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Se podes sonhar...podes consegui-lo
... "Assim, depois de muito esperar, um dia como qualquer outro decidi triunfar.
Decidi ndo ficar a espera das oportunidades e fui procurd-las.

Decidi ver cada problema como a oportunidade de encontrar uma solucdo.
Decidi ver cada deserto como a oportunidade de encontrar um odsis.
Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como a oportunidade de ser Feliz.

Naquele dia descobri que o meu tinico rival eram apenas as minhas debilidades e que estas
sdo a unica e melhor forma de me superar.

Nagquele dia deixei de ter medo de perder e comecei a ter medo de ndo ganhar.
Descobri que ndo era o melhor e que talvez nunca o tenha sido.

Deixou de me importar quem ganhara ou quem perdera.

Agora simplesmente me importa ser melhor que ontem.

Aprendi que o dificil ndo é chegar ao topo, mas sim nunca deixar de subir.
Aprendi que o maior sucesso que posso alcangar é ter o direito de chamar a alguém de
"AMIGO".

Descobri que o amor é mais do que uma simples paixdo. O amor é uma filosofia de vida.
Nagquele dia deixei de ser o reflexo dos meus poucos sucessos alcancados e comecei a ser a
luz do meu proprio presente.

Aprendi de que nada serve ser luz se ndo for para iluminar também o caminho da
Humanidade.

Naquele dia decidi mudar tanta coisa.

Aprendi que os sonhos sdo apenas para transformar em realidade e desde esse dia que ndo

durmo para descansar. Agora apenas durmo para sonhar".

Walt Disney
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Resumo

O presente trabalho explorou, num primeiro momento, a sintese de derivados do 2-
mercaptobenzotiazol, do 2-mercaptobenzimidazol e da isoniazida condensados com
carboidratos e a preparacdo de andlogos da etionamida ligados a amino dlcoois, potenciais
agentes antimicrobianos. Em um segundo capitulo foi realizado um estudo sintético visando
a obtencdo do ai-aminodcido ndo proteinogénico, a alloenduracididina.

A primeira parte do capitulo 1 consistiu na sintese e avaliagdo das propriedades
antimicrobianas dos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-mercaptobenzimidazol
condensados com carboidratos. Para tal foram sintetizados 10 compostos inéditos, a saber:
quatro derivados do 2-mercaptobenzotiazol, trés derivados do 2-mercaptobenzimidazol e
trés derivados poliidroxilados em rendimentos satisfatérios (47-85%). Os compostos 15, 17
e 20 foram submetidos a avalia¢do “in vitro” das propriedades antibacterianas e antifigicas
contra Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans na Faculdade de Farmdacia e Bioquimica da UFJF. Os resultados mostraram que
apenas um dos derivados do 2-mercaptobenzimidazol (composto 20) apresentou atividade
antibacteriana contra Staphylococcus aureus com valor de MIC igual a 145 pg/mL. Os
derivados benzotiazdlicos 15 e 17 também foram testados contra Mycobacterium
tuberculosis “in vitro” no Laboratorio de Bacteriologia (IPEC) da Fundac¢do Oswaldo Cruz
FioCruz-RJ. Todavia, tais compostos ndo se mostraram ativos contra esse microorganismo.

A segunda parte do capitulo 1 visou a sintese e a avaliagdo da atividade
antituberculosa de 13 derivados da isoniazida (26-38), dos quais 10 sdo inéditos, obtidos em
rendimento de (20-75%) e de 5 novos derivados da etionamida (44-48), obtidos em
rendimentos de baixo a moderados (20-60%). Dentre os andlogos da etionamida, a estrutura
do composto 46 pode ser confirmada por difracdo de raio X. Os andlogos da INH, foram
testados quanto a sua atividade antibacteriana contra M. tuberculosis H3;Rv (ATCC 27294)
utilizando-se 0 método MABA no IPEC-FioCruz-RJ. Vérios compostos exibiram atividade
contra M. tuberculosis H3;Rv em concentragdes entre 0,31-3,12 pg/mL quando comparados
com os farmacos de primeira escolha isoniazida e rifampicina. Os resultados obtidos
sugerem que os derivados da isoniazida, sintetizados neste trabalho, apresentam importantes

informacdes para a obtenc¢do de novos fairmacos no combate a tuberculose. Os derivados da
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etionamida, também estdo sendo avaliados quanto as suas propriedades antituberculosas.

Como parte do estdgio de doutorando na Franca, o capitulo 2 desse trabalho consistiu
no desenvolvimento de uma metodologia para a preparacdo do o-aminodcido nao
proteinogénico, a alloenduracididina. No decorrer do trabalho foram testadas 3 metodologias
e 2 estratégias sintéticas diferentes visando a obtengdo desse aminodcido. A metodologia
desenvolvida permitiu a preparagdo do composto 150a, a partir do N-Boc-(R)-alilglicinato
de etila, em 8 etapas, utilizando-se o método de diidroxilagcdo assimétrica de Sharpless. Um
trabalho de otimizagdo ainda deve ser realizado a fim de melhorar a diasteroseletividade da
etapa de diidroxilacdo assimétrica e serd necessaria uma melhor caracterizacdo do composto
150a pois, até o momento, apenas andlises preliminares foram realizadas. A configuraciao do
centro assimétrico C-4 em 150a ainda permanece desconhecida, a determinacdo dessa
configuracdo nos permitiria afirmar se o aminodcido 150a obtido trata-se da
alloenduracididina de configuracdo (2R,4R) ou do seu isomero (2R,4S). A aplicagdo da
metodologia desenvolvida no decorrer do trabalho a substratos adequados também permitiria

a preparacao de outros ai-aminodcidos contendo a fun¢do guanidina.
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Abstract

The present work explored, in a first part, the synthesis of 2-mercaptobenzothiazole,
2-mercaptobenzimidazole and isoniazid derivatives condensed with carbohydrates, and the
preparation of ethionamide analogues linked to amino alcohols, all potential antimicrobial
agents. In a second chapter was realized a synthetic study aimed at the obtention of the non-
proteinogenic o-amino acid alloenduracidine.

The first part of chapter 1 relates of the synthesis and evaluation of antimicrobial
properties of 2-mercaptobenzothiazole and 2-mercaptobenzimidazole derivatives condensed
with carbohydrates. Ten compounds were synthesized: four derivatives of 2-
mercaptobenzothiazole, three derivatives of 2-mercaptobenzimidazole and three
polyhydroxylated derivatives, in satisfactory yields (47-85%). Compounds 15, 17 and 20
were submitted for evaluation of antibacterial and antifungical properties at Faculdade de
Farmécia e Bioquimica da UFJF. The results showed that only one derivative of 2-
mercaptobenzimidazole (compound 20) displayed antibacterial activity against
Staphylococcus aureus with a MIC value equal to 145 pwg/mL. Benzothiazole derivatives 15
and 17 were also tested against Mycobacterium tuberculosis “in vitro” at Laboratério de
Bacteriologia (IPEC) of FioCruz-RJ. However, these compounds did not appear active
against this microorganism.

The second part of chapter 1 is aimed at the synthesis and evaluation of
antitubercular activity of 13 derivatives of isoniazid (26-38), obtained in yields (20-75%),
and 5 new ethionamide derivatives (44-48), obtained in low to moderate yields (20-60%).
Among the analogues of ethionamide, the structure of compound 46 could be confirmed by
X-ray diffraction. Analogues of INH were tested for their antibacterial activity against M.
tuberculosis H37;Rv (ATCC 27294) using the MABA method at IPEC-FioCruz-RJ. Several
compounds exhibited activity between 0.31-3.12 ug/ml. against these bacteria when
compared to first choice drugs isoniazid and rifampicin. The results obtained suggest that the
isoniazid derivatives synthesized in this work provide important information for the
obtention of more active compounds useful for the treatment of tuberculosis. The derivatives

of ethionamide synthetized are also being evaluated for their antitubercular properties.
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As part of a Ph.D traineeship, the chapter 2 of this work describes work performed in
France concerning the development of a methodology for the preparation of the non
proteinogenic oi-amino acid alloenduracidine. During this project three methodologies and
two synthetic strategies were tested for the obtention of this amino acid. The methodologies
developed permitted the preparation of compound 150a from ethyl N-Boc-(R)-allylglycinate
in eight steps using the Sharpless asymmetric dihydroxylation method. Optimization of the
purification procedure for compound 150a must still be performed in order to allow its
complete characterization. The configuration of the asymmetric centre C-4 of 150a still
remains unknown. Determination of this configuration will allow us to confirm whether if
the obtained amino acid 150a is alloenduracidine (2R,4R) or its isomer (2R,4S). Application
of the methodology developed during the course of this study to appropriate substrates will
also allow the preparation of other naturally-occuring o-amino acids containing the

guanidine function.
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DMAP: 4-dimetilaminopiridina

DME: 1,2-dimetoxietano

DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: dimetilsulféxido

DOTS: Tratamento diretamente
Observado de Curta Duracao

DPPA: difenilfosforilazidato

EMB: etambutol

equiv.: equivalente(s)

ESI-MS: Electron-Spray ionization Mass
Spectrometry

ETA: etionamida

EthA: flavina monooxigenase

FF: faixa de fusdo

HetCOR: 2D Heteronuclear Chemical-
Shift Correlation

HMQC: Heteronuclear Multiple
Quantum Coherence

HMRS: High Resolution Mass
Spectrometry

Imz: imidazol

INH: isoniazida

IV: infravermelho

Kat-G: catalase-peroxidase

Lit.: literatura

MABA: Microplate Alamar Blue Assay
mAGP: 4cido micdlico-arabinogalactana-
peptidoglicana

m-CPBA: 4cido m-cloroperbenzdico

min.: minutos
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MDR : Multiple-Drug Resistant

MIC : Minimum Inhibitory Concentration
MPA: dcido metoxifenilacético

Ms: mesila

MsCl: cloreto de mesila

MTPA: 4cido metoxitrifluorfenilacético
NAD: nicotinamida adenina
dinucleotideo

NMO: 6xido de N-metilmorfolina

Ns: Nosila

PAS: 4cido p-amino-salicilico

PHAL.: ftalazina

PhF: fenilfluorenila

Pht: ftaloila

PPD: derivado de proteina purificado
(teste de Mantoux)

PZA: pirazinamida

Rf: fator de retencao

RMN de "C: Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono 13

RMN de 'H: Ressonincia Magnética
Nuclear de Hidrogénio

RPM: rifampicina

Ses: B-trimetilsililametanossulfonila
t.a: temperatura ambiente

TB: tuberculose

TBAF: fluoreto de tetrabutilamonio
TBDMSCI: cloreto de terc-
butildimetilsilila

TBS: terc-butildimetilsilila

1Bu: ferc-butila

TEA: trietilamina

TFA: 4cido trifluoracético

THF: tetraidrofurano

TMS: trimetilsilano

Ts: tosila

TsCl: cloreto de tosila

UV: ultravioleta

v: nimero de onda

Simbolos e abreviagdes usados nas atribui¢des dos espectros de RMN.

s : simpleto

sl : simpleto largo

d : dupleto

dl : dupleto largo

dd : dupleto duplo

ddd : duplo dupleto duplo
t : tripleto

td: tripleto duplo

q : quarteto

quint : quinteto

m : multipleto

J : constante de acoplamento
ppm : partes por milhao

0 : deslocamento quimico

Hz : Hertz

X Vil



Consideracoes Gerais

O trabalho que serd aqui apresentado foi dividido em dois capitulos. No capitulo 1
descreveremos a sintese de candidatos a novos agentes antimicrobianos, em particular
agentes antituberculosos, e no capitulo 2 discutiremos os estudos que foram realizados

visando a preparacao da alloenduracididina



Capitulo 1 - Sintese de Derivados do 2-mercaptobenzotiazol, do 2-
mercaptobenzimidazol, da Isoniazida e da Etionamida, Candidatos a

Novos Agentes Antimicrobianos.



Apresentagdo

O capitulo 1 seréd subdividdo em partes I e II. Na parte I (se¢des 1.1, 1.2 e 1.3) serd
relatada a sintese de andlogos do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-mercaptobenzimidazol
condensados com carboidratos. Na secao 1.1, desse capitulo, discutiremos de maneira geral
sobre a importancia dos agentes antimicrobianos no tratamento de doengas e, mais
precisamente no tratamento da tuberculose que € o alvo principal do interesse desse
trabalho. Neste contexto, a descricdo da tuberculose se faz necessaria sob o ponto de vista
do seu agente etioldgico, do seu modo de infeccdo, sintomas e tratamentos, que serao
abordados na secdo 1.2. Na secdo 1.3 serd feita uma introdugdo sobre a importancia
bioldgica dos compostos heterociclicos derivados de benzotiazéis e benzimidazois,
sobretudo, no que diz respeito as suas potencialidades como agentes antibacterianos,
principalmente antituberculosos e antifingicos. Serdo descritos, ainda, alguns métodos de
preparacdo de compostos benzotiazdlicos e benzimidazélicos presentes na literatura, os
objetivos e planos de sintese propostos para os andlogos que serdo sintetizados, bem como
os resultados obtidos nessa parte do trabalho.

Na parte II, secdo 1.4, serd discutida a preparacdo de andlogos da isoniazida
condensados com carboidratos (secdo 1.4.1) e a sintese dos andlogos da etionamida
condensados com amino dlcoois (se¢do 1.4.2). Nessas secoes também serdo abordados os
aspectos histéricos e mecanisticos desses dois farmacos, bem como os objetivos e planos de
sintese propostos para os derivados que foram preparados e, os resultados obtidos nessa

segunda parte do trabalho.

1.1. Introducdo Geral

Mesmo antes do estabelecimento das bases microbianas das doencas infecciosas, o
homem ja empregava determinadas substancias quimicas na tentativa de regredir quadros
de maldria, com o extrato de cinchona (quinino), e de amebiases pela raiz de ipecacuanha
(emetina)."* Contudo, foi somente no final dos século XIX e inicio do século XX que os
pesquisadores comecaram a estabelecer possiveis relacdes entre moléculas especificas e o

controle de microrganismos. Desde entdo, a pesquisa de antimicrobianos centrou-se



principalmente na busca de novas moléculas e na possibilidade de se alterar tais moléculas,
tornando-as mais eficazes.

No que concerne aos avancos no uso de antimicrobianos no tratamento da
tuberculose, muitos farmacos foram testados sem sucesso como, por exemplo, a penicilina.
No entanto, em 1944, Waksman pela primeira vez empregou a estreptomicina (SM) no
tratamento da doenca e, apds 61 anos, houve uma revolu¢do na medicina. A partir dessa
descoberta, novos quimioterdpicos foram entdo adicionados a terapia ao longo dos anos
eliminando o germe sem matar as pessoas infectadas: a isoniazida (INH), em 1952, o 4cido
para-amino-salicilico (PAS), em 1964, a rifampicina, em 1965, o etambutol (EMB), em
1968 e a pirazinamida (PZA), que embora tenha sido descoberta em 1936 foi utilizada
contra a tuberculose somente a partir da década de 70 do século XX

Muitos avancos foram conseguidos no tratamento da tuberculose, contudo a
resisténcia bacteriana ainda é um dos maiores desafios a serem vencidos na atualidade. Sob
esse ponto de vista, uma discussd@o mais aprofundada das possiveis causas do retorno da

tuberculose e das estratégias a serem adotadas para o controle da doenca se faz necesséria.

1.2. Tuberculose

1.2.1. Historico

A tuberculose (TB) é uma doenca contagiosa grave, com relatos de médicos da
Grécia e na Roma antiga e, atualmente, acredita-se que esta doenca ji era conhecida
também no antigo Egito, j4 que pesquisadores encontraram lesdes de tuberculose em
mumias. No entanto, somente em 1882 a bactéria responsdavel pela doenga, o
Mycobacterium tuberculosis (Figura 1.1) foi isolado pelo cientista alemao Robert Koch e,

em sua homenagem, o bacilo da tuberculose ficou conhecido como bacilo de Koch (BK).2

'a) http://www.medstudents.com.br, acessada em marco de 2008 b) http://www.medio.com.br, acessada em abril de 2008.
2 Bloomfield S. F.; Symp. Ser. Soc. Appl. Microbiol. 2002, 31,144S.
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Figura 1.1. Foto utilizando aparelho de microscopia eletronica de transmissao do

Mycobacterium tuberculosis.

A TB ¢ transmitida basicamente pelo ar e pode atingir todos os 6rgdos do corpo,
porém como o BK se reproduz e se desenvolve rapidamente em dreas do corpo com muito
oxigénio, o pulmao € o principal 6rgdo atingido pela doenca. O espirro ou tosse de uma
pessoa infectada joga no ar cerca de dois milhdes de bacilos que permanecem em suspensao
durante horas. Os sintomas da tuberculose, geralmente, sdo tosse cronica, febre, suor
noturno, dor no térax, anorexia (perda de apetite) e adinamia (falta de disposicdo).>* Os
exames usados na tentativa do diagndstico de certeza sdo a baciloscopia do escarro, a
radiologia do térax, o teste tuberculinico (PPD), que evidencia o contato prévio com o
bacilo e a cultura do escarro ou outros liquidos em meio apropriado.**

Atualmente, a TB é um grave problema de saide publica, principalmente nos paises
em desenvolvimento onde as desigualdades sociais sdo mais acentuadas e as condig¢des
sanitdrias sdo muitas vezes ineficientes.

Um dos fatores que contribuem para que a tuberculose se torne uma doenca ainda
mais perigosa é o fato de que os focos pulmonares e/ou extrapulmonares desta doenga
podem se reavivar a qualquer momento, mesmo depois de varios periodos de laténcia.

A partir da década de 80, do século XX, com o aparecimento da AIDS, a
tuberculose, que teve perspectivas de ser irradicada na década anterior, ressurge com dados
alarmantes, como conseqiiéncia da associa¢do entre TB-HIV (virus da imunodeficiéncia
humana) e ocorréncia de resisténcia bacteriana a farmacos usados no tratamento desta

doenca (isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida).5’6 Segundo a Organizagdo

3 De Souza, M. V. N.; Vasconcelos, T. R. A.; Quim. Nova 2005, 28, 678.
* Rossetti, M. L. R.; Valim, A. R. M.; Silva, M. S. N.; Rodrigues, V. S.; Rev. de Saiide Publica 2002, 36, 525.
3 Barry, C. E.; Biochem. Pharmacol. 2000, 59, 221.



Mundial de Saide (OMS), existem cerca de 9 milhdes de novos casos de TB no mundo a
cada ano.” Estima-se que cerca de 2 bilhdes de individuos em todo mundo estejam
infectados pelo Mycobacterium tuberculosis, o que corresponde a cerca de 32% da
populagdo mundial, sendo que a estimativa do ndmero de o6bitos em 2007 foi de 1,6
milhdes de pessoas (Figura 1.2).”

De acordo com os dados do Ministério da Sadde, o Brasil ocupa o 16° lugar no
ranking dos 22 paises que concentram 80% dos casos de tuberculose no mundo. No Brasil
existem atualmente cerca de 50 milhdes de pessoas infectadas pelo BK, que ndo
desenvolveram a doenca, com contamina¢do de mais de 1 milhdo de pessoas a cada ano

pelo contato com os doentes. Anualmente ocorrem em nosso pais cerca de 6 mil mortes.”

ESTIMATIVA DO NUMERO DE CASOS DE TUBERCULOSE EM 2005,

Estimated new TB
Cases
{all forms) per 100 000
population

I:l Mo estimate
B o
o [ ] 2549
o og
oo [ ] 5099
I 1oo-dhe
- 300 or rmore

Figura 1.2. Estimativas da incidéncia de casos de tuberculose mundial em 2005.’

1.2.2. Estrutura da micobactéria

As bactérias sdo geralmente classificadas em dois grandes grupos, as bactérias
Gram-positivas e as Gram-negativas. As principais diferencas estdo apresentadas abaixo

(Tabela 1.1).

6 Rando, D. G.; Sato, D. N.; Siqueira, L.; Malvezzi, A.; Leite, C. Q. F.; Do Amaral, A. T.; Ferreira, E. I.; Tavares, L. C.;
Bioorg. Med. Chem. 2001, 10, 557.
7 http://www.who.int/en/, acessada em abril de 2008.



Tabela 1.1. Diferencas existentes entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Zanini

e Oga, 1985).

Propriedades

Bactérias Gram-positivas

Bactérias Gram-negativas

Espessura da parede celular

Espessa

Delgada

Composi¢ado da parede
celular

60% de mucopolissacarideos,
acidos teicoicos €
ribonucleato de magnésio.

10% de mucopolissacarideos,
lipopolissacarideos e
lipoproteinas.

Pressdao osmoética no interior
do citoplasma

20-30 atm

5-10 atm

As micobactérias, como o M. tuberculosis, caracterizam-se por serem bacilos

aerdbicos, Gram-positivos, iméveis e dlcool-dcido resistentes (BAAR). Isso se refere ao

fato de que, apds as células serem coradas, dificilmente sdo descoradas com solucdo de

alcoolica-acidificada. Essa resisténcia € atribuida a certos lipidios de alto peso molecular,

denominados dcidos micélicos, encontrados em sua parede celular (Figura 1.3).

A célula da micobactéria possui estrutura complexa, contendo trés classes de

polimeros que compdem a parede celular: as peptidoglicanas, as arabinogalactanas e as

lipoarabinomananas. A estrutura basica da parede celular do M. tuberculosis é conhecida

desde a década de 60, mas os processos biossintéticos envolvidos na sua constru¢do sé

comegaram a ser determinados recentemente.

Glicoproteinas

Fosfolipidio -[

/
Porcio hidrofilica
Porcio hidrofohica

Figura 1.3. Estrutura da parede celular das micobactérias.



As peptidoglicanas (Figura 1.3) do M. tuberculosis sao similares as encontradas em
outras bactérias e consistem em cadeias lineares de polissacarideos, unidas em toda a sua
extensdo por pequenos peptideos por ligacdo cruzada. Essas estruturas estdo ligadas ao
proximo polimero da parede celular, a arabinogalactana, por uma unica ponte de
diglicosilfosforila, contendo ramnose e N-acetil-glicosamina.

A arabinogalactana € formada por um esqueleto de galactose com ramificacdes de
arabinose e sua estrutura é incomum, uma vez que tanto a arabinose como a galactose
encontram-se na forma furanosidica (Figura 1.3). Estudos “in vitro” t€m mostrado que a
uridina 5’-difosfogalactofuranose (UDP-D-Galf) é formada pela contragdao do anel da 5°-
difosfogalactopiranose (UDP-D-Galp), catalisada pela UDP-gal-mutase (Esquema 1.1).

As micobactérias sdao os TtUnicos microorganismos conhecidos que contém

galactofuranose e arabinofuranose em sua estrutura celular.®

HOH,C 0. \O-UDP OH
W\
UDP-gal (0] _
", mutase  HOH,C ,w\O-UDP
HO OH —
“
OH ud o
UDbP-galp UDP-galf

Esquema 1.1. Contracdo do anel piranosidico pela UDP-gal-mutase no M. tuberculosis.

Os dcidos micdlicos (Figura 1.3) sdo dcidos graxos P-hidroxilados e alquilados na
posicdo o contendo cerca de 60 a 90 atomos de carbono ligados covalentemente a
arabinogalactanas. Esses dcidos ndo possuem uma estrutura tnica assumindo, portanto,
véarias formas. Os 4cidos micoélicos fazem parte do complexo mAGP (4cido micdlico-
arabinogalactana-peptidoglicana) que compdem a parede celular da bactéria e sdo alvo em
potencial das drogas contra a tuberculose.” O conhecimento de seu processo de biossintese,
bem como as enzimas envolvidas nesse processo, consistem em um dos maiores desafios

nas dreas de genética e bioquimica de agentes patogénicos. A elucidagdo quase total dos

8 Silva, T. C.; Dissertacdo de Mestrado, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil, 2000.
° Brennan, P. J.; Tuberculosis 2003, 83, 91.



genes responsaveis pela sintese das cadeias de dcidos micdlicos foi feita recentemente por
Slayden e colaboradores. '’

Sabe-se igualmente, que as glicosil-transferases, micolil-transferases e D-alanina-
racemase, além de outras enzimas, estdo envolvidas no processo de biossintese do
complexo mAGP. Muitos farmacos que atuam na inibi¢ao da atividade dessas enzimas sao
conhecidos e mostram-se eficazes contra a tuberculose.®!!

O Mycobacterium tuberculosis contém substancias relacionadas com a inibi¢do da
resposta imunoldgica do hospedeiro, como as arabinomananas. No caso do bacilo de Koch,
essa fungdo € exercida pela lipoarabinomanana, que permite que a bactéria sobreviva,
mesmo quando ingerida pelas células de defesa do hospedeiro.8

Portanto, a busca por fairmacos que atuem interrompendo a sintese da parede celular
do bacilo de Koch representa uma das principais linhas de pesquisa da atualidade nesta
area. Por incorporar um grande nimero de agicares, como a L-manose, a D-arabinofuranose
e a D-galactofuranose, que nio se encontram equivalentes em células de mamiferos, supde-

se que drogas que possam atuar na inibi¢do da biossintese desses carboidratos possam vir a

ser inovacodes promissoras ao tratamento da tuberculose.

1.2.3. Tratamento

Os farmacos empregados no tratamento da tuberculose podem ser divididos em duas
principais categorias: os farmacos de primeira e de segunda escolha. Os farmacos de
“primeira escolha”, que sdo a linha de frente no tratamento da TB, podem ser
exemplificados pela rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (Figura 1.4). Esses
compostos se mostram eficazes no tratamento da maioria dos pacientes. Os farmacos de
“segunda escolha” s3o uma alternativa ao tratamento da TB a partir do surgimento da
resisténcia bacteriana, que normalmente ocorre pela ndao adesdo do paciente ao tratamento
completo. Os farmacos de segunda escolha sdo: etionamida, dcido para-amino-salicilico,
cicloserina, amicacina, canamicina, capreomicina, tioacetazona e ofloxacina, esta ultima

recentemente incluida nessa lista (Figura 1.5).12

10 Slayden. R. A.; Barry, C. E.; Microbes and Infection 2000, 2, 659.

1 Katiyar, D.; Tewari, N.; Tiwari, V. K.; Verma, S. S.; Chaturvedi, V.; Srivastava, A.; Gaikwad, A.; Sinha, S.; Srivastava,
R.; Srivatava, B. S.; Tripathi, R. P.; Eur. J. Med. Chem. 2005 40, 351.

2 pe Souza, M. V. N.; Vasconcelos, T. R. A.; De Almeida, M. V.; Cardoso, S. H.; Curr. Med. Chem. 2006, 13, 455.
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Figura 1.4. Estrutura de farmacos de 1* Linha usados no tratamento da TB.
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Figura 1.5. Estrutura de farmacos de 2* linha usados no tratamento da TB.




O tratamento preferencial, inclusive padronizado no Brasil, é baseado na
combinacdo da isoniazida, pirazinamida e rifampicina, que sdo utilizados por um periodo
de 6 a 8 meses. Nos primeiros 2 meses, 0 esquema terapéutico inclui os 3 farmacos,
seguidos da utilizacdo da rifampicina e isoniazida nos ultimos 4 meses. Esse tratamento,
quando utilizado da forma recomendada, é capaz de curar mais de 95% dos pacientes.
Apesar do tratamento da tuberculose ser eficaz e barato custando entre US$ 10 e 20 por um
periodo de 6 meses, dependendo do pais, a taxa de abandono ao tratamento € muito
elevada. Isto se deve, principalmente, aos efeitos colaterais como nduseas, vOmitos,
ictericia, perda de equilibrio, asma, alteracdes visuais, diminuicdo da audi¢do, neuropatia
periférica, cegueira e a falta de informac¢do e de acompanhamento aos palcientes.lz’13

Tendo em vista as altas taxas de abandono do tratamento pelos pacientes, a partir
dos anos 90 do século XX, a Organizacio Mundial de Saide implantou o tratamento
diretamente observado de curta duracdo (DOTS). A estratégia do DOTS consiste na
administracao direta do medicamento por uma segunda pessoa, que entrega, observa e
registra a ingestdo de cada dose da medicacdo. O DOTS pode detectar e curar até 95% dos
pacientes infectados, inclusive nos paises mais pobres. Contudo, as despesas com
deslocamento dos pacientes e manuten¢ao da equipe médica, que tem de estar presente

diariamente, fazem com que os governos dos paises pobres ndo possam pagar pelo servigo

e somente 17% dos pacientes com TB ativa sdo atendidos pelo programa em todo mundo."*

1.2.4. Tuberculose Resistente (TB-MDR ou TB-XDR)

O aumento no nimero de linhagens resistentes TB-MDR (resistentes a INH e PZA)
e TB-XDR (TB-MDR e ainda resistente a fluoroquinolonas e a uma das drogas anti-TB
injetdveis: amicacina, canamicina ou capreomicina), tem causado muita preocupacgdo dentre
os especialistas em saude publica pois contribui para o aumento do nimero de mortes por
tuberculose que, frequentemente, estd associado a infeccdo com o HIV. Estima-se que

existam atualmente cerca de 90.000 casos de TB-MDR em 81 paises.

3 De Souza, M. V. N.; Recent Pat. Anti-Infect. Drug Discov. 2006, 1, 33.
14 Mukherjee, J. S.; Rich, M. L.; Socci, A. R.; Joseph, J. K.; Vird, F. A.; Shin, S. S.; Furin, J. J.; Becerra, M. C.; Barry, D.
J.; Kim, J. Y.; Bayona, J.; Farmer, P.; Fawzi, M. C. S.; Seung, K. J.; The Lancet 2004, 363, 474.



No inicio de 2008, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estimou que seriam
necessdrios 4,8 bilhdes de ddlares para o controle efetivo da tuberculose, sendo 1 bilhdo
destinado ao tratamento da TB-MDR e TB-XDR. Contudo, o financiamento total, hoje,
destinado a causa, € de apenas 2,5 bilhdes de dodlares, incluindo 500 mil para o tratamento

das formas resitentes.’

1.2.5. Perspectivas

A busca por novos agentes eficazes contra TB visa ndo somente reduzir os efeitos
colaterais e o nimero de doses e/ou tempo de tratamento, mas principalmente atender aos
pacientes portadores de bacilos multirresistentes. O crescimento de infeccdes oportunistas
causadas por outras bactérias e virus, como o mycobacterium avium complex, a ineficiéncia
no tratamento de pacientes com HIV e a complexidade dos regimes terapéuticos atuais
reforcam essa necessidade.

Portanto, a busca por agentes terapéuticos que se baseiem em modificacdes de
farmacos j4 conhecidos ou na descoberta de novas classes de compostos € de importancia
crucial, em particular novos métodos para facilitar a entrada dos farmacos na parede celular
do bacilo, uma vez que esta € uma das principais dificuldades na atuagao dos medicamentos
jé utilizados.

Uma outra fonte alternativa na descoberta de novos medicamentos para o combate a
tuberculose € o reconhecimento, isolamento e uso de principios ativos de plantas, assim
como o uso da genética, que pode auxiliar na busca por produtos que tenham a propriedade

de gerar anticorpos contra o bacilo (vacina quimica).

1.2.6. Compostos promissores no combate a tuberculose em fase de testes clinicos.

Tendo em vista a evidente necessidade pela busca de novos farmacos no combate a
tuberculose, faremos aqui uma breve discussdo das principais classes de compostos

promissoras no combate a essa doencga (Tabela 1.2).
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Tabela 1.2. Compostos em fase de testes clinicos contra TB.

Composto Classe Companhia Fase Clinica
Rifalazil Macrolideo Kaneka Corporation Fase II
Rifametano Macrolideo Societa Prodotti Antibiotici Fase |
Moxifloxacina Quinolona Bayer Fase 111
Gatifloxacina Quinolona Bayer Fase III
Sitafloxacina Quinolona Daiichi Pharmaceutical Pré-clinica
Gemifloxacina Quinolona LG Chem-SmithKline Beecham Pré-clinica
Linezolida Oxazolidinona | Pharmacia Corporation Peapack, NJ Pré-clinica
PA-824 Imidazol PathoGenesis Inc Fase 11

1.2.6.1. Derivados das Rifamicinas

As rifamicinas constituem um grupo de antibiéticos macrociclicos, estruturalmente

relacionados, obtidos a partir do Streptomyces mediterranei. A rifampicina (RMP, Figura

1.4) € um derivado semi-sintético da rifamicina SV e possui atividade contra bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas. A rifampicina se tornou um poderoso agente

antibacteriano devido a sua acdo esterilizante, sendo capaz de reduzir consideravelmente o

tempo de tratamento dos pacientes com tuberculose. Ela atua por um mecanismo de acdo

que se baseia na inibicdo da ARN-polimerase, que codifica o ADN bacteriano, bem como

outras proteinas da bactéria.

A rifapentina e a rifabutina (Figura 1.6 e 1.7) sdo derivados da rifampicina lan¢ados

recentemente no mercado. Esses derivados mostraram ser cerca de 4 a 5 vezes mais

potentes que a rifampicina, sendo ativos também contra as cepas resistentes de M.

tuberculosis.
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Figura 1.7. LM 427 (Rifabutina)

1.2.6.2. Fluorquinolonas

As primeiras geracOes de fluorquinolonas foram obtidas a partir da descoberta da
norfloxacina, em 1980, incluindo ciprofloxacina, ofloxacina, enofloxacina, sparfloxacina,
levofloxacina e lomefloxacina (Figura 1.8).

Atualmente, as fluorquinolonas de quarta geracdo (moxifloxacina, gatifloxacina,
trovafloxacina, sitafloxacina e gemifloxacina, entre outras) (Figura 1.8) t€ém apresentado
resultados de estudos clinicos promissores contra TB. A moxifloxacina e a gatifloxacina,

com valores de MICyy de 0,03 pug/mL e 0,12 pg/mL, respectivamente, podem se tornar os

12



primeiros novos anti-TB incorporados ao tratamento nos ultimos 30 anos. As
fluorquinolonas de quarta geracdo buscam combinar um melhor perfil farmacocinético
(diminuic¢do dos efeitos toxicos) com um maior poder esterilizante.

Investigacdes sobre o mecanismo de a¢do antimicrobiana das fluorquinolonas contra
varios tipos de bactérias indicam que a capacidade de inibi¢do de duas enzimas envolvidas
na replicagdo, transcricao e reparacdo do ADN bacteriano: a ADN-girase (topoisomerase II)
e a topoisomerase IV sdo responsdveis pela atividade bioldgica de tal classe de

compostos.' > >1

1
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Figura 1.8. Estrutura de fluorquinolonas, uma nova geracao de firmacos contra TB.

1.2.6.3. Oxazolidinonas

As oxazolidinonas sd3o uma nova classe de potentes agentes antibacterianos,
descobertas na década de 70 do século passado, que possuem atividade contra bactérias
Gram-positivas e anaerdbicas. As oxazolidinonas mostraram promissora atividade contra

M. tuberculosis, especialmente para o tratamento de cepas resistentes (MDR-TB) com

15 Duncan, K.; Barry 111, C. E.; Curr. Opin. Microbiol. 2004, 7, 460.
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MICyy in vitro de 0,5-2,0 mg/L. O Zyvox® (linezolida; Figura 1.9), aprovado pelo FDA em
2000, é o primeiro medicamento desta classe de compostos que vem sendo utilizado nos
EUA no tratamento de infec¢Oes graves provocadas por bactérias Gram-positivas que nao
foram sensiveis a penicilina ou a vancomicina. Segundo Rodrigues e colaboradores a
combinacdo de linezolida com fluorquinolonas foi capaz de combater, de maneira eficaz,

cepas resistentes do M. tuberculosis, em baixas concentracdes. >

F 0
O/_\N@N»\O
/ \)\/NHAC

Linezolida

Figura 1.9. Estrutura do Zyvox © (linezolida).

1.2.6.4. Nitroimidazol

Os nitroimidazéis sdo uma classe de compostos descoberta recentemente que pode
exercer sua atividade antibacteriana através da inibicao da sintese de proteinas e lipidios da
parede bacteriana, a partir de sua ativacdo por um flavonéide denominado cofator F-420.

O composto PA-824 (Figura 1.10), o mais promissor dessa classe, foi desenvolvido
pela TB Alliance e encontra-se em fase II de testes clinicos, possuindo potente atividade
contra 0 M. tuberculosis com valores de MIC iguais a 0,03-0,2 pug/mL. Esse composto
mostrou excelente atividade antibacteriana e nenhuma toxicidade nos modelos testados até
o momento. Outra vantagem apresentada por este composto € o fato dele ser ativo também
contra cepas resistentes e latentes do M. tuberculosis, o que poderia contribuir para a
redu¢do do tempo de tratamento, ja que a introdugdo deste fAirmaco a terapia permitiria o

.. ) . 13,1
controle absoluto de todas as formas do M. tuberculosis, inclusive as inativas. 6

16 Stover, K.; Warrener, P.; VanDevanter, D. R.; Sherman, D. R.; Arain, T. M.; Langhorne, M. H.; Anderson, S. W.;
Towell, J. A.; Ying Y.; McMurray, D. N.; Kreiswirth, B. N.; Barry C. E.; Baker, W. R.; Nature 2000, 405, 982.
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Figura 1.10. Estrutura do PA-824.

3

1.2.6.5. Produtos Naturais: micotiol e dioporteina B
O micotiol (1-D-1-O-(2-[N-acetil-L-cisteinil]-amino-2-desoxi-0-D-glicopiranosil)-
myo-inositol (Figura 1.11) é um tiol encontrado em micobactérias como o M. tuberculosis,

sendo isolado a partir do Streptomyces sp. AJ9463'"18

e sintetizado pela primeira vez, em
2004, por Rosazza e colaboradores.'” Acredita-se que o micotiol possui propriedades
antioxidantes semelhantes a glutationa e que, devido a essas propriedades, seja um bom

modelo para sintese de novos farmacos no combate a tuberculose.

HO
HO 0
HO
NHI 16 on O
OH
0 Owﬁ
NHAc¢
HS
Micotiol

Figura 1.11. Estrutura do Micotiol.

A dioporteina B (Figura 1.12), assim como o micotiol, € um produto natural. Foi
isolada de fungos e apresentou uma potente atividade contra o M. tuberculosis com uma

concentra¢io minima inibitéria de 3,1 pg/mL.>

"7 Nicholas, G. M.; Kovac, P.; Bewley, C. A.; J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 3492.
'8 Gillespie, S. H.; Mchugh, T.D.; Trends Microbiol. 1997, 5, 337.
1 ee, S.; Rosazza, J. P. N.; Org. Lett. 2004, 6, 365.
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Figura 1.12: Estrutura da Dioporteina B.

Tendo em vista nosso interesse por novos antimicrobianos, em especial que possam
atuar como agentes antituberculosos e antifingicos, na se¢do 1.3 serd mostrada a
preparacdo de compostos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-
mercaptobenzimidazol condensados com carboidratos, a fim de investigar suas

propriedades antimicrobianas.

1.3- Parte I — Sintese de compostos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-

mercaptobenzimidazol condensados com carboidratos.

1.3.1. Introducdo

Os compostos heterociclicos contendo nicleos benzotiazdlicos ou benzimidazdlicos
possuem um amplo interesse devido ao seu espectro de atividade bioldgica. Estas
subunidades heterociclicas estdo presentes em diversas moléculas como, por exemplo, o
omeprazol,” (Figura 1.13) farmaco usado no tratamento de tlceras gdstricas; o Mintezol®
(tiabendazol),”’ um poderoso parasiticida; a procaina, base orginica empregada na
preparacdo de penicilinas e ainda, o riluzol,* usado no tratamento da doenca de Charcot

(esclerose lateral amiotréfica).

2 Diagz, D.; Fabre, I.; Daujat, M.; Saint Aubert, B.; Bories, P.; Michel, H.; Maurel, P.; Gastroenterology 1990, 99, 737.
2! Backlund, M.; Weidolf, L.; Ingelman-Sundberg, M.; Eur. J. Biochem. 1999, 261, 66.
2 http://www.drugs.com, acessada em julho de 2006.
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Figura 1.13. Compostos bioativos derivados benzotiazolinicos e benzoimidazolinicos.

As propriedades antibacterianas, antifingicas, antivirais e antitumorais de
benzotiazdis tém sido avaliadas, mostrando que esses compostos possuem ac¢iao contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, Candida albicans e ainda enterobactérias
Pseudomonas aeruginosa.”> As propriedades dos derivados benzotiazélicos também tém
sido testadas em relacdo a sua atividade antitumoral, os derivados substituidos do 2-fenil-
benzotiazol, em especial o 2-(4-aminofenil)-benzotiazol 3 (Figura 1.14), assim como o0s
derivados halogenados no anel aromético de benzotiazdis apresentaram resultados bastante
relevantes quando testados ““in vitro” em células de carcinoma humano. Dados da
literatura®* mostram que jd existem 17 benzotiazéis substituidos sendo testados contra
cancer de mama, laringe e adenocarcinoma cervical. Dentre os derivados benzotiazdlicos, o
2-mercaptobenzotiazol 1 (Figura 1.14) é um potente antifingico usado como padrdo nos
testes bioldgicos contra Cdndida albicans, sendo ainda usado como quimioterdpico de uso

externo.25

2 Zitouni, G. T.; Demirayak, S.; Ozdemir, A.; Kaplancikli, Z. A.; Yildiz, M. T.; Eur. J. Med. Chem. 2003, 39, 267.

2 Caleta, 1.; Gradisa, M.; Mrvos-Sermek, D.; Cetina, M.; Tralic-Kulenovic, V.; Pavelic, K.; Karminski-Zamola, G.; il
Farmaco 2004, 59, 297.

% Bujdédkova, H.; Kuchta, T.; Sidéova, E.; Gvozdjakovd, A.; Microb. Lett. 1993, 112, 329.
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Os benzimidazdis, assim como os benzotiaz6is, possuem inimeras aplicag¢des, tanto
bioldgicas como em outras dreas, como por exemplo, em quimica de novos materiais.”® Os
derivados do 2-mercaptobenzimidazol 2 (Figura 1.14) possuem considerdvel atividade
antimicrobiana. Dados da literatura mostram que o derivado 4,6-dibromo-2-
mercaptobenzimidazol 4 (Figura 1.14) apresentou excelentes resultados como agente
antibacteriano,”’ sendo que os derivados alquilsulfanilados com anel piridinico foram
testados contra M. tuberculosis e outros tipos de bactérias como M. kansaii e M. avium e
apresentaram valores de MIC compardveis aos farmacos utilizados como padrdo no

tratamento da tuberculose.?>?’

