N
\/;NH \/éNH
- INH
(R) Ch
® w
H,N" “CO,H H,NY ~CO,H

Diastereoisomero da
alloenduracididine
(2R 4S)

Alloenduracididine
(2R 4R)

Figura 2.47. Estrutura da alloenduracididina e seu diastereoisémero.

A anélise do espectro de RMN *H do composto 77a (Figura 2.48), auxiliado
pela comparacdo com o espectro do composto 76a, permitiu inferir sobre a formacgéao
da guanidina ciclica. Verificou-se a auséncia do simpleto em & 1,37 referentes aos
nove hidrogénios metilicos do grupo Boc e, ainda, a auséncia do simpleto em & 5,19

correspondentes ao CH, benzilico.
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A atribuicdo dos demais sinais foi realizada com o auxilio do mapa de
contornos COSY (Figura 2.49), utilizando-se como partida o sinal em & 3,17
correspondente ao hidrogénio H-3 (mais proximo do TMS), e estabelecendo-se as
correlacdes entre os hidrogénios H-3/H-2, H-2/H-1, H-1/H-1’, H-3/H-4, H-4/H-5.
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—
ppm

Figura 2.48. Espectro de RMN de *H do composto 77a (CDCls, 500 MHz).
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Pelo espectro de RMN de *3C de 77a (Figura 2.50) com o auxilio do mapa de

contornos HSQC foi possivel observar um sinal em 6 41,1 atribuido a C-3, trés sinais

em O 48,4, 49,3 e 50,8 correspondentes aos carbonos C-5, C-2 e C-4

respectivamente; em & 67,3 e 70,3 observa-se dois sinais referentes a um grupo CH,

evidenciado pelo espectro DEPT, atribuidos ao carbono do grupo CH; benzilico e ao

carbono C-1, respectivamente.

Os sinais correspondentes aos carbonos da carbonila (C=0) do carbamato

em 6 159,9, e da ligagdo C=N em & 164,0 foram atribuidos por meio da analise do

mapa de contornos HMBC (Figura 2.51) pela correlagéo J® com os hidrogénios H-1
(© 3,88 € 4,41) e H-5 (3,17 e 3,70), respectivamente.
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Figura 2.50. Espectro de RMN de **C e DEPT 135 do composto 77a (CDCls, 125

MHz).
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Figura 2.51. Mapa de contornos HMBC do composto 77a (CDCl3, 500 MHz).
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2.3.7. Etapas finais

O grupo de Ishizuka (ISHIZUKA, 1987) descreveu em 1987 um processo de
abertura de oxazolidinonas em condi¢cbes brandas, evitando assim a epimerizacao
de centros quirais presentes na estrutura. O processo ocorre normalmente em duas
etapas: primeiro € necessaria a protecdo do nitrogénio por um grupo Boc, que
permite o enfraquecimento da ligacdo N-C=0O do carbamato ciclico; na segunda
etapa este intermediario protegido é tratado com carbonato de césio.

Este procedimento foi utilizado por Benohoud na sintese da tetraidrolaterina
(Esquema 2.34), onde foi utilizado 2 equivalentes de Boc,O e a protecao foi

regiosseletiva.

NH 1) 2 eq. Boc,0
N DMAP /ZH
(s) H NCbz MeCN N NCbz
HN - (S) H
)/*O 2) Cs,CO, BocHN
o MeOH HO

Esquema 2.34. Procedimento utilizado por Benohoud na abertura da oxazolidinona.

A mesma estratégia de protecdo para o nitrogénio foi utilizada no composto
77a, aplicando-se 2 equivalentes de Boc,O e DMAP em MeCN a temperatura
ambiente. Nao foi observada uma seletividade nesta reacdo, como foi relatado na
sintese da tetraidrolaterina (BENOHOUD, 2009), mesmo quando foi utilizado uma
baixa temperatura (0°C).

Como a reacao de protecdo nao foi seletiva, utilizou-se um excesso de Boc,O
para promover a total protecdo do composto 77a. Apés o fim da reacdo o solvente
foi evaporado e o bruto reacional foi purificado por coluna cromatografica

(CH,Cl,/MeOH 95/05) levando a formac¢éo do composto 78 (75 %) (Esquema 2.35).

; i
\fNCbZ 4 eq. Boc,O \)¢NCbZ
INH DMAP -+ INBoc
R MeCN (R

® T w

HN® BocN™
t.a. 2h
= w0

(0] (@)

lia 8

Esquema 2.35. Reacéao de protecdo do composto 77a.
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A formacao do composto 78 pOde ser evidenciada pelo espectro de RMN de
'H (Figuras 2.52b e 2.53) pela presenca de trés simpletos (27H) entre & 1,49 — 1,54
referentes aos atomos de hidrogénios metilicos de trés grupos Boc. Foi observado
ainda o deslocamento dos sinais referente aos hidrogénios H-3 e H-3’ (6 2,20 — 2,01)
atribuido a interacdo com o oxigénio da carbonila do grupo Boc e o deslocamento do
sinal atribuido a H-5’ (d, Js.4 = 11 Hz) em & 3,66 por estar acoplando somente com
H-4.

Observou-se uma instabilidade do composto 78, possivelmente devido a
presenca de “tragos” de H,O, como podemos verificar pelo espectro obtido apos 24h
(Figura 2.52c). Através do espectro de massas de alta resolucao (Figura 2.54) foi
observado um pico referente ao ion molecular em 635,2936 que foi atribuido a
formagdo do intermediario 79 (Esquema 2.36) que apresenta a férmula minima
C30H43N4O11 [M - H), cujo valor calculado é igual a 635,2928.
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Figura 2.52. Espectro de RMN de *H dos compostos: a) 77a, b) 78 e c) 79  (CDCls,
300 MHz).
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Figura 2.53. Espectro de RMN de *H do composto 78 (CDCls, 300 MHz).
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2.54. Espectro de massas do composto 79.
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Esquema 2.36. Reacéo de formacao do intermediario 79.

Em funcéo da instabilidade do composto 78, achou-se conveniente realizar o
tratamento com carbonato de césio (Cs,CO3) 0 bruto reacional obtido apds a reacao
de protecdo com o grupo Boc (Esquema 2.37). A formacdo do composto 80 foi
evidenciada somente pelo espectro de massas de alta resolucédo do bruto reacional
(Figura 2.55), pois foi realizada, sem éxito, uma tentativa de purificagdo. Como esta
Ultima etapa também envolvia um produto instavel, a tentativa de oxidacdo foi
realizada com o bruto reacional, seguindo as condi¢Bes utilizadas na sintese da
tetraidrolaterina, pelo tratamento com NalO,4 e RuCl; (Esquema 2.37).

Em funcédo do término do tempo de estagio de doutorado no ICSN/CNRS-
Franca, a etapa de oxidacdo foi realizada somente duas vezes, a partir do bruto
reacional da reacdo de abertura da oxazolidinona 80 (partindo-se de
aproximadamente 50 mg do composto 78), mas em nenhuma das tentativas

conseguiu-se isolar o produto de oxidacgdo 81.

Boc
5 N%NCbZ Eoc
5 Ay NBoc 1) 4 eq. Bocy0 s “=NCbz - 3) NalO4
A® DMAP, MeCN 3 NBoc RuCls 3R
BocN® M1 > 2 (R (133‘ 2

)0 2) Cs,CO, BocHN' \—OH CCl;:MeCN:H,0 BocHN
0] MeOH (3:3:4)

78 (2R-4R) 80 (2R-4R) 81 (2R-4R)

Esquema 2.37. Tentativa de obtencdo do aminoécido 81.
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Figura 2.55. Espectro de massas do composto 80 (tedrico: 593,3187; experimental:
593,3199).