1

2-mercaptobenzotiazol 1

2-mercaptobenzimidazol 2

6
2
Clym (CLps
5 N 5 N
4 3 4 3

Br H
N H NO
S SH N 2
/
L~ Lo (X
N N
Br
3 4 5 NO,

Figura 1.14. Andlogos de benzotiazdis e benzimidazdis.

A comparacdo dos dados de atividade antibacteriana do 2-mercaptobenzimidazol 2 e
de derivados benzimidazolicos substituidos, como por exemplo o 2-(3,5-dinitrobenziltio)-
mercaptobenzimidazol 5,% indicam que a atividade antimicrobiana destes compostos pode
estar relacionada a substitui¢des no grupo tiol ligado a posi¢do 2 do anel benzimidazdlico.

Assim sendo, a substituicdo do dtomo de hidrogénio do grupo SH por cadeias alquila ou

26 a) Rowan, S. J.; Beck, B. J.; Faraday Discuss. 2005, 128, 43. b) Persson, J. C.; Jannasch, P.; Chem. Mater. 2006, 18,
3096.

2 Andrzejewska, M.; Yepez-Mulia, L.; Cedillo-Rivera, R.; Tapia, A.; Vilpo, L.; Vilpo, J.; Kazimierczuk, Z.; Eur. J. Med.
Chem. 2002, 37, 973.

23 Klimesova, V.; Koci, I.; Pour, M.; Stachel, J.; Waisser, K.; Kaustova, J.; Eur. J. Med. Chem. 2002, 37, 409.

» Klimesova, V.; Svoboda, M.; Waisser, K.; Kaustova, J.; Buchta, V.; Kralova, K.; Eur. J. Med. Chem. 1999, 34, 433.
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arila poderia contribuir para o aumento da atividade bioldgica de tais compostos (Figura

1.15).

X=S Derivados do 2-mercaptobenzotiazol
X=NH Derivados do 2-mercaptobenzimidazol

R= Alquila ou arila

Figura 1.15. Representacdo de compostos derivados do 2- mercaptobenzotiazol e do 2-

mercaptobenzimidazol.

A partir da década de 80, do século XX, com o retorno da epidemia de tuberculose
associada a “Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida” (AIDS) e o aparecimento de
resisténcia aos antibacterianos utilizados, como penicilinas, tetraciclina e cloranfenicol, o
interesse na atividade antimicrobiana de benzotiazdis e benzimidazéis, em especial contra o

229 Considerando a presenca fundamental de

M. tuberculosis, vem aumentando.
carboidratos, como peptidoglicanas e arabinogalactanas, na constiui¢do da parede celular
do M. tuberculosis um dos objetivos de nosso trabalho € a preparacdio de novos
antibacterianos, principalmente agentes antituberculosos, e antifingicos derivados do 2-
mercaptobenzotiazol e do 2-mercaptobenzimidazol pela condensacdo com carboidratos

(Figura 1.16).

)
N

X =S, Derivados do 2-mercaptobenzotiazol.
X =NH, Derivados do 2-mercaptobenzimidazol.

Figura 1.16. Derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-mercaptobenzimidazol

condensados com carboidratos.

A vantagem de se introduzir carboidratos de baixo peso molecular esta no fato de

que eles apresentam: grande disponibilidade, baixo custo e ainda poderem aumentar a
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hidrossolubilidade dos compostos obtidos. Além disso, trés dos farmacos de segunda linha
usados no tratamento da tuberculose possuem carboidratos em sua estrutura
(estreptomicina, amicacina e canamicina, Figura 1.5).

Alguns compostos que possuem aguicares em sua estrutura, como os glicosil amino

1130 também

ésteres e galactopiranosil amino dlcoois, recentemente descritos na literatura,
mostraram-se capazes de inibir certas enzimas envolvidas no processo de biossintese da
parede bacteriana do M. tuberculosis.

Nosso grupo ja desenvolveu a sintese de compostos furanicos condensados com
carboidratos, visando a obtencdo de agentes antimicrobianos e tripanocidas.”’ Ampliando
essa linha de pesquisa foi proposta a sintese de derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-
mercaptobenzimidazol condensados com a D-galactose, a D-frutose e a D-glicose.

Outro aspecto interessante pode estar relacionado a permeabilidade da parede
bacteriana a esses compostos, uma vez que estd descrito na literatura que substancias
hidrofilicas, como a glicose, somente podem atravessar a membrana celular através de
canais especificos denominados “porins”. Essa suposi¢do pdde ser confirmada,
recentemente, em estudo realizado por Stephan e colaboradores que relata que a passagem
de pequenas moléculas hidrofilicas, com tamanho inferior a 600 Da, para o interior do

bacilo, € realizada através de microporos.32

Com o intuito de conhecermos um pouco mais sobre a quimica de benzotiazdis e
benzimidazdis, principalmente dos andlogos 2-substituidos, apresentaremos na secdo 1.3.2

alguns exemplos de métodos de preparacao, descritos na literatura, para tais compostos.

30 Tewari, N.; Tiwari, V. K.; Tripathi, R. P.; Chaturvedi, V.; Srivastava, A.; Srivastava, R.; Shukla, P. K.; Chaturvedi, A.
K.; Gaikwad, A.; Sinha, S.; Srivatava, B. S.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 14, 329.

3! De Almeida, M. V.; Le Hyaric, M.; Siqueira, L. J. A.; Pinto, L. D.; Valle, M. S.; Alves, W. A.; Molecules 2001, 6, 728.
32 Stephan, J.; Mailaender, C.; Etienne, G.; Daffe, M.; Niederweis, M.; Antimicrob. Agents Chemother. 2004, 48, 4163.

20



1.3.2. Exemplos de métodos de preparacdo de compostos benzotiazdlicos e

benzimidazolicos descritos na literatura.

1.3.2.1. Preparacdo de derivados 2-substituidos de benzotiazois e

benzimidazois.

O método mais geral para a sintese de benzotiazdis e benzimidazdis consiste na
ciclizacdo de benzenos 1,2-di-substituidos, como aminotiofenol ou 1,2-fenilenodiamina,
com reagentes eletrofilicos. A reagdo de alquil ou aril aldeidos com 1,2-aminotiofenol ou
1,2-fenilenodiamina, em dimetilsulféxido fornece os correspondentes derivados A e B 2-

alquil ou 2-aril-substituidos (Esquema 1.2).*

NH,
N
Y X
Y =NH, ou SH A X=NH
R = Alquil ou Aril B X=8

Esquema 1.2. Preparacdo de compostos 2-alquil ou 2-aril-substituidos derivados de

benzotiazdis e benzimidazadis.

A preparacdo de derivados 2-amino-substituidos de benzotiazdis e benzimidazois
tem sido realizada a partir de reacdes de condensacao de ditiocarbamatos de alquila ou arila
com aminotiofenol ou 1,2-fenilenodiamina para fornecer os compostos C e D,
respectivamente, em rendimentos moderados (Esquema 1.3). Este tipo de reacdo também
tem sido empregado na obtencdo dos compostos bis-heterociclicos E e F como ¢é

apresentado no Esquema 1.4.%

33 Katritzky, A. R.; Rees, C. W.; Scriven, E. F. V.; Comprehensive Heterocyclic Chemistry II, Elsivier Science Ltda,
1996.
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NH,
N-R N
PNy g
% MeS SMe X
Y =NH, ou SH C X=NH
R = Alquil ou Aril DX=S

Esquema 1.3. Preparacdo de compostos 2-N-substituidos derivados de benzotiazodis e

benzimidazois.

R
AN NH, N SMe N
|\(;[ + @i \>7Nﬁ/ —_— @[ \>7NH
Z NH, S SMe S >tN
E F HN

R,

Esquema 1.4. Preparacdo de compostos 2-S-substituidos derivados de benzotiazodis e

benzimidazois.

A sintese de compostos 2-alquil ou 2-aril-sulfanilados derivados de benzotiazodis e
benzimidazéis pode ser feita a partir da reacdo de benzenos 1,2-di-substituidos com

dissulfeto de carbono em presenga de hidroxido de potéssio, com posterior adi¢ao do haleto

. 28,33
desejado (Esquema 1.5).
NH,
2 ﬁ 1-KOH, etanol N\
+ C —_— SR,
“ 2-R|X
Y =NH, ou SH R, = Alquil ou aril G X=NH
HX=S8

Esquema 1.5. Sintese de compostos 2-alquil ou 2-aril-sulfanilados derivados de

benzotiazdis e benzimidazdis.

Os derivados 2-S-substituidos possuem maior importancia dentro das perspectivas
deste trabalho, portanto mostraremos um exemplo da preparagdo de compostos 2-S-aril-

substituidos, como I e J, que foram obtidos através da reagao da 2-bromopiridina com os
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respectivos sais de potdssio derivados do 2-mercaptobenzotiazol 1 e do 2-

mercaptobenzimidazol 2 (Esquema 1.6).33

N N N/ Br N —N
M N e N
X

Esquema 1.6. Sintese dos derivados 2-S-aril-substituidos I e J.

1.3.3. Plano de sintese dos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-

mercaptobenzimidazol condensados com carboidratos

Para a sintese dos derivados do 2-mercaptobenzotiazol 1 e do 2-
mercaptobenzimidazol 2 foi planejado inicialmente a transformacdo da hidroxila priméria
do carboidrato em um grupo de saida (halogénio ou sulfonato). Em seguida, seria realizada
a condensac¢ao desses derivados com o sal de sédio de 1 e 2 e posterior desprotecao dos

grupos isopropilidenos, via hidrélise 4cida, quando necessario (Esquemas 1.7 a 1.9).
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Acetona, ZnC12 12 Imz, PPhy )< O
HZSOJ, Tolueno refluxo e}

0
Jo
D-GALACTOSE p ;
N
\>~SH
X
NaH, DMF

X
s ;
N
0 TFA/H,0
HO B
HO
OH “OH
22X=8
23 X=NH

Esquema 1.7. Rota sintética para a preparacao dos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do

2-mercaptobenzimidazol condensados com a D-galactose.
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Acetona, ZnCl,
—_—
H,S0,

D-FRUTOSE

OH S-—<\

N
0 OH

OH HO

24X=S
25 X=NH

TFA/H,0

MsCl, piridina ou

I Imz, PPhy
Tolueno, refluxo

10 R =OMs
11 R=1

17X=8
18 X =NH

Esquema 1.8. Rota sintética para a preparacao dos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-

mercaptobenzimidazol condensados com a D-frutose.
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OR'
OCHs OCHs

. 12R=Cl R'=Ac
a-D-GLICOPIRANOSIDEO DE METILA
13R=0Ts R'=H

14R=0OMs R'=H

N
\>7$H
X

NaH, DMF

3

OCH;

19 R'=H X=8§
20 R'=H X=NH
21 R'= AcX=8§

a,= tetracloreto de carbono, piridina, trifenilfosfina; a, =cloreto de tosila, piridina; a; = cloreto de mesila,
piridina.

Esquema 1.9. Rota sintética para a preparacao dos derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do

2-mercaptobenzimidazol condensados com a a-D-glicopiranosideo de metila.

1.3.4. Resultados e discussoes

1.3.4.1. Sintese e caracterizacdo do 2-mercaptobenzimidazol 2

A sintese do 2-mercaptobenzimidazol 2 foi realizada a partir da prévia preparacao
do O-etilditiocarbonato de potéssio (xantonato de etila), obtido pela reagdo do etéxido de
potassio com dissulfeto de carbono, empregando-se como solvente etanol, em rendimento
quantitativo. O O-etilditiocarbonato de potédssio foi previamente solubilizado em 4gua e a
solucdo adicionou-se 1,2-fenilenodiamina. A rea¢do permaneceu sob agitacdo magnética
em refluxo por aproximadamente 3 horas. O meio reacional foi filtrado e o composto 2 foi
obtido em 72% de rendimento (Esquema 1.10). Sua caracterizagdo foi realizada através da
andlise da faixa de fusdo, andlise de seu espectro na regido do infravermelho e RMN de 'H

e de °C.
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O-etil-ditiocarbonato

1,2-Fenilenodiamina
de potdssio

72%

Esquema 1.10: Preparacao do 2-mercaptobenzimidazol.

A faixa de fus@o encontrada para o composto 2 foi de 300-304°C, o valor
encontrado na literatura é de 303-304°C.**

No espectro na regidao do infravermelho de 2 (Figura 1.17) verificou-se a presenga
de uma banda larga de absorcdo entre 3500-3116 cm™, que foi atribuida ao estiramento da
ligacio N-H do nicleo benzimidazdlico. Puderam ser observadas também bandas de
absor¢do em 2575 cm™, 919 e 713 cm™' que correspondem ao estiramento da ligagdo S-H
da molécula, confirmando a presenca deste grupo.

Através da andlise dos espectros de RMN de 'H de 2 (Figura 1.18) foi possivel
verificar a presenca de dois multipletos em & 7,22 e 7,38 que correspondem
respectivamente, aos hidrogénios H-5 = H-8 e H-6 = H-7.

No espectro de RMN de Be (Figura 1.19) notou-se a presenga de trés sinais em 0
110,3, 123,0 e 134,1 referentes aos carbonos do anel aromatico (C-5=C-8; C-6=C-7 e C-
4=C-9) e ainda um sinal em & 171,1 ppm, que foi atribuido ao carbono quaternario ligado

ao atomo de enxofre (C-2).

34 The Merck Index, An Encyclopedia of Chemicals, Drugs, & Biologicals, 18" ed., Wiley, 1989.

27



Transmitancia (%)

80

|
1

4000 3000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™)
Figura 1.17. Espectro de Infravermelho de 2.
S SPEIINSITERY 3 2
N oA n N ~~N~N~ A} o
o NN N N N N N N NN NN w o
\ \ \

T—1.9550

Integral

—7.2200
—7.2045
—7.1941
—7.1846
—7.1743
—7.1622

e

L

11370

7.4 7.20 7.16
(opm)

7.12

Integral

8.0

3.0

6.0

Figura 1.18. Espectro de RMN de '"Hde 2 em CsDsN (300 MHz).

28



171.0750

J

150.3577
150.0000
——149.6423
136.4218
136.0796
—135.7530
——134.0732
124.2589
123.9323
123.6057
122.9680
110.2608

s
J
L

] il il

170

165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100
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1.3.4.2. Transformacdo da hidroxila primdria do agiicar em um grupo de saida.

Nesta parte do trabalho serd apresentada a preparacdo de vdrios carboidratos

intermedidrios, pela transformacgdo da hidroxila primaria em grupo de saida (sulfonatos ou

haletos). Esses intermedidrios foram utilizados, em seguida, na condensacdo com o 2-

mercaptobenzotiazol e o 2-mercaptobenzimidazol.

Sintese e caracterizagdo da 1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-galactopiranose 6

A reagdo de prote¢do das hidroxilas em C-1, C-2, C-3 e C-4 da D-galactose foi

realizada pelo tratamento da mesma com acetona anidra, cloreto de zinco anidro e 4cido

sulfirico concentrado durante 4 horas a temperatura ambiente™ (rend. 75%) (Esquema

1.11).

35 a) Schmidt, O. T.; Methods in Carbohydr. Chem. 1963, 2, 318. b) Perrone, C.; Ferreira, M. L. G.; Valverde, A. L.;
Costa, P. R. R.; De Souza, M. C. B. V.; Pinheiro, S.; Ferreira, V. F.; An. Ressondncia. Mag. Nucl. 1999, 6, 61.
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Esquema 1.11. Preparagdo do composto 6.

O intermedidrio 6 (6leo) foi purificado por coluna cromatografica (eluente:
hexano/acetato de etila 8:2) e caracterizado pela andlise de seus espectros de IV e RMN de
'Hede °C.

No espectro de infravermelho de 6 (Figura 1.20) verificou-se a presenca de uma
banda larga de absor¢do em 3483 cm™, correspondente ao estiramento da ligacdo O-H bem
como a banda de absor¢do entre 1380-1385 cm™ que foi atribuida ao estiramento das
ligacdes C-H correspondente as metilas geminais, caracteristica de acetonideos. A banda
intensa em 1070 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico das ligagdes C-O-C do

carboidrato.

100
90
80

70

Transmitancia (%)

60

50

o b1 0y )
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 1.20. Espectro de Infravermelho de 6.

£1: 1 .
Antes de comecarmos a andlise dos espectros de RMN de H dos carboidratos,
faremos aqui um breve relato sobre a importancia da relagdo entre as constantes de

acoplamento de hidrogénios vicinais e a estrutura quimica da molécula, que permite, por
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exemplo, atribuir o sinal de H-1 como sendo do andmero o ou do andmero . Essa

correlagdo entre as constantes de acoplamento vicinal Jyg e o angulo de diedro ¢, de

acordo com Karplus e Conroy, € representada na Figura 1.21 abaixo.

¢
L

Figura 1.21. Angulo de diedro ¢

entre ligagdes C-H vicinais

A equagdo seguinte pode ser usada para obter a curva de Karplus-Conroy:

J?=A +Bcosd + C cos20

com as constantes A= 4,22, B=-0,5 e C= 4,5 resultando no gréfico abaixo indicado

(Figura 1.22).

constante de acoplamento (Hz)

U 5

n

/

2]

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

angulo diedro ¢

Figura 1.22. Curva de Karplus-Conroy e relagdo da constante de acoplamento vicinal Jy.g

com angulo de diedro ¢.*°

A constante de acoplamento do hidrogénio anomérico depende das orientacdes de

H-1 e de H-2. A constante de acoplamento de dois hidrogénios vicinais de um cicloexano,

3 Gunther, H.; La spectroscopie de RMN: principes de base, concepts et applications de la spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire du proton et du carbone 13 in chimie, Paris, Masson, 1994.
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com substituintes como O-H ou outro grupo, € bem maior para hidrogénios que estejam em
posicgdes trans-diaxiais, do que entre dois hidrogénios em posicdes equatoriais, ou ainda
entre um hidrogénio axial e um equatorial (Jaa>>Jee~Jae).37 Esse € um critério importante
para andlise conformacional dos derivados do cicloexano bem como de acticares, conforme

é mostrado na Figura 1.23.%

H/—\ H
I i " 0
H
axial- equatorial axial- axial
OH OH
H2 o 120
HO HO
HO H HO OH
OH OH
OH
H-1
andmero o andmero

Figura 1.23. Conformacéo e angulo de diedro dos an6meros o e 3 em piranose,

comparando com as projecdes de Newman.

Portanto, de acordo com o modelo de Karplus-Conroy, os compostos sintetizados
neste trabalho serdo investigados sob o ponto de vista de sua estrutura conformacional. Para
tanto, os valores das constantes de acoplamento vicinais entre os hidrogénios do agucar
serdo calculadas de modo a sugerir que este se encontre na conformagdo mais estavel,
sendo esta o ou B. E importante salientar que outros fatores, como a eletronegatividade dos
substituintes, os angulos de ligacdo 6 e os comprimentos de ligacdo, além da dependéncia
angular ¢, podem influenciar os valores das constantes de acoplamento, de modo que estes

também devem ser levados em consideragdao na determinacao da estrutura molecular. Vale

37 Hall, L. D.; Nuclear Magnetic Resonance Advances in Carbohydrate Chemistry, 1994, 19, 88.
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ressaltar ainda que as deducdes de angulos diedros a partir das constantes de acoplamento
medidas sé sdo confidveis quando a comparacao € feita entre compostos semelhantes como

é o caso dos carboidratos.™®

De posse destas informagdes e pela verificacdo da constante de acoplamento entre
H-1 e H-2, da ordem de 5,1 Hz, foi possivel inferir que o intermedidrio 6 possui
conformacdo o. Pode-se observar também no espectro de RMN de 'H de 6 (Figura 1.24), a
presenca de trés simpletos (12H) entre & 1,32 e 1,52 correspondentes aos hidrogénios CH;

do grupo isopropilideno, evidenciando, desta maneira, a ocorréncia da reagdo de protecdo

desejada.
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Figura 1.24. Espectro de RMN de 'H de 6 em CDCl; (300MHz).

38 Silverstein, R. M.; Bassle, G. C.; Morril, T. C.; (Tradug@o) De Alencastro, R. B.; Identificacdo Espectrométrica de
Compostos Orgdnicos, 5* ed., Guanabara Koogan: Rio de janeiro, 1994.
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No espectro de RMN de Be (Figura 1.25) pode-se observar quatro sinais entre o
24,5 e 26,2, que foram atribuidos aos carbonos metilicos dos grupos isopropilideno e dois
sinais em 0 108,9 e 109,6 referentes aos carbonos quaterndrios dos mesmos. Em ambos os
espectros foram verificados, igualmente, os sinais correspondentes aos hidrogénios e

carbonos do anel piranosidico nas regides esperadas.
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Figura 1.25. Espectro de RMN de "*C de 6 em CDCl; (75MHz).

Sintese e caracterizagdo da 6-desoxi-6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-
galactopiranose 7.

A sintese de 7 foi realizada a partir do intermedidrio protegido 6 pela substituicdo da
hidroxila da posicdo C-6 do agucar por iodo. Para tal transformacdo a reagcdo foi feita

utilizando-se trifenilfosfina, imidazol e iodo em tolueno sob refluxo’’ por 16 horas (rend.

90%) (Esquema 1.12).

¥ Garegg, P. I.; Pure Appl. Chem. 1984, 56, 845.
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Esquemal.12. Preparacdo do composto 7

O intermedidrio 7 foi purificado por coluna cromatografica, utilizando-se como
eluente a mistura hexano/acetato de etila, e caracterizado pela anélise de seus espectros de
IV, ponto de fusdo e RMN de 'H e de "°C.

Ponto de Fusio de 7: 72°C; Literatura:> 72°-73°C

O espectro na regidao do IV do composto 7 (Figura 1.26) mostrou a auséncia da
banda larga de absorcdo relativa ao estiramento da ligagdo O-H, evidenciando a
substituicdo da hidroxila pelo dtomo de iodo. As demais absor¢des esperadas encontram-se
presentes.

Andlise do espectro de RMN de 'H do composto 7 (Figura 1.27) mostrou o
deslocamento para regido mais préxima do TMS dos dois dupletos duplos referentes a H-6a
e H-6b de & 3,88 para 0 3,23, pela substitui¢do da hidroxila ligada a CH; por iodo.

No espectro de RMN de "°C (Figura 1.28) verificou-se a presenca de um sinal em &
2,5 referente ao carbono da posicdo C-6 ligado ao dtomo de iodo, anteriormente em & 62,4
ppm. Esta forte blindagem provocada pelo d&tomo de iodo pode ser explicada pelo tamanho

de sua nuvem eletronica quando comparada com a do oxigénio.
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Figura 1.28. Espectro de RMN de "*C de 7 em CDCl; (75MHz).

Sintese e caracterizagio da 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-f-D-frutopiranose 8.

A sintese do diacetal 8 foi realizada utilizando-se duas metodologias descritas a
seguir:

1* Metodologia: apds o tratamento da D-frutose com acetona anidra (previamente
tratada), 2,2-dimetoxi-propano e dcido tosilico, por 24 horas a temperatura ambiente, foi
possivel obter uma mistura dos compostos 8 e 9 numa proporcdo de 6:4, respectivamente.
Essa propor¢do foi calculada por RMN de 'H e esses compostos ndo foram isolados
utilizando-se esta metodologia.

2* Metodologia: Reacdo da D-frutose com acetona anidra, ZnCl, e acido sulftrico
em presenca de peneira molecular 44, por aproximadamente 6 horas.””> Essa metodologia
forneceu os isomeros 8 € 9 em 90% de rendimento na proporcdo de 9:1, respectivamente
(Esquema 1.13). Nessa metodologia os compostos 8 e 9 foram separados por coluna
cromatografica (eluente: hexano/acetato de etila) sendo o composto 8 obtido como produto

majoritario em 81% de rendimento e o composto 9 em 9%.
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Esquema 1.13. Preparag¢do dos compostos 8 e 9.

A andlise dos pontos de fusdo de 8 e 9, em comparacdo com os dados obtidos na
literatura, confirma as respectivas atribuicoes.

Faixa de Fusio de 8: 92-95°C; Literatura:** 92°C.

Faixa de Fusao de 9: 118-119 °C; Literatura: 119 o( 400

A andlise dos espectros de RMN de 'H e BCde8e9 (Figura 1.29, espectro de
RMN de 1H de 8) ndo nos permitiu fazer a diferenciagdo entre os compostos 8 e 9.
Portanto, para uma inequivoca identificacdo desses compostos foi proposta a mesilacdo de

ambos e posterior comparagdo dos espectros de RMN.

40 a) Lopez, M. G.; Gruenwedel, D. W.; Carbohydr. Res. 1991, 212, 37. b) Brady, R. F.; Carbohydr. Res. 1970, 15, 35.
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Figura 1.29. Expansio do espectro de RMN de 'H de 8 em CDCl; (300MHz).

Sintese e caracterizacdo do 2,3:4,5-di-O-isopropilideno-1-O-metanossulfonil-B-D-
frutopiranose 10.

As sinteses dos intermediarios 10 (mesilato) e 11 (iodeto) foram realizadas com o
intuito de investigar qual seria o melhor grupo de saida, situado na posicdo C-1, nas reacoes
de acoplamento da D-frutose com o 2-mercaptobenzotiazol ou 2-mercaptobenzimidazol.

A sintese do intermedidrio 10 foi realizada a partir da reacdo do composto 8 com
cloreto de metanossulfonila em piridina a 0°c! (Esquema 1.14). O mesilato 10 foi obtido
em 70% de rendimento e purificado por coluna cromatogréfica, sendo posteriormente
recristalizado com a mistura de solventes hexano/acetato de etila. Os cristais obtidos foram
caracterizados pela andlise da faixa fusdo e dos espectros de infravermelho e RMN de 'H e
B

Faixa de fusdo encontrada para o composto 10: 124°C; Literatura 121-122°C.*

*I Sato, K.; Miyama, D.; Akai, S.; Tetrahedron Lett. 2004, 45, 1523.
“2 Barnett, J. E. G.; Atkins, G. R. C.; Carbohydr. Res. 1972, 25, 511.
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Esquema 1.14. Preparacdo do composto 10.

Através da anédlise do espectro de IV do composto 10 (Figura 1.30) foi observada,
além das bandas referentes ao actcar, a banda de deformacgao axial das ligagdes (O=S=0),
em 1174 cm™, relativa ao grupo mesila da molécula.

No espectro de RMN de 'H de 10 (Figuras 1.31 e 1.32) verificou-se a presenca de
um simpleto (3H) em 0 3,20 correspondente aos hidrogénios do grupo mesilato, bem como
os sinais caracteristicos do carboidrato e dos grupos isopropilideno. A confirmag¢do das
posicdes protegidas pelos grupos isopropilideno pode ser feita pela mesilacdo do
grupamento hidroxila livre. Quando o grupo mesilato se encontra ligado a C-1, os sinais de
H-1a e H-1b, ambos dupletos (J1,1,=10,9 Hz), puderam ser observados em & 4,23 e 4,32,
respectivamente. O espectro de RMN de 'H de 10 mostrou o deslocamento, para regido
mais distante do TMS, dos sinais dos hidrogénios H-1a e H-1b em relacdo ao seu precursor
8 em 0 3,67-3,70 (Figura 1.29), indicando um efeito de desblindagem provocado pelo
grupo mesila nesta posi¢ao.

No espectro de APT de 10 (Figura 1.33) observou-se um sinal em & 37,5, que pode
ser atribuido ao carbono do grupo CHs; do mesilato, além dos sinais referentes aos grupos

isopropilideno em & 23,9 e 26,4 ppm e todos os sinais pertinentes a por¢ao carboidrato.
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Sintese e caracterizacdo do 1-desoxi-1-iodo-2,3:4,5-di-O-isopropilideno--D-
frutopiranose 11.

A sintese de 11 foi efetuada através da substituicao da hidroxila da posi¢do C-1 de 8
por iodo. A reacdo foi feita utilizando-se trifenilfosfina, imidazol e iodo em tolueno®® sob

refluxo por 12 horas (rend. 78%) (Esquema 1.15).

(0]
}| LoH o
0 Todo, Imidazol s 0
PPh;_tolueno, refluxo' 3
0 ' 0
O
>< 78%

Esquema 1.15. Preparacdo do composto 11.

O intermedidrio 11 foi purificado por coluna cromatogréfica utilizando-se como
eluente a mistura hexano/acetato de etila e caracterizado pela andlise dos seus espectros de
IV, de RMN de 'Hee de °C.

No espectro de IV deste composto (Figura 1.34) observou-se a auséncia da banda
larga de absor¢do correspondente ao estiramento da ligacdo O-H, evidenciando a
substituicao da hidroxila pelo dtomo de iodo. As demais absor¢des esperadas encontram-se
presentes.

No espectro de RMN de 'H de 11 (Figura 1.35) observou-se a presenca de dois
dupletos, respectivamente em & 3,44 e 3,68, que foram atribuidos a H-la e H-1b
(J12.15=10,7 Hz). Notou-se, ainda, que a substituicdo da hidroxila de C-1 por um atomo de
iodo provocou o deslocamento dos sinais dos hidrogé€nios deste carbono para regides mais
proximas ao TMS com relacdo ao seu precursor 8. Para elucidacdo dos acoplamentos entre
os hidrogénios e carbonos foi feito o mapa de contorno 'H x BC (HetCOR) do composto
11.

No espectro de RMN de "°C (Figura 1.36) verificou-se a presenca de um sinal de
absor¢do em o 10,8 ppm referente a C-1 ligado ao dtomo de iodo. Este sinal encontrava-se

em O 65,5 no material de partida 8, além dos demais sinais referentes ao agucar.
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Figura 1.36. Espectro de RMN de BC de 11 em CDCl3 (75MHz).

Caracterizacdo do  2,3,4-tri-O-acetil-6-cloro-6-desoxi-o-D-glicopiranosideo  de
metila 12

O esquema 1.16 mostra a metodologia sintética para a preparacdo do cloreto 12 a
partir do a-D-glicopiranosideo de metila, esse composto foi preparado por Machado e

colaboradores.*

OH
o)
HO 1- PPh;, CCl,  AcO
—>
HO OR 2- Acy0, piridina

OCHj;
o-D-glicopiranosideo de metila

Esquema 1.16. Prepara¢do do composto 12.

a3 Machado, A. S.; These de Doctorat, Universite Paris-Sud, Franga, 1985.
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O composto 12 foi caracterizado pela andlise de seus espectros de IV ¢ RMN de 'H

e de °C.

No espectro de infravermelho de 12 (Figura 1.37) verificou-se a auséncia da banda
de absorcdo entre 3600 a 3200 cm’' referente ao estiramento da ligagdo O-H do material de
partida e o surgimento de uma banda intensa em 1743 cm™ que pode ser atribuida ao
estiramento C=0 de éster. Nao foi possivel observar o estiramento referente a ligagao C-Cl,
abaixo de 400 cm™, devido a utiliza¢do de KBr como suporte no experimento.

No espectro de RMN de 'H de 12 (Figura 1.38) observou-se a presenca de trés
simpletos (9H) entre & 1,96 e 2,03 correspondentes aos hidrogénios dos grupos acetila,
confirmando, desta forma, a protecdo das hidroxilas. Observou-se, também, a presenca de
um simpleto em & 3,39, que pode ser atribuido aos hidrogénios do grupo metoxila (OCH3)
e, ainda, a presenca de dois dupletos duplos em 6 3,54 ¢ 3,61 ppm referentes a H-6a ¢ H-6b
(Jea6b= 12,0 Hz).

No espectro de RMN °C de 12 (Figura 1.39) pode-se observar um sinal em & 43,5
correspondente ao carbono C-6 ligado ao dtomo de cloro; um sinal em & 55,7 referente ao
carbono do grupo metoxila, e ainda os sinais correspondentes as carbonilas dos grupos
acetatos em aproximadamente & 170,1. Em ambos os espectros foram igualmente

verificados a presenca dos sinais correspondentes aos outros hidrogénios e carbonos do anel

piranosidico.
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Figura 1.37. Espectro de Infravermelho de 12.
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Sintese e caracterizagdo do 6-O-(4-toluenossulfonil)-o-D-glicopiranosideo de metila 13
As sinteses dos intermediarios 13 (6-O-tosil) e 14 (6-O-mesil) foram realizadas com
o intuito de se avaliar qual seria, na série glico, o grupo de saida mais adequado, situado na
posicdo C-6, para posterior substituicdo. Além disso, avaliou-se igualmente a
regioseletividade na sulfonag@o da hidroxila em C-6 e os rendimentos obtidos.
A sintese do intermedidrio tosilado 13 foi realizada a partir da reagdo do o-D-
glicopiranosideo de metila com cloreto de tosila (1 mol/equiv.) em piridina anidra a 0°C*!

(rend. 34%) (Esquema 1.17).

OH
HO 0 p-C;H,SO,CI
HO Piridina, 0°C
OH
OCH;,

a-D-Glicopiranosideo de metila

Esquema 1.17. Preparacdo do composto 13.

O intermedidrio 13 foi purificado por coluna cromatogréfica utilizando-se como
eluente acetato de etila/metanol e caracterizado por IV, faixa de fusdo, RMN de 'He de
BC. A faixa de fusdo encontrada para o composto 13 foi de 121-123°C, enquanto na
literatura o valor é de 122-124°C.*

No espectro vibracional na regido do infravermelho do intermedidrio 13 (Figura
1.40) verificou-se a presenca do estiramento da ligacdo O-H entre 3370-3000 cm™.
Observou-se, ainda, a presenca de bandas de absor¢do intensas em 1355 ¢ em 1170 cm’,
caracteristicas do estiramento do grupo R-SO,-OR.

No espectro de RMN de 'H de 13 (Figuras 1.41 e 1.42) observou-se a presenca de

um simpleto (3H) em d 2,41 correspondente aos hidrogénios do grupo CHj ligado ao anel

a4 Timell, T. E.; Enterman, W.; Spencer, F.; Soltes, E. J.; Can. J. Chem. 1965, 43, 2295.
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aromdtico e um simpleto (3H) em & 3,29 correspondente aos hidrogénios do grupo
metoxila. Observou-se, também, a presenca de dois dupletos em & 7,33 ¢ 8 7,79 (J= 8,1 Hz)
correspondente aos hidrogénios da por¢ao aromaética.

No espectro de RMN de BC de 13 (Figura 1.43) observou-se um sinal em o 21,8
correspondente ao carbono do grupo PhCH; e um sinal caracteristico em & 55,5 ppm
correspondente ao carbono do grupo metoxila. Estiveram ainda presentes os sinais
correspondentes aos carbonos quaternarios do anel aromdtico em o 132,8 e 145,2,

respectivamente, bem como outros sinais referentes aos hidrogénios e carbonos do anel

piranosidico.
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Figura 1.40. Espectro de Infravermelho de 13.
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Figura 1.43. Espectro de RMN de "°C de 13 em CDCl; (75 MHz).

Sintese e caracteriza¢do do 6-O-metanossulfonil-a-D-glicopiranosideo de metila 14.

Essa etapa da sintese consistiu na mesilacdo da hidroxila ligada ao carbono C-6
através da reacdo do a-D-glicopiranosideo de metila com 1 mol/equivalente de cloreto de
metanossulfonila em piridina a 0°cY! (rend. 40%) (Esquema 1.18). A adicao do cloreto de
mesila ao agucar foi feita lentamente e a baixa temperatura, no intuito de que a reacao fosse
regiosseletiva e ndo ocorresse a formacgdo do produto dimesilado ou outros subprodutos. No
entanto, o que se observou experimentalmente foi que, mesmo usando as condig¢des
reacionais mencionadas, ocorreu a formagdo de produtos dimesilados. Tal fato pdde ser
evidenciado através do acompanhamento da reag¢do por placa de cromatografia em camada
fina, que mostrou a formagdo do produto desejado 14 e de outros compostos menos polares,

além do material de partida.
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OH

_
HO Piridina, 0°C
OH

OCH,

a-D-Glicopiranosideo de metila

Esquema 1.18. Preparacdo do composto 14.

O intermedidrio 14 foi obtido com 40% de rendimento, apds purificacdo por coluna
cromatogréifica usando-se como eluente acetato de etila/metanol, e caracterizado por faixa
de fusdo, IV, RMN de 'H e de "°C. A faixa de fusdo encontrada para o composto 14 foi de
98-101 °C, enquanto na literatura o valor é 99-101 °C.*

No espectro vibracional na regido do infravermelho do intermedidrio 14 (Figura
1.44) verificou-se a presenca da banda de absorcdo referente ao estiramento das ligacdes O-
H entre 3529-3017 cm™'. Observou-se, ainda, a presenca de bandas de absor¢do intensas em
1349 e em 1174 cm™ caracteristicas do grupo R-SO,-OR.

No espectro de RMN de 'H de 14 (Figuras 1.45 e 1.46) observou-se a presenca de
um simpleto (3H) em & 2,07 correspondente aos hidrogénios do grupo O-H, um simpleto
(3H) em 08 3,11 correspondente aos hidrogénios do grupo metoxila ¢ um simpleto (3H) em
O 3,35 correspondente aos hidrogénios do grupo mesilato (CH3-SO;). A mesilagdo da
hidroxila em C-6 pdde ser confirmada através da comparacdo dos espectros de RMN de 'H
do material de partida e do produto formado. No material de partida os sinais de absor¢ao
referentes aos hidrogénios H-6a e H-6b podem ser observados entre 8 3,50 e 3,79; enquanto
que no produto formado 14 estes sinais deslocam-se para 8 4,39 e 4,50 (Jea6p= 11,0 Hz,
Jeas= 1,9 Hz e Jgb5= 5,5 Hz).

No espectro de RMN de BC de 14 (Figura 1.47) observa-se um sinal correspondente
ao carbono do grupo mesilato em 6 37,3 € um sinal correspondente ao carbono do grupo
metoxila em & 55,6. Outros sinais referentes aos carbonos do anel piranosidico também

foram observados. Como o derivado mesilato 14 foi obtido em melhor rendimento do que o

# Chalk, R. C.; Ball, D. H.; Long, L.; J. Org. Chem. 1966, 31, 1509.
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tosilato 13, optamos pelo uso do mesmo nas reacdes de condensacdo com o 2-

mercaptobenzotiazol e com o 2-mercaptobenzimidazol.
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Figura 1.44. Espectro de infravermelho de 14.
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1.3.4.3.  Condensacdo dos carboidratos intermedidrios com o 2-
mercaptobenzotiazol 1 e com o 2-mercaptobenzimidazol 2.

Sintese e caracterizagdo do 17,2°:3”,4’-di-O-isopropilideno-6’-desoxi-6’-S-(2-
mercaptobenzotiazoil)-a-D-galactopiranose 15 e do 1°,2:3°,4’-di-O-isopropilideno-6’-
desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzimidazoil )-a-D-galactopiranose 16.

A sintese dos compostos 15 e 16 foi realizada a partir da reacdo de condensagdo do
2-mercaptobenzotiazol 1 e do 2-mercaptobenzimidazol 2 com o iodeto 7 usando-se como

base hidreto de sédio. As reacdes foram mantidas sob agitacao a 120°C em DMF por 24

N

O

horas*® (Esquema 1.19).

O
@@)—SH 7 )(O ‘>—SH

NaH, DMF

Esquema 1.19. Preparag¢do dos compostos 15 e 16.

Os compostos 15 e 16 foram purificados por coluna cromatogréifica (eluente:
hexano/acetato de etila) e caracterizados pela andlise de seus espectros de IV, RMN de 'He
de "°C e andlise elementar. Os rendimentos obtidos para os compostos 15 e 16 foram de
85% e 71%, respectivamente.

No espectro de infravermelho de 15 (Figura 1.48) verificou-se a presenca de bandas
de absor¢do em 3061 cm™ e 2986-2907 cm’'correspondentes aos estiramentos das ligacdes

C-H aromético e aliféitico, respectivamente, além de uma banda de absor¢do intensa em

4 Cardoso, S. H.; Assis, J. V.; De Almeida, M. V_; Souza, M. V. N.; J. Sulfur Chem. 2007, 28, 17.
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1068 cm' correspondente ao estiramento assimétrico das ligagdes C-O-C do anel
piranosidico do carboidrato.

No espectro de RMN de 'H de 15 (Figuras 1.49 e 1.50) observou-se a presenca de
quatro simpletos (12H) entre & 1,27 e 1,41, correspondentes aos hidrogénios CH; do grupo
isopropilideno. Observou-se, também, um dupleto em & 5,49 que pdde ser atribuido a
H-1°(J;- 2= 5,0 Hz). Puderam ser ainda observados dois dupletos duplos em & 4,34-4,37 ¢
4,55-4,58 correspondentes a H-4’ (Jy 5= 1,7 Hz e Jy 3= 7,9 Hz) e H-3* (J32=24 Hz e
J3 4="1,9 Hz), respectivamente, um multipleto correspondente a H-2’ ¢ H-5" entre 6 4,24 e
4,28 e um dupleto em & 3,49 correspondente a H-6’a e H-6’b (Jeaeb= 13,5 Hz). Foi
possivel também observar a presenga de dois duplos dupletos duplos em & 7,17 e 7,33
atribuidos a H-6 e H-7 (J75 = 1,1, J;6 = 7,3 J;3 = 8,0Hz, H7) e outros dois duplos dupletos
duplos em & 7,64 e 7,76 atribuidos a H-5 (J55=0,6 Hz , Js;= 1,3 Hz, Js¢= 8,0 Hz) ¢ H-8.

No espectro de RMN de "*C (Figura 1.51) pode-se observar quatro sinais entre &
24,2 e 26,5, correspondentes aos carbonos metilicos do grupo isopropilideno, um sinal em &
41,3 atribuido a C-6’ ligado ao dtomo de enxofre, quatro sinais entre & 61,2 e 74,1
correspondentes aos carbonos (C-2°, C-3’, C-4’ ¢ C-5’) do carboidrato; além do sinal em
102,6 corresponde a C-1°. Os quatro sinais entre & 121,1 e 126,0 podem ser atribuidos aos
carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8 do anel aromadtico e os outros trés sinais com valores de o

acima de 135,0 sdo referentes a C-2, C-4 e C-9.
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Figura 1.48. Espectro de Infravermelho de 15.
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Figura 1.51. Espectro de RMN de "°C de 15 em CDCl; (75MHz).

No espectro de infravermelho de 16 (Figura 1.52) verificou-se a presenca de bandas
de absor¢do em 3066 cm™ e 2935-2904 cm’ correspondentes aos estiramentos das ligacoes
C-H de aromatico e alifatico, respectivamente, € uma banda de absor¢do intensa em 1070
cm™ corresponde ao estiramento assimétrico das ligagdes C-O-C do anel piranosidico do
carboidrato.

No espectro de RMN de 'H de 16 (Figuras 1.53 e 1.54) observou-se a presenca de
quatro simpletos (12H) entre & 1,26 e 1,56 correspondentes aos hidrogénios CHj; dos
grupos isopropilidenos. Também pode ser observada a presenga de um dupleto em & 5,56
atribuido a H-1’(Jy: = 5,0 Hz). Os hidrogénios H-2’(J» 3= 2,4 Hz e J» = 5,0 Hz), H-
4(Jys= 1,7 Hz e Jy3= 8,0 Hz) e H-3’(J» 2= 2,4 Hz e J3 4= 8,0 Hz) aparecem como
dupletos duplos em 8 4,34, & 4,42 e § 4,65 respectivamente. O multipleto em & 4,22 pode
ser atribuido a H-5" e os dois dupletos duplos em & 3,45 e 3,55 sdo correspondentes a H-6a
e H-6’b (Joaeb= 14,0 Hz). Os dois duplos dupletos duplos correspondentes aos hidrogénios

do anel aromético encontram-se entre 8 7,16 e 8 7,54.
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No espectro de RMN de Be (Figura 1.55) pode-se observar quatro sinais entre o
24,5 e 26,2 correspondentes aos carbonos do grupo isopropilideno, um sinal em & 32,9
atribuido a C-6’ ligado ao 4atomo de enxofre, quatro sinais entre & 67,5 e 71,8
correspondentes aos carbonos C-2’, C-3’, C-4’ ¢ C-5’ ¢ um sinal em 0 96,8 atribuido a C-
1’. Os sinais entre & 114,3 e 138,9 (C-4 = C-9; C-5 = C-8; C-6 = C-7) podem ser atribuidos
aos carbonos do anel aromético, bem como o sinal em & 150,0 que corresponde ao carbono

quaterndrio do heterociclo (C-2).
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Figura 1.52. Espectro de Infravermelho de 16.
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Tabela 1.3. Dados de andlise elementar para os compostos 15 e 16.

Composto % C % H % N
Teorico | Experim. | Tedrico | Experim. | Teérico | Experim.
15 55,72 55,99 5,66 5,97 342 3,25
16 58,15 58,35 6,16 5,90 7,14 7,24

Sintese e caracterizagdo do 1’-desoxi-1’-S-(2-mercaptobenzotiazoil)-2’,3":4°,5’-di-

O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 17 e

2°,3":4°,5°-di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 18.

1’-desoxi-1’-S-(2-mercaptobenzimidazoil))-

Para a sintese dos compostos 17 e 18 inicialmente foi efetuada a reagdo do 2-

mercaptobenzotiazol 1 e do 2-mercaptobenzimidazol 2 com hidreto de s6dio em DMF

anidro durante 10 min. para que seus respectivos sais sodicos fossem formados. O iodeto

12 foi entdo adicionado as reacdes e essas foram mantidas sob agitacdo magnética e refluxo

em DMEF por 24 horas*® (Esquema 1.20).

Esquema 1.20. Preparagdo dos compostos 17 e 18.

Os derivados 17 e 18 foram purificados por coluna cromatografica (eluente:

hexano/acetato de etila) e caracterizados através da andlise de seus espectros de IV, RMN
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de 'H e de "°C. Os rendimentos obtidos para os compostos 17 ¢ 18 foram de 80% e 55%,
respectivamente.

No espectro vibracional de infravermelho de 17 (Figura 1.56) pode-se observar a
presenca de bandas de absorcio em 3062 e 2988-2935 cm’' correspondentes aos
estiramentos das ligagdes C-H de aromatico e alifatico e uma banda de absor¢do intensa em
1067 cm™ referente ao estiramento assimétrico das ligagcdes C-O-C do carboidrato.

No espectro de RMN de 'H de 17 (Figura 1.57) constatou-se a presenca de quatro
simpletos (12H) entre & 1,29 e 1,56 correspondentes aos hidrogénios CH; dos grupos
isopropilidenos. Foram observados também os sinais correspondentes aos hidrogénios do
anel piranosidico, a saber: um multipleto entre & 3,78 e 3,98 correspondente a H-1’a, H-1"b,
H-6’a ¢ H-6’b, um dupleto atribuido a H-3" (J53- 2= 2,5 Hz) em 8 4,39, dois dupletos duplos
em 0 4,26 e 4,63 correspondentes a H-5" (J5:¢a= 2,5 Hz , J5 4= 7,8 Hz) e H-4* (J4 3= 2,5
Hz e Jy 5= 7,8 Hz), respectivamente. Evidenciou-se também a presenca de dois duplos
dupletos duplos em o 7,68 e 7,76 atribuidos a H-8 (Jg5=0,7 Hz, Js6=1,3 Hz, Js7=8,0 Hz) e
H-5 (J53=0,7 Hz Js7;= 1,3 Hz, J5s6= 8,0 Hz) bem como outros dois duplos dupletos duplos
em O 7,23 e 7,35 atribuidos a H-7 e H-6. Para elucida¢do dos acoplamentos entre os
hidrogénios e, consequentemente, a atribuicdo dos mesmos, foi feito um mapa de contorno
'H x "H (COSY) do composto 17 (Figura 1.58).

No espectro de RMN de C (Figura 1.59) pode-se observar quatro sinais entre &
24,5 e 26,7 correspondentes aos carbonos metilicos dos grupos isopropilidenos, um sinal
em 0 41,5 atribuido a C-1" ligado ao dtomo de enxofre, cinco sinais entre & 121,3 e 153,3
atribuidos aos carbonos do anel aromético e ainda um sinal em & 167,4 correspondente a C-
2. Foram observados igualmente os sinais correspondentes aos carbonos do anel

piranosidico e os carbonos quaterndrios dos grupos isopropilideno.
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Figura 1.58. Mapa de contornos COSY de 17 em CDCl; (300MHz).
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Figura 1.59. Espectro de RMN de 13C de 17 em CDCl3 (75MHz).
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No espectro vibracional de infravermelho de 18 (Figura 1.60) pode-se verificar a
presenca de bandas de absor¢io em 3052 e 2987-2937 cm’ correspondentes aos
estiramentos das ligacdes C-H de aromdtico e alifético, respectivamente, além de uma
banda de absorcdo intensa em 1067 cm™ referente ao estiramento assimétrico das ligacdes
C-0O-C do agucar.

No espectro de RMN de 'H de 18 (Figura 1.61) observou-se a presenga de quatro
simpletos (12H) correspondentes aos hidrogénios metilénicos entre & 1,38 e 1,56. Puderam
também ser observados os sinais correspondentes aos hidrogénios do anel piranosidico:
dois dupletos em & 3,48 e 3,67 correspondentes aos hidrogénios H-1’a ¢ H-1’b (Jy-5,1,=14,8
Hz), dois dupletos duplos em & 3,94 ¢ 4,07 correspondentes a H-6’a e H-6’b (Jgb5 < 1,0,
Jous =24 € Joaepb=13,0 Hz), um dupleto em & 4,33 atribuido a H-3" (J3-»= 2,4 Hz), dois
dupletos duplos em 8 4,31 e 4,67 correspondentes a H-5" (Js: ¢, = 2,4 Hz, J5 4= 7,9 Hz) e
H-4" (Jy 3= 2,4 Hz, Jy, 5 = 7,9 Hz) respectivamente. Os dois multipletos em 8 7,21 e 7,51
foram atribuidos a H-5, H-8, H-6 ¢ H-7.

No espectro de RMN de BC deste composto (Figura 1.62), dentre outros sinais de
absorcdo, foi constatada a presenca de quatro sinais entre 8 19,0 e 21,4 correspondente aos
carbonos CHj3 dos grupos isopropilidenos, um sinal em 36,7 atribuido a C-1" ligado ao
atomo de enxofre, além de quatro sinais entre & 104,1 e 145,5 atribuidos aos carbonos do

anel benzimidazodlico.
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Figura 1.60. Espectro de Infravermelho de 18.
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Sintese e caracterizacdo do  6’-desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzotiazoil)-0-D-
glicopiranosideo de metila 19 e 6’-desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzimidazoil)-o-D-

glicopiranosideo de metila 20.

A sintese dos compostos 19 e 20 (Esquema 1.21) foi realizada mediante a reacdo de
condensacdo do monomesilato 14, obtido em melhores rendimentos, com 2-
mercaptobenzotiazol 1 ou 2-mercaptobenzimidazol 2 conforme descrito anteriormente para

a sintese de 17 e 18 (Esquema 1.20).%

HO
6 543 HO 1 5 3
N\>2—SH den, 6 AN2
! 93 ' @E M
s 71 14 NCE
NaH, DMF NaH, DMF |

Esquema 1.21. Preparagdo dos compostos 19 e 20.

Os compostos 19 e 20 foram purificados por coluna cromatogrifica e obtidos em
rendimentos de 70% e 47%, respectivamente. Suas caracterizacdes foram realizadas pela
andlise dos espectros de IV, RMN de 'H e de °C e faixa de fusdo e espectro de massa de
alta resolucao para 20.

Faixa de fusao de 19: 99-102°C.

Faixa de fusao de 20: 106-108°C.

No espectro vibracional de infravermelho de 19 (Figura 1.63) pode-se observar a
presenca de uma banda larga de absor¢io em 3471-3000 cm’ que foi atribuida ao
estiramento da ligacio O-H. Observou-se, ainda, a presenca de bandas em 2917-2844 cm’™
correspondentes aos estiramentos das ligagcdes C-H alifatico, uma banda de grande

intensidade em 1426 cm™' correspondente ao estiramento de C-H aromdtico e uma banda de
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absorcdo intensa em 1046 cm™ corresponde ao estiramento assimétrico das ligacdes C-O-C

do anel piranosidico.

No espectro de RMN de 'H de 19 (Figura 1.64) observou-se a presenca de um
dupleto em & 4,69 correspondente a H-1°(J;- o= 3,6 Hz). Verificou-se também a presenca
de um dupleto duplo em & 3,34 ¢ um tripletos em 3,68 que foram atribuidos a H-3" (/5 4
=89¢e J3» =9,5Hz) e H4" (Jy 3= Jsr 5 = 9,1 Hz), respectivamente, um dupleto duplo em
0 3,49 atribuido a H-2’ (J>-1'= 3,6 Hz ¢ J> 3= 9,6 Hz) e um simpleto em & 3,42 referente
aos hidrogénios do grupo metoxila, além de outros sinais pertinentes aos hidrogénios H-5’,
H-6’a ¢ H-6’b do anel piranosidico. Foram também observados entre 6 7,34 ¢ 7,86 os sinais
de absorcdo dos hidrogénios da porcao aromatica (H-5, H-6, H-7 e H-8).

No espectro de RMN de BC de 19 (Figura 1.65) pode-se observar um sinal em
36,9 correspondente ao carbono metilénico ligado ao enxofre (C-6’), um sinal em o 55,8
referente ao grupo metoxila e quatro sinais entre 6 71,8 e 75,0 atribuidos aos carbonos C-2’,
C-3’, C4 e C-5 do anel piranosidico, respectivamente. O sinal em & 101,4 pode ser
atribuido a C-1’ e os sinais entre & 122,2 e 154,2 podem ser relacionados aos carbonos do

anel aromatico (C-4, C-5, C-6, C-7, C-8 ¢ C-9). O sinal em 8 169,9 refere-se ao carbono
quaterndrio do heterociclo (C-2).
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Figura 1.63. Espectro de Infravermelho de 19.
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No espectro vibracional de IV de 20 (Figura 1.66) foi possivel observar a presenga
de uma banda larga de absorcdo em 3381 cm™ que pdde ser atribuida ao estiramento da
ligagdo O-H. Observou-se também, a presenca de bandas de absorcdo em 2929-2838 cm’',
correspondentes aos estiramentos das ligacdes C-H alifatico e uma banda de absor¢ao
intensa em 1049 cm™' relacionada ao estiramento assimétrico das ligagdes C-O-C do anel
piranosidico.

No espectro de RMN de 'H de 20 (Figura 1.67) observou-se a presenca de um
dupleto em & 4,57 que pode ser atribuido a H-1’(J;- o= 3,6 Hz), confirmando se tratar de
um andmero o. Verificou-se, também, a presenca de um dupleto duplo em o 3,45
correspondente a H-2" (Jo = 3,6 Hz ¢ Jy 3= 9,6 Hz) e um multipleto entre & 3,24-3,35
atribuido a H-6’b. Um multipleto referente a H-4’ em 8 3,74 e um simpleto largo (4H) em
d 3,20, correspondente aos hidrogénios do grupo metoxila e a H-3’, puderam também ser
observados. A andlise deste espectro possibilita ainda a observacdo dos dois multipletos
correspondentes aos hidrogénios da porc¢do aromética em & 7,10 e 7,31. Para a elucidagio
dos acoplamentos entre os hidrogénios e carbonos e, conseqiientemente, melhor atribui¢do
dos mesmos, foi feito um mapa de contorno 'H x °C (HetCOR) do composto 20 (Figura
1.68).

No espectro de RMN de BC de 20 (Figura 1.69) pode-se observar um sinal em
36,3 correspondente ao carbono metilénico ligado ao enxofre (C-6’), um sinal em o 57,5
referente ao carbono metoxilico e quatro sinais entre 6 72,7 e 74,8 atribuidos aos carbonos
C-2’, C-3’, C4’ e C-5’ do anel piranosidico. O sinal em 6 101,8 pdde ser atribuido a C-1°.
O sinal em & 153,1 é referente ao carbono quaterndrio do heterociclo (C-2) e os outros
sinais acima de 8 116,3 sdo correspondentes aos carbonos do anel aromatico (C-4, C-5, C-
6, C-7,C-8 e C-9).

No espectro de massas de alta resolu¢do do composto 20 (Figura 1.70) foi
encontrado o pico de massa 349,0822 que corresponde a férmula minima C;4H;3N,OsSNa

[M + Na']. O valor da massa esperada para tal composto foi de 349,0834 [M + Na™].
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Figura 1.68. Espectro de HetCOR de 20 em D,0O (300MHz).
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DO_SC45 21 (0.435) Cm (21:27)
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295.1
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327.1
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1.20e:

Elemental Composition Report

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min=-1.5, max =50.0

Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
97 formula(e) evaluated with 1 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Minimum: 20.00
Maximum: 100.00
Mass RA
349.0822 100.00

Os dados de andlise elementar para os compostos 19 e 20 estdo de acordo com as

Calc. Mass
349.0834

200.0

mDa

-1.2

5.0

PPM
35

-1.5
50.0

DBE
6.5

Figura 1.70. Espectro de massas de 20.

férmulas minimas propostas para estes compostos (Tabela 1.4).

Tabela 1.4. Dados de andlise elementar para os compostos 19 e 20.

Score

Formula

Tm/z
50

C14 H18 N2 O5 Na S

Composto % C % H % N
Teorico | Experim. | Tedrico | Experim. | Teérico | Experim.
19 48,96 47,65 4,99 4,77 4,08 4,08
20 ' 2H,0 46,40 47,26 6,12 5,51 7,73 7,29
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Sintese e caracterizacao do 2’,3’,4’-tri-O-acetil-6’-desoxi-6"-S-(2-
mercaptobenzotiazoil)-a-D-glicopiranosideo de metila 21

A preparacao do composto 21, a partir do cloreto 12, foi efetuada com o intuito de
se avaliar a facilidade de substituicao do d&tomo de cloro pelo anion tiolato, derivado do 2-
mercaptobenzotiazol, objetivando assim a obtencdo do produto final em melhores
rendimentos. Contudo, € sabido que uma etapa a mais serd acrescentada no processo. A
sintese do composto 21 foi realizada a partir da reacdo do 2-mercaptobenzotiazol 1 com
hidreto de s6dio em DMF anidro por 10 min. com posterior adi¢do do sal formado ao

cloreto 12. A reagio foi mantida sob refluxo em DMF por 24 horas*® (Esquema 1.22).

3 5
s N 6
N S’« 7
HS'« 4 6 S 9%
S 1 “o
NaH, DMF AcO 5 2
——— '
fl AcO 1
rer luxo 3 OAc
3 OCH,
21
92%

Esquema 1.22. Preparagdo do derivado peracetilado 21.

O composto 21 foi purificado por coluna cromatografica (eluente: hexano/acetato de
etila), sendo obtido em 92% de rendimento e caracterizado pela andlise dos espectros de IV,
RMN 'He de 13C, faixa de fusdo, andlise elementar e espectro de massa.

Faixa de fusao de 21: 125-126 °C.

No espectro vibracional de infravermelho de 21 (Figura 1.71) pode-se observar a
presenca de bandas de absor¢do em 2951 e 2846 cm™' que puderam ser atribuidas ao
estiramento das ligacdes C-H alifdticas, uma banda de grande intensidade em 1752 cm’
correspondente ao estiramento da ligagdo C=0 de éster e uma banda de absorcdo intensa
entre 1100-1000 cm’ correspondente ao estiramento assimétrico das ligacdes C-O-C do
anel piranosidico.

No espectro de RMN de 'H de 21 (Figura 1.72) observou-se a presenca de trés
simpletos (9H) entre O 2,14 e 2,24 correspondentes aos hidrogénios dos grupos acetila.
Foram observados, também, os sinais dos hidrogénios do anel piranosidico: dois dupletos

duplos em 0 3,64 e 3,93 correspondentes a H-6"a (Jg,5=2,9 Hz € Jou6=14,0 Hz) e H-6’b
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(Job5=8,0 Hz e Job6=14,0 Hz), um dupleto em & 5,08 correspondente a H-1"(Jy- = 3,5
Hz) e H-2’, dois tripletos em & 5,21 e 5,65, correspondentes a H-3" (J5- 2= J3- 4= 9,6 Hz) e
H-4" (Jy 3= Jy 5= 9,4 Hz), respectivamente, além de um multipleto em & 4,28 atribuido a
H-5’. Observou-se, também, um simpleto em O 3,52 evidenciando a presenga dos
hidrogénios do grupo metoxila. Na regido entre & 7,44 e 7,95 podem ser observados os
sinais das absorcdes referentes aos hidrogénios aromaticos (H-5 e H-6, H-7 e H-8).

No espectro de RMN de BC de 21 (Figura 1.73) pode-se observar um sinal em 0
20,8 correspondentes aos grupos acetila (COCHj3), um sinal em & 34,3 correspondente ao
carbono ligado ao enxofre (C-6’), um sinal em & 55,4 atribuido ao carbono metoxilico e
quatro sinais entre & 68,1 e 76,8 atribuidos aos carbonos C-2’, C-3’, C-4’ ¢ C-5 do anel
piranosidico. O sinal em & 96,5 pode ser atribuido a C-1°, enquanto que os sinais entre &
121,4 e 126,1 foram atribuidos aos carbonos C-5, C-6, C-7 e C-8 do anel aromatico. O
sinal em & 165,9 corresponde ao carbono quaterndrio do heterociclo (C-2). Os outros dois
sinais entre 8 135,2 e 152,9 foram atribuidos aos carbonos quaternarios (C-4 e C-9) do anel

aromdtico enquanto os trés sinais entre & 169,9 e 170,1 correspondem aos carbonos

carbonilicos.
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Figura 1.71. Espectro de Infravermelho de 21.

75



9L

(ZHINSL) S1DAD W I7 2p D, P NINY 2p 010adsy "¢/ ein31g

e

170.1154
_£ 170.0377
169.8510
—165.9315

—152.8977

135.3223

126.0835
f 124.3882

121.4019
- 121.1219

—96.5319

= 77.6655
77.2300
76.8101
71.5841
70.8842
69.9821

\ 68.1468

55.3618

——34.3490

20.8019
e 20.7242

"(ZHINOOE) (1DdD W IT 9p H, 9P NIAY 9p onoadsy 7/ | emndig

(%4 0°€ g€ ot St 0§ Y 09 S9 0L (Y4 08 g8 06

0'c

Integral

1.0387 —

0.9541 /
1.0659 —

1.0557 /~

I~
0.8882 __

1.0668 —

2.0946 —

———
0.8268

| SO0 —

-
0.8762

| O70e —

1.0691 —
3.1078 /

3.6284

3.1796 =~

2.9150

Y

7

/7

S

/

7.9535
7.9261
7.8875
7.8626
7.5634
7.5390
7.5121
7.4471
7.4427
7.4202
——7.3962

5.6540
5.6222
5.5909

= 5.5513

5.2121
J: 5.1808
51481
=—5.0806
50689

5.0342

50219

=—4.2838
42579

= 3.9352

3.9255
3.8888
3.8795

3.6459
3.6190
3.5994
3.5720
3.5266

= 2.2463
2.1999
2.1422




No espectro de massas de alta resolu¢do do composto 21 (Figura 1.74) verificou-se

a presenca do pico de massa 492,0768 que corresponde a formula minima CpyH,3NOgS,Na

[M + Na*]. O valor da massa esperada para tal composto foi de 492,0763 [M + Na']

DO_SC38_C 46 (0.936) Cm (46:63)
1004

1: TOF MS ES+
492.1 9.52e3

Elemental Composition Report

Tolerance = 5.0 PPM / DBE: min= -1.5, max = 50.0
Isotope cluster parameters: Separation = 1.0 Abundance = 1.0%

Monoisotopic Mass, Even Electron lons
164 formula(e) evaluated with 2 results within limits (up to 50 closest results for each mass)

Minimum: 20.00 -1.5

Maximum: 100.00 200.0 5.0 50.0

Mass RA Calc. Mass mDa PPM DBE Score
492.0768 100.00 492.0763 0.5 1.1 9.5 1

Figura 1.74. Espectro de massas de 21.

Formula
C20 H23 N 08 Na S2

1.3.4.4. Sintese e caracterizacdo dos compostos poliidroxilados 22, 23 e 24

As reacdes de desprotecao dos grupos isopropilidenos dos compostos 15, 16 e 17

foram feitas a partir da adi¢cdo de uma solucdo de dcido trifluoracético/dgua 9:1 v/v as

solucdes desses compostos em tetraidrofurano. As solucdes foram mantidas sob agitacao

magnética durante 72 horas a temperatura ambiente, no caso dos compostos 15 e 16, ¢ a

60° C para o composto 17. Através desta metodologia foi possivel obter os respectivos

compostos 22, 23 ¢ 24, sob a forma de mistura anomérica (o + ) em bons rendimentos

(79-81%) (Esquema 1.23).
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No decorrer do trabalho foram testados outros métodos de desprote¢do dos grupos
isopropilideno. Dentre eles podemos citar: acido cloridrico em THF/H,O e trifluoreto de
boro eterato de metila (BF3.O0Me;) em uma solucdo de diclorometano/acetonitrila. Estas
condi¢cdes reacionais se mostraram muito drédsticas na desprotecdo destes compostos,

acarretando, além da remocao dos grupos isopropilideno, a clivagem indesejavel da ligacao

CH,-S.
X
A j@ S
s\ 0 /<\
S
>< (6] N ’m)/ib N
o}
"
17
CF;COOH CF;COOH CF;COOH
THF/ H,0 THF/ H,0 THF/ H,0
H
LT ) : ;
TN SK /<
OH N OH \N OH ¢\
0 o)
0
HO HO OH
OH OH
OH
OH oH OH
22 23 2

Esquema 1.23. Sintese dos compostos 22, 23 e 24.

Os compostos 22 a 24 foram purificados por coluna cromatogrifica (eluente:
diclorometano/metanol) e devidamente caracterizados pela andlise de seus espectros de
infravermelho, RMN de 'H e de "°C e andlise elementar para o composto 22 (Tabela 1.4).

Nos espectros vibracionais na regido de infravermelho dos compostos
poliidroxilados puderam ser observadas bandas de absorcdo na regido de 3500-3200 cm’
referentes ao estiramento da ligacdo O-H, bandas de absor¢do em torno de 2930-2800 cm’
referentes aos estiramentos da ligacdo C-H alifatico, bandas intensas de absorcao na regido

de 1450 cm™ correspondentes aos estiramentos das ligagdes C-H do anel aromdtico, bem
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como os estiramentos das ligagdes C-C-O e C-O-C, em torno de 1100-1000 cm'l, do anel

piranosidico (Figura 1.75, espectro de IV de 22).
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Figura 1.75. Espectro de Infravermelho de 22.

Nos espectros de RMN de "H dos compostos 22 a 24 (Figura 1.76, espectro de
RMN de 'H de 22) verificam-se, em relacdo ao material de partida, o desaparecimento dos
sinais referentes aos grupos isopropilideno.

Nos espectros de RMN de B¢ dos compostos poliidroxilados (Figura 1.77, espectro
de RMN de "C de 22) observou-se os sinais referentes ao heterociclo e ao anel
piranosidico, bem como a auséncia dos sinais correspondentes aos carbonos dos grupos
isopropilideno. Os sinais dos carbonos aparecem duplicados devido a presenca dos
andmeros o e B. As atribuicdes dos carbonos foram feitas por compara¢do com dados

obtidos na literatura para os andmeros o e P desses carboidratos.”*!
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Os dados de anédlise elementar para o derivado 22 estdo de acordo com a férmula

minima proposta para este composto (Tabela 1.5).

Tabela 1.5. Dados de andlise elementar para o composto 22.

Composto % C % H % N

Teorico | Experim. | Tedrico | Experim. | Teérico | Experim.

22 . H,O 44,94 45,75 4,93 3,89 4,03 4,16

1.3.5. Conclusdes

Nesta primeira parte do capitulo 1 descrevemos a sintese de 10 compostos inéditos,
a saber: quatro derivados do 2-mercaptobenzotiazol (15, 17, 19 e 21), trés derivados do 2-
mercaptobenzimidazol (16, 18 e 20) e trés derivados poliidroxilados (22, 23 e 24).
Sintetizamos também o composto de partida 2-mercaptobenzimidazol 2, 2 intermedidrios
iodeto (7 e 11), além de seus precursores diacetal (6 e 8) e 3 derivados sulfonatos (10, 13 e
14).

Os derivados 15 a 20 foram obtidos em rendimentos moderados a satisfatérios a
partir do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-mercaptobenzimidazol. Nas reagdes de obtengdo de
tais compostos foram usados excessos dos respectivos compostos de partida 1 e 2, com o
intuito de se minimizar a formacgao de subprodutos.

Como foi proposto, o derivado peracetilado 21 foi obtido em um melhor rendimento
(92%) que os outros respectivos derivados do 2-mercaptobenzotiazol.

Observou-se, durante o decorrer deste trabalho, que os derivados do 2-
mercaptobenzotiazol foram obtidos em melhores rendimentos que aqueles derivados do 2-
mercaptobenzimidazol. Acredita-se que tais resultados sejam devido a possibilidade de
formacdo de subprodutos como por exemplo o produto de abstracdo do hidrogénio
imidazdlico pela base, no 2-mercaptobenzimidazol.

Os compostos poliidroxilados 22 a 24 foram obtidos em rendimentos satisfatorios
(79-81%) através da hidrdlise 4cida dos grupos isopropilideno, utilizando-se duas
metodologias diferentes: na primeira o composto protegido foi tratado com trifluoreto de
boro eterato de metila (BF3.OMe,) e acido cloridrico e na segunda com solu¢do de acido

trifluoracético em dgua (9:1 v/v). A segunda metodologia mostrou-se mais eficiente, pois
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permitiu a desprotecdo dos grupos isopropilideno sem que ocorresse 0 rompimento
indesejado da ligacdo carbono-enxofre.

Os compostos obtidos neste trabalho foram caracterizados através de técnicas
espectroscOpicas adequadas e tiveram seus poderes rotatorios avaliados.

Os compostos 15, 17 e 20 foram submetidos a avaliagdo das propriedades
antibacterianas e antifugicas na Faculdade de Farmdcia e Bioquimica da UFJF. Os
resultados obtidos mostraram que apenas o derivado do 2-mercaptobenzimidazol
(composto 20) possui atividade antibacteriana, sendo um agente bacteriostatico contra
Staphylococcus aureus com valor de MIC igual a 145 pg/ mL.

Os compostos 15 e 17 também foram testados quanto a sua atividade antibacteriana
contra Mycobacterium tuberculosis “‘in vitro” usando-se a metodologia Alamar Blue no
Laboratério de Bacteriologia (IPEC) da Fundagdao Oswaldo Cruz FioCruz-RJ. Todavia, tais

compostos nao se mostraram ativos contra tal microorganismo.
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1.4. Parte II - Sintese de analogos de isoniazida condensados com

carboidratos e de analogos da etionamida condensados com amino alcoois.

Conforme visto na sec¢do 1.2 desse capitulo, a tuberculose vem se tornando um grave
problema de saide publica em todo o mundo. Tendo em vista o nosso interesse no
desenvolvimento de novos compostos antituberculosos, nessa parte do trabalho sera descrita a
sintese de andlogos de isoniazida condensados com carboidratos e de andlogos da etionamida
condensados com amino alcoois. Portanto, inicialmente serd feito um breve relato sobre a

importancia da isoniazida e da etionamida no tratamento dessa doenca.

1.4.1. A Isoniazida

A observagdo de que a nicotinamida possuia atividade contra o M. tuberculosis
estimulou a busca por novas moléculas que possuissem estruturas correlatas. Desta forma, por
volta de 1950, esses estudos levaram a descoberta da atividade antibacteriana da isoniazida e a
identificacdo da atividade de outras moléculas com estruturas semelhantes a da nicotinamida,

como a pirazinamida e a etionamida' (Figura 1.78).

o 0, NHNH, S NHNH, 0
N
X NH, AN AN E N NH,
=
N/ Z Z N
N N

CH,CHj

Nicotinamida Isoniazida Etionamida Pirazinamida

Figura 1.78. Estrutura da nicotinamida e de compostos correlatos.’

A isoniazida ou hidrazida do 4cido isonicotinico (INH) é o farmaco sintético mais
efetivo usado no tratamento da tuberculose, sendo reconhecido como um potente agente
contra o M. tuberculosis. A INH é um dos principais quimioterdpicos de primeira escolha no
tratamento desta doenca, como j4 foi citado anteriormente na se¢io 1.2, possuindo um valor
de concentracdo minima inibitéria (MIC) bastante baixo (0,1-0,7 pM) e uma alta

e . . 47
especificidade contra o Mycobacterium tuberculosis.

47 Scior, T.; Garcés-Eisele, S. I.; Curr. Med. Chem. 2006, 13, 2205.
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Apds mais de 50 anos do uso da isoniazida como um agente antituberculoso de
primeira escolha, a eficicia deste firmaco no tratamento da tuberculose vem diminuindo
consideravelmente, principalmente pelo surgimento de cepas resistentes a droga. Tal fato tem
despertado grande preocupacgdo dos 6rgdos envolvidos no controle da tuberculose devido a
possibilidade desta doencga vir a se tornar novamente uma epidemia mundial.

O mecanismo de acdo da isoniazida ainda nio estd completamente elucidado, vérias
propostas acerca deste mecanismo tém sido feitas e, apesar dos resultados ndo serem
conclusivos, acredita-se que a isoniazida atue inibindo a enzima enoil-ACP-redutase (/nhA).
Esta enzima estd envolvida na sintese dos dcidos micolicos que compdem a parede celular do
M. tuberculosis. Acredita-se que o mau funcionamento da InhA pode provocar alteracdes na
estrutura constitucional dos dcidos micdlicos pela diminuicdo do seu cardter hidrofébico. Essa
diminui¢do leva a uma perda de integridade da parede celular no M. tuberculosis que tem
como consequéncia a ruptura celular ou o aumento da susceptibilidade desta aos agentes
antibacterianos.”'**®

Atualmente, a parede celular do M. fuberculosis, bem como as enzimas envolvidas na
sua construcdo, sdo os principais alvos dos farmacos contra a tuberculose, como ja foi
mencionado anteriormente, sendo que a isoniazida pode ainda interferir na biossintese de
muitas outras macromoléculas do M. tuberculosis.

Virios estudos presentes na literatura mostram que a isoniazida é uma prdo-droga que
precisa ser ativada (formacgfo de anion ou radical acila) no meio intracelular antes de exercer
seu efeito citotoxico. Esta ativacdo € realizada por uma outra enzima chamada catalase-
peroxidase (Kat-G).""* Estudos mostram que a formacdo do aduto entre o NAD e a
isoniazida (acilpiridina-NAD, Figura 1.79), no sitio de reconhecimento da InhA, € responsavel

pela acdo antibacteriana da INH contra o M. tuberculosis.”

8 Mohamed, S.; Ibrahim, P.; Sadikun, A.; Tuberculosis 2004, 84, 56.

49 a) Lei, B.; Wei, C. J.; Tu, S. C. 1. ; Biol. Chem. 2000, 275, 2520. b) Ghiladi, R. A.; Medzihradszky, K. F.; Rusnak, F. M.;
Ortiz de Montellano, P. R.; J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 13428.

i a) Janin, Y. L.; Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 2479. b) Pasqualoto, K. F. M.; Ferreira, E. I.; Santos-Filho, O. A
Hopfinger, A.J.; J. Med. Chem. 2004, 47, 3755.
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HO

aduto acilpiridina-NAD

Figura 1.79. Aduto entre a isoniazida-NADH.

Recentemente, estudos mostraram que a resisténcia a INH no M. tuberculosis esta
diretamente ligada a alterac@o na atividade da catalase-peroxidase Kat-G.'""" A resisténcia a
este farmaco sempre é acompanhada por diminuicdo da atividade desta enzima.

Em 1993, Zhang e colaboradores® demonstraram que a eficdcia da isoniazida poderia
ser restaurada pela introducdo de genes que restabeleceriam a integridade genética da
catalase-peroxidase (Kat-G) em cepas de M. tuberculosis resistentes a INH. A elucidagdo do
mecanismo de atuacdo da Kat-G na ativacdo da isoniazida tem sido alvo de muitas discussdes,
principalmente no que diz respeito a presenca de ions de metais, em especial {ons Mg+2, que
estariam envolvidos neste processo. A compreensdo do papel desses ions metdlicos consiste
atualmente em um dos desafios acerca do metabolismo da INH, sendo, portanto, alvo de

muitos trabalhos discutidos na literatura.”'°

1.4.1.1. Objetivos

Nos dltimos anos, cerca de 3000 compostos andlogos da isoniazida foram

0 ~ . . ...
* Destes, cerca de 2000 sdo hidrazonas (ex: furonazida, opioniazida e

sintetizados.”
sulfoniazida, Figura 1.80) que possuem atividade contra o M. tuberculosis. Neste contexto, a

busca racional por novas moléculas derivadas da isoniazida que possam ter um espectro de

5! Zhang, Y.; Garbe, T.; Young, D.; Mol. Microbiol. 1993, 8, 521.
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atividade semelhante a esta, sem provocar efeitos colaterais indesejaveis, passa a ser de

grande importancia na drea de pesquisa em quimica medicinal.

Ry R
H H H 1
OsN. O No_ 2 O _N.
NHZ N R2 H R2
B B B
~ P
N N N
Isoniazida Isonicotinoil hidrazonas Isonicotinoil hidrazidas
uo ¢ H H
(0) N.. = 0 O N (0) N.. = SO;H
N \ N~“ N
/
| = = || HooC OCH, i N
NS
N/ N OCH; N/
Furonazida Opioniazida Sulfoniazida

Figura 1.80. Estrutura dos derivados da isoniazida.

Considerando a presenca fundamental de carboidratos, como peptidoglicanas e
arabinogalactanas, na constiui¢do da parede celular do Mycobacterium tuberculosis e a reagdo
entre a INH e aldeidos (glicose e lactose) em formulagdes farmacéuticas. Nesta segunda parte
do trabalho, o nosso objetivo foi a preparacdo e a avaliacdo bioldgica de andlogos da
isoniazida condensados com carboidratos. O uso de carboidratos como N-substituintes da
isoniazida pode ser justificado pela obtencdo de derivados na forma de pro-drogas (hidrazida
ou hidrazona) que seriam clivados no meio bioldgico para fornecer a espécie bioativa da

isoniazida.

1.4.1.2. Plano de sintese

Para a sintese dos derivados da isoniazida 26 a 38 foi planejada a condensagdo direta
dos carboidratos D-glicose, D-galactose, D-lactose, D-manose, N-acetil-D-glicosamina, N-
acetil-D-manosamina, D-arabinose, L-ribose, L-ramnose, L-fucose, L-xilose e L-arabinose com
a isoniazida (Esquema 1.24). Desta forma, foi proposta a utilizagdo de carboidratos com
diferentes tipos estruturais: piranoses, furanoses e aminoagucares, pertencentes as séries D e L,
além de um dissacarideo, a fim de se avaliar a importancia da estrutura do carboidrato na ac¢do

antituberculosa dos compostos.

86



H (6] 11:1[
o N ~
NHR
~ NH,
Carboidrato AN
\ MeOH; refluxo
-
/
= N
N
Isoniazida R = carboidrato

Esquema 1.24. Rota sintética dos derivados da isoniazida condensados com

carboidratos.

1.4.1.3. Resultados e discussdes

A sintese dos compostos 26-38 foi realizada a partir da reagdo da isoniazida com os
respectivos carboidratos em metanol & 60° C por 24h.>* Os derivados 26-28 ja haviam sido
sintetizados anteriormente por Fox e colaboradores em 1953.5% Contudo, os dados de RMN e
de atividade bioldgica de tais compostos nao foram reportados pelos autores.

Para os andlogos 26, 27, 28, 32, 33, 35 e 36 os solidos obtidos foram filtrados
diretamente do meio reacional sendo, em seguida, recristalizados com uma mistura de
metanol/agua. Os compostos 29, 30, 31, 34 e 37 foram obtidos a partir da evaporag@o do meio
reacional seguido da purificagdo dos residuos por cromatografia, utilizando-se como eluente
uma mistura de acetato de etila/metanol (Esquema 1.25). Os derivados 26-38 foram obtidos
entre 20 a 75% de rendimento.

A hidrazona 38 foi preparada em 4 etapas (Esquema 1.26) sendo obtida apds
recristalizacdo (acetato de etila/metanol) em um rendimento global de 20% a partir da D-

glicose.

52 a) Fox, H. H.; J. Org. Chem. 1953, 18, 990 b) Cardoso, S. H.; De Assis, J. V.; Lourenco, M. C. S.; Vicente, F. R. C.; De
Souza, M. V. N.; De Almeida, M. V., Eur. J. Med. Chem. 2008, submetido.
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H
0. N /
\N'HZ |N
Carboidrato Carboidrato N
MeOH refluxo AN MeOH refluxo
-
O
/
N
Isoniazida
D-glicosil 26- R; = OH; R, = H; Ry = H; R, = OH; Rs = OH; Rg = H. L-ramnosil 32- R, = OH; R, = H; Ry = OH; R, = H; Rs = H; Rg = OH; R, = CHy; Rg =H.
D-galactosil 27- R; = OH; R, = H; Ry = H; R; = OH; Rs = H; R; = OH. L-fucosil 33- R, = H; R, = OH; R; = OH; R, = H; Rs = OH; Rs = H; Ry = CHy; Rg =H.
D-lactosil 28- R; = OH; R, = H; Ry = H; R, = O-B-D-Gal; Rs = H; Rg = OH. Lrribosil 34a- R, = H; R, = OH; Ry = H; R, = OH; Rs=H; Rg=OH; R;=Rg=He
D-manosil 29- R, = H; R, = OH; R; = H; R; = OH; Rs = OH; Ry = H. 34b forma aciclica.
D-glicosilamina 30- R; = NHAc; R, =H; Ry =H; R; = OH; Rs =OH; Rg =H. D-arabinosil 36a- R) =H; R, = OH; R;=OH; R; =H; Rs =OH; Rg=H; R;=Rg=He
D-manosilamina 31- R; = H; R, = NHAc; Ry;=H; Ry = OH; Rs = OH; R = H. 37b forma aciclica.
L-arabinosil 35a- R| = OH; R, = H; R; = H; R, = OH; Rs = H; Rg = OH ¢ 35b L-xilosil 37- R, = H; R, = OH; Ry = OH; R, = H; Rs = H; R = OH.
forma aciclica.

Esquema 1.25. Preparacdo dos compostos 26-37.

1-Acetona, H,SO, IS
2-HC1 2M, MeOH OH Isoniazida

G

D-glicose

_—
3-NalO, MeOH/H,0 MeOH, refluxo

Esquema 1.26. Preparacdo da hidrazona 38 a partir da D-glicose.

Todos os compostos foram caracterizados pela andlise de seus espectros de IV, RMN
de 'H e de C. Em alguns casos a andlise dos dados espectroscépicos mostrou a existéncia de
um composto majoritirio com a presencga de 1 a 3 picos adicionais no RMN (exceto para 38).
Esses sinais adicionais foram atribuidos a forma aciclica e ao andmero correspondente. A
separacgdo desses isdmeros ndo foi possivel devido a mutarotagio.

Nos espectros na regido do infravermelho destes compostos (Figura 1.81, espectro de
IV de 26) pode-se observar na regido de 3500 e 3000 cm™ uma banda larga e intensa de
absor¢do caracteristica de compostos poliidroxilados. Na regido de 1660 cm™ pode-se
verificar uma absor¢@o intensa que foi atribuida ao estiramento das ligagdes C=0 do grupo
hidrazido. Esta absorcdo foi particularmente interessante, pois evidenciou o caréter de dupla
ligacdo apresentado pelo nitrogénio hidrazido ligado ao carbono hibridizado sp2 do grupo
acila, assim como nas amidas. Outros sinais que puderam ser observados entre 1100 e 1000

1

cm™ sdo referentes aos estiramentos assimétricos C-O-C e C-C-O da porcdo carboidrato

destas moléculas.
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Figura 1.81. Espectro de Infravermelho de 26.