190

2.4. Conclusdes e perspectivas

Neste capitulo foram apresentados os resultados de uma nova rota sintética
para obtencdo da alloenduracididina, utilizando-se como etapa chave a reacao de
aziridinacdo intramolecular via geragdo de nitrenos. Diversas condi¢oes foram
testadas para essa reacao e observou-se que o solvente desempenhava um papel
importante na estereoseletividade, assim como o catalisador quiral de rédio (Rh{(R)-
nttl},). Verificou-se também que a abertura das aziridinas ocorreram de forma
regiosseletiva e que a diferenga de polaridade dos produtos formados possibilitou a

separagcao dos mesmos por cromatografia (Esquema 2.38).

H H
N3 N\S//()
| \\O
; { 0]
PhlO, Catalisador N o N3 BocHN
\S/:\
Solvente R © N3
Temperatura BocHN"
e NH//O
66 69a (2R-4R - ,S\\O
69b (2R-4S) BocHN" "
72a (2R-4R)
72b (2R-4S)

Esquema 2.38. Abertura regioseletiva das aziridinas.

Apesar dos resultados infrutiferos na etapa final de oxidacdo, para obtencéo
do composto 81, acredita-se que a rota sintética utilizada neste trabalho € uma boa
alternativa para a sintese total da alloenduracididina. Assim, a sintese de
guantidades adicionais do intermediario 80 (2R-4R) para realizar novos ensaios de
oxidacao com NalO4 e RuCl; ou com outras metodologias ja descritas na literatura
(JACKSON. 2002; MAMALI, 2001) para compostos similares faz-se necessaria.

Como a alloenduracididina 81 estaria sob forma protegida pelos grupos Boc e
CBz, a dUltima etapa seria um tratamento em meio acido para fornecer a

alloenduracididina 1 na sua forma livre (Esquema 2.39).
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Boc Boc H
. NBoc [O] -1INBoc HCI -1INH
(R~ el - e I - (R)
I ®L_o (R
BocHN" OH BocHN HoN
OH OH
80 (2R-4R) 81 (2R-4R) 1

Esquema 2.39. Etapas finais para a sintese da enduracididina.

A metodologia de aziridinacao intramolecular descrita neste trabalho podera
ser utilizada, se aplicada em substratos adequados, para obtencdo de outros
produtos naturais, como a enduracididina 2 e seus analogos [-hidroxi-
alloenduracididina 82 e B-hidroxi-enduracididina 83 que estdo presentes nas

estruturas das manopeptimicina (Figura 2.56).

H H H
N __NH N\fNH N%NH
N
- iINH HO, J..NH HO,  }..NH
G (s) (s)
(s) G (S)
H,N” “CO,H H,N" “CO,H H,N” “CO,H
2 82 83

Figura 2 56.

Estrutura dos anélogos da alloenduracididina.
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2.5. Parte experimental

2.5.1. Material e métodos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
13 foram adquiridos através do aparelho BRUKER AC300 ou AC500 (500 MHz para
'H e 125 MHz para **C). Os pontos de fusdo apresentados nesta parte do trabalho
foram medidos em aparelho digital Buchi B-540 com aparato capilar.

Os poderes rotatorios especificos [a]D foram medidos em um polarimetro
JASCO P-1010.

Os espectros no Infravermelho foram registrados em espectrofotdmetro
Fourier Perkin—Elmer 1600 FT-IR.

Os espectros de massa de alta resolucdo (ESI-HRMS) foram obtidos com um
aparelho Kratos MS-80 spectrometer.

O acompanhamento das reac0fes foi realizado por cromatografia em camada
delgada (CCD), pelo uso de cromatofolhas de silica gel 60F,s4 suportada em placa
de aluminio.

Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna usando silica
gel 60G 0,063-0,200mm (70-230 mesh ASTM). Como reveladores foram utilizados
vapores de iodo, vaporizagdo com solucdo etandlica de acido sulfarico a 20% vlv,

solucéo etandlica de ninidrina a 15% p/v e lampada ultravioleta (UV).
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2.5.2. Preparacdo dos compostos do capitulo 2

2.5.2.1. Obtencéo do N-(difenilmetileno)glicinato de terc-butila 55

HN
Br\/i + >~ph —»DlPEA Ph)\\N /\H/OtBu

Ph MeCN o)
refluxo
33 54 55
CizsHuN CgH1,Bro, C1oH21NO,
193,99 g.mol™ 181,09 g.mol™ 295,16 g.mol!

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo e
munido de agitacdo magnética adicionou-se, sob atmosfera de argbnio, 1,5 mL de
bromoacetato de terc-butila 53 (10 mmol) e 10 mL de MeCN. Em seguida, foram
adicionados a solucéo 1,7 mL de benzofenona imina 54 (10 mmol) e 1,7 mL de N,N-
diisopropiletilamina (DIPEA) (10 mmol). O meio reacional foi aquecido sob refluxo
por 40 h quando a CCD (Hept/AcOEt 8/2) mostrou o consumo do material de partida.
A mistura reacional foi neutralizada com uma solu¢do aquosa de acido acético (50
%, viv) a temperatura ambiente e em seguida foi resfriada a 0 °C. O produto
precipitado foi separado por filtracdo e lavado com etanol a frio, fornecendo 2,27 g

de N-(difenilmetileno)glicinato de terc-butila 55 (77 %) como um sélido branco.

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1,46 (s, 9H, C(CHs)s); 4,12 (s, 2H, CHy);
7,17 - 7,18 (m, 2H, CHa,); 7,30 - 7,47 (m, 6H, CHy); 7,65 - 7,67 (m, 2H, CHy).

RMN de *C (75 MHz, CDCls): d (ppm): 28,2 (C(CHas)3); 56,5 (CH,); 81,2 (C(CHa)s);
127,8; 128,2; 128,4; 128,7; 128,9; 130,2; 130,5; 132,5 (10 x CHa); 139,5; 169,9
(C=N); 171,6 (C=0).

EM (ES", m/z): encontrado: 296,2 (M+H").
calculado: 296,2 (M+H").
IV (v, filme): 2976, 1733, 1620, 1447, 1366, 1216, 1141, 847, 784, 692 cm™.

F.F.: 109 - 111 °C (Lit. (O'DONNELL, 1982): 113,5 °C).
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2.5.2.2. Obtencéao do cloreto de N-9-(antracenilmetil)cinchonina 58

\

tolueno
110°C
_—
56 57 20
C19H22N2O C15H11C| C34H33C|N20
294,17 g.mol™* 226,05 g.mol™ 520,23 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador de refluxo e
munido de agitacdo magnética, adicionou-se 5,0 g de cinchonina 56 e 50 mL de
tolueno, e em seguida 4,06 g de clorometil antraceno 57. O meio reacional foi
aquecido sob refluxo por 6 h quando a CCD (CH,Cl,/MeOH 9/1) mostrou 0 consumo
do material de partida. A mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente e
100 mL de éter meti-terc-butilico (MTBE) foram adicionados. O precipitado formado
foi separado por filtracdo e lavado com éter metil-terc-butilico fornecendo 6,28 g do

composto 58 (71 %) como um sélido amarelo.

[@]Z® = + 278 (c = 1,00, CHCIs) lit. (LYGO, 1999): + 240 (c = 1,00, CHCls).