Para a andlise dos espectros de RMN de 'H e "°C dos derivados da isoniazida
condensados com carboidratos foi adotado o sistema de numeracio descrito nos Esquemas
1.25 e 1.26. A andlise dos espectros de RMN de hidrogénio dos derivados 26 a 37 mostrou a
presenca dos sinais correspondentes a porg¢do carboidrato entre 8 3,20 e 4,63 e da por¢édo
aromdtica entre & 7,65 e 8,65. Foi possivel observar que os hidrogénios ligados a posi¢do
anomérica H-1' encontram-se entre & 4,00-4,63. Os dados espectrais indicam a presenga de
conformagdes diferentes (4C1 e 1C4 )53 ou, como no caso da arabinose, foi possivel observar
também a forma aciclica. As conformagdes foram atribuidas baseadas na constante J de
acoplamento entre os hidrogénios H-1 ¢ H-2" do anel piranosidico e no deslocamento
quimico de H-1', no caso dos compostos ciclicos. Para as formas ciclicas, foi observado que o
grupo 2-isonicotinoilhidrazino orienta-se preferencialmente na posi¢do equatorial () e que a
forma piranosidica é predominante. As D-hexoses tendem a adotar a forma piranosidica de
conformagao *Cy, como por exemplo no derivado 27 (Figura 1.82) onde somente a forma [3-
piranosidica foi observada. A conformacdo *‘C; pode ser verificada através do cilculo da
constante de acoplamento J;-,- que € de 8,8Hz. O valor de J;-» indica que os hidrogénios H-
I’ e H-2’ em 27 encontram-se em posi¢do transdiaxial somente possivel com a adocdo da
conformacgao ‘c 1.

Nas desoxi-hexoses da série L, derivados 32 e 33, observamos que a conformagéo lC4

foi predominante. O valor de Ji-»» =9,0Hz em 33 (Figura 1.83) indica que H-1" e H-2’, assim

3 a) Bendiak, B.; Carbohydr. Res. 1997, 304, 85 b) Bailey, K.; Butterfield, A.; Can. J. Chem. 1981, 59, 641.
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como H-2’ e H-3’, sdo transdiaxiais (J» 3 = 9,6Hz) o que evidencia o posicionamento em
equatorial do grupo 2-isonicotinoilhidrazino. O posicionamento dos hidrogénios H-1’, H-2" e
H-3’ em axial define a conformacao 1C4 em 33.

Na série das pentoses foi possivel verificar que os derivados da L-ribose 34 e L-xilose
37 adotaram preferencialmente a forma a-piranosidica com conformacdo 'C4. O composto
36, andlogo da D-arabinose, foi obtido como uma mistura de andmeros o e B, além da forma
aciclica. Para esta mistura foi observado que o isdmero majoritario adotou preferencialmente
a forma o-piranosidica (conformagio lC4), com a orientacdo em equatorial do grupo 2-
isonicotinoilhidrazino e das hidroxilas OH-2 e OH-3. A partir do J entre H-1" ¢ H-2’ do
isdbmero majoritario derivado da L-arabinose 35 foi possivel concluir que esse composto se
encontra na forma [3-piranosidica de conformacéo ‘C..

A andlise do RMN de 'H da hidrazona 38 (Figura 1.84) mostrou a presenca de dois
simpletos (6H) entre & 1,26 e 1,58 correspondentes aos dois CH3 isopropilidénicos, além de
um multipleto entre & 4,52-4,96 correspondente a H-2’, H-3” ¢ H-4’. O dupleto em 8 6,17
corresponde a H-1"(Jy 2= 3,6 Hz). Em 7,78 puderam ser observados os sinais referentes aos
hidrogénios aromaticos H-3"" e H-5’’, bem como o sinal do hidrogénio H-5" da hidrazona e,
em O 8,72 foram observados os sinais referentes aos hidrogénios H-2"" e H-6".

Os espectros de RMN de BC dos compostos 26 a 37 apresentam os sinais
correspondentes aos carbonos da porcéo carboidrato entre & 60,0 a 90,0, sendo que o sinal
correspondente ao carbono anomérico C-1° pode ser observado entre o 85,0-90,0. O
deslocamento do sinal correspondente a C-1" para regido mais proxima ao TMS confirma a
substitui¢do da hidroxila anomérica do carboidrato pelo grupo 2-isonicotinoilhidrazino, uma
vez que o sinal de C-1" no material de partida encontra-se entre & 100,0-105,0. Os sinais
correspondentes aos carbonos do anel piridinico da isoniazida (C-3"’=C-5"", C-4"’ e C-2’=C-
6’’) encontram-se acerca de o 122,0, 140,0 e 150,0 respectivamente, bem como o sinal
referente a carbonila do grupo acilhidrazino, que aparece na regido de 8§ 167,0 ppm.

A andlise detalhada do espectro de RMN de BC de 32 (Figura 1.85) mostra a presenga
de um sinal em & 16,9 referente ao grupo metila ligado a C-5". Os sinais dos carbonos C-2’,
C-3’, C-4’ e C-5°, foram observados entre & 66,6-73,5, assim como o carbono ligado a
posi¢do anomérica C-1° em & 87,4. Os sinais dos carbonos da por¢do arométicos foram
observados em 6 121,8-121,9 (C-3"*, C-5""), 6 140,8 (C-4"") e 6 149,0 (C-2"’, C-6’"). O sinal

referente a carbonila foi observado em 8 167,4 (C=0).
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No espectro de RMN de C da hidrazona 38 verificou-se a presenca dos sinais
referentes aos grupos metila entre 8 25,0 e 25,6. Os sinais correspondentes aos carbonos do
anel furanosidico C-3’, C-2°, C-4’ e C-1" foram observados em & 75,6; 80,0; 84,6 ¢ 104,8;
respectivamente, enquanto que os sinais referentes aos carbonos arométicos foram observados

entre & 122,0-149,6, assim como aquele correspondente ao carbono C-5° (CH=NH) em 0

150,0.
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Figura 1.82. Espectro de RMN de 'H de 27 em D,O (300MHz).
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Figura 1.85. Espectro de RMN de 13C de 32 em D,0 (75MHz).

1.4.1.4. Avaliacdo bioldgica

As atividades antimicrobianas dos compostos 26-38 foram avaliadas “in vitro” contra
o M. tuberculosis Hy;Rv ATTC 27294, utilizando-se o método colorimétrico Alamar Blue
(MABA) para a determinacio da concentragdo minima inibitéria (MICyy) (Tabela 1.6) no
IPEC-FioCruz em colaboragdo com a pesquisadora Maria Cristina S. Lourenco. A utilizacdo
do MABA nos pareceu conveniente pois esse método é ndo téxico, termicamente estdvel e
possui uma boa correlagdo com o método radiométrico BACTEC. O MIC pode ser definido
como a menor concentracio da droga capaz de inibir 90% do crescimento bacteriano, o que
impede a mudanga de colorag@o de azul para rosa.

Os resultados mostraram que vdrios compostos exibiram significativa atividade contra
o M. tuberculosis. O melhor resultado foi obtido com a mistura de tautdmeros 35a e 35b que
exibiu um MICyy de 0,31pg/mL (Tabela 1.6). Os compostos 26, 27, 28, 29, 32, 33, 37 ¢ 38
mostraram atividade entre 0,62 e 3,12 pg/mL utilizando-se os farmacos de primeira escolha

isoniazida (INH) e rifampicina (RIP) como referéncia.
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Tabela 1.6. Dados da atividade antibacteriana contra M. tuberculosis H37Rv dos compostos

26 a 38.

Composto Carboidrato Rdt MICy
(%) (ng/mL)
26 D-Glicose 73 1,25
27 D-Galactose 75 0,62
28 D-Lactose 63 2,5
29 D-Manose 65 3,12
30 N-Acetil-D-glicosamina 30 >100
31 N-Acetil-D-manosamina 22 >100
32 L-Ramnose 51 0,62
33 L-Fucose 50 0,62
34a + 34b L-Ribose 50 >100
35a + 35b L-Arabinose 36 0,31
36a + 36b D-Arabinose 67 >100
37 L-Xilose 63 3,12
38 D-Xilose 20 0,62
INH Isoniazida - 0,2
RIP Rifampicina - 1,00

A partir do acoplamento da isoniazida com carboidratos, substincias ndo téxicas,
espera-se que os derivados 26-38 sintetizados aqui ndo sejam toxicos para a célula hospedeira
nas concentragdes efetivas de inibi¢do do crescimento do M. tuberculosis.

Em relacdo aos resultados dos testes bioldgicos foi observado que os compostos 26,
27, 28, 29, 32, 33, 35a + 35b, 37 e 38 exibiram significativa atividade contra o M.
tuberculosis (MICqy = 0,31-3,12 pg/mL) quando comparados com os fairmacos de primeira
escolha isoniazida (INH, MICyy = 0,2 pg/mL) e rifampicina (RIP, MICyy = 1,0 pg/mL) e a
outros derivados nitroaromaticos da isoniazida™ (Figura 1.86). Esses resultados também
sugerem que os compostos sintetizados devem inibir seletivamente o crescimento do M.

tuberculosis considerando que os mesmos ndo sdo substancias toxicas.

3 Lourenco, M. C.; De Souza, M.V. N.; Pinheiro, A. C.; Ferreira, M. L.; Gongalvez, R. S. B.; Nogueira, T. C. M.; Peralta,
M.A.; Arkivoc 2007, xv, 181.
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Figura 1.86. Comparagdo entre os dados de atividade bioldgica dos derivados da isoniazida.

Considerando os estudos envolvendo estrutura, metabolismo e atividade in vitro contra

0 M. tuberculosis dos derivados da isoniazida, em geral, esses compostos podem ser

considerados como pré-drogas pois quando hidrolisados sdo capazes de gerar o 4cido

isonicotinico que € a forma bioativa da isoniazida. Portanto, os resultados obtidos indicam que

os derivados da INH, sintetizados nesta parte do trabalho, possuem uma faixa de concentracdo

inibitéria minima promissora (MICyy < 6,0 pg/mL) para a continuacio de estudos objetivando

a obtencdo de novos farmacos no combate a tuberculose.

1.4.2. A Etionamida

A etionamida (ETA, Figura 1.87) € um anédlogo da isoniazida descoberto em 1966,

sendo utilizada atualmente como fairmaco de segunda-escolha no tratamento de pacientes com
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TB-MDR. Assim como a INH, a ETA € uma pr6-droga que precisa ser convertida a sua forma

. . . . . L . 35
ativa por enzimas do M. tuberculosis para exercer seu efeito citotéxico.

0 NHNH, S NH,
X X
/ /
N N CH,CHj

Isoniazida Etionamida

Figura 1.87. Analogia entre as estruturas da isoniazida e da etionamida.

Nos tltimos 6 anos foi confirmado que a ativagdio da ETA € feita por uma
flavoproteina da classe das monooxigenases denominada EthA.”>”” Contudo, o mecanismo de
acdo deste farmaco ainda ndo foi elucidado. Estudo recentes, realizados por DeBarber™ e
Baulard,57 demostraram que o gene ethA (Rv3854c), extraido do M. tuberculosis, é
responsavel por codificar a enzima EthA que atua na ativagdo da etionamida. Estudos clinicos
mostraram que a resisténcia a etionamida estd associada ao mal funcionamento da EthA,
provocados por mutacdes no gene ethA. A transcrip¢do do correspondente gene ethA é
controlada por um repressor transcripcional, o Rv3855. Portanto, o Rv3855 ¢ indiretamente
responsavel pela diminui¢ao da ativacdo da ETA pela EthA, o que contribui para o aumento
da resisténcia a esse farmaco no M. tuberculosis.

E sabido que ambas, ETA e INH, atuam interrompendo a biossintese da parede celular
bacteriana e, portanto, possuem um alvo em comum a enoil-ACP-redutase (inhA). Apesar de
possuirem a inhA como alvo em comum, a INH e a ETA sf@o ativadas por mecanimos
diferentes, pois estudos mostram que ndo € observada resisténcia-cruzada entre esses dois

g 58
antibioticos.

3 Vanrnelli, T. A.; Dykman, A.; Ortiz de Montellano, P. R.; J. Biol. Chem. 2002, 277, 12824.

% DeBarber, A. E.; Mdluli, K.; Bosman, M.; Bekker, L-G.; Barry, C. E.; Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2000, 97, 9677.

57 Baulard, A. R.; Betts, J. C.; Engohang-Ndong, J.; Quan, S.;. McAdams, R. A; Brennan, P. J.; Locht, C.; Besra, G. S.; J.
Biol. Chem. 2000, 36, 28326.

%8 Frenois, F.; Baulard, A. R.; Villereta, V.; Tuberculosis 2006, 86, 110.
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Proposta de mecanismo de agdo da etionamida

Em 2002, Vanelli e colaboradores™ mostraram que a EthA transforma a etionamida
em um produto de S-oxidacdo, a etionamida-S-6xido, ETA-SO 39 (Esquema 1.27). Contudo,
o produto 39 ndo ¢é diretamente responsdvel pelo efeito citotéxico no M. tuberculosis.
Segundo os mesmos autores, 0 ETA-SO sofre ainda sucessivas reagdes, cujos produtos ainda
nao foram completamente elucidados, que geram a espécie toxica e tem como produtos finais
a amida 40 e o dlcool 41. No entanto, a amida ndo possui atividade antituberculosa, o que
indica que a espécie toxica chave deste mecanismo € um composto instidvel entre o ETA-SO
39 e a 2-etil-4-carboxamido-piridina 40. Outros produtos como a nitrila e o dcido 2-etil-4-

carboxipiridina também ja foram isolados.

i r
S NH
2 S NH, 5 S NH
N X X
— | — | |
P =
N CH,CH; N CH,CH, N CH,CH,
Etionamida 39 - 39a -

CH,CHj

e} NH, OH
= =
N CH,CH; N
40 41
N O OH
=
\ \
= =
N N

Esquema 1.27. Possivel mecanismo de agdo da etionamida

CH,CH; CH,CH,

1.4.2.1. Objetivos

Considerando a importincia da etionamida no tratamento da TB-MDR, nesta parte do

trabalho nosso objetivo ¢é a sintese de andlogos da ETA condensados com amino dlcoois. A
escolha de introduzir a por¢do amino dlcool na estrutura da ETA foi motivada por trabalhos

desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa que mostraram que derivados de amino 4lcoois
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condensados com carboidratos possuem propriedades antituberculosas.”® Além disso, o

etambutol é um amino alcool utilizado no tratamento da tuberculose.

1.4.2.2. Plano de sintese

Para a preparacdo dos derivados 42 a 46 foi proposto a condensagdo direta da
etionamida com os amino 4alcoois 1,2-etanolamina, 2,2-dimetil-etanolamina, 1,3-
propanolamina 1,4-butanolamina, 1,5-pentanolamina, utilizando-se como solvente DMF sob
aquecimento (Esquema 1.28). Dessa forma poderiamos avaliar a influéncia do espagador
(grupo alquila entre os d&tomos de N e O) e de grupos metila préximos ao dtomo de nitrogénio

na atividade biolégica.

S NH, S I§
X X
= NH,CX,(CH,),OH AN
B ——————
DMF, A l
X P
N CH,CH, N CHoCHs
Etionamida
42n=1,X=H

43n=1,X=CH,
44n=2,X=H
45n=3,X=H
46n=4,X=H

Esquema 1.28. Proposta sintética para a obten¢do dos derivados da etionamida.

1.4.2.3. Resultados e discussoes

As reacdes foram efetuadas pelo tratamento da ETA com 5 equivalentes dos

respectivos amino dlcoois em diferentes solventes por 24 h 2 80-100 °C (Esquema 1.29).%'

% Taveira, A. F.; Le Hyaric, M.; Reis, E. F. C.; Araujo, D. P.; Ferreira, A. P.; De Souza, M. A.; Alves, L. L.; Lourenco, M. C.
S.; Rodrigues, F. C. V.; De Almeida, M. V.; Bioorg. Med. Chem. 2007, 15, 7789.

% De Almeida, M. V.; Le Hyaric, M.; Amarante, G. W.; Lourenco, M. C. S.; Branddo, M. L. L.; Eur. J. Med. Chem. 2007,
42, 1076.

! Cardoso, S. H.; De Almeida, M. V.; De Assis, J. V., Diniz, R.; Speziali, N. L.; De Souza , M. V. N.; J. Sulfur Chem. 2008,
29, 1.
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X X
NH,CX,(CH,),0H X
N CH,CH; N
S NH, 44n=2X =H (40%) ||
45n=3 X =H (32%)
4 46n=4X=H (28%) N
5 X3 + l
2 7
6 — X N CH,CH;
N 49
1 X
Etionamida N o
NH,CX,(CH,),0H X

solvente, A
/
N CH,CH3
47n=1X=H (60%)
48 n=1 X = CH; (20%, DMF)

(< 20%, DMSO)
(39%, EtOH)

Esquema 1.29. Sintese dos derivados da etionamida 44-48.

Nas reacdes envolvendo os amino dlcoois 1,2-etanolamina e o 2,2-dimetil-etanolamina
ndo foram isolados os derivados almejados 42 e 43 mas as oxazolinas 47 e 48, igualmente
interessantes. A obtenc¢do, neste caso, do produto de ciclizagdo foi surpreendente, uma vez
que esperdvamos uma simples reacdo de ‘trans-tioamidagdo’. A obtencdo de 47, a partir da
ETA, sugere que o intermedidrio nitrila 49 esteja sendo primeiramente formado no meio
reacional pela degradacdo da ETA pois foi observado o odor caracteristico do
desprendimento de H,S nas reacdes. A nitrila 49 entdo, estaria reagindo com o amino alcool
para fornecer o produto ciclizado 47 com liberacdo de NHs (Esquema 1.30). A obtencdo da
oxazolina a partir do intermedidrio nitrila pdde ser evidenciada pelo tratamento de 49 com

1,2-etanolamina em DMF & 100°C que conduziu a formagao exclusiva do composto 47.
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S NH, HS NH

/
N CH,CH; N CH,CH;4 N
49

Etionamida

NH,CX,CH,0H

solvente, A

CH,CH;

47 X =H (60%, DMF)

N N
= l y NI, AN
AN

N CH,CH; N

CH,CH;

Esquema 1.30. Mecanismo proposto para a obtenc¢do das oxazolinas 47.

Durante a preparagdo das tioamidas 44-46 (28-40%) foi observado a formacdo das

correspondentes amidas como subprodutos.

Com o intuito de melhorar o rendimento do composto 44 foi proposta a reacdo de

condensacdo direta entre a ETA e o 3-bromo-1-propanol em presenga de hidreto de sédio em

DMF a temperatura ambiente (Esquema 1.31). Durante esta tentativa obtivemos apenas a

nitrila 49 como produto. O tratamento da nitrila 49 com 3-amino-1-propanol em DMF a 100

°C durante 4 dias (Esquema 1.31), forneceu a amida correspondente 44a, cuja estrutura foi

determinada pelos espectros de RMN. Os resultados obtidos sugerem que a nitrila 49 poderia

ser também um intermedidrio na formag&o das correspondentes amidas a partir de tioamidas.

Br(CH,);0H, NaH

DMF, 100 °C
N CH,CHs

ETA

|

|N|
NH,(CH,);0H
DMF, 100 °C
N CH,CH, 4 dias

49

N
44a

CH,CHs

Esquema 1.31. Reagdo entre a ETA e 3-bromo-1-propanol.
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A reacdo entre a ETA e o amino édlcool mais impedido 2,2-dimetil-etanolamina em
DMF a 100 °C conduziu a formagdo da nitrila 49 como produto majoritirio (50% de
rendimento) e a oxazolina 48 em apenas 20% de rendimento. O uso de outros solventes como
DMSO e etanol também foi testado com o objetivo de se obter o composto 48 em melhores
rendimentos (Esquema 1.29). Foi possivel observar que a utilizagdo do DMSO como solvente
a 100°C durante 24h ndo alterou significativamente o rendimento na formagdo do produto. A
utilizacdo de etanol como solvente conduziu ao produto desejado 48 com melhora de
rendimento (39%). O moderado rendimento obtido em todos 0s casos para este composto
pode ser explicado pela presenga de dois grupos metila geminais no amino dlcool que, por
impedimento estérico, dificultariam a formacdo do produto ciclizado em rendimento
semelhante ao obtido na formacdo de 47.

Nos espectros na regido do infravermelho dos compostos 44-48, (Figura 1.88, espectro
e IV de 47) pode-se observar entre 2900-2800 cm’ os sinais de absorc¢ao das ligagdes C-H
caracteristicos da presenca de cadeias alquila. Na regido de 1650-1550 cm’ foi possivel
observar as absor¢Oes correspondentes ao estiramento das ligagdes C=N das oxazolinas (47 e
48) e do anel piridinico. O estiramento da ligacdo N-C=S nas tioamidas foi observado em 950
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Figura 1.88. Espectro de IV de 47.

A andlise dos espectros de RMN de hidrogénio das oxazolinas 47 e 48 (Figura 1.89,
espectro de 47) mostrou a presenga dos sinais correspondentes ao grupo etila ligado ao anel
piridinico entre 6 1,24-1,30 (CH3) e 6 2,78-2,92 (CH,), assim como os sinais referentes aos
hidrogénios metilénicos (CH,O, CHLN) entre & 3,99 e 4,43. Os sinais referentes aos
hidrogénios arométicos H-5, H-3 e H-6 foram observados em & 7,51, 7,61 e 8,54,

respectivamente.
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Figura 1.89. Espectro de RMN de 'H de 47 em CDCl; (300MHz).

Nos espectros de RMN de 'H das tioamidas 44-46 (Figura 1.90, espectro de 44), além
dos sinais referentes aos hidrogénios da cadeia carbonica lateral (amino alcool) e aos do anel
piridinico, verificamos também a presenca de sinais correspondentes ao hidrogénio N-H da

tioamida entre § 8,60-10,0 ppm.

102



ppm
- 8,43
4

] E - I -

&
ppm 10 ] 8 7 6 5 4 3 2 i 0

Figura 1.90. Espectro de RMN de 'H de 44 em CDCl; (300MHz).

Os espectros de RMN de ""C dos compostos 44 a 48 apresentam os sinais
correspondentes aos “carbonos alifiticos” entre 6 25,1 e 62,4, bem como os sinais referentes
aos carbonos do anel piridinico acerca de & 117,8-120,3 (C-3 e C-5), & 148,3-150,1 (C-4 ¢ C-
6) e 8 163,0 (C-2), além do sinal referente ao grupo tiocarbonila que aparece na regido de o
195,0 ppm (compostos 44-46). A andlise detalhada do espectro de RMN de BC de 45 (Figura
1.91) mostra a presenca de um sinal em & 13,9 referente ao grupo metila (C-7). Os sinais
referentes aos carbonos pertencentes a cadeia alifatica C-10, C-11, C-9 e C-12 foram
observados em o 29,7; 31,8; 46,5 e 61,9, respectivamente. Os sinais correspondentes
carbonos da porgdo aromadtica foram observados em 8 117,9-119,8 (C-3, C-5), 6 149,3 (C-4 ¢
C-6) e 8 164,3 (C-2), enquanto que o sinal referente ao grupo tiocarbonil foi observado em &

196,1 (C=S).
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Figura 1.91. Espectro de RMN de C de 45 em CDCl; (75MHz).

A estrutura do composto 44 pode ser confirmada por difracdo de raio X (Figura 1.92)
realizada no Departamento de Fisica da UFMG pela prof®. Dra. Renata Diniz do
Departamento de Quimica da UFJF. Na estrutura deste cristal foi observada uma desordem no
grupo metila terminal, sendo que C-8 pode estar localizado em duas posi¢des diferentes. Pode
ser observado que a distribuicdo ocupacional ndo é equivalente (fator ocupacional de 0,55). O
grupo hidroxila estd envolvido em ligacdes de hidrogénio médias (HB) com moléculas
adjacentes, e ¢ um receptor de HB para o grupo NH (distancia de O-N de 2,814 (3) A) e um
doador para o dtomo de nitrogénio do anel aromdtico (distancia de O-N de 2,843 (3) A).
Estas interacdes ddo forma a um arranjo espacial unidimensional paralelo ao eixo

cristalografico a, como pode ser visto na Figura 1.92b.
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Figura 1.92 (a) Estrutura do cristal e (b) Arranjo espacial unidimensional formado por
ligacdes de hidrogénio em 44.

1.4.3. Conclusdo

Nesta segunda parte do capitulo 1 descrevemos a sintese de 18 compostos, 13
derivados da isoniazida condensados com carboidratos (26-38), sendo 10 inéditos.
Sintetizamos também o aldeido precursor da hidrazona 38, em trés etapas, a partir da D-
glicose e 5 novos derivados da etionamida (44-48).

Os compostos 26-38, andlogos da INH, foram testados quanto a sua atividade
antibacteriana contra Mycobacteriun tuberculosis H3;Rv utilizando-se a metodologia Alamar
Blue no Laboratério de Bacteriologia (IPEC) da Fundagdo Oswaldo Cruz FioCruz-RJ. Os
compostos 26, 27, 28, 29, 32, 33, 35, 37 e 38 exibiram atividade contra Mycobacterium
tuberculosis Hz;Rv (ATCC 27294) em concentracdes entre 0,31-3,12 pug/mL quando
comparados com os farmacos de primeira escolha isoniazida e rifampicina. Os resultados
obtidos sugerem que os derivados da INH, sintetizados neste trabalho, apresentam uma faixa
de concentra¢do minima inibitdria interessante para a continuacio de estudos objetivando a
obten¢do de novos farmacos no combate a tuberculose

Dentre os andlogos da ETA, a estrutura do composto 44 pode ser confirmada por
difracdo de raio X e os compostos 44-48 estdo sendo avaliados quanto as suas propriedades

antituberculosas no Laboratério de Bacteriologia (IPEC) da FioCruz.
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Capitulo 2 - Estudos Visando a Sintese da Alloenduracididina
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Apresentacdo

No capitulo 2 serd relatada a busca por uma metodologia eficiente para a sintese da
alloenduracididina, bem como a preparagdo desse O-aminodcido complexo a partir da
alilglicina. Na secdo 2.1 discutiremos as semelhancas estruturais entre alloenduracididina e as
manopeptimicinas 0-€, uma nova familia de antibidticos, e o importante desafio sintético que
representam essas moléculas.

Nas secdes 2.2 e 2.3 serdo abordadas as vias de acesso, descritas na literatura, a
alloenduracididina e aos seus isdmeros a partir de o-aminodcidos, sobretudo no que diz
respeito a utilizacdo da alilglicina como material de partida. Na secio 2.4 estdo apresentados
os nossos resultados, onde serdo discutidas as varias metodologias testadas no decorrer do
trabalho visando a obtengdo de alloenduracididina. Na secdo 2.5 descreveremos a tentativa de
determinacdo da configuracio absoluta do composto obtido.

O trabalho realizado neste capitulo foi desenvolvido sob a orientagdo do Dr. Robert H.
Dodd, no Institut de Chimie des Substances Naturelles em Gif-sur-Yvette-Franca no periodo

de 12 meses (Programa de doutorado sandwich).

2.1. Introducdo

2.1.1. As Manopeptimicinas

As manopeptimicinas, uma nova familia de antibiéticos, tém sido alvo do interesse de
muitos grupos de pesquisa por serem ativas contra cepas resistentes de bactérias Gram-
positivas, incluindo de Staphylococcus aureus.®® Esses antibidticos glicopeptidicos foram
isolados de Streptomyces hygroscopicus, em 1950, como uma mistura complexa de 5
componentes, as manopeptimicinas o-€, tendo sua estrutura sido elucidada apenas
recentemente (Figura 2.1, manopeptimicina o 52).° Um fator particular na estrutura desses
compostos é a presenga de ambos isdmeros do aminodcido raro, a B-hidroxi-enduracididina
51 (Figura 2.1 em azul e vermelho), um dos quais estd ligado a2 manose por uma ligacdo N-

glicosidica.

62 Singh, M. P.; Petersen, P. J.; Weiss, W. J.; Janso, J. E.; Luckman, S. W.; Lenoy, E. B.; Bradford, P. A.; Testa, R. T.;
Greenstein, M.; Antimicrob. Agents Chemother. 2003, 47, 62.

9 He, H.; Williamson, R. T.; Shen, B.; Graziani, I. E.; Yang, Y. H.; Sakya, M. S.; Petersen, P. J.; Carter, T. G.; J. Am. Chem.
Soc. 2002, 124, 9729.
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Figura 2.1. Correlag@o estrutural entre as 3-hidroxi-enduracididinas 50 e 51 e a manopeptimicina
o 52.

A preparacdo de cada um desses aminodcidos, essencial para a atividade antibidtica

das manopeptimicinas, bem como a sintese total da manopeptimicina o 52, representa um

importante desafio sintético.

2.1.2. Alloenduracididina e a Enduracididina

A alloenduracididina 53 (Figura 2.2) é um ®-aminodcido ndo-proteinogénico que
possui uma funcao guanidina. Ela se trata do dcido 3-(2-amino-4,5-diidro-1H-imidazol-4-il)-
2-aminopropandico e possui dois centros assimétricos de configuracdo absoluta (2R, 4R). A
alloenduracididina possui um diasteroisomero, a enduracididina 54, que possui configuracio
(25, 4R). Ambas 53 e 54 foram isoladas em 1968 a partir de Strepromyces fungicidicus como

. , .- e . el . 64.65
parte de um ciclopeptideo, a enduracidina, que possui atividade antibidtica.”™

% Horii, S.; Kameda, Y.; J. Antibiotic. 1968, 21, 665.
95 1. Saniere, These de Doctorat, Université Louis Pasteur, Strasbourg, Franga, 2001.
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Figura 2.2. Estrutura da alloenduracididina 53 e da enduracididina 54.

Tendo em vista a dificuldade sintética apresentada por tais moléculas, esse capitulo do
trabalho tem por objetivo a busca e o desenvolvimento de uma metodologia para a sintese da
alloenduracididina 53 e de seu diasteroisomero, enduracididina 54, que sdo a versdo ndo
hidroxilada da unidade presente nas manopeptimicinas. A preparagdo dos compostos 53 e 54
nos pareceu interessante pois esses sdo andlogos semi-rigidos da arginina, sendo ainda
substancias de origem natural.**

No que concerne ao trabalho, outro ponto interessante € a possibilidade de aplicagdo
da mesma metodologia a sintese dos andlogos hidroxilados de 53 e 54, as [B-hidroxi-

alloenduracididina 50 e B-hidroxi-enduracididina 51, que estdo presentes na estrutura da

mannopeptimicina o 52 (Figure 2.1).

2.2. Vias de acesso descritas na literatura

2.2.1. Sintese da enduracididina 54 pela degradacdo do L-histidinato de metila.

Nao foi encontrado na literatura nenhuma sintese da alloenduracididina 53 mas a
sintese do seu isdmero 54 foi realizada por Tsuji e colaboradores.® Esta sintese é baseada na
clivagem do anel imidazodlico da (L)-histidina através de uma reagdo de Bamberger67

(Esquema 2.1).

% Tsuji, S.; Kusumoto, S.; Shiba, T.; Chem. Letr. 1975, 11, 1281.
7 a) Bamberger, E.; Berlé, B.; Justus Liebigs Ann. Chem. 1893, 273, 342 b) Heath, H.; Lawson, A.; Rimington, C.; J. Chem.
Soc. 1951, 36, 2215.
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Esquema 2.1. Sintese da enduracididina 54 descrita por Tsuji e colaboradores.

Nesta sintese, o (L)-histidinato de metila 55 foi submetido a acio do cloroformiato de
n-butila em meio basico fornecendo 56. A dupla ligacdo do composto 56 foi reduzida pelo
tratamento com hidrogénio e 6xido de platina (IV) conduzindo a 57 como uma mistura de
diasteroisomeros em proporgdes iguais, que ndo puderam ser separados por cromatografia. A
hidrélise dos carbamatos em meio dcido ndo conduziu a formacdo da diamina 59 desejada,
uma vez que o produto sofre ciclizacdo espontanea que leva a formagdo da lactama 58. Essa
deve ser novamente aberta em meio basico para gerar a diamina 59, que é condensada, sem
ser isolada, com S,S’-dimetil-N-tosil-iminoditiocarbonimidato 60. A imidazolina 61 obtida é
instavel e, portanto, submetida sem purificagdo a reacdo com 4cido fluoridrico anidro, com o
intuito de clivar o grupo tosila. A mistura 62 de diasteroisdmeros (propor¢éo 1:1) foi separada
por resina de troca idnica. A enduracididina 54 e o composto 63, isdmero da
alloenduracididina, foram obtidos com um rendimento de 44 % (54 + 63) calculados a partir
de 55.
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Os mesmos autores relatam um ponto de fusdo e um poder rotatério para 54 diferente
daquele obtido para a enduracididina natural. Eles sugerem que uma epimerizacio parcial do
centro C-2 pode ter ocorrido durante a hidrélise basica da lactama 58. Por outro lado, a
auséncia de grupos protetores nas diferentes fungdes ndo permite que os intermedidrios sejam
isolados e induz a reacdes secunddrias (lactamizacdo e instabilidade do intermediério 61).

Tendo fixado como objetivo inicial a sintese da alloenduracididina 53, nosso interesse
¢ de fazé-lo utilizando uma metodologia que tenha o maior campo de aplicacdes possiveis,
uma vez que a sintese de andlogos de 53 e de 54 (homodlogos superiores) nos parece
interessante. E por esse motivo que, planejou-se desenvolver um acesso mais amplo 2 cadeias

laterais duplamente funcionalizadas de a-aminodcidos.

2.2.2. Construcdo de guanidinas ciclicas

Uma das etapas-chave na sintese da alloenduracididina 53 € a contru¢do do anel 2-
aminoimidazolina. Varios métodos de preparacdo de tal ciclo foram descritos na

lite:ratur21,66’68’69 dois deles estdo descritos abaixo.

a) Condensagao de diaminas com um 1,1-dieletréfilo

De maneira geral, a condensacdo de diaminas com um 1,1-dieletr6filo € mais
amplamente utilizada. O principio é a ciclocondensac¢do do dinucleéfilo (diamina) com um
centro duas vezes eletrofilico como o brometo de cianogénio 65 ou com os §,S’-dimetil-V-
arilsulfoniliminoditiocarbonimidatos 66 (Esquema 2.2). O uso do brometo de cianogénio pode
gerar alguns problemas devido a sua grande toxicidade e a formagdo de uma guanidina nao-
protegida, catidnica e, portanto, de dificil manipulacio pelos métodos classicos de purificagio

em sintese organica.

% Rodricks, J. V.; Rapoport, H.; J. Org. Chem. 1971, 36, 46.

0 a) Matier, W. L.; Owens, D. A.; Comer, W. T.; Deitchmam, D.; Ferguson, H. C.; Seidehamel, R. J.; Young, J. R.; J. Med.
Chem. 1973, 16, 901 b) Ishikawa, F.; Kosayama, A.; Nakamura, S.; Konno, T.; Chem. Pharm. Bull. 1978, 26, 3657 c) Cordi,
A. A.; Lacoste, J. M.; Descombes, J. J.; Courchay, C.; Vanhoutte, P. M.; Laubie, M.; Verbeuren, T. J.; J. Med. Chem. 1995,
38, 4056.
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Esquema 2.2. Obtencao de guanidinas ciclicas a partir de diaminas.

b) Ciclocondensacdo de diaminas com bis(alcoxicarbonil)guanidinas

De maneira similar, Weinhardt e colaboradores,70 a partir de diaminas, utilizaram a S-
metil-N,N’-bis(alcoxicarbonil)isotiouréia 69 (Esquema 2.3). Essa reacdo é semelhante a
descrita anteriormente no Esquema 2.2. Contudo, a partir dessa via de acesso as 2-
aminoimidazolinas € possivel obter a guanidina monoprotegida por uma fun¢do do tipo
carbamato, o que nos permite a purificacdo do produto sem maiores dificuldades e evita,

ainda, reacdes intramoleculares secunddrias.

NI‘IQ H

NH, NCOOR C NHCOOR N
C . N — C >—NCOOR

NH> ROOCHN SMe H NCOOR E

64 69 70 71

Esquema 2.3. Obtencdo de guanidinas ciclicas protegidas.

Em nosso projeto, a sintese do niicleo 2-aminoimidazolina da alloenduracididina
poderia ser realizada a partir da diamina 72 (Esquema 2.4) utilizando-se a ciclocondensacio

do dinucleéfilo (diamina) sob um centro duas vezes eletrofilico, como descrito anteriormente.

70 a) Weinhardt, K.; Beard, C. C.; Dvorak, C.; Marx, M.; Patterson, J.; Roszkowski, A.; Schuler, M.; Unger, S. H.; Wagner,
P. J.; Wallach, M. B.; J. Med. Chem. 1984, 27, 616 b) Weinhardt, K.; Wallach, M. B.; Marx, M.; J. Med. Chem. 1985, 28,
694.
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No entanto, nos restaria resolver a questdo de como introduzir uma segunda funcdo sobre a

cadeia lateral de um o-aminodcido opticamento puro.

H
N NH, fungio 1
/>—NH3
"IN “INH, “ifungo 2
— ——
" " ' '
HNY COOH PN COOR PN COOR ponY COOR
Alloenduracididina 53 72 73 74
PG = grupo protetor
R =17BuoukEt

Esquema 2.4. Construcio da 2-aminoimidazolina a partir de aminoacidos.

2.2.3. Obtencdo de a-aminodcidos com duas funcdes na cadeia lateral.

Como a alloenduracididina € capaz de fornecer uma dupla fungdo (diamina) em sua
cadeia lateral apenas pela clivagem da por¢do 2-aminoimidazolina, discutiremos abaixo como
€ possivel se obter duas funcdes na cadeia lateral de um a-aminoécido.

A maneira mais simples de se obter uma cadeia lateral funcionalizada é pela
modificagdo quimica das funcdes presentes nas cadeias laterais de «-aminodcidos
proteinogénicos. Esses dltimos apresentam as vantagens de terem a quiralidade do centro C-2
definida e de serem comercialmente disponiveis a baixo custo. Muitas sinteses
enantioespecificas de heterociclos ja foram realizadas’' a partir de a-aminoécidos

funcionalizados como lisina, serina, cisteina e os 4dcidos glutamicos e aspartico (Figura 2.3).

HO O

HO HS
HO

OH OH

HO o) o
Cisteina Acido Glutamico Acido Aspartico

Lisina Serina

Figura 2.3. Estrutura de oi-aminodcidos que contém um grupo fungional na cadeia lateral.

Contudo, no existem O-aminodcidos naturais que possuam duas func¢des em sua

cadeia lateral, com excec@o da histidina que por clivagem do anel imidazélico é capaz de

! Sardina, F. J.; Rapoport, H.; Chem. Rev. 1996, 96, 1825
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fornecer uma diamina como vimos anteriormente na secdo 2.2.1. Recentemente, a utilizacio
de o-aminodcidos ndo-proteinogénicos, com a finalidade de se obter cadeias laterais
funcionalizadas, vem se tornando cada vez mais frequente. Em particular, Rutjes, Wolf e
Schoemaker’” revisaram as muitas aplicacdes sintéticas da alilglicina 74 (Esquema 2.5) e da
homoalilglicina. Esses dois aminodcidos possuem uma insaturacdo em sua cadeia lateral e,
portanto, oferecem indimeras possibilidades, uma vez que existem muitos métodos de
funcionalizacio de olefinas, dentre eles: aziridinagdo, epoxidacdo, diidroxilacdo ou
aminoidroxilacdo. Reacdes radicalares de oxidacdo (ozondlise) e de halogenacdo da dupla
ligacdo na alilglicina 74 (Esquema 2.5) ja foram realizadas com sucesso, assim como reagoes
catalisadas por metais de transicdo (catdlise com rddio), o que indica que a utilizacdo de

catalisadores metélicos € compativel com as fun¢des amino-acido.

0
| 1
—_— O
0 ,
BocHN™__ COOPMB o BoclN
3 o I Y BocHN COOMe
R = Boc, R'= PMB 2 76 -
NaHCO,
R=Boc,R'=H
(S), (R ourac
RHN COOR!
alilglicina 74 Rhy(OAc),
AIBN 5%
SR' MeSR" ’ N,CHPO(OMe),
R =Cbz,R'=Me
Y‘JPO(OMe)z
RHN COOR' CorN” > COOMe
78 79

Esquema 2.5. Funcionalizacio da aliliglicina.

2.2.4. Preparacdo e separacdo enzimdtica da alilglicina 83

a) Sintese da alilglicina 83
A preparacdo da alilglicina racémica foi realizada por Saniere.” A rota sintética
seguida por esse autor para a sintese de 83 utilizou como material de partida o éster maldnico

80 (Esquema 2.6). O método utilizado por Saniere foi inicialmente descrito por Schneider e

7 Rutjes, F. P. J. T.; Wolf, L. B.; Schoemaker, H. E.; J. Chem. Soc. Perkin Trans.1 2000, 96, 1825.
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colaboradores,” e ¢ de facil realizacdo uma vez que evita reacdes secunddrias durante a etapa
de alquilacdo. O cloridrato 80 € protegido por um grupo ferc-butoxicarbonila (Boc). O anion
do malonato é gerado pela adi¢cdo de 1 equivalente de etéxido de s6dio em etanol e a
alquilacdo € realizada em excelentes rendimentos. Em seguida, ocorre a saponificagio seletiva
de um dos ésteres de 82, e uma descarboxilacdo é realizada pelo aquecimento do acido
formado em xileno a refluxo. Essa dltima etapa conduz ao éster etilico da N-(Boc)-alilglicina

racémica 83 em 70% de rendimento global.

NH, HCl NHBoc

96%

o o 0 0
80 81

.. BocHN iii
ii —_—
> iv
0,
95% 77%

EtOOC COOEt BocHN COOEt
82 83

i: Boc,O, DCM, TEA; ii: EtONa/EtOH, brometo de alila, 80°C; iii: NaOH,
EtOH/H,0; iv: xileno, 130°C.