RMN de *H (300 MHz, CDCls): & (ppm): 0,58 - 0,72 (m, 1H); 1,31 - 1,44 (m, 1H); 1,53
-1,33 (m, 1H); 1,63 - 1,82 (m, 3H); 1,89 - 2,01 (m, 1H); 2,27 - 3,78 (m, 1H); 2,49 (t, J
=12 Hz, 1H); 4,18 - 4,30 (m, 1H); 4,38 - 4,49 (m, 1H); 4,67 - 4,77 (m, 1H); 4,88 (d, J
= 17,1 Hz, 1H); 5,03 (d, 1H, J = 10,5 Hz); 5,59 (ddd, 1H, J = 17,1 10,5 6,6 Hz); 6,50
(d, J=13,5Hz, 1H); 6,90 - 7,34 (m, 8H); 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,55 (d, 1H,J =75
Hz); 7,61 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 7,87 (s, 1H); 8,06 (d, J = 4,5 Hz, 1H); 8,26 (d, J = 4,8
Hz, 1H); 8,43 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 8,86 (d, J = 4,2 Hz, 1H); 8,95 (d, J = 8,4 Hz, 1H);
9,25 (d, J = 9,3 Hz, 1H).

RMN de *3C (75MHz, CDCls): d (ppm): 22,7; 24,2; 26,4; 38,1; 54,0; 54,2; 57,6; 66,8;
67,7, 117,5; 118,2; 120,2; 124,2; 124,6; 125,0; 127,0; 127,3; 127,6; 128,2; 128,5;
129,0; 130,1; 130,4; 130,9; 132,8; 133,1; 135,6; 145,7; 146,9; 149,4.

EM (ES*, m/z): encontrado: 485,3 (M+H"); calculado: 485,3 (M+H").
IV (v, filme): 3053, 2901, 1626, 1586, 1567, 1506, 1450, 1419, 1261, 1067 cm™.

P.F.: 180 °C (Lit. (LYGO, 1999): 166-167°C).
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2.5.2.3. Obtencéo do brometo de O-(9)-alil-N-9-antracenilmetilcinchonina 59

/\/Br

N?* KOH 50%aq
CH2C|2’ t.a.
— = >

28 59
C34H33C|N20 C37H37BrN20
520,23 g.mol™ 604,21 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitagdo magnética adicionou-se
500 mg (0,96 mmol) de cloreto de N-9-(antracenilmetil)cinchonina 58, 4,4 mL de
CHxCl,, 0,25 mL (2,9 mmol) de brometo de alila e 0,54 mL (5,0 mmol) de uma
solucéo aquosa de KOH (50 %, v/v). A mistura reacional ficou sob agitacédo vigorosa
a temperatura ambiente por 6 h. A reacdo foi diluida com agua destilada (4,5 mL) e
extraida com CH,CI, (5 x 10 mL). As fases organicas combinadas foram secas com
sulfato de sddio, a mistura foi filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida. O
residuo foi recristalizado em CH,Cl, e MTBE a -20 °C, fornecendo 507 mg (87 %) do

composto 59 como um solido amarelo.

[a]Z® = + 292 (c=1,00, CHCl3).

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,18 - 1,33 (m, 2H); 1,67 - 1,81 (m, 2H); 1,99
- 2,20 (m, 2H); 2,19 - 2,43 (m, 1H); 2,45 - 2,74 (m, 1H); 3,02 (t, J = 11,4 Hz, 1H); 4,23
- 4,44 (m, 3H); 5,10 (d, 10,2 Hz, 1H); 5,22 (d, 17,4 Hz, 1H); 5,54 - 5,94 (m, 4H); 6,20
- 6,38 (m, 1H); 6,47 - 6,69 (m, 1H); 7,22 - 7,28 (m, 1H); 7,52 - 7,63 (m, 3H); 7,72 -
7,99 (m, 3H); 8,00 -8,28 (m, 4H); 8,62 - 8,74 (m, 1H); 8,96 - 9,14 (m, 1H); 9,80 — 9,98
(m, 1H).

RMN de *C (75MHz, CDCls): d (ppm): 22,8; 23,0; 24,0; 26,4; 31,9; 38,0; 44,9; 54,7;
55,2; 57,1; 57,1; 59,2; 70,2; 70,3; 77,4; 117,8; 118,3; 123,5; 124,6; 125,1; 126,1;
127,2; 127,7; 127,9; 128,9; 127,7; 128,9; 128,9; 129,1; 130,3; 131,1; 131,7; 132,5;
132,7; 133,6; 134,1; 135,4; 135,7; 148,7; 148,8.

EM (ES”, m/z): encontrado: 525,3 (M+H"); calculado: 525,3 (M+H").
IV (v, filme): 3050, 2951, 1623, 1587, 1567, 1508, 1448, 1259, 1057, 990 cm™.

F.F.: 141 - 142 °C (Lit. (O'DONNELL, 1999): 142 - 144 °C).
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2.5.2.4. Obtencéao do (2R)-2[(difenilmetilene)amino]pent-4-enoato de tec-butila

/\/Br
Ph 10mol% cat.
KOH
Bu — ——  »
Ph)\\N /\H/O !
o) tolueno
55 60
C1oH21NO, CyH5NO,
295,16 g.mol™ 335,19 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética adicionou-se o
éster 55 (300 mg, 1,02 mmol), o catalisador 59 (64 mg, 0,106 mmol), solucéo
aquosa de hidréxido de potassio 50% (2 mL), brometo de alila (110 uL, 1,27 mmol)
em 10 mL de tolueno. A mistura reacional ficou sob agitacédo vigorosa a temperatura
ambiente por 24 h. A suspenséo foi diluida com acetato de etila (30 mL) e lavada
com agua (4 x 2 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio, a mistura foi
filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida fornecendo 316 mg (93 %) de

60 sob a forma de um 6leo amarelo.

[@]%’ = + 85 (c=0,95, CHCl3) lit. (MORELLE, 2010) (R) : + 72 (c = 1,92, CHCl3));
(lit.(COREY, 1997) (S) : - 95 (c = 1,90, CH,Cly)).

RMN de 'H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,44 (s, 9H, C(CHs)s); 2,60 - 2,67 (m, 2H,
CH,-CH); 4,00 (dd, J = 7,2, 5,4 Hz, 1H, CH): 4,99 - 5,10 (m, 2H, =CH,); 5,72 (ddt, J..
Strans = 17,2 HZ, J4_50is = 10,2 HZ, J4_3 = 7,1 HZ, 1H, :CH), 7,16 - 7,82 (m, 1OH, CHar).

RMN de *C (75MHz, CDCls): 5 (ppm): 28,2 (C(CHs)s); 38,3 (CH,-CH); 66,0 (CH);
81,1 (C(CHs)s); 117,4 (=CH,); 128,1; 128,4; 128,5; 128,6; 128,9 (10CHy); 134,9
(=CH); 138,9 (2xCa); 170,2 (C=N); 171,0 (C=0).

EM (ES*, m/z): encontrado: 358,2 (M+Na").
calculado: 358,2 (M+Na®).

IV (v, filme): 3063, 2978, 2931, 1732, 1150, 696 cm™
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2.5.2.5. Obtencéao do (2R)-2-aminopent-4-enoato de tec-butila 61

H+
—_—
THF
60
C22H25N02
335,19 g.mol™ 171,13 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética adicionou-se o
ester 60 (1,18 g, 3,50 mmol) em 35 mL de THF. Em seguida, 10,5 mL de uma
solucao de acido citrico 15 % foi adicionada. A mistura reacional ficou sob agitacédo
vigorosa a temperatura ambiente por 4,5 h. A suspenséo foi diluida com agua (30
mL) e extraida com MTBE (2 x 30 mL). O pH da fase organica foi ajustado para 8
com uma solucdo saturada de KHCO3; e extraida com MTBE (5 x 50 mL). Apos a
extracdo, a fase organica foi lavada com uma solucdo saturada de NaCl e seca com
sulfato de sodio anidro. A mistura foi filtrada e o solvente removido sob presséo
reduzida fornecendo 580 mg (96 %) da amina 61, sob a forma de um 0leo amarelo

muito volatil.