Esquema 2.6. Sintese da alilglicina 83.

b) Separagdo enzimatica da alilglicina 83

A alilglicina racémica 83 é submetida a uma reacio enzimdtica que transforma apenas
o enantidomero (), o tnico que é reconhecido pela enzima. As esterases hidrolisam somente o
éster de configuracio absoluta (.S), enquanto seu isdmero (R) permanece intacto.

No caso da separag@o enzimdtica de uma mistura racémica, os critérios de escolha da
enzima sdo: sua seletividade, capacidade de transformacdo de apenas um dos dois
enantidmeros e capacidade de realizar uma transformacio completa deste enantidmero para
que a parte ndo transformada seja ela também enantiomericamente pura. Schricker e
colaboradores publicaram os resultados dos seus trabalhos relativos a escolha da enzima mais

adequada para a separacdo de o-aminodcidos ndo-proteinogé€nicos rac€micos, como a

7 Schneider, H.; Sigmund, G.; Schricker, B.; Thirring, K.; Berner, H.; J. Org. Chem. 1993, 58, 683.
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alilglicina e outros derivados olefinicos.” Os resultados mostram que a a-quimiotripsina
fornece os melhores resultados, em especial para a alilglicina. Portanto, a separacdo da N-
(Boc)-alilglicina racémica 83 foi realizada com a a-quimiotripsina (Esquema 2.7). A
separacdo pode ser realizada em uma escala de 10 g de substrato racémico, necessitando
apenas de uma centena de miligramas da enzima. A reacdo foi feita a 37°C em tampdo fosfato
(pH entre 7,4 e 7,8). Os excessos enantioméricos de 74 e 84 foram determinados por HPLC

apds simples lavagem acido-basica do material.

o—quimiotripsina n
Tampdo fosfato -
BocHN COOE pH=174,37°C BocHN COOEt BocHN COOH
83 100% (1:1) 74 84
(R): ee = 94% (S): ee = 98%

Esquema 2.7. Separacédo da alilglicina racémica pela a-quimiotripsina.

2.3. Sintese da alloenduracididina a partir do N-(Boc)-alilglicinato de etila
74.

Como j4 foi mencionado, o (R)-éster derivado da alilglicina 74 foi obtido em grandes
quantidades (= 10 g) e em 94% de excesso enantiomérico a partir da separacdo enzimdtica
realizada em trabalho anterior no laboratério.® Tendo em vista a disponibilidade desse
material e o nosso interesse pela analogia que pode ser feita entre a alloenduracididina 53 e o
fragmento presente na manopeptimicina o (em vermelho, Figura 2.4), o éster derivado da (R)-
alilglicina foi utilizado nesse trabalho como material de partida para a sintese da

alloenduracididina 53.

™ Schricker, B.; Thirring, K.; Berner, H.; Bioorg. Med. Chem. Lett. 1992, 2, 387.
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Figura 2.4. Analogia entre o fragmento da manopeptimicina o 52 e a alloenduracididina 53.

Nesses ultimos anos, a equipe do Dr. Robert Dodd, no ICSN, vem adquirindo
experiéncia no dominio das aziridinas e, mais recentemente, na preparacdo destas por
aziridinacdo direta de olefinas.” As aziridinas sdo precursoras de dupla funcionalidade pois a
abertura do heterociclo pode ser realizada por um nucleéfilo. Portanto, em um primeiro
momento, foi proposto que a diamina necesséria a preparacdo da alloenduracididina 53 seria
preparada através da reacdo de aziridinagéo direta da dupla ligacdo presente na (R)-alilglicina

(Esquema 2.4).

2.3.1. Reacdo de Aziridinacdo

Muitos métodos sdo descritos na literatura para a preparagdo de aziridinas.”® De
maneira geral, € possivel obter esse heterociclo a partir de amino alcoois, azirinas, iminas, e
alcenos. Como foi mencionado anteriormente, as aziridinas podem ser precursoras de dupla

funcionalidade a partir da abertura do heterociclo por um nucleéfilo (Esquema 2.8).

a) Aziridinagdo de olefinas via nitrenos.
Existem vdarias metodologias para a preparacdo de aziridinas a partir de olefinas
descritos na literatura. No que concerne a esse trabalho, nos ateremos apenas em comentar

sobre o método de preparacdo de aziridinas a partir de olefinas, via nitrenos, uma vez que, do

7 a) Dauban, P.; Dodd, R. H.; J. Org. Chem. 1999, 64, 5304 b) Dauban, P.; Dodd, R. H.; Tetrahedron Lett. 1998, 39, 5739.
7 a) Tanner, D.; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1994, 33, 599 b) Osborn, H.; Sweeney, J.; Tetrahedron: Asymm. 1997, 8,
1693 c) Sweeney, J.; Chem. Soc. Rev. 2002, 31, 247.
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ponto de vista da sintese da alloenduracididina 53 utilizando-se o (R)-éster derivado da
alilglicina 74 como material de partida, este método nos pareceu mais adequado.

A formacdo de aziridinas € realizada pela adi¢ao fotoquimica ou térmica de nitrenos a
olefinas. Contudo, essas reagdes normalmente possuem baixos rendimentos devido a

ocorréncia de reacdes secundarias (abstracdo de hidrogénio, insercdo alilica, etc) (Esquema

2.8).77

X

R’ . N
— + XN S A
R R RF
R-Na, hv NHR
—_— R-NH, + + + NR
H
olefina abstragdo de hidrogénio nsergdo alilica aziridinagdo

Esquema 2.8. Obtencdo de aziridinas via nitrenos.

Por analogia as reag¢Oes de epoxidacgdo e de ciclopropanacio catalisadas por metais de
transicdo e a fim de evitar reacdes secunddrias, ocorridas com a utilizacdo de nitrenos gerados
por via fotoquimica ou térmica, os estudos de aziridinagd@o direta de alcenos por transferéncia
de nitrenos foram iniciados a partir de 1980.

Durante a década de 1990, Evans e colaboradores’® realizaram importantes trabalhos
que permitiram estabelecer o uso de sais de cobre I e II como catalisadores em reacdes de
aziridinacdo direta de olefinas. Esses catalisadores aumentaram a eficicia da reagdo, que pode
ser aplicada a diversos substratos, evitando ainda as indesejadas reagdes secunddrias. Do
ponto de vista metodolégico, Evans e colaboradores aplicaram a reacdo de aziridinacio
catalisada por de sais de cobre II, com a sulfonamida (PhI=NTs) a diversas olefinas
funcionalizadas. As respectivas tosilaziridinas foram obtidas em rendimentos que variam de
51292%.

No laboratério, o método desenvolvido por Evans foi aplicado a olefinas com o intuito

de se preparar o e 3-aminodcidos substituidos (Esquema 2.9).7°

" Lwowski, W.; Azides and nitrene, reactivity and utility; Scriven, EVF: New-York, 1984; Vol. 205-246.

8 a) Evans, D. A.; Faul, M. M.; Bilodeau, M. T.; J. Org. Chem. 1991, 56, 6744 b) Evans, D. A.; Faul, M. M.; Bilodeau, M.
T.; J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 2742.

" Dauban, P.; Dodd, R. H.; Tetrahedron Letr. 1998, 39, 5739.
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COOR; PhI=NSO,Ar (1.2 éq.) SO,AT

/T ( - N COOR,
R; R, 10 mol % Cu(OT1), R3A R,
CH;CN. ta 2

Esquema 2.9. Preparagdo de aziridinas a partir de acrilatos.

b) Reacdo de aziridinagdo pela gerac¢do in situ de iminoiodanos

A fim de aumentar a performance do método descrito anteriomente e evitar
inconvenientes, como a dificuldade de isolar os iminoiodanos de maneira reprodutivel, com
boa pureza e bons rendimentos, em particular no caso dos compostos [N-(p-
metoxibenzenosulfonil)iminofeniliodano (PhI=NSO2PMB) ou [N-(2-(trimetilsilil)-
etanosulfonil)iminofeniliodano (PhI=NSes),* o grupo do Dr. Dodd desenvolveu um novo
protocolo experimental que implica na gera¢do in situ de iminoiodanos.*’ O método
demonstrou que € possivel a utilizagdo do iodosilbenzeno PhI=O 85 na presenca de uma
sulfonamida (Esquema 2.10). A originalidade do método consiste na formacdo in situ do
reativo de iodo hipervalente (III), que € responsdvel pela transferéncia do nitreno a dupla
ligacdo. O mecanismo proposto para essa reacdo implica na formacao in situ do iminoiodano
e de um equivalente de dgua a partir da sulfonamida e do PhI=O 85. Assim que a dgua é
capturada pela peneira molecular, o iminoiodano 86 reage com o sal de cobre para gerar o
composto nitrendide 87 com a eliminacdo redutiva de iodobenzeno. O nitrendide formado é

em seguida capturado por uma olefina 88 para formar a aziridina 89 correspondente.

RSO,NH,

PhI CuT=NSO,R —
2 R
" 87 88
PhI=0
85

SO;R

PhI=NSO,R cplovl N
836 N R

839

H,0

Esquema 2.10. Formag@o de aziridinas pela geragdo in situ de iminoiodanos.

% Dauban, P.; Dodd, R. H.; J. Org. Chem. 1999, 64, 5304.
81 Dauban, P.; Saniére, L.; Tarrade, A.; Dodd, R. H.; J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 7707.
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Do ponto de vista sintético existem poucos exemplos de reacdes de aziridinagdo de
olefinas funcionalizadas catalisadas por cobre. No que concerne a alilglicina, existem apenas

os trabalhos desenvolvidos no grupo do Dr. Dodd que ainda precisam ser aprofundados.

2.3.1.1. Estudo da reagdo de aziridinagdo catalisada por cobre a partir de derivados

protegidos da (R)-alilglicina.

Um dos aspectos importantes para o sucesso da rea¢do de aziridinagdo de olefinas
funcionalizadas catalisada por cobre, como a alilglicina, € a escolha de bons grupos protetores
para as funcdes amino-dcido. Portanto, serdo descritos abaixo alguns critérios importantes

para a escolha desses grupos.

2.3.1.1.1. Protegdo da (R)-alilglicina

A protecao da funcdo amina da (R)-alilglicina deve ser feita por grupos que sejam
capazes de diminuir o cariter nucleofilico do nitrogénio da amina, de modo a impedir que
esse interfira na reacio de aziridinagio catalisada pelo cobre. E sabido que cobre I ou II
possuem uma grande afinidade pelo nitrogénio e a complexacdo do nitrogénio poderia
bloquear o processo catalitico de transferéncia de nitrenos a dupla ligacdo em 74. Portanto,
grupos protetores que possam provocar um “impedimento” suficiente em torno do nitrogénio
e, sobretudo, um empobrecimento eletronico do mesmo, a fim de limitar a0 maximo seu poder
de complexacdo com o Cu, sdo interessantes.

Assim como a amina, o dcido carboxilico presente em 74 deve ser protegido
adequadamente. Do ponto de vista da reacdo de aziridinagéo, esta funcdo ndo deve provocar
grandes problemas. Portanto, uma simples prote¢do sob a forma de éster (ferc-butilico ou

etilico) ou ainda na forma ciclica (oxazolidina ou oxazolidinona) nos parece conveniente.
2.3.1.1.2. Trabalhos anteriores desenvolvidos no grupo

Tentativas de sintese da enduracididina 54

Durante a primeira tentativa de sintese da enduracididina 54, realizada por Saniere®
(Esquema 2.11), a protecdo das funcdes amina e &dcido carboxilico na (S)-alilglicina foi
realizada pelos grupos ftaloila (Pht) e éster terc-butilico, respectivamente. A rota sintética
proposta contou com a formagao da aziridina 92, seguida da abertura desta por azida de sédio,
reducio do intermedidrio formado a amina e reagdo com  S-metil-N,N’-

bis(alcoxicarbonila)isotiouréia que conduziu ao composto 94 (Esquema 2.11). As tentativas
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de desprotecdo do grupo Ses (2-trimetilsililetanosulfonila) que conduziriam ao produto
ciclizado 95 utilizando fons fluoreto mostraram-se infrutiferas, uma vez que foi observada a
epimerizac¢do do centro C-2 durante a a etapa de ciclizag¢do. Portanto, o uso do grupo ftaloila
como protetor da funcdo amina em 90 ndo se mostrou adequado, pois o forte carater
eletroretirador deste grupo torna o hidrogénio o muito acido, o que levou a epimerizagdo do
centro C-2. A utiliza¢do do grupo terc-butoxicarbonila (Boc) e do éster ferc-butilico como
protetores das fung¢do amino-4cido também foi testada por Saniere.®> Neste caso, durante a
reacdo de aziridinag@o foi observado que o uso do grupo Boc ndo se mostrou compativel com
as condi¢des de aziridinacao catalisadas por cobre, uma vez que os rendimentos obtidos foram
inferiores aos obtidos com o grupo ftaloila.

A partir dos resultados obtidos anteriormente por Saniere, Leman utilizou a mesma via
sintética na preparagdo do derivado protegido da enduracididina 97 (Esquema 2.1 1.2
Durante a realizacdo deste trabalho os resultados mostraram que a utilizagdo do grupo
fenilfluorenila (PhF), assim como o grupo ftaloila, como grupamento protetor da funcio
amina na (S)-alilglicina, sdo compativeis com as condi¢des de aziridinacdo de olefinas
catalisada por cobre. No entanto, sua utilizacdo deve ser evitada, pois durante a etapa final de
obtencdo de 54 o grupo fenilfluorenila ndo pdde ser removido, apds a aplicacio exaustiva das

condi¢des de clivagem descritas na literatura.

82 Saniére, L.; Leman, L.; Bourguignon, J. J. ; Dauban, P.; Dodd, R. H.; Tetrahedron 2004, 60, 5889.
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Fenilfluorenil (PhF)

H
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HoN COOH
ENDURACIDIDINA 54

Esquema 2.11. Tentativas de sintese da enduracididina 54.

Tendo em vista os resultados supracitados, nos pareceu que grupos protetores do tipo

alquila poderiam ser adequados para reduzir consideravelmente a acidez do hidrogénio o.

Além disso, esses grupos podem ser facilmente clivados pela acdo do DDQ.* No que

concerne a quimica de peptideos, as N-protegdes do tipo alquila (benzila ou tritila) sdo pouco

utilizadas, por esse motivo foi proposta a utilizacdo do grupo benzila na protecdo da funcio

amina do éster derivado da (R)-alilglicina 74. A prote¢do da fun¢do amina com um ou dois

grupamentos benzilicos nos permitiria investigar a compatiblidade desse grupo com as

condi¢des de aziridinacdo catalisada por cobre.

8 Bull, S. D.; Davies, S. G.; Fenton, G.; Mulvaney, A. W.; Prasad, R. S.; Smith, A. D.; J. Chem. Soc, Perkin Trans. 1 2000,

3765.
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2.3.1.2. Preparacdo da (R)-alilglicina protegida e aplicacdo das condicoes de

aziridinagdo catalisadas por cobre.

2.3.1.2.1. Sintese do N-benzil-(R)-alilglicinato de etila 99.

Para a protecio do grupo amino com o grupamento benzila, o grupo ferc-
butoxicarbonila de 74 foi inicialmente clivado pela ag¢do de uma solu¢do de 4cido
trifluoracético, em diclorometano (Esquema 2.12). Em seguida, o cloridrato do alilglicinato de
etila 98 obtido foi submetido a reacdo com brometo de benzila em meio bésico, de acordo

com a Tabela 2.1, para conduzir ao composto desejado 99, juntamente com o derivado

dibenzilado 100.

S W aw
COOEt HCT HNY COOEt BuHNY COOEt BN COOEt

98

BocHN

‘ Br
CF3;COOH, CH,Cl, C N
- —_—
. Base - .
N
74 99 100

Esquema 2.12. Preparagdo do N-benzil-(R)-alilglicinato de etila 99.

Tabela 2.1. Otimizacdo das condi¢cdes de benzilacao de 98.

Teste | Substrato Condicoes Rendimento
1 98 K3PO4, MeNO,, t.a = 40° C. 99 <5% + 98
2 98 Et;N, éter etilico, 0° C = t.a = 40° C. 99 (10%) + 98
3 98 Et;N, CH,Cly, t.a = 40° C. 99 (13%) + 98
4 98 Na,COs, EtOH/H,O/CH,Cl,, 40 °C. | 99 (40%) + 100 (20%) + 98
5 98 NaH, DMF, 0°C = t.a 99 (57%) + 100 (11%)

De acordo com os dados da Tabela 2.1 foi possivel verificar que as condi¢des de
benzilagdo clédssicas conduziram a formac¢do do composto monobenzilado 99 em baixos
rendimentos (testes 1, 2, 3). A fim de melhorar esses rendimentos foram propostas algumas
mudangas nas condi¢des reacionais:

Temperatura: a tentativa de variacdo de temperatura ndo conduziu a mudangas significativas
no rendimento da reacio (testes 2 e 3).
Base: a mudanca da base também foi investigada (testes 1-5). Neste caso, foi verificado um

aumento no rendimento da reacdo com a obtencdo de 99 em 57% de rendimento (teste 5). No
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entanto, a utilizacdo de hidreto de s6dio conduziu a esperada perda de seletividade da reagdo
com a formacao do composto dibenzilado 100 em 11% de rendimento.

Tendo em vista a obtencao dos derivados mono e dibenzilados 99 e 100, foi proposta a
investigacdo do comportamento desses dois compostos frente a reagdo de aziridinagdo de

olefinas catalisada por cobre.

2.3.1.2.2. Aplicagdo das condigdes de aziridinagdo catalisada por cobre a N-(benzil)-(R)-
alilglicinato de etila 99 e N, N*-(dibenzil)-(R)-alilglicinato de etila 100.

As condigdes de aziridinagdo de olefinas catalisada por sais de cobre foram aplicadas
aos substratos 99 e 100 (Esquema 2.13). De acordo com os resultados dos experimentos
realizados, ndo foi possivel obter as aziridinas 101 e 102 esperadas. A substituicdo da
(trimetilsilil)etanosulfonamida (SesNH2) por p-nitro-sulfonilsulfonamida (NsNH;) também
foi investigada, utilizando-se como material de partida o derivado 99. Contudo, a variagdo da
sulfonamida neste caso ndo provocou alteracdo nos resultados ja obtidos. Durante os
experimentos, cerca de 50-60% da sulfonamida e apenas parte do material de partida foram

recuperados, o que sugere uma complexacdo de 99 e 100 com o sal de cobre.

NR
R-NH, PhIO
Cu(CH;CN),PFg
" W
RleN\\\\ COOEt MeCN, 3A -24h RR NN COOEt
99 R, = H; R, = benzila 101 R, =H; R, = benzila; R = Ses ou Ns
100 R, = R, = benzila 102 R; = R, =benzila; R = Ses

Esquema 2.13. Tentativas de preparagdo dos compostos 101 e 102.

Os resultados obtidos anteriomente indicam que os grupos alquilbenzeno (benzila e
dibenzila) utilizados ndo se mostraram compativeis com as condi¢des de aziridinacdo
empregadas. Como foi mencionado, os resultados sugerem que a presenca de um ou dois
grupos benzilicos ndo foi capaz de impedir de maneira eficaz a complexag@o do nitrogénio do
aminoacido com o sal de cobre. A hipdtese da complexacdo pode ser evidenciada pela
recuperagdo de apenas parte das olefinas de partida e cerca de 60% da sulfonamida utilizada.

Para continuarmos a sintese de 53 fez-se necessdrio encontrar um grupo protetor
adequado para o grupo amina da (R)-alilglicina. No entanto, em paralelo a esse trabalho,

outros estudos desenvolvidos no grupo culminaram na sintese da tetraidrolatirina 107, um
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homologo superior da enduracididina 54 (Esquema 2.14). Essa sintese foi realizada a partir do
éster terc-butilico derivado da N-(Boc)-(S)-alilglicina 103, pela formagdo do intermedidrio

1,3-oxazolidin-2-ona 104 que foi submetido as condi¢des de aziridinacdo de olefinas pela

. D . 65,82
geracdo in situ de iminoiodanos, catalisada por cobre.
| NSes
2 etapas SesNH, PhIO
—_— e

N Cu(CH:CN)PRs

BocHN COOtBu MeCN, 3A
o 34% 0
103 104 105

O

N
N
P
= N NH,

N NH,

ol 4 etapas N

H,N
(0}
© (0]
Tetraidrolatirina 107 106

Esquema 2.14. Preparacéo da tetraidrolatirina 107 realizada no grupo.

Durante a sintese da tetraidrolatirina 107, Benohoud (tese de doutorado em
andamento) mostrou que a protecdo simultdnea da funcdo aminoicido pode ser efetuada de
maneira eficaz utilizando-se a 1,3-oxazolidin-2-ona. A utilizacdo desse tipo de grupamento
protetor possui a vantagem de ser bastante estavel e apropriado a sintese de produtos naturais
derivados de aminoicidos e mostrou-se compativel com as condi¢des de aziridinagio
catalisada por sais de cobre. No entanto, a utilizagdo da 1,3-oxazolidin-2-ona possui certos
inconvenientes. A etapa de transformacdo de 106 em 107 (Esquema 2.14) somente pdde ser
realizada apds o “enfraquecimento” do heterociclo, através da introdu¢do de um grupo
retirador de elétrons, como o ferc-butoxicarbonila (Boc). Portanto, 4 etapas a mais foram
necessdrias para a obtencdo da tetraidrolatirina 107: ativacdo, clivagem, oxidagdo e
desprotecao.

Tendo em vista a similaridade estrutural existente entre a tetraidrolatirina e a
alloenduracididina 53, uma outra opcdo que nos pareceu vidvel, evitando assim os problemas

de desprotecdo e de etapas suplementares descritos anteriormente na preparacdo de 107 foi
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utilizar o N,O-acetal 1,3-oxazolidina (Figura 2.5) como grupamento protetor da funcdo

aminoacido em 74.

NR

%“f

R =Boc

Figura 2.5. Estrutura do heterociclo N, O-acetal-1,3-oxazolidina.

Para a sintese de 53, a escolha nos pareceu apropriada, uma vez que seria possivel a
protecdo simultdnea do aminoécido, com a vantagem de que a 1,3-oxazolidina poderia ser

hidrolisada facilmente em meio acido.

2.3.1.2.3. Preparagdo da (2R)-2-Alil-3'-N-(terc-butoxicarbonil)-2’,2’-dimetil-oxazolidina
109

A sintese da 1,3-oxazolidina 109 foi realizada a partir do éster derivado da (R)-
alilglicina 74. Primeiramente, o grupo éster de 74 foi reduzido com LiAlH4; em THF para
fornecer o amino dlcool 108 em 99% de rendimento. Em seguida, o amino dlcool foi
protegido sob a forma de N,O-acetal isopropilideno pelo tratamento com 2,2-dimetoxi
propano em acetona, conduzindo a 1,3-oxazolidina 109 (64% de rendimento, em 2 etapas)

(Esquema 2.15).

2,2-DMP, Acetona,
BF;0Et, t.a,24h
—_—
(65%)

LiAlH, THF, t.a, 2h.

(99%) o

S '
BocHNY COOEt BocHN™
74 108

Esquema 2.15. Preparacdo da 1,3-oxazolidina derivada da alilglicina 109.

A anilise do RMN de 'H do composto 108 (Figura 2.6) mostrou a presen¢a de um
simpleto (9H) em & 1,43 correspondentes aos trés CH; do grupo ferc-butoxicarbonila, além
de um multipleto entre & 2,18-2,36 correspondente aos hidrogénios da cadeia lateral do

aminodcido H-3a e H-3b. O multipleto entre 8 3,54-3,67 pode ser atribuido a superposicdo
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dos sinais de H-1a, H-1b e H-2. Em § 4,83 pode-se observar um sinal referente ao hidrogénio
do grupo OH. Em & 5,08-5,15 e 8 5,73-5,79 puderam ser observados os sinais referentes aos

hidrogénios olefinicos H-5a, H-5b e H-4, respectivamente.

Food od od ol ek ok e o

°)LN510H S // Ve /

1' ! ” l ll" | |I'||||'| k
EO W el §

7 6,5 6 55 5 45 4 35 3 25 2 1,5

Figura 2.6. Espectro de RMN de 'H de 108 em CDCl; (300MHz).

No que concerne a nomenclatura dos compostos contendo o heterociclo N,O-acetal
1,3-oxazolidina, segundo a IUPAC, o heterociclo deve ser considerado como a cadeia
principal e os demais substituintes como ramificacdes. Assim o nome oficial dado ao
composto 109 seria (4R)-4-Alil-3-N-(terc-butoxicarbonil)-2,2-dimetil-oxazolidina (Figura
2.7a). A fim de facilitar a andlise dos espectros de RMN de 'H e ">C dos derivados da N,O-
oxazolidina, adotaremos aqui um sistema de numerag¢do, ndo oficial, no qual a porcdo

derivada do aminoécido foi considerada como cadeia principal (Figura 2.7b).

Sl
a)

a) Nomenclatura [IUPAC: b) Nomenclatura adotada:
(4R)-4-Alil-3-N-(terc-butoxicarbonil )-2,2- (2R)-2-Alil-3'-N ~(terc-butoxicarbonil )-2',2'-dimetil -
dimetil-oxazolidina oxazolidina

Figura 2.7: Nomenclatura de N, O-acetal-1,3-oxazolidinas.

127



No espectro de RMN de 'H de 109 (Figura 2.8) observou-se a presenga de trés
simpletos (15H) entre & 1,46-1,59. A ligeira variacdo de deslocamento quimico do sinal
referente ao grupo Boc e o surgimento de sinais correspondentes a outros dois grupos CHs na
regido de & 1,50 ppm, quando compara-se os espectros de RMN de 'H de 108 ¢ 109,
evidenciaram a formagdo do heterociclo oxazolidinico almejado.

No que concerne a estabilidade conformacional do composto 109, o N,O-acetal
formado € um ciclo de cinco membros sendo, portanto, flexivel e capaz de assumir
conformagdes diferentes. Esta mobilidade conformacional, juntamente com a presenca de
rotameros, fazem com que a molécula co-exista em vdrios estados de equilibrio. A
mobilidade conformacional influencia, na maioria dos casos, na forma dos sinais obtidos no

espectro de RMN, que se apresentam como multipletos complexos.
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Figura 2.8. Espectro de RMN de 'H de 109 em CDCl; (500MHz).

Tendo sido estabelecida a protecdo, o préximo passo envolveria a transformagdo da
dupla ligacdo de 109, para a qual foi proposta a utilizagdo da reacdo de aziridinagdo por
iminoiodanos de olefinas funcionalizadas, catalisada por cobre, com o intuito de investigar a

compatibilidade desse novo grupo protetor as condi¢des da reagao.
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2.3.1.2.4. Aplicagdo das condig¢des de aziridinagdo catalisada por cobre a oxazolidina 109.

A reagdo de aziridinacdo foi testada no derivado 109 segundo as condi¢bes padrdes

estabelecidas.

Para 1 equivalente de olefina foram utilizados 1,3 equivalentes de
sulfonamida, 1,3 equivalentes de iodosilbenzeno, em presenga de 25% molar de sal de cobre
(D), utilizando-se como solvente acetonitrila destilada (Esquema 2.16). Apds 24h, uma mistura
complexa de produtos foi obtida e as fracdes isoladas foram analisadas por RMN. No entanto,
nenhum dos espectros obtidos indicou a formacdo do produto de aziridinacdo desejado. Uma
vez mais, foi testada a mudanca da sulfonamida SesNH, para NsNH,. Contudo, essa

modificagdo ndo contribuiu para a formagio do produto desejado.

NR
/
PhIO, R-NH,
O Cu(CH;CN)4PFg O
NBoe MeCN, 3A, 24h NBoc
110 R = Ses
109 111 R = Nosil

Esquema 2.16. Tentativa de obten¢do das aziridinas 110 e 111.

Outros resultados obtidos no laborat(’)rio,84 utilizando-se a 1,3-oxazolidin-2-ona 113,
(Esquema 2.17) mostraram que o grupo ligado ao nitrogénio na 1,3-oxazolidin-2-ona pode
influenciar na formagdo do produto de aziridinacdo. A hipdtese mais provavel seria que
grupos volumosos como ferc-butoxicarbonila podem provocar um impedimento estérico
capaz de impedir a formacdo da aziridina. No Esquema 2.17 pode ser observado que a
aziridina 116 somente pode ser formada a partir do intermedidrio 115 cujo grupo Boc havia

sido anteriormente removido.%*

8 Leman. L.; Theése de Doctorat, ICSN/CNRS, Gif-sur-Yvette, Franca, 2004.
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SesN
= =

CDI
SesNH, Phl=O

_—
Tolueno BocN BocN HN + 18 % produto

Cu(CH;CN),PF, + )
9 : de partida
OH 75 % % K MeCN J % g p

peneira molecular 3A

BocHN

112 o 113 0 114 % 1s
54 %
SesN
=
SesNH, PhI=0 +54 % produto
S0 Cu(CH;CN),PF AN de partida
OH THF HN MeCN peneira molecular 3A % 0
BocHN 92 %
OC o 0 32%

112 o’ 11 116  mistura ~ 8/10

n

Esquema 2.17. Influéncia do grupo Boc na reacdo de aziridinacao.

2.3.1.2.5. Tentativa de clivagem seletiva do grupo Boc em 109

Com o intuito de se obter um intermedidrio 1,3-oxazolidina menos impedido
estericamente, onde o método de aziridinagdo pudesse ser aplicado, algumas tentativas de
hidrélise seletiva do grupo terc-butoxicarbonila foram realizadas partindo-se de 109, visando
a obtenc¢do do composto 117 (Esquema 2.18).
Condigdes acidas: (BF;.OEt, 1M em diclorometano)
Condicdes basicas: (TBAF IM em THF e Na,CO3; em DME/H,0).
Condi¢des Oxidantes: (NHy4),Ce(NO;3 )s em MeCN.

No entanto, em nenhum dos casos foi possivel obter a desprotecao seletiva do grupo
Boc em rendimentos satisfatérios. Durante os experimentos observou-se a formagdo dos

produtos N-Boc-alilglicinol 108 e alilglicinol.

NBoc NH

109 117

Esquema 2.18. Tentativa de hidrélise seletiva do grupo Boc.

Tendo em vista nossos resultados infrutiferos obtidos com a reacdo de aziridinagéo e

as tentativas de hidrélise seletiva do grupo Boc em 109, optou-se por abandonar essa
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estratégia sintética. Para a sintese da alloenduracididina 53 fez-se necessdrio estabelecer a
protecdo da fun¢do aminoécido, para a qual outras metodologias de transformacdo da dupla
ligacdo seriam testadas. Nesse momento, optou-se pela manuten¢do da prote¢do sob a forma
de N,O-acetal oxazolidina. Portanto, a partir do composto 109 foram testadas outras vias de

acesso para a obtengdo da dupla funcionalidade desejada na cadeia lateral da alilgicina.

2.3.2. Reacdo de epoxidacdo

Como jd foi mencionado na secdo 2.2.2, existem muitos métodos de transformacgao de
duplas ligacdes que foram aplicados com sucesso 2 alilglicina. Rutjes e colaboradores®
mostraram que o produto de epoxidagdo diasteroseletiva da alilglicina pode ser obtido através
de iodolactonizagdo de 84, seguido da abertura da lactona e subsequente cicliza¢do a epéxido,
utilizando-se Na,CO; em metanol (Esquema 2.19). Em recente trabalho, Casado-Bellver e
colaboradores®® mostraram o uso do m-CPBA na epoxidacio direta de alquenil-oxazolidinas
preparadas a partir do aldeido de Garner (Esquema 2.20). No entanto, ndo existem exemplos

no que concerne a obtengdo direta de epdxi-oxazolidinas a partir da alilglicina.

|
12‘ NaHCO:; O
_— BocHN
THF, 5h, 0 °C
BocHN COOH 5]
84 118
O O
Na,CO; 1) 90% HCOOH, t.a
MeOH, t.a 2) Ba(OH),, t.a
BocHN COOMe H,N COOH
119 120
rendimento global 35%

Esquema 2.19. Obtengado do epdxido 120 por iodolactonizagdo de 84.

85 Rutjes, F. P. J. T.; Wolf, L. B.; Schoemaker, H. E.; J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 2000, 4197.
8 Casado-Bellver, F. J.; Gonzdlez-Rosende, M. E.; Asensio, A.; Jorda-Gregori, J. M.; Alvarez-Sorolla, A.; Sepilveda-
Arques, J.; Orena, M.; Galeazzi, R.; J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1 2002, 1650.
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R' \ o)
CHO
/ i e}
s O i) (o] +
i oo o
i N—/ N—< N%
O 0 ° O% OR
J~ ©R ?4 OR
121 123

122aR=+Bu,R'=H
122bR =Bn,R'=H
122¢ R =¢-Bu, R'= Me
122d R =Bn, R'=Me

i) MePPhsl ou EtPPhsl, LIHMDS, -78°C

ii) acido m-cloroperbenzoico (m-CPBA), CH,Cl, refluxo a partir de 122a ou 122b; t.a a partir de 122¢ ou 122d, 48h.
(123a, 42%, d.r. 67 : 33; 123D, 63%,d.r. 63 : 37; 123¢c, 57%, d.r. 70 : 30; 123d, 77%, d.r. 100 : 0).

Esquema 2.20. Preparacio de epéxi-oxazolidinas a partir do aldeido 121 derivado da L-serina.

Algumas condicdes de epoxidacdo direta de olefinas, inclusive a citada anteriormente
no Esquema 2.20, foram aplicadas ao substrato 109. Contudo, no que diz respeito a
diasteroseletividade da reacgdo, seria esperado a formacao de uma mistura de diasteroisdmeros,
pois o composto 109 ndo possui substituintes ligados a dupla ligagdo que possam induzir
qualquer seletividade a reagdo. Seria esperado também que o rendimento da reacdo fosse
moderado, uma vez que o precursor 109 trata-se de uma olefina terminal e, portanto, bastante

desativada (vide transformacdo de 122a em 123a, Esquema 2.20).

2.3.2.1. Preparagdo da (2R)-3’-N-(terc-Butoxicarbonil)-2-(4,5-oxiranil)-2’,2’-dimetil-

oxazolidina 124

O substrato 109 foi submetido a condig¢bes classicas de epoxidagdo de olefinas

descritas na literatura (Esquema 2.21).%" Os resultados podem ser vistos na Tabela 2.2.

(6]
/
Condigdes de
O epoxidagdo o
_—
NBoc NBoc
109 124

Esquema 2.21. Preparacdo do epdxido 124.

87 Claiden, J.; Warren, S.; Greeves, N.; Wothers, P.; Organic Chemistry, 1* ed., Oxford University Press: New York, 2001.
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Tabela 2.2. Resultados dos experimentos de epoxidacdo de 109.

Teste Composto Condicoes Resultados

1 109 MMPP* (4 eq.), CH,Cl,/MeOH, t.a, | recuperagdo de 109
48h.

2 109 H,0,, NaOH, MeOH, 0°C- t.a, 24h. | recuperagdo de 109

3 109 m-CPBA 70-75% (1,5 eq.), CH,Cl,, | degradagdo de 109 +
t.a - refluxo 24h. tracos de 124

4 109 m-CPBA 70-75% (2,5 eq.), CH,Cl,, | degradagdo de 109 +
t.a - refluxo 24h. tracos de 124

5 109 m-CPBA 70-75% (3 eq.), CH,Cl,, degradacdo de 109 +
t.a - refluxo 24h. tracos de 124

6 109 m-CPBA 70-75% (1,5 eq.), 124 (30-40%)
NaHCO; (2 eq.), CH,Cl,, t.a—4-5h.

* MMPP: peroxiftalato de magnésio

Nos testes 1 e 2 o material de partida foi recuperado sem que houvesse formacgdo do
produto desejado. A utilizacdo de m-CPBA conduziu a formagéo de tragos do produto 124 no
meio reacional. Neste caso, variacdes na temperatura e no nimero de equivalentes foram
realizadas (testes 3, 4 e 5). Porém, essas mudangas nao contribuiram para a formacio do
produto desejado. Durante os experimentos foram isolados produtos de abertura do epdxido
pelo acido m-clorobenzdico. Somente apds a adi¢do de 2 equivalentes de NaHCO3 ao meio
reacional (neutraliza¢do do 4cido m-clorobenzdico) é que o epéxido 124 pode ser obtido em
rendimentos de 30-40% (teste 6, Tabela 2.2).

O epoxido 124 foi preparado a partir de 109 como uma mistura insepardvel de
diasteroisomeros. O baixo rendimento nessa reacdo pode ser explicado pela formacdo de
varios subprodutos de degradacgdo, inclusive subprodutos de abertura do epdxido pelo acido
m-clorobenzdico, no meio reacional. Os experimentos mostraram que o epoxido formado se
degrada facilmente no meio reacional, sendo dificilmente isolado com rendimentos superiores
2 30%. Tendo em vista o baixo rendimento e a instabilidade do epdxido 124 essa via sintética
foi abandonada, pois concluiu-se que o precursor 124 ndo nos parecia adequado a continuacio

da sintese de 53.
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2.3.3. Reacdo de diidroxilacdo de alcenos®

a) Historico

A oxidagdo de olefinas é um poderoso método de incorporagdo de grupos funcionais
em compostos organicos. A necessidade de se promover o controle estereoquimico dessas
reacdes contribuiu para o desenvolvimento de protocolos assimétricos de reacdes de
diidroxilacdo. Os métodos mais comuns de diidroxilacdo de alcenos sdo baseados em
processos catalisados por metais de transicdo, onde ligantes quirais sdo utilizados para
aumentar a estereoseletividade da reacdo. Em 1979, Sharpless e Hentges*™ desenvolveram
um método de obtencdo enantioseletiva de didis vicinais pela diidroxilacdo direta de olefinas.

Nas reagdes de diidroxilacdo de olefinas catalisadas por dsmio dois protocolos
diferentes podem ser adotados dependendo do co-oxidante e da mistura de solventes utilizada.
No protocolo de Upjohon88b o 6xido de N-metilmorfolina (NMO) é usado como co-oxidante
do 6smio (OsO4) e a reacdo se passa em uma mistura de acetona/dgua. O protocolo de
diidroxilacdo assimétrica desenvolvido e aperfeicoado por Sharpless consiste no uso de
tetroxido de 6smio, um ligante quiral, normalmente um derivado da cinchona, um co-
oxidante, o hexacianoferrato de potéssio (K3;[Fe(CN)s]) e K,CO;. A reacdo ocorre em um
sistema de solventes heterogé€nio (terc-butanol/dgua) onde a osmilagdo da olefina e as etapas
de re-oxidacdo do ésmio sdo realizadas em diferentes fases do sistema. Aperfeicoamentos no
método possibilitaram a utilizacdo do K;[OsO,(OH),] , ao invés do OsO, (extremamente
téxico e caro), em quantidades cataliticas, juntamente com o co-oxidante Ks[Fe(CN)g]. Essas
modificagdes trouxeram melhorias para performance do método de diidroxilagdo assimétrica,
uma vez que foram reduzidas as interferéncias do segundo ciclo catalitico presentes no

processo.
b) Mecanismo

O modo de interagdo entre tetr6xido de 6smio e a olefina levando a formacdo do
intermedidrio 6smio-glicolato 128 (Esquema 2.22) tem sido alvo de controvérsias ao longo do
tempo. A proposta de um mecanismo “concertado” através de cicloadi¢do [3+2] entre os
reagentes € a mais aceita.®™ Na primeira etapa do ciclo catalitico o complexo tetréxido de
6smio-ligante 126 reage com a olefina 127 para gerar o intermedidrio 6smio-glicolato 128.

Esse complexo sofre reoxidacdo de Os(VI) para Os(VII) glicolato e, em seguida, é

88 a) Hentges, S. G.; Sharpless, K. B.; J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 4263 b) Schneider, W. P.; McIntosh, A. V. Jr.; US Pat.
Appl. 2769824, 1956. (CA 51:8822¢) c) Zaitzev, A. B.; Adolfsson, H.; Synthesis 2006, 11, 1725.
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hidrolisado ao diol 129 desejado. Quando o co-oxidante Kj;[Fe(CN)g] € utilizado na
diidroxilacdo assimétrica a reacfo se passa em um sistema bifdsico (normalmente #-butanol-
dgua), onde a osmilag@o da olefina e a reoxidagcdo do 6smio ocorrem em fases diferentes. A
reacdo entre o complexo 126 e a olefina 127 ocorre na fase orginica. A hidrdlise do
intermedidrio 128 ¢ responsavel por liberar o diol 129 e espécies derivadas de 6smio(VI), que
sdo soldveis em dgua. A reoxidacdo para Os(VIII), que completa o ciclo catalitico, ocorre em

meio aquoso basico onde o OsQ, formado pode ser reciclado.

Ry
= 81
R‘]/\\Q\\/ Rz CI}/C?,A Rz 2 HQO = R2
127 0:0s. - HO/\’
|'.:O 2HO OH
129
128
0 0 Ligante (I:I) 2 y
,Oé\ 0:05’10 OsO,(0OH)4“ + Ligante
0o I'_‘O .
125 e
2 Fe(CN)g™ 2 Fe(CN)g
132 131

Esquema 2.22. Ciclo catalitico da diidroxilacio assimétrica.

c¢) Ligantes Quirais

Os ligantes quirais usados na reacdo de diidroxilacdo sdo em sua maioria substancias
derivadas da Cinchona (Figura 2.9). Ligantes como diidroquininil ftalazina (DHQ),PHAL e
diidroquinidinil ftalazina (DHQD),PHAL foram sintetizados e utilizados na diidroxilacdo de
diversos tipos de olefinas, a fim de aumentar a enantioseletividade da reagcdo de diidroxilagdo.
Deve ser ressaltado que atualmente a utilizacdo de ligantes de segunda geracio (aqueles que
possuem um grupo espacador entre as porcdes alcaldides) pode ser determinante para a
seletividade da reacdo. Uma compilacdo de dados de compatibilidade do substrato olefinico

com o tipo de ligante quiral pode ser encontrada na Tabela 2.3.
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N—N
*AlquilO / \ OAlquil*
Ph
*AlquilO
PHAL ligante
* OAlquil =

OAlquil*

\N)\Ph

PYR ligante

OuU

diidroquininil (DHQ)

0 OAlquil*

o]
OAlquil*

IND ligante

O OAlquil*
AQN ligante

diidroquinidinil (DHQD)

OAlquil*

N,
E ) ) N
= N
N Z
OAlquil*
DPP ligante

Figura 2.9. Ligantes derivados da Cinchona.

Tabela 2.3. Compatibilidade do substrato olefinico com os diferentes tipos de ligantes quirais.

Tipo de R/\ Rz R1/§ Rl/\/ N )RZ\/R RZ\ R;
Olefina R /& R, RN Rl)ﬁ/ :
1 R4
Ligante Aromatico: Aromatico: Aciclico: Aromatico: | DPP, PHAL, PYR,
preferido DPP, PHAL DPP, PHAL IND DPP, PHAL AQN PHAL
Alifatico: Alifatico: Ciclico: Alifatico:
AQN AQN PYR. DPP, AQN
AQN
Ramificado: Ramificado:
PYR PYR
2.3.3.1. Sintese do (2R)-3’-N-(terc-Butoxicarbonil)-2-(4,5-diidroxipropil)-2°,2’-

dimetil-oxazolidina 133.

O intermedidrio 109 foi submetido as condi¢des de diidroxilacdo assimétrica de

Sharpless.89 Para 1 equivalente de olefina foram utilizados 3 equivalentes de K3[Fe(CN)s], 3

equivalentes de K,COs3, 0,4 mol % do ligante diidroquinidinil ftalazina (DHQD),PHAL e 1

mol % de K,[OsO,(OH);] em uma mistura heterogénea de ¢-butanol/dgua (1/1) (Esquema

% Katsuki T.; Asymmetric Oxidation Reaction: a practical approach in chemistry; 1%d., Oxford University Press: New

YorK, 2001.
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2.23). Ap06s cerca de 24-36h o respectivo composto diidroxilado 133 foi obtido em 93-98% de

rendimento como uma mistura (54:46) de diasteroisomeros, determinada por CG/MS.

/
K[OsO,(OH),L.K3[Fe(CN)g],
0 K;CO; (DHQD),PHAL
-BuOH/H,0 1:1, ta, Q
NBoc 24-36h. ﬁ\
NBoc
93-98%

133a,b

OH
HO

Esquema 2.23. Reagdo de diidroxilacdo aplicada ao substrato 109.

Foi observado durante a preparacdo de 133 a partir de 109 que a escala maxima de
trabalho para fornecer em rendimentos de 93-98% foi de 1,0-1,5 g. Durante essa etapa da
sintese a mistura de diatereoisdmeros de 133 (Esquema 2.23) foi separada através de
sucessivas purificacdes em coluna cromatogréfica para fornecer os compostos 133a e 133b.

Por questdes de simplificacio serdo mostrados os espectros de RMN do
diasteroisomero majoritdrio 133a. A partir da andlise do espectro de RMN de 'H do
diasteroisomero 133a (Figura 2.10) pode-se observar a presenga de dois simpletos (16H) entre
d 1,50-1,60 correspondentes aos hidrogénios dos grupos metila da oxazolidina e do Boc, bem
como a superposicido do hidrogénio H-3a da cadeia lateral. Foram observados, também, dois
dupletos duplos entre & 3,46-3,52 e O 3,57-3,62 correspondentes a H-5a (Js5,4=7,5Hz e
Jsasp=11,1Hz) e H-5b (J5,4=2,9Hz e Js,5,=11,1Hz), respectivamente. Um multipleto entre &
3,65-3,69 correspondente a H-1a e H-4, um dupleto duplo em & 4,01 correspondente a H-1b
(J12=5,3Hz ¢ J1p,1,=8,7Hz), além de um multipleto entre & 4,21-4,27 que pode ser atribuido a
H-2.

No espectro de RMN de "*C de 133a (Figura 2.11) pode-se observar trés sinais entre &
24,5-28,5 correspondentes aos grupos metila da oxazolidina e do Boc, um sinal em & 39,1
correspondente a C-3, um sinal em d 54,2 atribuido ao carbono ligado ao nitrogénio C-2, bem
como trés sinais entre & 66,6 ¢ 68,6 que foram atribuidos aos carbonos C-1, C-5 ¢ C-4,
respectivamente. A correta atribuicdo dos sinais de C-1, C-5 e C-4 pode ser realizada a partir
do espectro de DEPT 135 do composto 133a (Figura 2.12) que mostrou a presenca do sinal
referente ao carbono metinico (C-H, C-4) em & 68,6. Os sinais correspondentes aos dois
carbonos quaterndrios C-(CH3); e C-(CHj3), (Figura 2.13) podem ser vistos em 0 81,5 € 94,0
respectivamente, assim como o sinal da carbonila do grupo terc-butoxicarbonila em o

154.4.
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Figura 2.10. Espectro de RMN de 'H do diasteroisémero 133a em CDCl; (300MHz).
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Figura 2.11. Espectro de RMN de "*C de 133a em CDCl; (75MHz).
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Figura 2.12. Espectro de RMN de DEPT 135 de 133a em CDCl; (75SMHz).

Com o intuito de se melhorar a diasteroseletividade da reacdo, foi investigada a
modifica¢do do ligante quiral [(DHQD),PHAL, AD-mix B para (DHQ),PHAL, AD-mix «]
utilizando-se as mesmas condi¢des descritas anteriomente. A partir dos experimentos, pode-se
concluir que a mudanga do ligante ndo promoveu alteragdo na diasteroseletividade da reacdo
de diidroxilagcdo. Foram observadas apenas pequenas varia¢des no rendimento das reagdes
sendo que o sistema AD-mix B conduziu aos melhores resultados.

Sobre a baixa seletividade do método de diidroxilagdo assimétrica de Sharpless de
109, empregando-se o sistema AD mix [ foi possivel supor que sua interacdo com o
complexo 126 (Esquema 2.22) ocorreria pela face . Contudo, a aproximagdo por ambas as
direcdes (Sul ou Norte) € possivel como pode ser previsto pelo modelo mnemonico proposto
por Sharpless (Figura 2.13). O impedimento provocado pelos substituintes M e S € que
determina a seletividade da rea¢do. No composto 109 os substituintes M e S s@o hidrogénios,
grupos pequenos e, portanto, incapazes de induzir qualquer seletividade a reacdo de

diidroxilacao.
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C‘*%H\ DHQD : Diidroquinidina AD mix B

N (Face B)
NwW NE
= l
)S—/M
L 1\/

SW ‘ SE

H— H (Face o)
C X\ DHQ : Diidroquinina AD mix o
N

L = substituinte volumoso; M = medio; S = pequeno.

Figura 2.13. Modelo mnemdnico usado na previsdo da seletividade da reacdo de

diidroxilacdo.

2.3.3.2. Funcionalizagdo das hidroxilas do composto 133

a) Primeira Estratégia Sintética

Tendo em vista a obten¢do do intermedidrio diidroxilado 133 em bons rendimentos, a

primeira estratégia proposta para a sintese de 53 consistiria na obten¢do do composto azido

dlcool que poderia ser acoplado, via reagdo de Mitsunobu, com a N,N’-di-Cbz-guanidina. A

reducdo do grupo azido, seguida da ciclizagdo intramolecular do intermedidrio obtido nos

permitiria obter a porcdo guanidina protegida, evitando assim problemas durante as etapas de

purifica¢do. Finalmente, as etapas de desprotecdo da oxazolidina e oxidacdo do amino élcool

formado conduziriam a 53 (Esquema 2.24).
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Esquema 2.24. Plano de sintese para a obten¢do da guanidina protegida 139 a partir de 133.

2.3.3.2.1. Tentativas de preparacgao do azido alcool 136

Para a sintese do composto 136 partindo-se do diol 133 (mistura de
diastereoisomeros) foram testadas condi¢cdes que nos permitissem obter regioseletivamente o
derivado azido élcool em que grupo azido estivesse ligado ao 4&tomo de carbono secundério C-

4.

1* Tentativa

A metodologia “one pot” de azidacdo regioseletiva de 1,2-didis utilizando-se
azidotrimetilsilano (Me3;SiN3) via reacdo de Mitsunobu foi aplicada ao substrato 133 segundo
protocolo descrito por He e colaboradores™ (Esquema 2.25). Para 1 equivalente do diol 133
foram utilizados 1,3 equiv. de trifenilfosfina (PPhs), 1,5 equiv. de diazocarboxilato de
diisopropila (DIAD) e 1,3 equiv. de Me3SiN3;. A mistura de 133 e PPh; foi agitada em
diclorometano a 0 °C durante 40 minutos. Em seguida DIAD foi adicionado gota a gota e a
reagdo permaneceu sob agitacdo durante 3h quando o azido-trimetilsilano foi adicionado e a

reacdo permaneceu sob agitacio durante 1 noite.

% He, L.; Wanunu, M.; Byun, H. S.; Bittman, R.; J. Org. Chem. 1999, 64, 6049.
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Esquema 2.25. Tentativa de obtencdo do derivado azido dlcool 136a,b.

Durante a realizacdo do experimento “one pot” houve a recupera¢do de material de
partida como produto majoritirio e de uma mistura inseparavel dos 4 possiveis produtos
136a,b e 140a,b, apos a etapa de hidrélise do produto com TBAF. A etapa de purificacdo
tornou-se bastante laboriosa pois a hidrazinadicarboxilato de diisopropila, formada como
subproduto da reacdo de Mitsunobu, sempre era detectada como contaminante dos produtos
recuperados. Para contornar os problemas com a purificagdo dos produtos formados foi
tentada a purificacdo do intermedidrio sililado em uma “plog de silica” (sucessivas lavagens
com mistura de heptano/AcOEt), antes da etapa final de hidrélise com TBAF. Mais uma vez,
o diol de partida foi recuperado como produto majoritario (30%), juntamente com tragos dos
produtos 136a,b e 140a,b, contaminados com a hidrazina (~28%). A partir destes resultados,
supde-se que possa ter havido degradacdo dos intermedidrios sililados durante a etapa de
purificagc@o por coluna de silica, uma vez que a instabilidade de intermediarios sililados frente

a purificagdes por coluna de silica ja foi relatada na literatura.

2% Tentativa

Um segundo experimento foi realizado utilizando-se as condi¢des estabelecidas por
Thompson e colaboradores’' onde o difenilfosforazidato [(PhO),P(O)N3, DPPA] foi utilizado
como alternativa as condi¢des de Mitsunobu descritas anteriormente (Esquema 2.26).

A mistura de didis 133a,b e o DPPA (1,2 equiv.) foram dissolvidos em tolueno. A
mistura foram adicionados 1,2 equivalentes de DBU e a reacdo permaneceu sob agitacdo
durante 24h a temperatura ambiente e Sh a 80°C. Apds tratamento e purificacdo 90% do diol

de partida foi recuperado.

ot Thompson, A. S.; Humphrey, G. R.; DeMarco, A. M.; Mathre, D. J.; Grabowski, E. J. J.; J. Org. Chem. 1993, 58, 5886.
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Esquema 2.26. Segunda tentativa de preparacao de 136a,b.

Como as tentativas de obtencdo direta dos compostos 136a,b ndo nos conduziram aos
resultados desejados, optamos por realizar primeiramente a prote¢do da hidroxila priméria em
133a,b e, através de sucessivas transformacdes, obter o grupo azido na posicdo secunddria.
Sob nosso ponto de vista, essa estratégia, apesar de mais longa, nos permitiria obter 136a,b
sem maiores problemas.

Os intermedidrios sulfonatos 134a,b e 135a,b foram preparados a partir da mistura de
diasteroisomeros de 133. Inicialmente foi realizada a protecdo da hidroxila primaria
utilizando-se cloreto de ferc-butildimetilsilila (TBDMSCI), DMAP em diclorometanto
(Esquema 2.27). Durante as reacdes posteriores de substituicdo nucleofilica de 134a,b e
135a,b por azida, foi observada a desprotecdo do grupo TBS sob as condi¢des utilizadas,
sendo o composto azido dlcool 136a,b obtido em rendimentos de 12-50%. Tendo preparado o
intermedidrio azido dlcool, a reagdo-chave de acoplamento entre 136a,b e o derivado N,N’-di-
Cbz-guanidina 137 foi testada (Esquema 2.28). Primeiramente, o intermedidrio 136a,b foi
submetido as condicdes de Mitsunobu,92 sendo o intermediario 137 adicionado lentamente ao
meio reacional a 0°C. Apds 12 h a temperatura ambiente, o material de partida foi recuperado

e nenhum traco do produto 138a,b desejado foi observado.

92 Feichtinger, K.; Sings, H. L.; Baker, T. J.; Matthews, K.; Goodman, M.; J. Org. Chem. 1998, 63, 8432.
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Esquema 2.27. Tentativa de obten¢do de 138a,b.

Os resultados infrutiferos obtidos durante a etapa-chave de acoplamento entre o
composto 136a,b e o intermedidrio 137 nos levaram a planejar uma nova estratégia sintética

partindo-se de 133a,b.

b) Segunda Estratégia Sintética

A partir de 133a,b, uma segunda estratégia foi proposta para a sintese de 53. Essa
estratégia consistiria na transformacg@o concomitante das funcdes presentes na cadeia lateral
de 133a,b para a obtencdo de um intermedidrio diaminado 72a,b (Esquema 2.28). Nessa
proposta um precursor disulfonato (dimesilato ou ditosilato) seria preparado a partir do diol
133a,b. Em seguida, a substituicio de ambos os grupos sulfonato por azida forneceria o
intermedidrio diazida que, posteriormente, seria reduzido conduzindo ao composto diaminado
72a,b. A etapa-chave desta estratégia consistiria na formagéo da por¢do 2-aminoimidazolino a
partir da ciclocondensagdo de um dieletrdfilo como S-metil-N,N’-
bis(alcoxicarbonil)isotiouréia ou brometo de cianogénio, sobre a diamina 72a,b, para formar a
guanidinas 139a,b ou 141a,b desejadas (Esquema 2.29). Em um primeiro momento, teve-se
como objetivo obter a por¢cdo guanidina protegida a fim de evitar os problemas de purificacdo
ja4 mencionados anteriormente. Finalmente, as etapas de desprote¢do e oxidacdo do amino

alcool conduziriam a alloenduracididina 53.
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Esquema 2.28. Estratégia sintética proposta para a obtencdo dos compostos 139 e 141.

2.3.3.2.2. Preparagdo dos derivados sulfonatos 142a,b e 143a,b

A sintese dos intermedidrios 142a,b e 143a,b (Esquema 2.29) foi realizada com o
intuito de se investigar qual seria o melhor grupo de saida, nas posi¢des C-4 e C-5, para as
reacdes posteriores de substitui¢do pelo grupo azido.

A sintese do intermedidrio dimesilado 142a,b foi realizada a partir da reacdo de
133a,b com cloreto de metanossulfonila em piridina a 0°C = temperatura ambiente durante
24h (Esquema 2.29). Durante a realizacdo dos experimentos foi observado que um largo
excesso (10 equiv.) de cloreto de mesila foi necessdrio para a obtencdo do composto 142a,b
em apenas 17% de rendimento, como uma mistura insepardvel de diasteroisdmeros. Acredita-
se que o intermedidrio dimesilato, por ser muito reativo, sofre degradacdo ainda no meio
reacional, o que ndo permitiu seu isolamento em rendimentos satisfatérios. Como o
intermediario 142a,b foi obtido em baixos rendimentos, o composto 143a,b também foi
preparado a partir de 133a,b utilizando-se cloreto de tosila, DMAP (5 equiv.) em
diclorometano a 0°C por 4h (Esquema 2.29). A mistura de diasteroisomeros 143a,b foi obtida

em 86% de rendimento.

OR
RO
R-Cl
R=Ms, T o)
133ab — "o
piridina,
0°C > ta, 24h ﬁ\NB“
142a,b R =Ms
143a,b R=Ts

Esquema 2.29. Sintese dos intermedidrios sulfonatos 142a,b e 143a,b.
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Tendo sido obtido os melhores rendimentos na preparacio do intermedidrio ditosilato
143a,b as condicdes estabelecidadas anteriomente para a mistura foram aplicadas a cada
diasteroisomero individualmente.

Os intermedidrios 143a e 143b foram obtidos em rendimentos de moderados a
satisfatorios (85% e 58%) a partir dos compostos 133a e 133b respectivamente, por reagéo
com cloreto de tosila e DMAP em diclorometano a 0°C (Esquema 2.30).

No espectro de RMN de "°C de 143a observou-se a duplicacdo dos sinais, que foi
atribuida a presenca de rotameros, devido a rotagdo do grupo ferc-butoxicarbonila em torno
da ligacdo C-N. O aparecimento de um sinal em d 21,7, atribuido ao grupo metila ligado ao
anel aromatico (Ar-CHs) e os sinais na regidao de carbono aromadtico entre 6 127,8-145,1 (C-
27 eC-6",C-3" e C-5’,C-4" e C-1"") evidenciaram a substitui¢do das duas hidroxilas por
grupos tosila. Os sinais referentes aos carbonos da cadeia lateral puderam ser observados
entre 8 34,7-69,8, bem como os sinais referentes aos carbonos quaterndrios pertencentes a
oxazolidina e ao Boc em 80,1 e 80,4 (C-(CH3)3) e 93,0 e 93,5 (C-(CHj3),), respectivamente. O
espectro de DEPT 135 possibilitou a inequivoca distingdo entre os carbonos C-4 e C-5 em

143a (Figura 2.14).

60 80 100 120

40
1

20

0

Figura 2.14. Espectro de RMN de "°C de 143a em CDCl; (75MHz).

% El-Essawy, F. A.; Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids 2005, 24, 1265.

146



E o S
O I ¥ |
] A
//0 O=S\=O
J 1 REE Ar-CH,

T T L o o L L o e I L LA B B B B e e e B e B
PP 43g 120 110 100 0 a0 70 50 50 40 30 20 10

Figura 2.15. Espectro de DEPT 135 de 143a em CDCl; (75MHz).

2.3.3.2.3. Preparacao das diazidas 144a e 144b

A preparacdo das diazidas 144a e 144b foi realizada pelo tratamento dos ditosilados
143a e 143b com 3 equivalentes de azida de s6dio em DMF a 100°C por 12 h. As diazidas
144a e 144b foram assim obtidas em 60% e 67%, de rendimento, respectivamente (Esquema

2.30).”

3

TsCl, CH,Cl, DMAP NaN;, DMEF,
0°C - t.a, 4h 100 C, 12h
133ae¢133b ——— "7 o

NBoc NBoc

143a ( 84% a partir de 133a) 144a 60%
143b (58% a partir de 133b) 144b 67%

Esquema 2.30. Preparacgfo das diazidas 144a e 144b.

A partir da anélise do espectro de IV dos compostos 144a e 144b (Figura 2.16) foi
possivel observar a substitui¢do dos grupos tosilato por azido devido ao surgimento de uma
banda forte de absorcdo em 2099 cm™, que pode ser atribuida ao estiramento assimétrico das

ligagdes N=——N'=—N",
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Figura 2.16. Espectro de Infravermelho de 144a.

2.3.3.2.4. Preparagido dos intermediarios diaminados 145a e 145b por reducgio das
diazidas.

A fim de encontrar as melhores condicdes para reduzir as diazidas 145a e 145b os
experimentos descritos na Tabela 2.4 foram realizados a partir da mistura de diasteroisomeros
de 144a,b.

Tabela 2.4. Condigdes reacionais testadas para a redugéo das diazidas 144a,b.

Teste | Substrato Condicoes Resultados
1 144a,b H,, Pd/C, MeOH, 48h 144a,b

2 144a,b PPh;, piridina, solu¢dao de NHs, H,0, 3h 145a,b* e
PPh3:O

3 144a.b PPh3, MeCN, H,O, 3hs 145a,b* +
PPh3:O
4 144a.b Pd/BaSO4 (80 mol % ), etanol 48h (Baldao de H,) 145a,b*
5 144a,b Pd/BaSO4 (25mol %), etanol, 12h 145a,b*

Aparelho de Paar (3Bar)

*Redugdes quantitativas.

A partir dos dados da Tabela 2.4 foi possivel verificar que tanto as condi¢des de
Staudinger (testes 2 e 3) como o uso de H, gasoso adsorvido em Pd/BaSOy (testes 4 e 5)
mostraram-se eficientes para completa reducdo de 144a,b a 145a,b. Sob ponto de vista da
manipulacdo e purificagcdo, a reacdo de Staudinger, apesar de eficiente, € mais trabalhosa e
gera grande quantidade do subproduto 6xido de trifenilfosfina (PPh;=0). A completa

eliminagdo do PPh;=0 s6 foi possivel pela purificacdo da mistura por coluna cromatografica,
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e, sendo a mistura de diaminas 145a,b bastante polar foram observadas perdas do material
durante a etapa de purificagfo.

Portanto, as diazidas 144a e 144b foram reduzidas com hidrogénio gasoso, utilizando-
se Pd/BaSO4 em etanol (Esquema 2.31). Durante os experimentos as respectivas diaminas
145a e 145b foram obtidas por simples filtracdo em “plog de celite” e submetidas a etapa

seguinte, a fim de evitar perdas e degradagdes.

NH,
H,N
1) H, Pd/BaSO, o
EtOH, 48h
144a ¢144b — >
95-100% NBoc

145a (a partir de 144a)
145b (a partir de 144b)

Esquema 2.31. Obtencéo dos intermedidrios diaminados 145a e 145b.

2.3.3.2.5. Preparacdo de guanidinas

A etapa-chave da sintese da alloenduracididina 53 consiste na formacdo do heterociclo
2-aminoimidazolina. Dentre os métodos de transformacdo de 1,2-diaminas em guanidinas
descritos na literatura,68'70 dois reagentes sdo utilizados na maioria dos casos, a S-metil-N,N’-
bis(alcoxicarbonila)isotiouréia 69 e o brometo de cianogénio (BrCN). Esses dois reagentes
permitem a guanidilacdo eficiente de 1,2-diaminas, como foi descrito na secido 2.2.2

(Esquemas 2.2 e 2.3).

No que concerne a sintese da alloenduracididina, em um primeiro momento as
diaminas 145a,b (mistura de disteroisdbmeros) foram submetidas a reacdo com 1,1-1,5
equivalentes do derivado protegido da isotiouréia 69 (testes 1, 2 e 3, Tabela 2.5). O
monitoramento das rea¢des por CCD mostrou o consumo das diaminas de partida 145a,b e a
formagdo de produtos de Rf compativeis com o do produto desejado. Contudo, em nenhum
dos trés experimentos foi possivel isolar o produto 146a,b esperado (Esquema 2.32). Durante
o tratamento e purificagdo dos brutos reacionais, apenas subprodutos derivados da tiouréia
foram isolados. Acreditamos que o produto 146a,b seja instavel e tenha se degradado durante
as tentativas de purificacdo por silica-gel. Portanto, ndo tendo sido possivel obter a porcdo
guanidina protegida, a condicdo de guanidilagdo de diaminas utilizando-se BrCN foi testada
no substrato 145a,b (teste 4, Tabela 2.5). Neste caso, o produto ciclico desejado 141a,b foi

obtido em bons rendimentos (70-90%) apds 36-48h de reacdo (Esquema 2.32). A purificacdo
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da guanidina livre foi realizada através de coluna de fase reversa utilizando-se uma mistura de
dgua/metanol como eluente.

Tabela 2.5. Preparacdo de guanidinas.

Teste | Substrato Condicoes Resultados

1 145a,b | isotiouréia-Cbz 69 (1,1 equiv.), HgCl, (1,1 Degradacao
equiv.), TEA (3 equiv.), DMF, t.a, 3h.

2 145a,b | isotiouréia-Cbz 69 (1,5 equiv), DMAP (0,5 Degradacao
equiv), DMF, t.a (24h) = 60°C (4h).

3 145a,b | isotiouréia-Boc 69a (1,5 equiv), DMAP Degradacdo
(0,5 equiv.), DMF, t.a, 24h.

4 145a,b | BrCN, MeOH/H;0, pH = 11, t.a, 36-48h 141a,b (70-90%)

RHN
SMe )\
)\ NCOOR / NH
N

RN NHR HN HN

69 R = Cbz
69a R = Boc

—— 0 o
—_—
69, HgCl, TEA, DMF, t.a
ou N NBoc
NH, Boc

HN 69, DMAP, DMF, t.a
69a, DMAP, DMF, t.a — 146a,b

NHCOOR

139a,b R = Cbz
o HN 147a,b R = Boc

NBoc \ BrCN N
—_

MeOH/H,0 HN - HBr
145a,b

(@)

#N’Boc

141a,b

Esquema 2.32. Formag@o do anel 2-aminoimidazolina.

As condi¢des de guanidinilacio com BrCN foram aplicadas separadamente aos
diasteroisomeros isolados de 145a,b e, ap6s duas etapas, as respectivas guanidinas 141a e

141b foram obtidas em bons rendimentos (84% e 73%, Esquema 2.33).

H,N

e
/ NH

3
N

.HBr
BrCN, MeOH/ H,0, t.a,
24-48h 1'o

145ael45p — o '
#\MN
2 Boc

141a (86% a partir de 145a)
141b (73% a partir de 145b)

Esquema 2.33. Obtengéo dos intermedidrios guanidilados 141a e 141b.
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Andlise detalhada dos espectros de RMN 1D e 2D e a obtencao do espectro de massa
de alta resolucdo dos compostos 14la e 141b evidenciam a formacgdo da porgdo 2-
aminoimidazolina.

A partir da incorporagdo da porcdo guanidina a N,0-oxazolidina se fez necessario
redefinir o sistema de numeragdo a fim de analisarmos os espectros de RMN.

No espectro de RMN de 'H de 141a (Figura 2.17) constatou-se a presenca de sinais
referentes aos grupos CHj pertencentes a oxazolidina e ao grupo Boc em 8 1,47 e 1,55. Foram
observados também os seguintes sinais: um multipleto entre & 1,87 e 2,02 correspondente a
H-6’a e H-6’b, um multipleto atribuido a H-5a em & 3,39-3,47 e outros dois multipletos em &
3,77-3,92 (2H) e 3,99-4,09 (3H) correspondentes a H-5’b e H-5b e H-5’a, H-4’ e H-4,
respectivamente. A incorporagdo da por¢do guanidina pode ser verificada pela mudanca de
deslocamento quimico dos sinais referentes aos hidrogénios H-4, H-5a ¢ H-5b de 6 2,39-2,75
na diamina 145a, para 6 3,39-4,07 em 141a. Evidenciou-se também a presenga de dois sinais
largos em & 7,41 e 7,85 que foram atribuidos aos hidrogénios NH e NH, da por¢do guanidina.
Para elucidacdo dos acoplamentos entre os hidrogénios e, consequentemente, a atribui¢do dos
mesmos, foi feito um mapa de contorno 'H x "H (COSY) do composto 141a (Figuras 2.18 e

2.19).
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Figura 2.17. Espectro de RMN de 'H de 141a em CDCl; (500MHz).
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Figura 2.18. Mapa de contornos COSY de 141a em CDCl; (300MHz).
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Figura 2.19. Expansao do COSY de 141a em CDCl; (300MHz).
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No espectro de RMN de °C de 141a (Figura 2.20) pode-se observar trés sinais entre &

24,4 e 28,6, correspondentes aos carbonos metilicos dos grupos oxazolidina e Boc, um sinal

em O 39,3 atribuido a C-6’, quatro sinais entre d 48,5 e 67,3 correspondentes aos carbonos C-

5,C-4, C-4’ ¢ C-5’, além do sinal em & 159,8 correspondente ao carbono do anel guanidinico

(C-2, N-C=NH). A partir do espectro de DEPT 135 de 141a (Figura 2.21) foi possivel

distinguir os carbonos guanidinicos C-4 e C-5, bem como confirmar as atribui¢des feitas aos

carbonos do heterociclo oxazolidinico C-4’ e C-5’.

e szfhe = 3 8
o [= [T} [ -t o =] <t
= @~ If o = 2]
| | 1 | I | I
HBr. H,N
21
37 SNu
| 5
1'o 4 4 3
& 3 x CH;
23N
3 Boc |
c4
|
C-5
Cc=0 H; CH
3 3
C-2 C(CH):  ¢(cHy), cs 4 €6
C(CHy); | |
' | \ i 4 |
g7 I A e e A B e
ppm
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Figura 2.20. Espectro de RMN de "*C de 141a em CDCl; (125MHz).
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Figura 2.21. Espectro de DEPT 135 de 141a em CDCl; (125MHz).

Apds 7 etapas, os intermedidrios guanidilados 141a e 141b foram obtidos em
rendimentos satisfatérios a partir de 133a e 133b, utilizando-se a segunda estratégia,
sugerindo que esta metodologia é eficaz para a sintese da alloenduracididina 53. Contudo, nos
restaria fazer a hidrélise dos grupos protetores e a oxidacdo do respectivo amino dlcool obtido

a amino-acido.

2.3.3.2.6. Hidrolise da N,0-acetal-1,3-oxazolidina e oxidagdo do alcool a acido carboxilico.

A hidrdlise da oxazolidina e do grupo ferc-butoxicarbonila podem ser realizadas sob
condigdes 4cidas. Contudo, existem exemplos na literatura’ onde a clivagem quimioseletiva
do N,O-acetal isopropilideno pode ser realizada utilizando-se sais de bismuto (III), resinas e
acidos fracos (AcOH e TsOH).

A obteng@o de um intermedidrio N-Boc-amino dlcool nos parece apropriada para a
realizacdo da etapa posterior de oxidacdo, pois o grupo amino ligado & C-4’ poderia sofrer

uma indesejavel oxidacdo, caso estivesse livre.

o4 a) Cong, X.; Hu, F.; Liu, K. G.; Liao, Q. J.; Yao, Z. J.; J. Org. Chem. 2005, 70, 4514 b) Hu, F.; Zang, Y. H.; Yao, Z. J.;
Tetrahedron. Lett. 2007, 48, 3511.
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Trés condi¢des de hidrolise seletiva da oxazolidina foram aplicadas ao substrato 141a
como pode ser visto no Esquema 2.34. A utilizacdo de acido acético a 60°C conduziu
exlusivamente ao produto 148a como sal diacetato. A utilizacdo da resina 4cida ndo se
mostrou eficiente, uma vez que o produto ndo pdde ser recuperado. Por fim, o uso do sal de
bismuto conduziu a uma mistura dos produtos 141a, 148a e 149a, sendo 141a majoritério.
Sobre os resultados dos experimentos, acreditou-se que a basicidade da por¢do guanidina (pka

~ 11-13) poderia estar influenciando nas reacdes de hidrdlise seletiva da oxazolidina.

7/ N N

N A,BouC +
—_—

HO HO

Boc NH, NHBoc
141a 148a 149a

A) AcOH 90%, 60°C,12-48h ou B) Ambetlite 15 ou C) BiBr; MeCN/H,O

Esquema 2.34. Hidrdlise do N, O-acetal-1,3-oxazolidina.

Recentemente, durante a sintese da capreomicidina,95 Jackson e colaboradores
realizaram um protocolo “one pot” de obtengdo do aminodcido a partir de um intermedidrio
oxazolidina contendo uma porcdo guanidina. Segundo o protocolo descrito pelos autores
supracitadados, a hidrdlise total dos grupos Boc e da oxazolidina foi realizada pela acdo de
uma solugdo de HCl 6 mol/L. O bruto reacional foi redissolvido em uma solugdo 1 mol/L de
NaOH, sendo a mistura resfriada a 4°C para a adi¢do de uma solug¢do de Boc,O em dioxano.
A oxidacdo do amino dlcool N-protegido foi realizada pela utilizagio de KMnO4 a
temperatura ambiente e o filtrado obtido, ap6s a remog¢do do MnO», foi acidificado novamente
para remog¢do dos grupos Boc. Apds 4 etapas, partindo-se de 150 mg do intermedidrio
oxazolidina contendo a porc¢do guanidina, obteve-se 18 mg da [13C]capreomicidina marcada.

De acordo com nossos interesses, o protocolo descrito anteriormente foi modificado
pela substituicio do KMnO,, usado em quantidades estequiométricas, pela utilizacdo de
cloreto de ruténio (RuCl;) em quantidades cataliticas e periodato de sddio (NalO4). A mesma
sequéncia de reagOes foi aplicada ao composto 141a, como pode ser observado no Esquema

2.35.

% Jackson, M. D.; Gould, S. J.; Zabriskie, T. M.; J. Org. Chem. 2002, 67, 2934.
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7/NHZ | N/}NH2 N />7NH2
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N

_2HCl
o oH _2HCI
R AN
5 ™ OH HNY 2R
oc )

141a 148a
150a

1- HC1 6 mo/L; 2 - NaOH 1 mol/L, (Boc),0; 3- RuCls(cat)/NalO, CCl/MeCN,H,0; 4- HCI 6 mol/L

Esquema 2.35. Obtengéo do composto 150a.

A partir do composto 141a (isdmero majoritirio) os grupos protetores foram
hidrolisados pela utilizagdo de uma solu¢do HCI 6 mol/L durante 4h, fornecendo o respectivo
composto desprotegido 148a sob a forma de cloridrato. O espectro de RMN de 'H,
evidenciando a hidrdlise completa dos grupos protetores, pode ser visto na Figura 2.22. Nesse
espectro observa-se a auséncia dos sinais referentes aos grupos protetores oxazolidina e Boc,
anteriomente entre & 1,47-1,55. A ndo observincia de rotimeros permitiu a devida

interpretacdo dos acoplamentos entre os hidrogénios em 148a.
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Figura 2.22. Espectro de RMN de 'H de 1482 em CDs;0OD/D,0 (500MHz).

Dando continuidade, o solvente do cloridrato 148a foi removido e a mistura foi
redissolvida em uma solucdo 1 mol/L de NaOH. A mistura foi resfriada a 0°C e 3,7

equivalentes de Boc,O dissolvidos em dioxano foram adicionados a reagdo. A mistura foi
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agitada por uma noite e extraida com CH,Cly/solugdo saturada de NaCl. As fases orgénicas
recolhidas foram evaporadas & secura e o bruto obtido foi redissolvido em uma mistura de
tetracloreto de carbono/acetonitrila/dgua na proporcio de 2:2:3. A solugio foram adicionados
3 equivalentes de NalO4 e 2 mol % de RuCl;. Apds 6 horas a temperatura ambiente, a mistura
foi extraida com CH,Cl,/H,O e as fases orgénicas obtidas foram purificadas por simples
filtracdo em coluna de silica (CH,Cl,/MeOH) para retencdo dos sais. As fracdes recolhidas
foram reunidas, evaporadas e submetidas a acdo de uma solugdo de HCI 6 mol/L durante 2
horas. O uso desta metodologia permitiu a obtencdo de 45 mg (62% de rendimento) da
mistura de compostos (150a como produto majoritario e 148a).

Tendo em vista o término do periodo de estdgio no exterior e a necessidade de retornar
a UFJF, a mistura de compostos obtida anteriormente nao foi purificada. As andlises de RMN
de 'H, RMN de "*C e massa foram realizadas a partir do bruto reacional de 150a que, ao que
tudo indica, contém o composto desejado 150a, além do derivado 148a como contaminante.

De acordo com o espectro de RMN de 'H (Figura 2.23) foi possivel evidenciar a
presenca do aminodcido 150a desejado, juntamente com uma menor quantidade do amino
dlcool ndo oxidado 148a. Através da comparacio dos espectros de RMN 'H de 148a ¢ 150a
foi possivel verificar o deslocamento do sinal referente ao hidrogénio H-2°, de
aproximadamente & 3,50 no amino &lcool para § 4,10. A mudanga de deslocamento quimico
de H-2’ para campo mais baixo em relagdo ao TMS evidencia a oxidagdo do carbono C-1’ a
dcido carboxilico.

No espectro de RMN de BC de 150a foi possivel verificar a presenca do sinal

referente a carbonila de dcido em 6 169,9, além dos sinais referentes aos carbonos C-2° e C-4,

que acredita-se estarem sobrepostos em & 51,9 (Figura 2.24).
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Figura 2.24. Espectro de RMN de 13C de 150a em D,0 (125MHz).

O espectro de massas de 150a mostra a presenca do pico base de massa 173,1 que
pode ser atribuido a massa do aminoacido acrescida de um préton [M + H'] (Figura 2.25). O

valor da massa esperada para tal composto foi de 173,1 [M + H'].
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Figura 2.25. Espectro de massa de 150a.

As andlises realizadas até o momento nos permitem inferir que o composto 150a foi
obtido com sucesso apds 8 etapas a partir do N-Boc-(R)-alilglicinato de etila 74.

Tendo sido atingido o objetivo de se encontrar uma metodologia adequada a sintese de
a-aminoécidos guanidilados, semelhante a alloenduracididina 53, nosso interesse se voltou
para fazer a determinagdo da configuracido absoluta do centro assimétrico presente em C-4,

até o momento desconhecida.

2.3.4. Tentativa de determinacdo da configuracdo absoluta de C-4.

A determinacdo da configuracdo absoluta muitas vezes pode ser realizada a partir de
experimentos de espectroscopia de RMN, através do método de Mosher.”® Esse método
consiste na derivatizacdo do substrato, normalmente um 4&lcool ou amina, com o0s
enantidmeros (R) ou (S) de um reagente auxiliar quiral (Figura 2.26) e a comparagdo dos

espectros de RMN de 'H dos respectivos ésteres ou amidas obtidos.

% (a) Mosher, H. S.; Sullivan, G. R.; Dalle, J. A.; J. Org. Chem. 1973, 38, 2143 b) Seco, J. M.; Quinoa, E.; Riguera, R.;
Chem. Rev. 2004, 104, 17 ¢) (b) Freire, F.; Seco, J. M.; Quinoa, E.; Riguera, R.; Org. Lett. 2005, 7, 4855.
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Acido metoxitrifluorfenilacetico Acido metoxifenilacetico Acido Antrilmetoxiacetico
(R)-MTPA (R)-MPA (R)- 9-AMA

Figura 2.26. Auxiliares quirais utilizados no método de Mosher.

O método se baseia no efeito de “protecdo” produzido em cada derivado pelo anel
aromatico do reagente auxiliar quiral sobre os substituintes L; e L, de dlcoois no conférmero
majoritdrio. Se o substituinte L;, por exemplo, estiver mais protegido no éster (R)-MPA que
no (S§)-MPA, enquanto que o L, estiver mais protegido no (S)-MPA que no (R)-MPA, a
diferenca entre os deslocamentos quimicos dos sinais de L; e L, de ambos os ésteres (ASR’S)

no espectro de RMN de 'H é entdo avaliada.

/.
ASRSL2=8RL2-5°L2 2 3 / "
O-MPA [> ®;
oH

Determinagéo da
configuragdo absoluta

ASRSL1=8RL1-8°L1

Figura 2.27. Determinacio da configuragio absoluta pela andlise do AS®S.

Apesar da abundancia dos dados experimentais publicados na literatura, erros na
atribuicdo conformacional podem ser cometidos, pois os valores de ASRS devem preencher
duas condi¢des essenciais:

1- Estar acima do erro experimental caracteristico do RMN;

2- Assumir valores positivos de um lado do centro estereogénico (L,) e negativos do

outros (L).
Existem muitas alternativas para tentar aumentar os valores de AS®S. Algumas delas

T1,T2 - .
0 %) ou a adicdo de sais

utilizam as técnicas de obtencdo de espectros a baixa temperatura (A
de bario a amostra, com a grande vantagem, neste caso, de ser necessario apenas um dos

derivados ésteres.
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Por questdo de praticidade, o protocolo experimental descrito por Riguera e
colaboradores®’ para a determinacio da configuracio absoluta de 1,2-di6is terminais 2 baixa
temperatura, foi escolhido na tentativa de se descobrir a configuracdo do centro C-4 no diol
133a, que por deducio nos permitiria inferir a configuracio absoluta do composto 150a.

A determinacdo da configuracdo absoluta de 1,2-diois terminais, como 133a, muitas
vezes pode ser realizada pela inspecio do espectro de RMN de 'H do seu respectivo derivado
éster o bis-(R)-MTPA 151a (Esquema 2.36). Tal anélise consiste na observagdo da variacdo
de deslocamento quimico sofrida pelos hidrogénios metilénicos (em vermelho e azul, figura

2.28) a partir de uma variagdo de temperatura.

T(K)
H, O-(R)-MPA Jhl_ 300 ,JLJ (R)-MPA-O, H

&O-{H}MF’A (R}MPA-O _ ;

i i
R Lo : R
H H ﬁh{_ M 180 JLJ_.\___J H H

- r e
Tipo A ASGTIT20, 1ppm A8T1T2.0 1ppm Tipo B

Figura 2.28. Método de determinagéo da configuracdo absoluta de bis-ésteres-MPA,

derivados de 1,2-didis, pela variacdo da temperatura.

Cilculos tedricos (AM1, HF) e dados experimentais (RMN a baixas temperaturas e
estudos de dicroismo circular) mostram que os bis-ésteres-MPA derivados de 1,2-didis
existem em solucdo como dois conformeros em equilibrio. Portanto, para um derivado bis-
éster do tipo A, dois conformeros sp-I e ap-I podem ser observados (Figura 2.29a). O mesmo
ocorre para o bis-éster do tipo B onde sp-II e ap-II estdo presentes (Figura 2.29b).

A influéncia exercida pelo grupo carbonila (desblindagem) e pelos anéis aromaticos
(blindagem) em cada um dos hidrogénios metilénico, denominados aqui de pro(S) e pro(R),
pode ser avaliada pela variacio do deslocamento quimico no espectro de RMN de 'H do

C s : N T1,T2
conformero majoritrio a temperatura ambiente e a baixa temperatura (A3~ °).

7 Freire, F.; Calderon, F.; Seco, J. M.; Fernandez-Mayoralas, A.; Quinoa, E.; Riguera, R.; J. Org. Chem. 2007, 72, 2297.
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Figura 2.29. Tipos de conformeros e o efeito da blindagem nos bis-ésteres-MPA derivados de
1,2-diois do tipo A e B (a e b). Evolugdo com a temperatura da variacio dos sinais no RMN

de 'H.