RMN de 'H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,45 (s, 9H, C(CHa)s); 1,51 (m, 2H, NHy);
2,30 - 2,50 (m, 2H, CH,-CH); 3,40 (dd, J = 6,9 5,4 Hz, 1H, CH); 5,10 - 5,16 (m, 2H,
=CHy); 5,74 (ddt, Jsstrans = 16,7 Hz, J4-56s = 10,4 Hz, J4.3 = 7,2 Hz, 1H, =CH).

RMN de 3C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,0 (C(CHas)s): 39,3 (CHp-CH): 54,2 (CH):
81,0 (C(CHs)3); 118,3 (=CH,); 133,5 (=CH); 174,5 (C=0).

IV (v, filme): 3369, 3079, 2977, 2933, 1729, 1641, 1368, 1277, 1251, 1154, 994,
918, 767 cm™.
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2.5.2.6. Obtencéo do (2R)-2[(terc-butoxicarbonil)amino]pent-4-enoato de terc-
butila 62

61 62
CS)HNNOZ C14H25NO4
171,24 g.mol™ 271,35 g.mol™

Em um balédo de fundo redondo munido de agitagdo magnética, adicionou-se
sob atmosfera de argénio a amina 61 (210 mg, 1,23 mmol) e trietilamina (NEts) (0,26
mL, 1,84 mmol) em 7,0 mL de CH,Cl,. Em seguida, adicionou-se o dicarbonato de
terc-butila (Boc,0) (324 mg, 1,48 mmol). O meio reacional resultante ficou sob
agitacdo a temperatura ambiente por 15 h. A mistura foi diluida com &gua (20 mL) e
extraida com acetato de etila (3 x 40 mL). As fases organicas combinadas foram
secas com sullfato de sodio, a mistura foi filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna cromatografica de silica flash
(CH.CI,) fornecendo o composto 62 (84 %) sob a forma de um éleo claro.

[@]’ =-12,4 (c=0,67, CHCls).

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,44 (s, 9H, C(CHs)s); 1,46 (s, 9H, C(CHa)s);
2,42 -2,55 (m, 2H, CH,-CH); 4,24 - 4,26 (m,1H, CH); 5,02 - 5,03 (bs, 1H, NH); 5,10 -
5,14 (m, 2H, =CH,); 5,70 (ddt, Js-sans = 17,6 Hz, Jascis = 9,5 Hz, Jaz = 7,0 Hz, 1H,
=CH).

RMN de *C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,2 (C(CHs)s); 28,5 (C(CHas)s); 37,2 (CH.-
CH); 53,5 (CH); 79,8 (C(CHs)s); 82,0 (C(CHa)s3); 118,9 (=CHy); 132,7 (=CH); 155,3
(NH-CO,); 171,2 (C=0).

EMAR (ES*, m/z): encontrado: 294,1682 (M+Na").
calculado : 294,1682 (M+Na").

IV (v, filme): 3363, 2979, 2933, 1713, 1496, 1366, 1249, 1149, 1022, 918 cm™.
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2.5.2.7. Obtencéo do (2R)-2(terc-butoxicarbonil)aminopent-4-en-1-ol 63

LiAIH, i
—_—
- OH
THF BocHN®

62 63
C14H25NO4 C10H19N03
271,35 g.mol™ 201,26 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética adicionou-se
sob atmosfera de argénio o composto 62 (186 mg, 0,69 mmol) em 8,5 mL de THF. A
solucéo foi resfriada a 0 °C e o hidreto de litio e aluminio (LiAlHz) (53 mg, 1,38 mmol)
foi adicionado lentamente. O meio reacional resultante foi elevado a temperatura
ambiente e mantido, sob agitacdo, por 2 h. O excesso de LiAlH,4 foi destruido com
acetato de etila e depois com sulfato de sédio umedecido em agua. A mistura foi
filtrada em uma coluna de celite e lavada com acetato de etila. O filtrado foi seco
com sulfato de sédio e o solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo
formado foi purificado em coluna cromatografica de silica flash (CH,Cl,/MeOH 99/1)
fornecendo o composto 63 (84 %) sob a forma de um 6leo.

[@]2® = -7,1 (c=1,00 , CHCI3) lit. (KIM, 1998) : - 5,2 (¢ = 1,0 CHCl3)).

RMN de 'H (300MHz, CDCly): & (ppm): 1,44 (s, 9H, C(CHa)s); 2,19 - 2,36 (m, 3H,
CH,-CH and OH); 3,57 — 3,70 (m, 3H, CH - CH2 and CH,OH); 4,69 (bs, 1H, NH);
5,10 - 5,15 (M, 2H, CH,=): 5,78 (ddt, Jasyans = 17,0 Hz, Ja.scis = 10,3 Hz, Ja.z = 7,1 Hz,
1H, =CH).

RMN de *C (75MHz, CDCls): 5 (ppm): 28,5 (C(CHs)3); 36,1 (CH,-CH); 52,4 (CH);
65,6 (CH2-OH) 79,9 (C(CHs)s); 118,3 (CH,=); 133,3 (CH=); 156,6 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 200,1287 (M-H).
calculado: 200,1278 (M-H").

IV (v, filme): 3361, 2979, 2933, 1687, 1542, 1392, 1367, 1251, 1171, 1057, 993, 916

cm™,
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2.5.2.8. Obtencéo do (2R)-2[(tec-butoxicarbonil)amino]pent-4-enoato de etila 68

HCI O
87 68
C;HCINO, C1oHaNO,
179,07 g.mol™ 243,15 g.mol™

Em um balédo de fundo redondo munido de agitagdo magnética, adicionou-se
sob atmosfera de argdnio o cloridrato da amina 67 (2,0 g, 11,22 mmol) e trietilamina
(3,90 mL, 28 mmol) em 60,0 mL de CH,Cl,. Em seguida, adicionou-se o dicarbonato
de terc-butila (2,93 g, 13,43 mmol). O meio reacional resultante ficou sob agitacdo a
temperatura ambiente por 16 h. A mistura foi diluida com agua (20 mL) e extraida
com acetato de etila (3 x 70 mL). As fases organicas combinadas foram secas com
sullfato de sddio, a mistura foi filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida. O
residuo obtido foi purificado em coluna cromatografica de silica flash (CH.Cl,)

fornecendo o composto 68 (88 %) sob a forma de um 6leo.

[@]7®: -15,2 (c=1,03, CHCly).

RMN de 'H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,27 (t, J = 7,1, 3H, CHs); 1,44 (s, 9H,
C(CHg)3); 2,42-2,60 (m, 2H, CH,-CH); 4,14-4,25 (m, 2H, CH,CHy3); 4,31-4,38 (m,1H,
CH-N); 5,05 (m, 1H, NH); 5,09 - 5,16 (m, 2H, =CHy); 5,71 (ddt, Ja-syans = 17,5 Hz, Ja-
scis = 9,6 Hz, J43 = 7,2 Hz, 1H, =CH).

RMN de °C (75MHz, CDCls): & (ppm): 14,4 (CHs); 28,4 (C(CHs)s); 37,0 (CH»-CH):
53,1 (CH); 61,5 (CHp-CH3) 79,9 (C(CHa)s); 119,2 (=CH,); 132,5 (=CH); 155,3 (NH-
C=0); 172,2 (C=0).

EMAR (ES*, m/z): encontrado: 266,1360 (M+Na").
calculado : 266,1369 (M+Na").