De maneira geral o método segue os seguintes passos:

a) Preparacdo do éster derivado (bis-R-MPA ou bis-S-MPA ou qualquer outro agente de
derivatizacdo).

b) Comparacdo dos seus espectros de RMN de 'H a a temperatura ambiente e a baixa
temperatura, prestando especial atencdo nos sinais dos hidrogénios metilénicos.

¢) Cilculo dos valores de A™'™ para o hidrogénio metilénico que aparece em campo alto e
para o hidrogénio metilénico que aparece em campo baixo.

d) Se o éster preparado for derivado do bis-R-MPA e o valor de A™'"?

para o hidrogénio em
campo alto (azul, Figura 2.29) for menor que 0,10 ppm, entdo a configuragdo absoluta do diol
é representada pelo tipo A, enquanto que se o valor de A" for maior do que 0,10 ppm (0,20-
0,30 ppm), entdo a configuracio absoluta é representada pelo tipo B.

e) A determinagdo da configuragdo absoluta do composto em andlise pode ser entdo, obtida
pela comparagdo com dados presentes na literatura para outros 1,2-didis.

Ex. Os dio6is 1, 3-9 (Figura 2.30) sdo do tipo A e possuem configuragdo absoluta S. Os didis 2,

10-13 sdo do tipo B e apresentam configuragdo absoluta R.”’
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Figura 2.30. 1,2-didis do tipo A e B descritos na literatura e suas configura¢des absolutas.

2.4.4.1. Preparacdo do (R)-bis-MTPA-éster derivado de 133a

Para a preparacdo de 151a seguiu-se uma variante do protocolo desevolvido por

Riguera e colaboradores pelo tratamento de 133a com DCC, DMAP em diclorometano a 0°C

seguido da adi¢do de (R)-MTPA (Esquema 2.36).>*’

O

%NBOC
133a

diasteroisdmero majoritario

(R)-MTPA
OH  Meom)_  on / o—R)»-MTPA

rC 1 o}

(R)-MTPA

DCC, DMAP, CH,Cl, 6h. o

50%
%\NBOC
151a

Esquema 2.36. Derivatizagdo do diol 133a.

Os espectros de RMN de 'H de 151a foram obtidos nas temperaturas de 300K, 273K e

223K e comparados. No entanto, logo percebeu-se que os sinais de interesse estavam

confusos devido a presenca de rotdmeros e que os resultados de A

8T1J2 nao eram coerentes

T1,T2 . A . :
com os esperados (ambos Ad "~ >0). Sobre essa incoeréncia nos resultados obtidos, Riguera

e colaboradores relatam que valores de A

8"™T% inconsistentes podem ser explicados pela acdo

nos hidrogénios metilénicos de apenas um dos grupos fenila e ndo de dois (Figura 2.29). A
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magnitude do efeito provocado pode ser quantitativamente a mesma do efeito anisotrépico do
grupo carbonila do éster’® e, portanto, neste caso, a configuragio absoluta ndo pdde ser

determinada.

2.4. Conclusao e Perspectivas

A partir do N-Boc-(R)-alilglicinato de etila 74 foi desenvolvida uma metodologia para
a sintese total da alloenduracididina 53. A sequéncia sintética aqui utilizada permitiu a sintese
do aminoédcido 150a, em 8 etapas. A aplicacdo da metodologia validada a substratos
adequados nos permitird, sem ddvidas, preparar, além da enduracididina 54, os andlogos [3-
hidroxi-alloenduracididina 50 e B-hidroxi-enduracididina 51, que estdo presentes na estrutura
da manopeptimicina o 52.

Um trabalho de otimizag@o deve ser realizado a fim de melhorar a diasteroseletividade
da etapa de diidroxilagdo assimétrica de Sharpless. Neste caso, pode-se imaginar que a
utilizacdo de ligantes quirais de nova geragdo possa induzir alguma melhoria na seletividade
da reacdo.®™

Até o momento a configuracio absoluta do centro assimétrico C-4 em 150a permanece
desconhecida. A determinag@o da configuragdo € indispensdvel para que se possa afirmar se o
aminodcido 150a obtido trata-se da alloenduracididina 53 de configuracdo (2R, 4R) ou do seu
isdmero (2R,45S).

Outros estudos serdo realizados com o intuito de se obter a configuragdo do centro C-
4. A obtencdo de um derivado rigido que possa ser analisado por RMN, ou de um composto

cristalino, que possa ser difratado, parece promissor para tal finalidade.
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Capitulo 3 - Parte Experimental
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3.1. Materiais e Métodos

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono 13 foram
adquridos através do aparelho BRUKER AVANCE ACX300 (300MHz para 'H e 75MHz para
C) no Departamento de Quimica da UFJF ou para os espectros obtidos no ICSN-CNRS em
Gif-sur-Yvette-Franca, em um espectrofotometro BRUKER AC300 ou AC500 (S00MHz para
'H e 125MHz para "’C). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
milhéo e referenciados pelo TMS (8 = 0).

Os pontos de fusdo apresentados neste trabalho foram medidos em aparelho digital
MQAPF-Microquimica no Departamento de Quimica, ICE, UFJF e em aparelho Buchi B-540
com aparato capilar para ponto de fusao no ICSN (Franga).

As analises elementares foram executadas na Central Analitica do Instituto de Quimica
da USP.

Os poderes rotatérios especificos [a]p foram medidos em um polarimetro PERKIN
ELMER Polarimeter 341, caminho 6tico de 1,0 dm, temperatura interna 20°C no
Departamento de Quimica, ICEx, UFMG ou para os compostos obtidos no ICSN (Franga) em
um polarimetro JASCO P-1010.

Os espectros de Infravermelho foram registrados em espectrofotometro BOMEM-FT-
IR MB-120 no Departamento de Quimica da UFJF ou para os espectros obtidos no ICSN
(Franca) através dos aparelhos Nicolet 205 FT-IR ou Fourier Perkin—Elmer 1600 FT-IR.

Os espectros de massa de alta resolugdo (ESI-HRMS) foram obtidos no ICSN (Franca)
com um aparelho Kratos MS-80 spectrometer por inje¢do direta das amostras e os de baixa
resolucgdo, adquiridos por impacto eletronico (IE) e ionizacdo quimica (IQ), foram obtidos em
espectrometro AEI MS-50 e AEI MS-9, respectivamente.

O acompanhamento das reacdes foi realizado por cromatografia em camada delgada
(CCD). Na UFIJF utilizou-se silica-gel 60G MERCK, contendo revelador para ultravioleta
(UV), disposta sobre laminas de vidro e na Franca as placas estavam disponiveis como
cromatofolhas com silica gel 60F,s4 suportada em placa de aluminio, contendo revelador para
UV.

Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna usando silica gel 60G

0,063-0,200mm (70-230 mesh ASTM) e 0,2-0,5mm MERCK, na UFJF e para a purificagdo
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dos compostos obtidos no ICSN utilizou-se a técnica sugerida por Still denominada
cromatografia flash.”® Como reveladores foram utilizados vapores de iodo, vaporizacdo com
solugdo etandlica de dcido sulfirico a 20% v/v, solucdo etandlica de ninidrina a 30% p/v e
lampada ultravioleta (UV).

Os solventes organicos foram utilizados sem tratamento prévio ou foram destilados
apds o tratamento com agentes dessecantes, seguindo os seguintes procedimentos:
Acetona: refluxo em presenca de sulfato de sédio anidro sob atmosfera de argdnio, seguido de
destilacdo fracionada e estocagem em frasco com peneira molecular 4A.

Etanol e Metanol: refluxo em presenga de magnésio em pé e iodo catalitico seguido de

destilacdo fracionada e estocagem em frasco com peneira molecular 4A.

Dimetilformamida e Piridina: destilacdo fracionada em presenca de KOH e estocagem em

frasco com peneira molecular 4A.

Tetraidrofurano (THF): Destilag@o sob s6dio metdlico na presenga de benzofenona.

Acetonitrila e diclorometano: destilacdo sob CaH,.

Nos procedimentos de purificagdo, por extracdo ou coluna cromatogréfica, foram

usados solventes P.A.

%8 Still, W. C.; Kalm, M.; Mitra, A.; J. Org. Chem. 1978, 43, 2923.
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3.2. Preparacdo dos compostos do capitulo 1

3.2.1. Sinteses de derivados do 2-mercaptobenzotiazol e do 2-mercaptobenzimidazol.

3.2.1.1. Sintese do O-etil-ditiocarbonato de potassio

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 5,8 mL (100 mmol) de alcool etilico
anidro, 5,6 g (100 mmol) de hidréxido de potéssio e pequenos pedacos de pdtassio metdlico
(0,015 g). Apds 10 minutos foram adicionados a mistura reacional 7,6 mL (100 mmol) de
dissulfeto de carbono. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
por 24 horas e esta se tornou uma solugdo amarelada. O volume da solugdo foi reduzido a
metade em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, ocorrendo a formacdo de um soélido

amarelo. Esse sélido foi filtrado e lavado com pequenas por¢des de etanol e éter etilico.

S

S~

O-etil-ditiocarbonato
de potassio

K*-s

PF: 215°C; Lit.:** 215°C.

3.2.1.2. Sintese do 2-mercaptobenzimidazol 2

Foram pesados 3,7 g (23 mmol) de O-etil-ditiocarbonato de potassio preparado acima
em um balao de fundo redondo de 250 mL e a ele foram adicionados 50 mL de 4dgua. A
mistura reacional foi aquecida a temperatura de 70°C e, apds a completa solubilizacido do O-
etil-ditiocarbonato de potassio, adicionou-se 1,9 g (18 mmol) de 1,2-fenilenodiamina. A
reacdo foi deixada sob agitacdo magnética e refluxo sendo acompanhada por CCD, usando-se
como eluente a mistura de solventes hexano/acetato de etila 7:3. Apds 4 horas de reacdo,
verificou-se a formagdo de um precipitado que foi filtrado do meio reacional. O sélido obtido
(2-mercaptobenzimidazol) foi lavado com 4dgua (3 x 50 mL) e seco em dessecador. Foram

obtidos 1,9 g (12,7 mmol) do 2-mercaptobenzimidazol 2 (rend. 72%).

9_N
7 \2
] SH . HN,S
4N
N3

150,0 g/mol

[ )

RMN 'H (300MHz, C¢Dy): 7,17-7,22 (m, 2H, H-6 € H-7); 7,33-7,38 (m, 2H, H-5 ¢ H-8).
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RMN "“C (75MHz, C¢Ds): 110,3 (C-5 e C-8) ; 122,9 (C-6 e C-7); 134,1 (C-4 e C-9); 171,0
(C-2).

IV (v, KBr): 3500-3116, 2983, 2880, 2575, 1514, 1357 ¢ 1177 cm’".

FF: 300-304 °C Lit.** 303-304°C.

3.2.1.3. 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-o.-D-galactopiranose 6

A um baldo de fundo redondo de 500 mL foram adicionados 24,0 g (176 mmol) de
cloreto de zinco anidro (previamente seco sob aquecimento em bico de Bunsen) e 300 mL de
acetona anidra. Em seguida, foram adicionados a solu¢do 18,0 g (100 mmol) de D-galactose e
2,0 mL de 4cido sulfdrico concentrado.”® A mistura reacional foi mantida sob agitacdo
magnética por 10 horas. O acompanhamento da reacdo 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 solucdo saturada de carbonato de cdlcio, sob agitacdo magnética, até a
completa neutraliza¢do. Em seguida, o meio reacional foi filtrado e a solucdo foi concentrada
em evaporador rotatério sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por CCD
(hexano/acetato de etila) e foram obtidos 19,5 g (75 mmol) do produto protegido 6 (rend.
75%).

0}
><t Ci2Hy06
0 260,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 1,35, 1,43 e 1,52 (3s, 12H, 4 CH3); 3,70-3,88 (m, 3H, Hs, Hg, e
Hep); 4.27 (dd, 1H, J45 = 1,5 e J43= 8,0Hz, Hy); 4,33 (dd, 1H, Jo3 = 2,4 e J»1 = 5,1Hz, Hy);
4,61 (dd, 1H, J3, =24 e J34=8,0Hz, H3); 5,55 (d, 1H, Ji»=5,1Hz, H)).

RMN "°C (75MHz, CDCl3): 26,2-24,5 (4 CHz); 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 e 108,9 (Cquatemirio)-

IV: (v, KRS-5) 3483, 2987, 2936, 1070 cm .

Caracteristica de 6: 6leo

3.2.1.3. 6-Desoxi-6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-o-D-galactopiranose 7
Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 10,0 g (38,5 mmol) de 6
juntamente com 300 mL de tolueno, 16,2 g (62 mmol) de trifenilfosfina, 4,2 g (62 mmol) de

imidazol e, por udltimo, 15,7 g (62 mmol) de iodo.> A mistura reacional foi mantida sob
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agitacdo magnética e refluxo a 100°C por 24 horas. A evolucdo da reacdo foi acompanhada
por placa cromatografica, utilizando-se como eluente a mistura de solventes hexano/acetato
de etila 9:1. Apds a constatagdo do término da reacdo, a mesma foi tratada com uma solugdo
aquosa saturada de bissulfito de sédio e, em seguida, extraida com acetato de etila (3 x 100
mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e evaporada sob pressio
reduzida. O produto bruto foi submetido a purificacdo por CCS usando como eluente uma
mistura de hexano/acetato de etila. Foram obtidos 12,8 g (34,6 mmol) do produto 7, que foi

cristalizado em n-hexano (rend. de 90%).

CioH 05l
370,0 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 1,33, 1,35, 1,44 e 1,54 (4s, 12H, 4 CH3); 3,23 (dd, 1H, Jeus ou
Joos=7,1 € Joago = 9,8Hz, Hea0uHgp ); 3,34 (dd, 1H, Jeu's ouJebs = 7,1 € Joaeo = 9,8Hz, Hgy0u
Hep); 3,93 (dt, 1H, Jseaou Jsb = 7.1 € Jsa=1,8Hz, Hs); 4,31 (dd, 1H, Jo3 =24 e J,, = 5,0Hz,
H,); 4,41 (dd, 1H, Jys = 1,8 e Ju3 = 7,8Hz, Hy); 4,62 (dd, 1H, J3, = 2,4 e J34 = 7,8Hz, H3);
5,54 (d, 1H, J;, = 5,1Hz, H)).

RMN C (75MHz, CDCI3): 26,2-24,6 (4 CH3); 62,5 (C-6); 69,1 (C-2); 70,7 (C-3); 71,3 (C-
4); 71,7 (C-5); 96,9 (C-1); 109,0 € 109,7 (Cquaterndrio)-

IV: (v, KRS-5): 2993, 2929, 1064 cm™.

FF: 72-73 °C; Lit.** 72 °C.

3.2.1.4. 2,3:4,5-Di-0 isopropilideno-B-D-frutopiranose 8

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 24,0 g (176 mmol) de cloreto de
zinco seco e 300 mL de acetona anidra. Em seguida, adicionou-se 18,0 g (100 mmol) de D-
frutose e, lentantamente, 2,0 mL de acido sulfiurico concentrado.®®> A mistura foi deixada sob
agitacdo magnética vigorosa por 24 horas e esta se tornou uma solucdo amarelada. A reacdo
foi acompanhada por CCD usando-se como eluente a mistura de solvente hexano/acetato de
etila 7:3. Ap6s o término da reacdo, adicionou-se uma solucdo saturada de carbonato de célcio
e esta permaneceu sob agitacdo por mais 1 hora até sua completa neutralizacdo. O meio
reacional foi filtrado e o s6lido obtido (ZnCOs3) foi lavado com acetona anidra. O filtrado foi

evaporado sob pressdo reduzida até a secura. O residuo obtido foi purificado por CCS
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(hexano/acetato de etila), fornecendo 21,0 g (81 mmol) do produto 8 (rend. 81%) e 2,3 (9
mmol) do 1,2:4,5-Di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 9 (rend. 9%).

O

2 | 1. OH
N\~
s/ 407/ 0 C13Hy405

276,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCl5): 1,35, 1,39, 1,48 e 1,54 (4s, 12H, 4 CH3); 3,70 (m, 2H, Hj, e Hy,
); 3,79 (dd, 1H, Jeps = 2,0Hz, Jepa= 13,0Hz, Hep); 3,94 (dd, 1H, Jeu5 < 1,0Hz , Jea 6 = 13,0Hz,
He,); 4,26 (m, 1H, Js, 6a < 1,0Hz , Js4 = 7,4Hz, Hs); 4,34 (d, 1H, Js4 = 2,1Hz, H3); 4,62 (dd,
1H, Jy3=2,1 e Ju5=7,4Hz, Hy).

RMN "*C (75MHz, CDCls): 26,6-24,1 (4 CHs); 61,4 (C-6); 65,5 (C-1); 70,4 (C-3); 70,9 (C-
5); 71,1 (C-4); 103,0 (C-2); 108.7 e 109.3 (Cquaternirio)-

IV: (v, KBr): 3296, 2987, 2897, 1068 cm™"

FF. de 8: 92-95 °C; Lit.** 92 °C.

3.2.1.5. 2,3:4,5-Di-O-isopropilideno- 1-O-metanossulfonil-B-D-frutopiranose 10

Foram pesados 0,260 g (1 mmol) do intermedidrio 8 em um baldo de fundo redondo e
a ele foram adicionados 5 mL de piridina anidra (previamente destilada). Apds a completa
solubilizacdo de 8 adicionou-se a mistura, a 0°C, 0,2 mL (1,5 mmol) de cloreto de
metanossulfonila. A reagcdo foi mantida sob agitacdo magnética por 6 horas a temperatura
ambiente e foi acompanhada por CCD usando-se como eluente hexano/acetato de etila 8:2.
Apds a evaporagdo do solvente a pressdo reduzida, o residuo formado foi submetido a
extragcdo com acetato de etila e 4gua. A fase orgénica foi evaporada a secura e o produto bruto
obtido foi cristalizado usando a mistura de solventes hexano/acetato de etila fornecendo 0,237

g (0,7 mmol) do composto 10 (rendimento 70%).

>
6
0/2 BI,OSOZCH3 Cy4H405S
5 W 354,1 g/mol
4
3
0

(0)

10
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RMN 'H (400MHz, CDCls): 1,34, 1,42, 1,48 ¢ 1,55 (4s, 12H, 4 CHs); 3,20 (s, 3H, OCHa);
3,79 (dd, 1H, Jse = 1,3 € Jobsa = 13,0Hz, Hep); 3,93 (dd, 1H, Jsea = 1,7 € Joasp = 13,0Hz,
Hea); 4,23 (d, 1H, Jip10 = 10,9Hz, Hyp); 4,26 (ddd, 1H, Jsg = 1,3, Jse = 1,7, Js4 = 7,9Hz, Hs);
431 (d, 1H, J34 = 2,6Hz, H3); 4,32 (d, 1H, J1o1p = 10,9Hz, Hy,); 4,63 (dd, 1H, Jy3=2.6 ¢ J45
=7,9Hz, Hy).

RMN "*C (100MHz, CDCls): 26,4-23,9 (4 CHs); 37,5 (CH3S0O,), 61,3 (C-6); 69,6 (C-1); 69,8
(C-5); 71,2 (C-4); 70,5 (C-3); 100,6 (C-2); 109,1 € 109,2 (Cquaternirio)-

IV: (v, KBr): 2999, 2932, 1351, 1174, 1068 cm™.

PF: 124 °C; Lit.** 121-122 °C

3.2.1.6. 1-Desoxi-1-iodo-2,3:4,5-di-O-isopropilideno-B-D-frutopiranose 11

Em um baldo de fundo redondo foram dissolvidos 10,0 g (38,4 mmol) do diacetal 8
em 200 mL de tolueno. Em seguida, foram adicionados a mistura reacional 3,1 g (46,2 mmol)
de imidazol, 12,1 g (46,2 mmol) de trifenilfosfina e 11,7 g (46,2 mmol) de iodo. A reacdo
foi deixada sob agitagdo magnética e refluxo por 48 horas, sendo acompanhada por CCD
usando-se o como eluente hexano/acetato de etila 9:1. Apds verificar o término da reagdo,
todo o tolueno foi evaporado sob pressdo reduzida. Ao residuo foi adicionada uma solucio
aquosa de bissulfito de sodio e foi feita uma extragdo com diclorometano (3 x 100 mL). As
fases orgénicas recolhidas foram secas com sulfato de sédio anidro e evaporadas sob pressdo
reduzida obtendo-se um 6leo amarelado. O produto bruto foi purificado por CCS utilizando-se
como eluente a mistura hexano/acetato de etila 9:1, fornecendo 11,0 g (30 mmol) do produto

11 (rend. 78%).

(6]
L
0 C2H; 051
43
11

6 O/
> W 370.0 g/mol

o 6]

b
RMN 'H (300MHz, CDCls): 1,47, 1,59, 1,60 e 1,67 (4s, 12H, 4 CH3); 3,44-3,48 (d, 1H, Jip.1a
=10,7Hz, Hyp); 3,64-3,68 (d, 1H, Ji.1p =10,7Hz, H,); 3,89-4,06 (2dd, 2H, Jsep = 1,1, Js g, =
1,8 € Joasb = Jobsa = 13,0Hz, Hey € Hep); 4,35 (dd, 1H, Jse = 1,1, Js4 = 7.9Hz, Hs); 4,44 (d,
1H, J34 = 2,7Hz, H3); 4,71 (dd, 1H, J43 = 2,7 e J45= 7,9Hz, Hy).

RMN "C (75MHz, CDCls): 10,8 (C-1); 24,3-26,6 (4 CHs); 62,1 (C-6); 70,7 (C-5); 70,8 (C-
4);70,9 (C-3); 100,3 (C-2); 108,5 e 109,3 (Cquatemirio)-
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IV: (v, KRS-5): 2989, 2936, 1249, 1216, 1068 cm™.

Caracteristica de 11: 6leo

3.2.1.7. 2,3,4-Tri-O-acetil-6-cloro-6-desoxi-o-D-glicopiranosideo de metila 12
Neste item serd descrita a caracterizacdo do 2,3,4-tri-O-acetil-6-cloro-6-desoxi-o-D-
glicopiranosideo de metila 12 utilizado na reacdo de acoplamento com o 2-

mercaptobenzotiazol. Tal composto foi preparado por Machado.*

5 —O C13HCl0g

AcO-NS 1 338,5 g/mol

OCH;4
12

RMN 'H (300MHz, CDCly): 1,96, 2,01 e 2,03 (3s, 9H, OCOCHs); 3,39 (s, 3H, OCH3); 3,54
(dd, 1H, Jevs = 6,5 € Jepea = 12,0Hz, Hep); 3,61 (dd, 1H, Jeus = 2.8 € Joaeo = 12,0Hz, Hg,); 4,00
(m, 1H, Hs); 4,84 (dd, 1H, J,,, = 3,8 e Jo3 = 9,.9Hz, H,); 4,94 (d, 1H, J;, = 3,8Hz, H,); 5,00 (,
1H, Ju3=Jas=9,3Hz, Hy); 5,45 (dd, 1H, J34=9,3 e J3, = 9,9Hz, H3).

RMN "°C (75MHz, CDCls): 20,8 (3 COCHs3); 43,5 (C-6); 55,7 (OCHs); 68,8 (C-4); 70,0 (C-
2); 70,1 (C-5); 70,8 (C-3); 96,7 (C-1); 169,7 e 170,1 (3 C=0).

IV: (v, KBr): 2956, 2837, 1743, 1060 ¢ 1037 cm™.

FF: 94-96 °C; Lit.* 92-93 °C.

3.2.1.8. 6-0-(4-Toluenossulfonil)-a-D-glicopiranosideo de metila 13

A uma solucdo de 5,8 g (30 mmol) de o-D-glicopiranosideo de metila em piridina
anidra (30 mL) foi adicionado lentamente, a 0°C, 7,6 g (40 mmol) de cloreto de p-
toluenossulfonila.*' A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por 24 horas a temperatura
de 0-5°C e acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila/metanol 9:1). Tendo verificado o
término da reacdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo bruto obtido foi
purificado por CCS (eluente acetato de etila/metanol). O sélido obtido foi recristalizado
utilizando-se a mistura de solventes acetato de etila/éter etilico, sendo obtidos 3,5 g (10,1

mmol) do produto 13 (rend. 34%).
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C14H5008S
348,0 g/mol

OCH,

13

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 2,41 (s, 3H, ArCHs); 3,29 (s, 3H, OCH3); 3,39 (t, 1H, Jys5=J43 =
9,4 Hz, Hy); 3,48 (dd, 1H, J,; = 3,7 e Jo3 = 9,.9Hz, Hy); 3,69 (t, 1H, J34 = J»3 = 9,2Hz, Hy);
3,70-3,74 (m, 1H, Hs); 4,21-4,31 (m, 2H, He, e Hep); 4,64 (d, 1H, J,, = 3,8Hz, H)); 7,31-7,33
(d, 1H, J3 »=Js ¢= 8,1Hz, H-3" ¢ H-5"); 7,76-7,79 (d, 1H, J, 3=Js 5= 8,1Hz, H-2" ¢ H-6").
RMN "*C (75MHz, CDCls): 21,8 (ArCH3); 55,5 (OCHs); 69,5 (C-4); 69,6 (C-6); 69,8 (C-2);
71,9 (C-5); 74,1 (C-3); 96,6 (C-1); 128,2 (C-2" e C-6"); 130,1 (C-3" e C-57); 132,9 (C-
4%); 145,2 (C-1°).

IV: (v, KBr): 3370, 2918, 1355, 1170, 1056 cm™.

FF: 121-123 °C; Lit.* 122-124 °C.

3.2.1.8. 6-0O-Metanossulfonil-a-D-glicopiranosideo de metila 14

A uma solucdo de 2,5 g (13 mmol) de o-D-glicopiranosideo de metila em 10,0 mL de
piridina, foi adicionado lentamente, a 0°C, 1,0 mL (13 mmol) de cloreto de
metanossulfonila.*' A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por
24 horas, sendo acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila /metanol 9:1). Durante a
evolugcdo da reacdo foram adicionados mais duas vezes 0,25 equivalentes (0,25 mL; 3,25
mmol) de cloreto de metanossulfonila. Apds o consumo de grande parte do material de
partida, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado por
CCS (eluente acetato de etila /metanol). Foram obtidos 1,4 g (5,2 mmol) do produto mesilado
14 (rend. 40%). Esta reacao forneceu uma mistura de outros isdmeros mono e dimesilados, os

quais ndo foram isolados.

0S0,CHj

CgH,c05S
272,0 g/mol
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RMN 'H (300MHz, Acetona d-6): 2,07 (s, 3H, OH); 3,11 (s, 3H, SO,CHs); 3,39 (m, 5H, Hj,
H, e OCHj3); 3,65 (t, 1H, Ja3 = Ja5=9,2Hz, Hy); 3,71-3,77 (m, 1H, Hs); 4,39 (dd, 1H, Jeps =
5,5 e Jebga = 11,0Hz, Hep); 4,50 (dd, 1H, Jeu5 = 1,9 € Joao = 11,0Hz, Hg,); 4,67 (d, 1H, J; =
3,8Hz, H)).

RMN "°C (75MHz, Acetona d-6): 37,3 (SO,CH3); 55,6 (OCH3); 70,6 (C-4); 70,8 (C-2); 71,0
(C-6); 73,3 (C-5); 74,9 (C-3); 101,0 (C-1).

IV: (v, KBr): 3529, 3017, 2921, 2846, 1339, 1056 cm™".

FF: 98-101 °C; Lit.” 99-101 °C

3.2.1.9. 1’,2’:3’ ,4’-Di-O-isopropilideno-6’-desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzotiazoil )-0-D-
galactopiranose 15

Foram adicionados 0,45 g de 2-mercaptobenzotiazol e 0,11 g de hidreto de sédio em
3,0 mL de DMF anidra. Essa mistura foi deixada sob agitacdo magnética por 10 minutos a
temperatura ambiente e o sal sédico assim formado foi adicionado a uma solugéo de 1,0 g (2,7
mmol) do iodeto de galactose 7 em 3,0 mL de DMF. A mistura reacional foi deixada sob
agitacdo magnética 2 120°C.*® A reacdo foi acompanhada por placa cromatogrifica (CCD)
usando-se como eluente hexano/acetato de etila 8:2 e como reveladores I, UV e solucdo de
dcido sulfirico. Apds 24 horas foi feita uma extracdo utilizando-se éter etilico/dgua. A fase
organica foi seca usando-se sulfato de s6dio anidro, e em seguida, evaporada a secura sob
pressdo reduzida. O produto bruto obtido, um 6leo amarelado, foi purificado por coluna
cromatogréfica utilizando-se como eluente a mistura de solventes hexano/acetato de etila 8:2
sendo obtidos 0,93 g (2,3 mmol) do produto 15 (rend. 85%).

Quantidades adicionais do produto 15 foram obtidas usando-se este mesmo

procedimento (2,0 g, 70%).

C1oH)3NOsS,
409,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCls): 1,27, 1,29, 1,34 e 1,41 (4s, 12H, 4 CHs); 3,47-3,49 (dd, 2H,
Joas = 6,8 € Joagv= 13,5, Heae Hgv); 4,24 (dd, 1H, J 5 = 2.4 € Jo-1-= 5,0Hz, Hy'); 4,28 (m,
1H, Hs); 4,37 (dd, 1H, Jys5 = 1,7 e Jy3= 7.9Hz, Hy); 4,58 (dd, 1H, Jyo = 24 € Jyu4 =
7.9Hz, Hy); 5,49 (d, 1H, Jy-» = 5,0Hz, Hy»); 7,17 (ddd, 1H, Jo5 = 1,1, J76 = 7.3 J75 = 8,0Hz,
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Hy); 7,33 (ddd, 1H, Jsg = 1,3, Jo7 = 7.1, Jos = 7,3Hz, He); 7,64 (ddd, 1H, Jg5 = 0,6 Jss = 1,3,
Js7 = 8,0Hz, Hg); 7,76 (ddd, 1H, Jsg = 0,6, Js7 = 1,3, Js s = 8,0Hz, Hs).

RMN "*C (75MHz, CDCl3): 24,0-26,5 (4 CH3); 41,3 (C-6’); 61,2 (C-2"); 70,4 (C-3"); 70,8 (C-
4%); 72,7 (C-5"); 102,6 (C-17); 108,9 e 109,3 (Cquaernrio); 121,1 e 121,4 (C-5 ¢ C-8); 124,3 ¢
126,0 (C-6 e C-7); 136,0 (C-9); 153,0 (C-4); 167,0 (C-2).

IV: (v, KRS-5): 3061, 2985, 2936, 1068 cm ™.

[o] ® =-72,4 (¢ 1,0; CH,Cly).

Caracteristica de 15: oleo

3.2.1.10. 1’-Desoxi-1’-S-(2-mercaptobenzotiazoil)-2’,3’:4’,5’-di-O-isopropilideno-f3-
D-frutopiranose 17

Foi adicionado 0,77 g (4,6 mmol) de 2-mercaptobenzotiazol e 0,18 g (4,6 mmol) de
hidreto de s6édio em 3,0 mL de DMF anidra. Essa mistura foi deixada sob agitacdo por 10
minutos a temperatura ambiente e o sal sddico assim formado foi adicionado a uma solugdo
de 0,85 g (2,3 mmol) do iodeto de frutose 11 em 5,0 mL. de DMF. A mistura reacional foi
deixada sob agitacdo magnética a 120°C* e foi acompanhada por CCD, usando-se eluente
hexano/acetato de etila 8:2 e como reveladores I, UV e solucdo de 4cido sulfiirico. Apds 48
horas foi feita uma extra¢do usando-se acetato de etila/dgua. A fase orgénica foi seca e
evaporada sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado por coluna cromatografica
usando-se como eluente a mistura hexano/acetato de etila. Foram obtidos 0,75 g (1,84 mmol)
do composto 17 (rend. 80%).

Quantidades adicionais do produto (1,0 g; 75%) foram obtidas usando-se o mesmo

procedimento.

O 3 5

| 5 N6
d 4
6 ; } \I/S_<S 9 7
5/ 4O §) |~ 8 C1oH,3NOsS,
0 ¥
o)
% 17

RMN 'H (300MHz, DMSO d-6): 1,35, 1,41, 1,44 e 1,55 (4s, 12H, 4 CH3); 3,78-3,98 (m, 4H,
He'o, How, Hiwe Hivp); 4,26 (dd, 1H, Js- g0 = 2,5 e Js 4= 7,8Hz, Hs"); 4,39 (d, 1H, J3 4 = 2,5Hz,
Hs); 4,63 (dd, 1H, Jy 53 = 2,5 e Jy 5= 7,8Hz, Hy); 7,23 (ddd, 1H, J75 = 1,3, J76 = 7.0, J75 =
7.9Hz, Hy); 7,35 (ddd, 1H, Jes = 1,3, Jo7 = 7,0, Jo5s = 7.9Hz, He); 7,68 (ddd, 1H, Js5=0,7, Js6
= 1,3, Js7 = 8,0Hz, Hy); 7,76 (ddd, 1H, Js5 = 0,7, Js7 = 1,3, Js¢ = 8,0Hz, Hs).

409,1 g/mol
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RMN "*C (75MHz, DMSO d-6): 24,0-26,5 (4 CHs); 41,5 (C-17); 61,9 (C-6’); 70,6 (C-4") e
(C-5"); 72,9 (C-3"); 102,8 (C-2"); 109,5 (cquatemirio); 121,3 (C-8); 121,7 (C-5); 124,4 (C-7);
126,2 (C-6); 135,8 (C-9); 153,3 (C-4); 167,4 (C-2).

IV: (v, KRS-5): 3062, 2988, 2935, 1067, 992 cm™.

[o] ®=-7,1 (¢ 2,0; CH,Cl, ).

Caracterisrica de 17: 6leo

3.2.1.11. 6’-Desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzotiazoil )-a-D-glicopiranosideo de metila 19

Foram adicionados 0,50 g (2,9 mmol) de 2-mercaptobenzotiazol e 0,95 g (2,9 mmol)
de hidreto de sédio em 4,0 mL de DMF anidra. Essa mistura reacional foi deixada sob
agitacdo por 10 minutos a temperatura ambiente e o sal sédico formado foi adicionado a uma
solugdo de 0,55 g (2,4 mmol) do mesilato 14 em 5,0 mL de DMFE.* A reacdo foi
acompanhada por CCD usando-se como eluente diclorometano/metanol 9:1 e como
reveladores I, UV e solugdo de acido sulfirico. Ap6s 48 horas sob agitagdo magnética a
120°C, foi feita uma extracdo usando-se diclorometano/dgua. A fase orgéinica foi seca e
evaporada sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado por CCS usando como
eluente a mistura hexano/acetato de etila 9:1. Foram obtidos 0,57 g (1,7 mmol) do composto

19 (rend. 70%).
3,5
L NN 6
sX ] :|
6 Sl 978 ’
5_—0,
HO >

HO-NZ

C14H7NOsS,
343,0 g/mol

OH
OCH;4

19

RMN 'H (300MHz, CDCls): 3,34 (dd, 1H, Js4 = 8,9 e Jy» = 9,5Hz, Hz); 3,42 (s, 3H,
OCH3); 3,49 (dd, 1H, J, ;-=33 e Jy3 = 9.6, Hy); 3,54 (m, 1H, Hs); 3,68 (t, 1H, Jy 3 = Jy 5
=9,1Hz, Hy); 3,86-3,97 (m, 2H, He4 e Hey); 4,69 (d, 1H, J;-»= 3,6Hz, Hy"); 7,34-7,46 (2t,
2H,J =79, Hs e Hy); 7,86 (dd, 2H, J = 7,7, J = 8,0Hz, Hse Hy).

RMN "*C (75MHz, CDCls): 36,9 (C-6); 55,8 (OCH3); 71,8 (C-4’) 73,6 (C-2’); 74,8 (C-5");
75,0 (C-3"); 101,4 (C-1); 122,1 (C-5); 122,4 (C-8); 125,9 (C-6); 1275 (C-7); 136,3 (C-9);
154,2 (C-4); 169,9 (C-2).

IV: (v, KBr): 3471, 2917, 2944, 1426, 1046 cm.

[o] © =+ 98,3 (c 1,0; MeOH)

FF: 106-108 °C.
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3.2.1.12. 2°,3’,4’-Tri-O-acetil-6’-desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzotiazoil )-0i-D-
glicopiranosideo de metila 21

Foram adicionados 0,12 g (0,7 mmol) de 2-mercaptobenzotiazol e 0,03 g (0,7 mmol)
de hidreto de sédio em 3,0 mL de DMF anidra. Essa mistura foi deixada sob agitagdo por 10
minutos a temperatura ambiente e o sal s6dico formado foi adicionado a uma solucdo de 0,20
g (0,6 mmol) do cloreto 12 em 3,0 mL de DMF.*® A reacdo foi acompanhada por (CCD)
usando-se como eluente hexano/acetato de etila 8:2 e como reveladores I, UV e solucdo de
dcido sulfirico. Apds 24 horas sob agitacio magnética a 120°C foi feita uma extragdo
utilizando-se éter etilico/dgua. A fase orgénica foi seca utilizando-se sulfato de sédio anidro e
evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna cromatografica
utilizando-se como eluente a mistura de solvente hexano/éter etilico 8:2, fornecendo 0,26 g

(0,55 mmol) do produto 21 (rend. 92%).

N
6

CoH23NO3S,
469,0 g/mol

OCH;4

21

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 2,14, 2,19 e 2,24 (3s, 3H, COCHs); 3,52 (s, 3H, OCH3); 3,64
(dd, 1H, Jebs = 8,0 e Jobea = 14,0Hz, Hep); 3,93 (dd, 1H, Jeas = 2,9 € Joasp = 14,0Hz,
Hea); 4,28 (m, 1H, Hs); 5,03 (dd, 1H, J» ;- =3,6 ¢ J»3 = 9,5Hz, Hy); 5,08 (d, 1H, Jy- »=
3,6Hz, Hy); 5,21 (t, 1H, Jo 3 =9,3 e Jo 5 =9,8Hz, Hy'); 5,65 (t, 1H, J3 2> =9,5 e J3 4 =9,3Hz,
Hs); 7,39-7,44 (m, 1H, J75= 1,3, J;6 =73 e J;3 = 7,9Hz, Hy); 7,50-7,56 (m, 1H, Jeg= 1,3,
Jo7 =13 e Jos = 1,3Hz, He); 7,85-7,88 (dl, 2H, Js7 = 7,9Hz, Hg); 7,92-7,95 (dl, 2H, Js¢=
8,2Hz, Hs).
RMN "°C (75MHz, CDCl5): 20,7-20,8 (COCH3), 34,3 (C-6"); 55,4 (OCH3); 68,1 (C-4") 70,8
(C-2%); 71,6 (C-5"); 76,8 (C-37); 96,5 (C-1"); 121,1 (C-5); 121,4 (C-8); 124,4 (C-6); 126,1 (C-
7); 135,2 (C-9); 152,9 (C-4); 165,9 (C-2); 169,9-170,1 (3 C=0).
IV: (v, KBr): 3062, 2951, 2846, 1752, 1100 cm™.
HRMS (ES+, m/z): calculada: 492.0757 (M+Na-+).

encontrada: 492.0768 (M+Na-+).
FF: 125-127 °C.
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Tabela 3.1. Dados de analise elementar de 15 e 19.

Composto % C % H % N
Teérico | Experim. | Teérico | Experim. | Teérico | Experim.
15 55,72 55,99 5,66 5,97 3,42 3,25
19 48,96 47,65 4,99 4,77 4,08 4,08

3.2.1.13. 1’,2’:3,4’-Di-O-isopropilideno-6’-desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzimidazoil )-
o-D-galactopiranose 16

Foram adicionados 0,53 g (3,5 mmol) de 2-mercaptobenzimidazol e 0,14 g (3,5 mmol)
de hidreto de sédio em 5,0 mL. de DMF anidra. Essa mistura foi deixada sob agitacio por 10
minutos a temperatura ambiente e o sal sédico formado foi adicionado a uma solugido de 1,0 g
(2,9 mmol) do iodeto de galactose 7 em 3,0 mL de DME.*® A reacdo foi acompanhada por
(CCD) usando-se como eluente hexano/acetato de etila 6:4 e como reveladores I, UV e
solugdo de 4cido sulftrico. Apds 60 horas sob agitagcdo magnética a 120°C foi feita uma
extracdo utilizando-se acetato de etila/dgua. A fase orgénica foi seca usando-se sulfato de
sodio anidro e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna
cromatogréfica utilizando-se como eluente a mistura de solvente hexano/acetato de etila 6:4

sendo obtidos 0,75 g (1,9 mmol) do produto 16 (rend. 71%).

1 8

N7
S 6
/ 3N7g

5 C9H,4N,05S

392,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 1,26, 1,31, 1,38 € 1,56 (4s, 12H, 4 CHs); 3,45 (dd, 1H, Jeas ou
Jovs = 8,0 € Joagn = 14,0Hz, He'y 0u Hep); 3,55 (dd, 1H, Jous ou Jobs = 5.5 € Jobea =
14,0Hz, Hg ou Hev); 4,22 (m, 1H, Hs); 4,34 (dd, 1H, Jo3 =24 e Jy ;= 5,0e Hz, Hy); 4,42
dd, 1H, Jy5=1,7 e Jy 3 = 8,0Hz e, Hy); 4,65 (dd, 1H, J3» = 2,4 € Jy4 = 8,0Hz, Hy); 5,56
(d, 1H, Jy- 2= 5,0Hz, H,"); 7,16-7,22 (m, 2H, Hg e Hy); 7,49-7,54 (m, 2H, H e Hy).

RMN C (75MHz, CDCls): 24,5-26,2 (4 CHz); 32,9 (C-6'); 67,5 (C-2") 70,7 (C-3"); 70,9 (C-
4); 71,8 (C-5"); 96,8 (C-1); 121,1 (C-5); 109.3 € 109,7 (Cquatemario); 114,3 (C-5 ¢ C-8); 122,7
(C-6 e C-7); 138,9 (C-4 € C-9); 150,0 (C-2).