IV (v, filme): 3363, 2980, 1716, 1501, 1368, 1161, 1050, 1026 cm™.
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2.5.2.9. Obtencéao do (2R)-2(terc-butoxicarbonil)aminopent-4-en-1-ol

LiAIH,
OEt — _ _ =
THF
68 63
C12H21NO, C1019:NO4
243,15 g.mol™ 201,14 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética, adicionou-se
sob atmosfera de argénio o composto 68 (2,519, 10,33 mmol) em 110 mL de THF. A
solucao foi resfriada a 0 °C e o hidreto de litio e aluminio (LiAIH4) (509,6 mg, 13,43
mmol) foi adicionado lentamente. O meio reacional resultante foi elevado a
temperatura ambiente e mantido, sob agitacdo, por 2 h. O excesso de LiAlH, foi
destruido com acetato de etila e depois com sulfato de sédio umedecido em agua. A
mistura foi filtrada em uma coluna de celite e lavada com acetato de etila. O filtrado
foi seco com sulfato de sédio e o solvente removido sob presséo reduzida. O residuo
formado foi purificado em coluna cromatografica de silica flash (CH,Cl,/MeOH 99/1)

fornecendo o composto 63 (86 %) sob a forma de um oleo.

[a]: -6,3 (c=1,00, CHClI3) lit. (KIM, 1998) : - 5,2 (¢ = 1,0 CHCls)).
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2.5.2.10. Obtencéao do sulfamato do (2R)-2(terc-butoxicarbonil)aminopent-4-eno

HCOOH
CISO,NCO
DMA
BocHN" "
53 66
C10H19N03 ClOHZONZOSS
201,26 g.mol™ 280,11 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética, adicionou-se
lentamente, sob atmosfera de argénio a 0 °C, o acido férmico (0,42 mL, 11,0 mmol)
no isocianato de clorosulfonila (0,96 mL, 11,0 mmol) a 0 °C. O meio reacional ficou
sob agitacdo a temperatura ambiente por 18 h, formando-se um sélido branco que
foi solubilizado em dimetilacetamida (DMA) (11 mL). A solucéo foi resfriada a 0 °C e
adicionou-se, lentamente, uma solu¢do do alcool 63 em 7 mL de DMA. O meio
reacional resultante foi elevado a temperatura ambiente e mantido sob agitacdo por
2 h. A mistura foi diluida com &gua (10 mL) e extraida com acetato de etila (3 x 30
mL). As fases organicas combinadas foram secas com sullfato de sédio, a mistura foi
filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida. O residuo formado foi purificado
em coluna cromatografica de silica flash (CH,Cl,/MeOH 99/1) fornecendo o

composto 66 (84 %) sob a forma de um solido.

[a]lz)o =+ 9,1 (c=0,84, CHCly) lit. (MORELLE, 2010): + 5,2 (c = 0,85 CHCly)).

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,44 (s, 9H, C(CHa)s); 2,24-2,40 (m, 2H, CH,-
CH=CH,); 3,95 (1H, m, NH-CH); 4,11 - 4,27 (2H, m, CH»-O); 4,73 (m, 1H, NH); 5,13-
5,23 (M, 4H, CH,= and NH,) 5,69-5,82 (m, 1H, CH=)

RMN de 3C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,5 (C(CHs)s); 35,7 (CH,-CH); 49,2 (NH-CH)
71,7 (CH,-O) 80,3 (C(CH3)s); 119,2 (CH,=); 133,3 (CH=); 155,8 (C=0)

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 279,1016 (M-H)
calculado: 279,1015 (M-H)
IV (v, filme): 3367, 3085, 2974, 2931, 1686, 1514, 1366, 1167, 921, 819 cm™

P.F.: 68,5°C
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2.5.2.11. Obtencéo do lodosilbenzeno

©/'(OAC)Z NaOHagq : 17
—

CioHy110, CeHslO
321,97 g.mol™ 219,94 g.mol™

0]

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética, adicionou-se
lentamente uma solucdo de hidroxido de sddio 3 M (56 mL) sobre o iodosilbenzeno
diacetato (10 g, 31 mmol). A solucédo amarela ficou, sob agitacdo vigorosa, por 2,5 h.
A mistura foi diluida com agua (56 mL) e mantida por mais 1 h sob agitacdo. O
precipitado foi separado por filtragdo e lavado com agua e CH,Cl,, em seguida ficou
sob presséo reduzida por 36 h. O iodosilbenzeno (5,6 g, 82 %) foi obtido como um
sélido amarelo (o produto formado € sensivel e explosivo e deve ser armazenado

sob atmosfera de argbnio a baixa temperatura).

P.F.: 218 °C (Lit. (DAUBAN, 2001): 210 °C)
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2.5.2.12. Obtencao do tetrakis[N-1,8-Naftoil-(R)-terc-leucinato de radio (ll).
[Rho{R}-nttl}s] 71

OO ha(OAC)4

Clorobenzeno o N o Ca,CO, + areia Eﬁ'
0 °N” 0 > B
/O\ yd -
@) (RY" "Rh
(R) o 7 / N
OH R
N
0 n
CisH1NO, CrHoNOpRh, 2T RN
311,12 g.mol* 311,12 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um extrator de soxhler contendo
uma mistura de carbonato de sodio e areia, adicionou-se, sob atmosfera de argénio,
0 &cido carboxilico 70 (502 mg, 1.6 mmol) e o tetraacetato de rédio (II) (91 mg, 0,2
mmol) em 110 mL de clorobenzeno. O meio reacional foi mantido sob refluxo por 6
dias. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo formado foi
purificado em coluna cromatografica de 6xido de aluminio (CH,Cl,/MeOH 8/2)
fornecendo o complexo 71 (61 %) sob a forma de um sélido verde.

[@]? = - 56 (c=0,12, CHCly) lit. (MULLER, 2003) [Rhy{(S)-nttl},]: +71 (c = 0,10,
CHCly).

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,28 (s, 36H); 5,82 (s, 4H); 7,49 (m, 4H);
7,82 (m, 4H); 8,00 (m, 8H); 8,39 (m, 4H); 8,75 (m, 4H).

RMN de C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,9; 36,4; 62,1; 122,8; 122,9; 126,5; 127,6;
128,0; 131,0; 131,3; 132,4: 133,4; 133,6; 163,2; 164,9; 187,6.

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 1481,2116 (M+CI").
calculado: 1481,2121 (M+CI).

IV (v, filme): 2966, 2923, 2845, 1705, 1664, 1606, 1588, 1397, 1375, 1339, 1053,
777 cm™.

P.F.: 172 °C (ponto de decomposicao).
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2.5.2.13. Procedimento geral de aziridinagcao

| (R,S) N
i\ (R,S) S =0
) NH2 PhIO O O
BocHN® S\

g o Catalisador BocHN™ BocHN"

66 69a (2R-4R) 69c (2R-4S)
C10H20N205S 69b (2R-4S) 69d (2R-4R)
280,11 g.mol'l C10H1gN,05S C10H18Nzoss1

278,09 g.mol™ 278,09 g.mol

Em um balédo de fundo redondo munido de agitacdo magnética adicionou-se,
sob atmosfera de argonio, peneira molecular 3 A (300 mg) e o catalisador (2,5 — 5,0
mol %). A solucéo foi resfriada e adicionou-se o sulfamato 66 (50 mg, 0,18 mmol)
dissolvido no solvente (2 mL). Apés 10 minutos sob agitacdo, o iodosilbenzeno (72
mg, 0,32 mmol) foi adicionado. A mistura foi filtrada em uma coluna de celite e
lavada com acetato de etila. O filtrado foi evaporado sob pressao reduzida e o
residuo formado foi purificado em coluna cromatografica de silica flash

(heptano/acetato de etila 8/2).

Composto 69a (2R,4R):

[a]Z® = +9,0 (c=1,02 CHCl3) Lit. (MORELLE, 2010): + 5,65 (c = 0,54, CHCls).

RMN de 'H (300MHz, CDsCN): 1,41 (s, 9H, C(CHs)3); 2,24 - 2,35 (m, 1H, C(H)H-
CH); 2,45 - 2,50 (m, 1H, C(H)H-CH); 2,66 (d, 1H, Js.4 = 5,7Hz, C(H)H-N); 2,73 (d, 1H,
C(H)H-N); 2,76 - 2,85 (m, 1H, CH-CH,); 3,96 - 4,04 (m, 1H, CH-NHBoc); 4,11 (dd,
1H, Ji.¢ = 11Hz, J1, = 8,4Hz, C(H)H-O); 4,26 (dd, 1H, J = 11Hz, J = 3,7Hz, J =
1,5Hz, C(H)H-O); 5,50 (bs, 1H, NH).

RMN de **C (75MHz, CDsCN): & (ppm): 28,5 (C(CHs)3); 33,7 (CH»-CH); 38,5 (CH.-
N); 39,5 (CH-CHy,); 49,5 (CH-NHBoc); 73,6 (CH,-0); 80,2 (C(CHa)s); 156,1 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 277,0852 (M-H).
calculado: 277,0858 (M-H).

IV (v, filme): 3374, 2967, 2933, 1685, 1516, 1354, 1245, 1160, 988, 802, 675 cm™.
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Composto 69b (2R.4S):

[@]2° = +2,4 (c=0,91 CHCly)

RMN de *H (300MHz, CDsCN): 1,41 (s, 9H, C(CHa)s); 2,37 (dd, 1H, Ja.3 = 15,7 Hz,
Jaa = 5,7 Hz, C(H)H-CH); 2,34 - 2,54 (m, 1H, C(H)H-CH); 2,56 (d, 1H, Js4 = 5,9 Hz,
C(H)H-N); 2,77 (d, 1H, C(H)H-N); 2,82-2,89 (m, 1H, CH-NH); 3,86 - 3,96 (m, 1H, CH-
NHBoc); 4,00 (t, 1H, Ji.-= 11 Hz, C(H)H-O); 4,20 (dd, 1H, J;-1 = 11Hz, Js-» = 3,3Hz,
C(H)H-O); 5,53 (bs, 1H, NH).

RMN de *C (75MHz, CDsCN): & (ppm): 28,5 (C(CHas)3); 32,5 (CH»-CH); 34,8 (CH,-
N); 39,0 (CH-CHy,); 48,3 (CH-NHBoc); 73,5 (CH,-0); 80,3 (C(CHa)s); 157,1 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 277,0859 (M-H).
calculado: 277,0858 (M-H).

IV (v, filme): 3375, 2982, 1687, 1520, 1366, 1308, 1178, 991, 784, 670 cm™.

Composto 69c (2R,4S):

[@]2® = +3,9 (c=0,51, CHCls) Lit. (MOELLE, 2010):+ 2,6 (C = 0,48, CHCls).

RMN de *H (500 MHz, CDsCN): 1,42 (s, 9H, C(CHs)s); 3,83 (d, J = 8,9 Hz, 1H, CH-
NHBoc); 4,46 (d, J = 11,4, 3,8, 1H, C(H)H-O); 4,50 (m, 1H, CH-N); 4,76 (dd, J = 12,0,
2,2 Hz, 1H, C(H)H-O); 5,28 (m, 2H,=CH,); 5,44 (d, J = 11,4 Hz, NH); 5,67 (bs, 1H,
CH-NHBoc); 5,76-5,82 (m, 1H, =CH).

RMN de *C (125 MHz, CD3CN): & (ppm): 28,5 (C(CHs)s); 46,3 (CH»-CH); 60,9 (CH,-
N); 77,3 (CH2-0); 80,2 (C(CHs); 117,8 (=CH.); 133,7 (=CH); 164,9 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 277,0847 (M-H).
calculado: 277,0858 (M-H).

IV (v, filme): 3264, 2980, 1666, 1546, 1427, 1370, 1284, 1193, 1164, 894, 766 cm™.
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Composto 69d (2R,4R):

[@]2’ = +6,9 (c=0,51, CHCly)

RMN de 'H (500 MHz, CDsCN): 1,39 (s, 9H, C(CHs)s); 3,73 - 3,80 (m, 1H, CH-
NHBoc); 4,08 - 4,13 (m, 1H, CH-N); 4,34 - 4,40 (m, 2H, CH,-0); 5,26 - 5,38 (m, 3H,
=CH,, NH); 5,66 (d, 1H, CH-NHBoc); 5,76-5,82 (m, 1H, =CH).

RMN de 3C (125 MHz, CDsCN): & (ppm): 28,5 (C(CHa)s): 47,9 (CH»-CH): 61,5 (CH,-
N); 72,7 (CH2-O); 77,4 (C(CHs); 120,2 (=CH,); 133,7 (=CH); 154,5 (C=0).

HRMS (ES’, m/z): encontrado: 277,0847 (M-H).
calculado: 277,0853 (M-H).

IV (v, filme): 3267, 2926, 1686, 1524, 1438, 1368, 1251, 1191, 1164, 815, 785 cm™.
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2.5.2.14. Obtencéo do (2R,4R)-(4-(azidometil)-2’°,2’-dioxido-1’,2°,3’-
oxatiazepan-2-il)-carbamato de terc-butila 72a e do (2R,4S)-(4-(azidometil)-2’,2’-

dioxido-1°,2’,3’-oxatiazepan-2-il)-carbamato de terc-butila 72b

N3

(R,S) H
(s) \S//O
+ :O

\(R R 3

BocHN' BocHN"
69a (R,R) + 69b (R,S) 72a (R.R) 72b (R.S)

C10H18NZOSS ClOngNZOSS C10H:L9N205S
278,09 g.mol™ 321,11 g.mol™ 321,11 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética adicionou-se,
sob atmosfera de argbnio, a mistura dos compostos 69a e 69b (100 mg, 2,04 mmol)
em THF (10 mL). A solucéo foi resfriada a 0 °C e foram adicionados sucessivamente
azida de trimetilsilila (84 pL, 0,65 mmol) e fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) (1 M
em THF) (45 uL, 0,042 mmol). O meio reacional resultante foi elevado a temperatura
ambiente e mantido sob agitacdo por 16 h. A mistura foi diluida com agua (20 mL) e
extraida com acetato de etila (3 x 30 mL). As fases organicas combinadas foram
secas com sulfato de sodio, a mistura foi filtrada e o solvente removido sob presséo
reduzida. O residuo foi purificado em coluna cromatografica de silica flash (éter de
petroleo/acetato de etila 8/2) fornecendo o composto 72a (R,R) (71 mg, 64 %) como
um oleo e 0 72b (R,S) (41 mg, 35 %) como um solido branco.

Composto 72a (R,R): (71 mg, 64%).

[@]2” =+ 9,9 (c=1,02, MeOH).

RMN de *H (500MHz, CDsCN): & (ppm): 1,41 (s, 9H, C(CHs)3); 1,69 - 1,77 (m, 1H,
CH(H)-CH-N); 1,97 - 2,01 (m, 1H, CH(H)-CH-N); 3,31 - 3,40 (m, 2H, CH,-N3); 3,88
(bs, 1H, CH-NH-Boc): 4,09 - 4,17 (m, 2H, CH»-0S0,); 5,44 (bs, 1H, NH-Boc); 6,18
(d, 1H, J=6,0Hz, NH).

RMN de 3C (125MHz, CDsCN): & (ppm): 28,5 (C(CHa)s); 37,9 (CH,-CH); 49,6 (CH-
NH) 52,9 (CH-NH-SO,); 55,5 (CH,-N3) 71,4 (CH,-O); 80,6 (C(CHa)s); 118,3 (C=0).
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EMAR (ES’, m/z): encontrado: 320,1040 (M-H).
calculado: 320,1029 (M-H).

IV (v, filme): 3340, 2933, 2978, 2104, 1684, 1514, 1365, 1161, 979, 782 cm™

Composto 72b (R,S): (41 mg, 34 %)

[a]” = +8,9 (c=1,30 , MeOH).

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,45 (s, 9H, C(CHs)3): 1,95-2,13 (m, 2H, CH,-
CH-N); 3,45-3,47 (m, 2H, CH»-N3); 3,60 (m, 1H, CH-NH-SO5); 4,15-4,27 (m, 1H, CH-
NH-Boc, CH(H)-0S0,); 4,41 - 5,44 (m, 1H, CH(H)-0S0,); 5,53 (m, 1H, NH-Boc);
5,77 (m, 1H, NH)

RMN de *C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,4 (C(CHs)s); 37,6 (CH2-CH); 47,4 (NH-CH)
49,2 (CH-NH-S0,); 55,3 (CH2-N3) 71,8 (CH,-O); 80,6 (C(CHa)s3); 155,2 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 320,1026 (M-H).
calculado: 320,1029 (M-H).

IV (v, filme): 3291, 2979, 2930, 2102, 1677, 1513, 1349, 1248, 1166, 1089, 1012,
910 cm™*

F.F.: 74,2 - 75,0 °C.
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2.5.2.15. Obtencdo do (2R,4R) 5-azido-4-[terc-butoxicarbonilamino]propil)-2-

oxazolidinona 73a

1) Boc,0O N
N3 DMAP 3
NEt; (R).
1INH CH20|2 /NHBOC

S//\ _— . (R)

BocHN® " )0
0
72a-(R,R) 73a-(R,R)
ClOH 19NSOSS CllH19N504
321,11 g.mol™ 285.14 a.mol™

Em um balédo de fundo redondo munido de agitagdo magnética, adicionou-se
sob atmosfera de argbnio o composto 72a (210 mg, 0,65 mmol) em CH,Cl, (10 mL).
A solucéo foi resfriada a 0 °C e foram adicionados sucessivamente DMAP (9,9 mg,
0,081 mmol), tretilamina (0,1 mL, 15,9 pumol) e Boc,O (194,2 mg, 0,889 mmol). O
meio reacional foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente e apés todo o
consumo do material de partida (2 h) o solvente foi removido sob pressé&o reduzida.
O residuo formado foi solubilizado em uma solucdo aquosa de HCI 6 M (5 mL) e
mantido por 4 h a temperatura ambiente. A mistura reacional foi concentrada e o
residuo purificado em coluna cromatografica de silica flash (CH,Cl,/MeOH 98/2)
fornecendo o composto 73a (R,R) (172 mg, 87 %) como um Oleo.

[a]? = +3,9 (c=0,51, CHCls).

RMN de *H (300MHz, CDCls): 8 (ppm): 1.44 (s, 9H, C(CHs)s); 1,55-1,74 (m, 2H, CH,-
CH-N); 3,46 (dd, 1H, Js.5=12Hz, Js.4=4Hz, C(H)H-N3); 3,57 (dd, 1H, C(H)H-N3); 3,80
(sl, 1H, CH-NH); 3,94 (sl, 1H, CH-NH-Boc); 3,99 (dd, 1H, J;.4=8,4Hz, J;.,=5,8Hz,
C(H)H-0); 4,51 (t,1H, C(H)H-O); 4,74 (d, 1H, J=9Hz, NHBoc); 6,04 (bs, 1H, NH).

RMN de *C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,4 (C(CHs)s); 39,5 (CH»-CH); 46,9 (CH-NH-
Boc) 49,6 (CH-NH); 55,5 (CH2-N3); 70,0 (CH-0); 80,9 (C(CHs)s); 156,2 (C=0 (Boc));
158,9 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 284,1358 (M-H).
calculado: 284,1359 (M-H).

IV (v, filme): 3315, 2978, 2927, 2101, 1746, 1689, 1522, 1367, 1245, 1167 cm™.
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2.5.2.16. Obtencdo do (2R,4S) 5-azido-4-[terc-butoxycarbonylamino]propil)-2-
oxazolidinona 73b

1) Boc,O
N3 DMAP Na
NEt; (S)
NH o CHZCIZ NHBoc
Z —_— >

(s g ®
®m SO 2)HCIEM

BocHN" %O

0]
72b-(R,S) 73b-(R,S)
C:I.OH:|.9N505S C11H19N504
321,11 g.mol™ 285,14 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitagdo magnética adicionou-se,
sob atmosfera de argdénio, o composto 72b (80 mg, 0,25 mmol) em CH,Cl, (7 mL). A
solucgéao foi resfriada a 0 °C e foram adionados sucessivamente DMAP (3,7 mg, 0,03
mmol), tretilamina (39 uL, 6,2 pmol) e Boc,O (77 mg, 0,35 mmol). O meio reacional
foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente e apos o consumo total do material
de partida (2 h) o solvente foi removido sob pressao reduzida. O residuo formado foi
solubilizado em agua (5 mL) e mantido por 4 h sob agitacdo a temperatura ambiente.
A mistura reacional foi concentrada e o residuo purificado em coluna cromatografica
de silica flash (CH,Cl,/MeOH 98/2) fornecendo o composto 73b (R,S) (46 mg, 64 %)

como um Oleo.

[@]2” = -5,7 (c=0,96, CHCls).

RMN de H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,45 (s, 9H, C(CHs)s); 1,70-1,85 (m, 2H, CH,-
CH-N); 3,44 (m, 2H, CH,-N3); 3,80 (m, 1H, CH-NH-Boc); 3,90-3,99 (m, 1H, CH-NH)
4,05 (dd, 1H, J= 6,0 8,7, CH(H)-O); 4,53 (1H, t, J= 8,4, CH(H)-O): 6,10 (m, 1H, NH)

RMN de 3C (75MHz, CDCls): & (ppm): 28,4 (C(CHs)s); 38,7 (CH,-CH); 47,9 (CH-NH-
Boc) 50,6 (CH-NH); 55,3 (CH»-N3); 70,3 (CH,-O); 80,7 (C(CHs)s); 155,6 (C=0 (Boc)):
159,7 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 308,1342 (M-H).
calculado: 308,1335 (M-H).

IV (v, filme): 3327, 2979, 2930, 2101, 1747, 1690, 1521, 1367, 1248, 1167, 1052,
939 cm™.
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2.5.2.17. Obtencéo do (2R,4R) 5-([benziloxicarbonilamino]
benziloxicarbonilimino]metilamino)-4-[terc-butoxicarbonilamino]propil)-2-
oxazolidinona N, CszN\(NCbz
(R), NH
“NHBoc 1) PPhs H,0 "
(R) >
W = NHBoc 4.,
HN 73a-(R,R) 2) MeSC(=NCbz)NHCbz, DMAP w 76a-(R,R)
g © C11H19N505 HN CagH35N50g
-1
285,14 g.mol* O)/—O 569,25 g.mol

Em um bal&o de fundo redondo munido de agitacdo magnética, adicionou-se
o0 composto 73a (170 mg, 0,596 mmaol), trifenilfosfina (204 mg, 0,775 mmol) e agua
(0,67 mL, 37 mmol) em THF (18 mL). A mistura reacional foi aquecida sob refluxo e
acompanhada por CCD (éter de petréleo/acetato de etila 1/1). Ap6s 5,5 h o solvente
foi removido e o residuo formado foi solubilizado em DMF (5,0 mL). Em seguida,
adicionou-se bis-(benziloxicarbonil)-metilisotiouréia (413 mg, 1,15 mmol) e DMAP
(85 mg, 0,69 mmol). O meio reacional resultante foi mantido sob agitacédo por 17 h a
temperatura ambiente. A mistura foi diluida com agua (30 mL) e extraida com
acetato de etila (3 x 50 mL). As fases organicas combinadas foram secas com
sullfato de sédio, a mistura foi filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida. O
residuo formado foi purificado em coluna cromatografica de silica flash
(CH2Cl,/MeOH 95/05) fornecendo o composto 76a (R,R) (310 mg, 92 %) como um
oOleo.

[@]%” = +34,1 (c=0,50 CHCls)

RMN de 'H (500MHz, CDCls): & (ppm): 1,37 (S, 9H, C(CHa)s); 1,56 (m, 2H, CH,-CH);
3,5 -3,58 (M, 2H, CH,-NH); 3,94 (bs, 2H, CH-NH-Boc and CH-NH); 3,95 (dd, 1H, J1.,
= 6,5Hz, Ji.1 = 8,5Hz, C(H)H-O); 4,47 (t, 1H, C(H)H-O); 5,12 (s, 2H, CH»-Ca); 5,20
(s, 2H, CH»-Ca); 5,76 (bs, 1H, NH-Boc) 6,18 (bs, 1H, NH); 7,37 - 7,61 (m, 10H,
CHar): 8,58 (bs, 1H, NH); 11,70 (bs, 1H, NH).

RMN de *3C (125MHz, CDCls): & (ppm): 28,4 (C(CHs)s); 39,7 (CH,-CH); 45,1 (CH,-
NH); 49,0 (CH-NH-Boc) 49,8 (CH-NH); 67,5 (CH,-O); 68,7 (CH»-O); 70,0 (CH,-0O);
80,3 (C(CHj3)3); 128,2-128,7 (10xCHyy); 132,3; 134,5(C); 153,8; 156,9; 157,4; 159.01
(C=0 (Boc)).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 568,2396 (M-H); calculado: 568,2408 (M-H).

IV (v, filme): 3285, 3058, 2932, 1744, 1638, 1572, 1437, 1249, 1119, 720, 694 cm™.
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2.5.2.18. Obtencéo do (2R,4S) 5-([benziloxicarbonilamino]
[benziloxicarbonilimino]metilamino)-4-[terc-butoxicarbonilamino]propil)-2-
oxazolidinona CbzHN - -NCbz
N, <
NH
(s)
NHBOC 1) PPh3‘ H20 (S)
(R) > NHBoc
HNY 2) MeSC(=NCbz)NHCbz, DMAP @
)0 13b-RS) HN%O 166-(R.S)
0 CagHasNsO
C11H19N505 o 2811351N5 8_1
285,14 g.mol™ 569,25 g.mol

Em um balédo de fundo redondo munido de agitacdo magnética, adicionou-se
0 composto 73a (27 mg, 0,095 mmol), trifenilfosfina (33 mg, 0,125 mmol) e 4gua (0,1
mL, 5,55 mmol) em THF (3 mL). A mistura reacional foi aquecida sob refluxo e
acompanhada por CCD (éter de petrdleo/acetato de etila 1/1). Apos 8 h o solvente
foi removido e o residuo formado foi solubilizado em DMF (1,5 mL). Em seguida,
adicionou-se bis-(benziloxicarbonil)-metilisotiouréia (68 mg, 0,19 mmol) e DMAP (14
mg, 0,114 mmol). O meio reacional resultante foi mantido sob agitacdo por 20 h a
temperatura ambiente. A mistura foi diluida com agua (10 mL) e extraida com
acetato de etila (3 x 20 mL). As fases organicas combinadas foram secas com
sullfato de sédio, a mistura foi filtrada e o solvente removido sob presséao reduzida. O
residuo formado foi purificado em coluna cromatografica de silica flash
(CH.CI,/MeOH 95/05) fornecendo o composto 76b (R,S) (49 mg, 90 %) como um
oOleo.

[a]2® = +4,3 (c=0,51, CHCls)

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,36 (s, 9H, C(CHs)s); 1,72 (bs, 2H, CH,-CH);
3,48 -3,58 (m, 2H, CH,-NH); 3,85 (bs, 1H, CH-NH-Boc); 3,97 - 4,02 (m, 2H, CH-NH
and CH(H)-O); 4,49 - 4,53 (m, 1H, CH(H)-O); 5,11 - 5,21 (m, 4H, CH»>-Cy); 5,27 (bs,
1H, NH-Boc) 5,84 (bs, 1H, NH); 7,27 - 7,41(m, 10H, CH,); 8,61 (bs, 1H, NH); 11,68
(bs, 1H, NH).

RMN de *C (125MHz, CDCls): d (ppm): 28,4 (C(CHzs)s); 38,9 (CH,-CH); 47,9 (CH,-
NH); 49,2 (CH-NH-Boc) 50,7 (CH-NH); 67,6 (CH2-0); 68,7 (CH2-0); 70,2 (CH»-0O);
80,4 (C(CHg)3); 128,6-129,1 (10xCHy); 1153,8; 156,9; 159,22; 163,09 (C=0 (Boc).
EMAR (ES’, m/z): encontrado: 570,2560 (M-H); calculado: 570,2564 (M-H).

IV (v, filme): 3334, 2929, 1733, 1622, 1571, 1322, 1248, 1049, 910, 730, 670 cm™.
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2.5.2.19. (2R,4R) N-benziloxicarbonilamino-[(2-amino-4,5-diidro-1H-imidazol-4-

il)-metil]-2-oxazolidinona

CbzHN - -NCbz
~ ’
NH e N\/;NCbz
(R)). - N
‘NHBoc MeOH (R)
G t.a. WG
HN HN
j .
0] @)
76a-(R,R) 77a-(R,R)
C28H35N508 C15H18N4O4
569,25 g.mol™ 318,13 g.mol™

Em um baldo de fundo redondo munido de agitacdo magnética adicionou-se, sob
atmosfera de argonio, a guanidina 76a (151 mg, 0,27 mmol), 3 mL de uma solugao
de HCI (1,25 M em metanol) e 3,0 mL de metanol. O meio reacional resultante ficou
sob agitacdo a temperatura ambiente. Apos 24 h o solvente foi evaporado e o
residuo formado foi purificado em coluna cromatografica de silica flash
(CH.Cl,/MeOH 95/05), fornecendo o composto 77a (84 mg, 51 %) sob a forma de

um 6leo claro.

[@]Z” = (c=0,51, CHCls).

RMN de *H (300MHz, CDCls): & (ppm): 1,70 (t, 2H, Js» = 6,0Hz, CH,-CH); 3,17 (dd,
1H, Js.4 = 6,5Hz, Js.5 = 9,5Hz, C(H)H-NH); 3,70 (t, 1H, C(H)H-NH); 3,88 (dd, 1H, J.,
= 6,5Hz, J;.1 = 8,5Hz, C(H)H-O); 3,90 - 3,99 (m, 2H, CH-NH, CH-NH); 4,41 (t, 1H,
C(H)H-0); 5,30 (s, 2H, CH»-Cy); 6,92 (s, 1H, NH); 7,33-7,34 (m, 5H, CHar).

RMN de 3C (125MHz, CDCls): & (ppm): 41,1 (CHp-CH); 48,4 (CH,-NH); 49,3 (CH-
NH) 50,8 (CH-NH); 67,3 (CH»-0); 70,3 (CH,-0); 128,3-128,7 (5xCHa); 136,7; 159,9:
161,7; 164,0 (C=0).

EMAR (ES’, m/z): encontrado: 319,1409 (M-H).
calculado: 319,1406 (M-H).

IV (v, filme): 3328, 2930, 1732, 1615, 1408, 1227, 1099, 1026, 909, 728, 698 cm™.
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