IV: (v, KBr): 3600-3200, 3066, 2935, 2904, 1070 cm’".
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[ p=-71,9 (c 1,1; CH,Cl, )
FF: 90-93 °C.

3.2.1.14. 1’-Desoxi-1’-S-(2-mercaptobenzimidazoil)-2’,3’:4’,5’-di-O-isopropilideno-
B-D-frutopiranose 18

Foram adicionados 0,40 g (3,3 mmol) de 2-mercaptobenzimidazol 3 e 0,11 g (3,3
mmol) de hidreto de sédio em 3 mL de DMF anidra. Essa mistura foi deixada sob agitacdo
por 10 minutos a temperatura ambiente e o sal sédico formado foi adicionado a uma solugio
de 1,2 g (3,3 mmol) do iodeto de frutose 12 em 5,0 mL de DMF.* A reacdo foi acompanhada
por (CCD) usando-se como eluente hexano/acetato de etila 7:3 e como reveladores I, UV e
solugdo de 4cido sulftrico. Apds 96 horas sob agitacdo magnética em refluxo a 120°C foi feita
uma extragdo utilizando-se acetato de etila/dgua. A fase organica foi seca usando-se sulfato de
sodio anidro e evaporada sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna
cromatogréfica utilizando-se como eluente a mistura de solvente hexano/acetato de etila 7:3,
fornecendo 0,69 g (1,8 mmol) do produto 18 (rend. 55%).

Quantidades adicionais do produto (0,8 g 40-50%) foram obtidas usando-se 0 mesmo

procedimento.

fﬂy
b0
>< .

N

6 CyHpN,05S

1
N2

5—2(
N7
H
3 408,1 g/mol

8

RMN 'H (400MHz, CDCl3): 1,38, 1,40, 1,45 ¢ 1,56 (4s, 12H, 4 CHs); 3,46-3,67 (2d, 2H,
Jrarv=Jrpra= 14,8Hz, Hipe Hyvp); 3,94-4,06 (2dd, 2H, Jgos = 2,5, Jov.s < 1,0Hz e Jga60=
Jovea=13,0Hz, Heae Hep); 4,31 (dd, 1H, Js ga=2.4 ¢ Js 4 = 7.9Hz, Hy); 4,33 (d, 1H, J3 4 =
2,5Hz, Hy); 4,67 (dd, 1H, Jy 3 = 2,4 e Jy 5 = 7,.9Hz, Hy); 7,16-7,21 (m, 2H, Hg e Hy); 7,47-
7,51 (m, 2H, Hs e Hg).

RMN C (100MHz, CDCl3): 19,0-21,4 (4 CH3); 36,7 (C-1°), 56,4 (C-6’); 65,0 (C-5"); 65,3
(C-4); 67,7 (C-3); 97,1 (C-2); 109,5 (Cyustemirio); 104,1 (C-5 e C-8); 117,2 (C-6 e C-7);
134,0 (C-4 e C-9); 145,5 (C-2).

IV: (v, KRS-5): 3052, 2987, 2937, 1067 cm .

Caracteristica de 18: dleo.
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3.2.1.15. 6’-Desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzimidazoil)-o-D-glicopiranosideo de metila
20

Foram adicionados 0,50 g (3,3 mmol) de 2-mercaptobenzimidazol 3 e 0,10 g (3,3
mmol) de hidreto de s6dio em 3 mL de DMF anidra. Apds agitacdo por 10 minutos a
temperatura ambiente o sal sédico assim formado foi adicionado a uma solucgao de 0,72 g (2,6
mmol) do mesilato 14 em 4 mL de DMF.*® A mistura reacional foi deixada sob agitacio
magnética a 110°C e acompanhada por CCD usando-se como eluente acetato de etila/metanol
9:1 e como reveladores I, UV e solucdo de 4cido sulftirico. Apds 48 horas, o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado por coluna cromatografica
utilizando-se como eluente a mistura de solventes acetato de etila/metanol 9,5:0,5. Foram
obtidos 0,40 g (1,2 mmol) do produto 20 (rend. 47%).

Quantidades adicionais do produto foram obtidas através da repeti¢do da reacdo sob as

mesmas condi¢des (0,5 g; rend 40%).

C14HgNyO5S
326,0 g/mol

OCH,

RMN 'H (300MHz, D-,0): 3,20 (sl, 4H, Hy e OCHs); 3,24-3,35 (t, 1H, Jy 5 = Jy 3 = 9,5 Hz,
Hev); 3,41-3,45 (dd, 1H, J> 1> = 3,7 e J» 3 = 9,6Hz, Hy'); 3,51-3,60 (m, 2H, Hs e He,); 3,74
(m, 1H, Hy"); 4,74 (d, 1H, J,-» = 3,6Hz, H;"); 7,06-7,10 (m, 2H, Hs e Hy); 7,28-7,31 (m, 2H,
Hs e Hy).
RMN "°C (75MHz, D,0): 36,3 (C-6"); 57,5 (OCH3); 72,7 (C-4); 73,8 (C-2"); 74,8 (C-3°);
75,3 (C-57); 101,8 (C-17); 116,3 (C-5 e C-8); 124,2 (C-6 e C-7); 140, 6 (C-4 e C-9); 153,1 (C-
2).
IV: (v, KBr): 3381-3000, 2929, 2838, 1440, 1408, 1049 cm".
[a] = +38,6 (c 1,1; MeOH)
FF: 106-108 °C.
HRMS (ES+, m/z): calculada: 349,0834 (M+Na)®.

encontrada: 349,0822 (M+Na)".
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Tabela 3.2. Dados de analise elementar de 16.

Composto

% C

% H

% N

Tedrico

Experim.

Teorico

Experim.

Tedrico

Experim.

16

58,15

58,35

6,16

5,90

7,14

7,24

3.2.1.16. Metodologia Geral para a sintese dos compostos poliidroxilados 22, 23 e 24.

As solucdes dos derivados protegidos 15, 16 ou 17 (1,0 mmol) em 5 mL de

tetraidrofurano foram adicionados lentamente 2 mL de wuma solugdo de 4cido
trifluoracético/agua destilada 9:1 v/v. As misturas dos compostos 15 e 16 permaneceram sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 96 horas, enquanto a mistura do composto 17
foi mantida sob agitacdo a 60° C por 12 horas. As reagdes foram acompanhadas por CCD
usando-se como eluente as misturas de solventes hexano/acetato de etila 8:2 e
diclorometano/metanol 9:1. Apds o término das reagdes o solvente foi evaporado a secura e o
residuo foi purificado por coluna cromatogrifica (eluente: diclorometano/metanol). Os

compostos obtidos e seus respectivos rendimentos estdo dispostos na tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Rendimentos das reacdes de desprotecao.

Composto poliidroxilado Rendimento
22 81%
23 84%
24 79%

6’-Desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzotiazoil)-D-galactopiranose 22

5

3
4
N 6
on s :©7
6( $79

& o 8
Ho NS\
3 20

OH
22

C13HsNOsS,
329,0 g/mol

RMN 'H (300MHz, DMSO d-6): 3,10-3,65 (m, 18H, Hy, Hy, Hy, Hs, Hg, e Hep, (0L + B) €
OH); 4,19 (d, 1H, Jy-p» = 6,8Hz, H:B); 4,89 (d, 1H, Jy-q» = 2,8Hz, Hy); 7,31-7,39 (m, 4H, J
=7,0eJ="7,4Hz, Heo, Heg, H7o.€ H7p); 7,76-7,93 (m, 4H, J=2,0 e J =7,7Hz, Hs e Hy).
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RMN "*C (75MHz, DMSO d-6): 43,6 € 43,8 (C-6’a e C-6'B); 79,8 e 81,3 (C-5’at e B); 78,0
(C-4ove B); 78,7 € 79,1 (C-2’at e B); 82,2 e 82,8 (C-3’acve P); 102,5 (C-1"ax); 107.2 (C-1°B);
130,7 e 131,4 (C-5 e C-8); 134,1 e 136,0 (C-6 € C-7); 144, 2 (C-9); 162,3 (C-4); 176,6 (C-2).
IV: (v, KBr): 3347, 2935, 2852, 1456, 1427, 1067, 1003 cm’".

FF: 185-189 °C.

6’-Desoxi-6’-S-(2-mercaptobenzimidazoil)-D-galactopiranose 23

8

Z—

RMN 'H (300MHz, CD;0D): 2,0 (s, 8H, OH); 3,24-4,17 (m, 12H, Hy, Hy, Hy, Hs, Hg, ©
Hep (00 + B); 4,87 (sl, 1H, Hyp); 5,12 (d, 1H, Jyo 2 = 3,0, Hpo); 7,10-7,13 (m, 4H, Heq, Hep,
Hiq e Hyp); 7,38-7,41 (m, 4H, Heo, Hep, Hrg € Hap).

RMN "°C (75MHz, CD;0D): 36,1 (C-6’o. e C-6’B); 79,8 ¢ 81,3 (C-5’av e B); 78,0 (C-4’ o e B);
78, 7€ 79,1 (C-2’ave B); 82,2 ¢ 82,8 (C-3’ave B); 102,5 (C-1"ar); 107,2 (C-1°B); 130,7 e 131,4
(C-5¢ C-8); 134,1 e 136,0 (C-6 ¢ C-7); 142, 0 (C-4 e C-9); 150,8 (C-2).

IV: (v, CsI): 3600-3200, 2929, 2852, 1441, 1390, 1100 cm™.

Caracteristica de 23: oleo

1’-Desoxi-1’-§-(2-mercaptobenzotiazoil)-D-frutopiranose 24

Ci3H sNOsS,
329,0 g/mol

RMN 'H (300MHz, CD;0D): 3,23-3,96 (m, 14H, Hyup, Hivp, Hyp, Hyp, Hsp, Heap € Hevp):
4,87 (1H, Hyp); 7,28-7,39 (m, 2H, Hep e Hyp); 7,73-7,80 (m, 2H, Hsp e Hgp).

RMN "*C (75MHz, CD;OD): 43,6 ¢ 43,8 (C-6’a. e C-6’B); 79,8 ¢ 81,3 (C-5’ax e B); 78,0 (C-
4aeP); 78,7 e 79,1 (C2ae P); 822e 82,8 (C-3ae B); 102,5 (C-1"o); 107,2 (C-1'B);
130,7 ¢ 131,4 (C-5 e C-8); 134,1 e 136,0 (C-6 e C-7); 144, 2 (C-9); 162,3 (C-4); 176,6 (C-2).
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IV: (v, CsI): 3663, 2922, 2852, 1100 cm™.

Caracteristica de 24: 6leo.

Tabela 3.4. Dados de analise elementar de 22.

Composto % C % H % N
Teérico |Experim. |Teérico |Experim. | Teérico |Experim.
22 . H)O 44,94 45,75 4,93 3,89 4,03 4,16

3.2.2. Metodologia geral para a sintese dos compostos derivados da isoniazida 26 a

38.

A uma solug@o de isoniazida (4,2 mmol, 1,5 equiv.) em 20 mL de metanol & 60°C

foram adicionados 2,8 mmol dos respectivos carboidratos (Tabela 3.5). A mistura reacional

foi mantida sob agitag@o a 60 °C por 24h. Os sélidos formados foram filtrados e lavados com

metanol a quente e a seguir recristalizados com uma mistura de metanol/dgua para fornecer os

compostos 26, 27, 28, 32, 33, 35, 36 e 38. Para os compostos 29, 30, 31, 34 e 37 o residuo

N

obtido & partir da evaporacdo do solvente foi purificado por cromatografia usando como

eluente uma mistura de acetato de etila/metano

152

Tabela 3.5. Rendimentos do compostos 26 a 38

Composto Rendimento
26 73%
27 63%
28 75%
29 65%
30 30%
31 22%
32 51%
33 50%
34 50%
35 37%
36 67%
37 63%
38 20%

184



3.2.2.1. 1-(1’-B-D-Glicopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina’* 26

3" 2"
/ \ . CHiN3Og

4" 299,1 g/mol

26

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,29-3,42 (m, 3H, Hy, Hs, Hy); 3,47-3,53 (t, 1H, J =87 ¢ J =
9,7Hz, Hs); 3,63-3,71 (dd, 1H, Jsp5= 5,6 € Jepea= 12,8Hz, Hey); 3,83-3,87 (dl, 1H, Jsaeb =
12,8Hz, Hg,); 4,16-4,19 (d, 1H, Jy» = 8,9Hz, H}»); 7,62-7,65 (dl, 2H, J = 6,2Hz, Hy» e Hs»);
8,60-8,62 (dl, 2H, J = 5,3Hz, Hy~ ¢ He»).
RMN “C (75MHz, D,0) § 62,8 (C-6"); 71,5 (C-4); 72,7 (C-2"); 78,2 (C-5"); 78,8 (C-3’);
91,7 (C-1°); 123,7 (C-3", C-5""); 142,6 (C-4""); 152,4 (C-2", C-6"); 169,9 (C=0).
IV (v, KBr): 3483, 2929, 2884, 1664, 1548, 1100 e 1024 cm™";
HRMS (ES+, m/z): calculada: 322,1010 (M+Na-+).

encontrada: 322,1021(M+Na-+).
FF: 162-163 °C; Lit.:** 160 °C.

3.2.2.2. 1-(1’-B-D-Galactopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina®* 27

OHon
p

o
/ \Nl" C2H7N304

299,1 g/mol

27

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,54-3,89 (m, 6H, Hy, Hy Hy, Hs, Hg, e Hgy); 4,11-4,14 (d, 1H,
Ji 2 =88, Hy); 7,62-7,64 (dl, 2H, J= 6,2Hz, H3» e Hs»); 8,58-8,60 (dl, 2H, J = 5,3Hz, Hy» e
He»).
RMN "°C (75MHz, D,0) § 61,5 (C-6); 68,5 (C-4"); 68,9 (C-3")"; 73,4 (C-2")"; 76,3 (C-5");
91,7 (C-1"); 123,7 (C-3", C-577); 142,6 (C-4""); 152,4 (C-2°, C-6""); 169.,9 (C=0).
IV (v, KBr): 3420, 2936, 2856, 1658, 1552, 1104 ¢ 1041 cm™.
HRMS (ES+, m/z): calculada: 322,1010 (M+Na+).

encontrada: 322,1021(M+Na-+).
FF: 163-166°C; Lit.:"** 156°C.

* . .~ . ., .
atribui¢Oes intercambidveis
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3.2.23.1-(1 ’—[3—D—Lactosil)—2—isonicotinoil—hidrazina5 228

[0}

S g
! p CygHp7N30y
\]31 " N1 461,1 g/mol

H 4

5" 6"

28

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,45-4,03 (m, 12H, Hy, Hs, Hy, Hs, Hs o, Hev, Ha, Hs Hy, Hs, Hg,
e Hep); 4,30-4,33 (d, 1H, Jy'»» = 9,0Hz, Hy"); 4,48-4,50 (d, 1H, J,, = 7,5Hz, H,); 7,74-7,76 (d,
2H, J3» > = Js» o= 5,5Hz, H3> e Hs); 8,72-8,60 (d, 2H, J»» 3> = Jo 5> = 5,2Hz, Hy» e He>).
RMN "°C (75MHz, D,0) § 61,1 (C-6"); 61,9 (C-6); 69,5 (C-4); 71,5 (C-2°); 71,9 (C-2); 73,5
(C-3); 75,9 (C-5’); 76,3 (C-5); 76,8 (C-3°); 79,3 (C-4’); 92,4 (C-17); 105,7 (C-1); 124,6 (C-
37, C-5); 143,5 (C-4"); 152,4 (C-2”", C-6""); 170,9 (C=0).
IV (v, KBr): 3528-3109, 2914, 2871, 1661, 1567 ¢ 1029 cm’';
HRMS (ES+, m/z): calculada: 484,1646 (M+Na-+).

encontrada: 484, 1535(M+Na-+).
FF: 212-213°C, Lit.:*** 204°C.

3.2.2.4. 1-(1’-B-D-Manopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 29

o
/ \N I C1oH7N304

299,1 g/mol

29

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,54-3,61 (t, 1H, Jy 3= 9,3Hz, Hy); 3,66-3,75 (m, 2H, J3 4= 93 e
Js gv=7,0Hz, Hy, Ho); 3,93-3,96 (m, 1H, Hg-o); 4,14 (dd, 1H, Hy J5-5 3,4 and I, ;- < 1,0Hz);
441 (d, 1H, H; T » <1,0Hz); 7,69 (m, 2H, Hy e Hs-); 8,67 (m, 2H, Hy- e H-).

RMN C (75MHz, D,0): 61,4 (C-6"); 67,3 (C-4), 69,9 (C-2"); 73,6 (C-3); 77,4 (C-5’); 87,6
(C-1"); 122,0 (C-3"*, C-5°"); 141,0 (C-4>); 149,6 (C-2", C-6""); 167,9 (C=0).

IV (v, CsI): 3480, 2930, 2884, 1664, 1548 e 1100 cm™".

Caracteristica de 29: oleo

3.2.2.5. 1-(1’-B-D-2’-Acetamido-2’-desoxi-glicopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 30
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C14H50N,4O4

" 340,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, D,0): 2,03 (CHs), 3,32 (NH); 3,42-3,44 (m, 2H, Hy, Hg); 3,51-3,61 (m,
1H, Hs); 3,71-3,76 (dd, 1H, Jops= 4,4, Joasr= 11,0Hz, Hev); 3,86-3,93 (m, 2H, J = 9,6Hz,
Hy e Hy); 4,33 (d, 1H, Jyp= 9,6Hz , Hy); 7,65 (d, 2H, J3 5 = Js- g = 5,4Hz, Hy, Hs);
8,64 (sl, 2H, Hy, He-).

RMN C (75MHz, D,0): 22,2 (CHs); 52,1 (C-2"); 60,7 (C-6"); 69,8 (C-4’); 74,7 (C-3’); 77,0
(C-5°); 88,3 (C-17); 122,0 (C-3", C-5"); 141,2 (C-4”); 149,2-149,3 (C-2", C-6"); 1673
(C=0); 174,6 (C=O acetil).

IV (v, CsI): 3463, 3322, 3077, 2922, 1628, 1554 e 1048cm’’

Caracteristica de 30: oleo

3.2.2.6.  (1’-0/B-D-2’-Acetamido-2’-desoxi-manopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 31

(mistura o + )

Ci4H0N4Og

356,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, D,0): 2,00-2,06 (CHs), 3,30-4,47 (11H, Hy, Hy Hy Hs., Hga He), 4,45
(d, 1H, Hy J;-» < 1.0Hz), 7,65 (m, 3H, J3- 2~ = Js+ ¢ = 4,6Hz Hs, Hs), 8,64 (m, 3H, Jo- 3~ =
Jos5+ = 4,6Hz Hy, Hg).

RMN C (75MHz, D,0): 22,2 (CH3), 52,2 (C-2’0), 52,3 (C-2’B), 60,5 (C-6’av), 60,9 (C-6'B),
67,1 (C-4’ae C-4'B), 69,7 (C-3°a), 70,2 (C-3’B); 72,7 (C-5°B), 73,2 (C-5’av); 80,3 (C-1"0);
87,3 (C-1’B), 121,9-122,1 (C-3, C-5°"), 140,9 (C-4""), 149,6 (C-2”, C-6""), 168,0 e 168,1
(C=0), 174,7 e 175,7 (C=O0 acetil).

IR (Cs) 3393, 2935, 1660, 1551 e 1067cm’.

Caracteristica de 31: dOleo.
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3.2.2.7. 1-(1’-B-L-Ramnopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina®® 32

Cy3HzN305

299.1 g/mol

32

RMN 'H (300MHz, D,0): 1,26 (d, 3H, Js cu3 = 5,5Hz, CH3); 3,31-3,39 (m, 2H, Hy, Hs),
3,56 (dd, 1H, J3 »» =3,3 e J3» 4 = 9,0Hz, Hs), 4,08 (d, 1H, J» 3=3,3Hz, H») 4,36 (sl, 1H, H;’)
7,65-7,68 (d, 2H, J3- 2> =Js» 6> = 6,3Hz, H3> e Hs»), 8,66-8,64 (d, 2H, J>» 3 =Je 5> = 6,6Hz,
Hy- e He»).

RMN "C (75MHz, D,0): 16,9 (CH3), 69,9 (C-5"), 72,3 (C-3"), 73,3-73,4 (C-2’ e C-4’), 87,4
(C-1°), 121,8-121,9 (C-3”’, C-5""), 140,8 (C-4""), 149,6 (C-2*, C-6""), 167,4 (C=0).

IV (v, KBr): 3480, 3240, 2915, 2862, 1634, 1552 ¢ 1074 cm™".

Andlise elementar: encontrada C 50,47; H 5,78; N 14,25; C;2H;7N30s5 calculada C 50,88; H
6,05; N 14,83.

FF: 187-188 °C.

3.2.2.8. 1-(1’-B-L-Fucopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina”™ 33

Ci2H7N305

283,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, D,0): 1,20-1,25 (CHs); 3,54 (dd, 1H, Jo; = 9,0 e Jo.3 = 9,6Hz, Hy);
3,69 (dd, 1H, Jy4 = 3,3 e Jy» = 9,6Hz Hy); 3,76-3,81 (m, 2H, Hy, Hs); 4,15 (d, 1H, Jy - =
9,0Hz, Hy); 7,68 (d, 2H, J3 2+ = Js ¢+ = 6,3Hz, H~ € Hs); 8,65 (d, 2H Jo 3+ = Jo- 5 = 6,7Hz,
Hy e H).

RMN C (75MHz, D,0): 15,1 (CHs isopr.), 67,6 (C-2"); 71,0 (C-5"); 71,4 (C-3’); 72,9 (C-
4'); 89,5 (C-17); 121,2-121,3 (C-3"*, C-57); 140,1 (C-4’"); 149,0 (C-2", C-6"); 167,3 (C=0).
IR (v, KBr): 3419, 3285, 3089, 2998, 2888, 1621, 1550, 1078 ¢ 1041cm’".

% JUPAC-IUBMB Carbohydrate Nomenclature, Carbohydr. Res. 1997, 297, 1.
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HRMS (ES+, m/z): calculada: 306,1066 (M+Na-+).
encontrada: 306,1072 (M+Na-+).
Analise elementar: encontrada C 50,69; H 6,12; N 15,12; C,H;7N305 calculada C 50,88; H
6,05; N 14,83.
FF: 170-171 °C.

3.2.2.9. 1-(1’-L-Ribosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 34 (Mistura de isdmeros)

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,59-4,18 (m, 12H, Hy, Hy Hy Hs, Hsy); 4,42 (d, 1H, Hy Jpop =
8,6Hz); 7,62-7,83 (m, 4H, Hs-, Hs-); 8,64-8,68 (m, 4H, H»», He).

RMN "C (75MHz, D,0): 60,8-72,8 (C-2’, C-3°, C-4’, C-5°, C-6); 82,4-93,8 (C-1"); 121,1
(C-3, C-5); 139,6 (C-4), 148,8 (C-2, C-6); 153,1 (HC=N forma aciclica); 167,2 (C=0).

IR (CsI): 3376, 2926, 1669, 1551, 1065 e 1048 cm™.

Caracteristica de 34: dleo.

A andlise de RMN de 34 mostrou uma mistura complexa de produtos derivados da L-ribose,

, 1 . s 1: ~ 1 e
sendo as formas aciclica e o-piranosidica de conformagao 'C4 majoritarias.

3.2.2.10. 1-(1’-L-Arabinosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 35 (Mistura de isdmeros)

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,59-4,01 (m, 12H, Hy, Hy, Hy Hs, Hsy), 4,08 (d, 1H Jp-op =
8,3Hz, Hy°),7,63 (m, 4H, Hs>, Hs~), 8,64 (m, 4H, H,~, He»).

RMN "°C (75MHz, D,0): 61,4-77,9 (C-2’, C-3’, C-4’, C-5"), 82,5-94,2 (C-1), 122,0 (C-3"",
C-57), 140,7(C-4"’), 149,7 (C-2"’, C-6""), 155,1 (HC=N), 167,5 (C=0).

IV (v, KBr): 3490, 3066, 2943, 1664, 1644, 1553, 1091 ¢ 1044 cm™".

FF: 154-157 °C.

A andlise de RMN de 35 mostrou uma mistura complexa de produtos derivados da L-
arabinose (forma aciclica e forma B piranosidica de conformagdo ‘C;)’® em propor¢des

desiguais.

3.2.2.11. 1-(1’-D-Arabinosil)-2-isonicotinoil-hydrazina 36

RMN 1H (300MHZ, DzO)Z 3,59—4,63 (m, 12H, Hl’, Hz’, H3’, H4’, HS’a, HS’b) 7,62—7,83 (m, 4H,
Hs-, Hs), 8,64-8,68 (m, 4H, H,~, Hg>).
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RMN *C (75MHz, D,0): 61,3-77,9 (C-2’, C-3°, C-4’, C-5°), 82,4-94.2 (C-17), 122,7-122,4
(C-37,C-5), 140,4-140,8 (C-4""), 149,7 (C-2”’, C-6""), 155,3 (HC=N forma aciclica), 167,5-
167,9 (C=0).

IV (v, KBr): 3488, 3217, 3071, 2943, 1664, 1644, 1555, 1090 e 1043 cm.

FF: 165-170 °C.

A andlise de RMN de 36 mostrou uma mistura complexa de produtos derivados da D-
arabinose (forma aciclica e formas o e § piranosidicas de conformagio 'Cy)” em proporgoes

desiguais.

3.2.2.12. 1-(I’-a-L-Xilopiranosil)-2-isonicotinoil-hidrazina 37

C12H 9N305
285,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, D,0): 3,09-3,23 (m, 2H, J» 3= 8,9, Js 5:e=11,0Hz, Hy. Hs), 3,29-3,35
(dd, 1H, J3 5= 8,9 e J3 4= 8,7Hz, Hy'), 3,46-3,49 (m, 1H, Hy), 3,76-3,81 (dd, 1H, J5.4= 5.3,
Jsasp= 11,0Hz, Hsy), 4,00-4,03 (d, 1H, J;-» = 8,8Hz, Hy), 7,53 (m, 2H, Hy-, Hs+), 8,51 (m,
2H, H,-, Hg).

RMN ">C (75MHz, D,0): 66,7 (C-5’), 69,4 (C-4), 70,9 (C-2’), 76,6 (C-3"), 90,8 (C-1"),
122,0 (C-3", C-57"), 140,9 (C-4"), 149,7 (C-2*, C-6"), 168,1 (C=O0).

IV (v, CsI): 3388, 2924, 2855, 1667, 1553 € 1048 cm’".

Caracteristica de 37: dleo.

3.2.2.13. 1’,2’-O-Isopropilideno-a-D-xilo-pentodialdo-1°,4’ -furanose

O aldeido precursor do composto foi preparado em trés etapas a partir da D—glicose.100

100 a) Schaffer, R.; Isbell, H. S.; J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 3864 b) b) Iwadare, K.; Bull. Chem. Soc. Jpn. 1941, 16, 40 c)
Monrad, R. N; Madsen R.; J. Org. Chem. 2007, 72, 9782.
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CgH;,05

188,1g/mol
2214 1,2°-O-Isopropilideno-o.-D-xilo-pentodialdo-1’,4’ -furanose- 1-isonicotinoil -
hidrazona 38.
(0} C14H17N;05
) 307,1 g/mol
(6}

RMN 'H (300MHz, D,0): 1,26-1,58 (2s, 6H, 2 CHs); 4,52-4,96 (m, 3H, Hy, Hy, Hy); 6,17
(d, 1H, Jy-»=3,6Hz, Hy>); 7,78 (m, 3H, Hs», Hs> e Hs); 8,72 (m, 2H, Hy, He).
RMN "°C (75MHz, D,0): 25,0-25,6 (CHz); 75,6 (C-3"), 80,0 (C-2’); 84,6 (C-4"); 104.8 (C-
1°); 113,1 (Cguaternario); 122,0 (C-377, C-5%); 140,2 (C-47"); 149,6 (C-2°, C-6""); 150,0
(CH=NH).
IV (v, KBr): 3449, 3255, 2989, 2937, 1660, 1548, 1074 ¢ 1016 cm™".
HRMS (ES+, m/z): calculada: 330,1646 (M+Na+).

encontrada: 330,1068 (M+Na+).
Analise elementar: encontrada C 41,61; H 5,48; N 10,84; C14H7N305 calculada C 42,31; H
6,85; N 10,57 (38 5 H,0).
FF: 157-160 °C.

3.2.3. Metodologia Geral para a sintese dos compostos derivados da etionamida 44 a

A uma solucdo de etionamida (1,0 mmol) em 3 mL do solvente apropriado foram
adicionados 5,0 mmol, (5 equiv.) dos respectivos amino alcoois (Tabela 3.6). A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo a 80-100 °C por 24h quando a CCD mostrou o consumo do
material de partida. Ao bruto reacional foram adicionados 5 mL de dgua destilada e SmL de

diclorometano. A mistura foi extraida e as fases organicas recolhidas foram lavadas com uma

191



solucdo saturada de NaHCOs;. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o
solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado por coluna
cromatografica (CH2C12/MeOH).61

Tabela 3.6. Derivados da etionamida e rendimentos.

Produto Amino 4lcool Solvente Rendimento

42 NH,(CH,),OH DMF -

43 NH,CH(CH3),CH,OH DMF -

44 NH,(CH,);0H DMF 40%

45 NH,(CH,)sOH DMF 32%

46 NH,(CH,)sOH DMF 28%

47 NH,(CH,),OH DMF 60%

48 NH,CH(CH3),CH,OH DMF 20%

48 NH,CH(CH3),CH,OH DMSO <20%
48 NH,CH(CH3),CH,OH EtOH 39%

3.2.3.1. 2-Etil-4-[carbotioamida-N-(3-hidroxipropil)]-piridina 44

ZT

CHigN,OS
HO
224,0 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 1,23-1,28 (t, 3H, Js 7, = Js.7vb = 7,7Hz, CH3); 1,94-2,02 (m, 2H,
CHa, Hipa € Higp,); 2,76-2,84 (dd, 2H, J7.8 = Jivs = 7,8, J7a7 = 15,3Hz, CH,, H7, € Hyp); 3,88-
3,98 (m, 4H, CH,;N e CH,0, Ho, e Ho, € Hy1a € Hy1p); 7,35-7,37 (d, 1H, Js6= 5,0Hz, Hs); 7,51
(s, 1H, H»); 8,41-8,43 (d, 1H, Js5 =5,0Hz, He); 9,30 (sl, NH).
RMN "*C (75MHz, CDCls): 13,9 (CHs); 29,7 (CHa, C-10); 31,3 (CHy, C-7); 46,5 (CH;N);
61,9 (CH,0) 117,8 (C-3); 119,8 (C-5); 148,3 (C-4, C-6); 164,3 (C-2); 196,1 (C=S).
IV (v, CsI): 3194, 2925, 2872, 1604, 1553 ¢ 817 cm’".
HRMS (ES+, m/z): calculada: 225,0983 (M+H)".

encontrada: 225,1053 (M+H)".
FF: 104-105 °C.
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3.2.3.2. 2-Etil-[4-carbotioamida-N-(4-hidroxibutil) ]-piridina 45

ZT

CoHigN,08

HO 5 238,0 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCLy): 1,21-1,25 (t, 3H, Js7a = Js75 = 7,7Hz, CHz); 1,74-1,82 (m, 2H,
CH,, Higa e Hiop); 1,90-1,94 (m, 2H, CHa, Hy1q € Hypp); 2,64-2,72 (dd, 2H, J7u5 = Joos = 7.8 €
Jram = 15,3Hz, CH,, Hyg e Hay ); 3,74-3,79 (m, 4H, CHoN e CH,0, Ho, e Hop € Hize € Hinp):
7,27-7,28 (d, 1H, Jse= 5,0Hz, Hs), 7,50 (s, 1H, Hs); 8,08-8,10 (d, 1H, Jo5 =5,0Hz, Hy); 10,08
(sl, NH).

RMN C (75MHz, CDCl3): 13,8 (CHa); 25,1-29,9 (2 CHy); 31,3 (CHa); 47,3 (CH,N); 61,7
(CH,O); 118,2 (C-3); 120,3 (C-5); 148,6-150,1 (C-4, C-6); 163,7 (C-2); 195,8 (C=S).

IV (v, CsI): 3206, 2922, 2852, 1602, 1544 € 816 cm’.

Caracteristica de 47: 6leo.

3.2.3.3. 2-etil-[4-carbotioamida N-(5-hidroxipentil)]-piridina 46

Zz

C,3HyN,08
HO
252,0 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 1,25-1,30 (t, 3H, Js 74 = Js75 = 7,7Hz, CH3); 1,43-1,61 (m, 4H,
CH,); 1,77-1,82 (m, 2H, CH,); 2,76-2,83 (dd, 2H, J7,5 = J7ps = 7.8 € J7.7o = 15,3Hz, CH,, H7,
e Hyp); 3,64-3,67 (m, 2H, CH,N, Ho, e Hoy); 3,77-3,83 (q, 2H, Ji3.120 = Ji3.126 = 6,9 € J130130 =
12,5Hz, CH,0, H3, e Hisp); 7,28-7,30 (d, 1H, Js = 5,0Hz, Hs); 7,53 (s, 1H, Hs); 8,40-8,42 (d,
1H, Jo5s =5,0Hz, Hg); 8,60 (sl, NH).

RMN "*C (75MHz, CDCls): 13,3 (CH3); 26,3-31,8 (3 CH,); 46,9 (CH,N); 62,4 (CH,0); 118,0
(C-3); 119,7 (C-5); 149,3-149,5 (C-4, C-6); 163,3 (C-2); 197,0 (C=S).

IV (CsI) 3225, 2930, 2852, 1601, 1551 e 814cm’™;

HRMS (ES+, m/z): calculada: 253,1296 (M+H)"; encontrada: 253,1369 (M+H)".

193



Caracteristica de 46: Oleo.

3.2.3.4. 2-Etil-4-(2’,3’-diidro-oxazol-5’)-piridina 47

CyoHN,O

s~ 3 176,1 g/mol

RMN 'H (300MHz, CDCls): 1,24-1,30 (t, 3H, Js 7. = Js7 = 7,8Hz, CH3); 2,78-2,86 (dd, 2H,
Jras=Jw= 7.8, Jrao = 15,3Hz, CH,, Hy, e Hyp); 3,99-4,06 (t, 2H, Jo 3= 9,6Hz, CH,oN, Hype
Hyv); 4,37-4,43 (t, 2H, J3 = 9,6Hz, CH,0, Hy, e Hs); 7,51-7,53 (d, 1H, Jse= 5,0Hz, Hs);
7,61 (s, 1H, H3), 8,54-8,56 (d, 1H, Js 5= 5,0, H).
RMN "°C (75MHz, CDCl3): 13,7 (CHs, C-8); 31,3 (C-7); 55,0 (C-2"); 67,9 (C-3"); 119,2 (C-
3); 120,3 (C-5); 135,4 (C-4); 149,6 (C-6); 163,3 (C-2); 164,2 (C-5", O-C=N).
IV (v, Cs): 3404, 2970, 2877, 1652, 1602, 1555 ¢ 820 cm™*
HRMS (ES+, m/z): calculada: 177,0950 (M+H)".

encontrada: 177,1028 (M+H)".

Caracteristica de 47: dleo.

3.2.3.5. 2-Etil-4-(2’,3’-diidro-2’,2’-dimetil-oxazol-5’)-piridina 48

RMN 'H (300MHz, CDCl3): 1,24-1,31 (t, 3H, Jg7a = Js.7o = 7,7Hz, CH3); 1,34 (s, 6H, CH3);
2,82-2,89 (dd, 2H, J7a8= J7s= 7,8, J7a,76= 15,3Hz, CHy, H7, e Hy, ); 4,12 (s, 2H, CH,0, Hzpe
Hsv); 7,55-7,56 (d, 1H, Js = 5,0Hz, Hs); 7,66 (s, 1H, Hs); 8,58-8,59 (d, 1H, Js 5 =5,0Hz, Hg),
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RMN "*C (75MHz, CDCls): 14,0 (CH3, C-8); 27,4 (2 CH; C-6" ¢ C-7°); 31,5 (C-7); 68,1 (C-
27); 79,3 (C-3"); 119,4 (C-3); 120,5 (C-5); 135,9 (C-4); 149,8 (C-6); 160,9 (C-2); 164.,4 (C-5,
0-C=N),

IV (v, CsD): 3438, 2969, 2895, 1652, 1602, 1556 ¢ 848 cm™.

Caracteristica de 48: 6leo.

3.2.3.6. 2-Etil-4-ciano-piridina 49

CgHgN,
132,1 g/mol

RMN 'H (300 MHz, CDCL3): 1,31-1,36 (t, 3H, Js7a = Js = 7,7Hz, CH3), 2,86-2,94 (q, 2H, J
= 7,7Hz, CH,, Hy, e Hyy), 7,35-7,37 (d, 1H, Jse = 5,0 Hz, Hs), 7,53 (s, 1H, Hs), 8,70-8,72 (d,
1H, Jo s = 5,0Hz, Hy).

RMN “C (75 MHz, CDCls): 13,4 (CH3), 31,2 (CHy), 116,8 (CN), 122,3-122,4 (C-3, C-5),
150,1 (C-4, C-6), 165,1 (C-2).

IV (v, CsI): 3057, 2937, 2878, 2236, 1594, 1550 e 842 cm™".

3.3. Preparacdo dos compostos do capitulo 2

3.3.1. Estudos visando a sintese da alloenduracididina

3.3.1.1. (2R)-2-N-(terc-Butoxicarbonil Jaminopent-4-enoato de etila 74
O composto (2R)-2-N-(terc-butoxicarbonil)aminopent-4-enoato de etila 74 foi obtido
por separagdo enzimatica a partir do N-(Boc)-alilglicinato de etila racémico utilizando-se a o

quiomiotripsina, como foi descrito na se¢do 2.3 do capitulo 2.%
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3

7 CiHyNO,

O
\/ 243.30 g/mol

6

(0]

O)J\N

H

74

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 1,29 (t, 3H, Jg; = 7,1Hz, CHs); 1,44 (s, 9H, (CHs)s; 2,42-2,61
(m, 2H, H3, e H3p); 4,08-4,26 (m, 2H, Hg, € Hep); 4,31-4,41 (m, 1H, Hy); 5,06 (d, 1H, Jxpn2 =
8,4Hz, NH); 5,09-5,17 (m, 2H, Hs,, Hsp); 5,70 (ddt, 1H, J= 17,0, J = 9,8, J = 7,2Hz, Hy,).
RMN °C (75 MHz, CDCls): 14,4 (C-7, CHs); 28,4 (CH3)s; 37,0 (C-3); 53,0 (C-2); 61,5 (C-6);
80,0 (C(CHz)s3); 119,2 (C-5); 132,5 (C-4); 153,4 (NC=0); 172,2 (COO).

MS (ES+, m/z): calculada: 266.1 (M+Na®).
encontrada: 266.1 (M+Na®).

2

3.3.1.2. (2R)-2-N-(terc-Butoxicarbonil)Jaminopent-4-en-1-ol 108

5,2 g (21,3 mmol) de (R)-74 foram dissolvidos sob atmosfera de argdnio em 20 mL de
THF. A mistura foram adicionados, a 0°C, 1,22 g (32,0 mmol) de LiAlIH4. Apds agitacdo da
mistura reacional a 0°C por 15 minutos e a temperatura ambiente durante 1h, foram
adicionados a reag¢do 5 mL de uma solu¢do de NaOH 1 mol/L. A agita¢do foi prolongada por
1h %, o meio reacional foi filtrado sob celite usando acetato de etila como eluente e
evaporado a seco. O bruto obtido foi purificado por cromatografia flash (heptano/acetato de

etila 6:4) fornecendo 4,3 g (99%) do composto 108 sob a forma de um 6leo claro.

5

(o] 3
C1oH gNO;3

2 oH
o N 201,14 g/mol
H 1

108

RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 1,43 (s, 9H, (CHs)3); 2,18-2,36 (m, 2H, Hs, e Hzp); 3,07 (d, 1H,
Iz = 8,4Hz, NH); 3,54-3,66 (m, 3H, Hi,, Hip, e H»); 4,83-4,86 (d, 1H, J = 3,0Hz, OH);
5,08-5,15 (m, 2H, Hs, e Hsp); 5,73-5,79 (m, 1H, Hy).
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RMN "*C (75 MHz, CDCls): 28,4 (CH3)3; 35,9 (C-3); 52,1 (C-2); 64,9 (C-1); 79,7 (C(CHa)3);
117,9 (C-5); 134,2 (C-4); 156,4 (NC=0).
IV (v, film): 3342, 2930, 1681, 1365 ¢ 1164 cm™.
MS (ES+, m/z) : calculada: 224,1(M+Na®).
encontrada: 224,1 (M+Na").

3.3.1.3. (2R)-2-Alil-3’-N-(terc-butoxicarbonil)-2’,2’-dimetil-oxazolidina 109

2,44 g (12,1 mmol) de (R)-108 foram dissolvidos sob atomosfera de argdnio em 20
mL de acetona previamente destilada. Em seguida, foram adicionados a solucdo 7,5 mL (60,6
mmol) de 2,2-dimetéxi-propano e 76,8 UL (0,05 equiv.) de BF;OEt,. A mistura reacional foi
agitada a temperatura ambiente por 24h e, em seguida, evaporada a seco. O residuo foi
extraido com acetato de etila/H,O. As fases organicas recolhidas foram secas com sulfato de
s6dio anidro e o bruto obtido foi purificado por cromatografia flash utilizando-se como

eluente a mistura heptano/acetato de etila 8:2. Foram obtidos 1,83 g (64%) do produto 109

sob a forma de um 6leo claro.

C13Hp3NO;

241,17 g/mol

RMN 'H (300 MHz, CDCl3, Rotameros): 1,46-1,59 (sl, 15H, (CHs)3); (CH3),); 2,25-2,55 (m,
2H, Hs, e Hyp); 3,76-3,94 (m, 3H, Hy,, H;, e Hy); 5,06-5,10 (m, 2H, Hs, e Hsp); 5,73 (m, 1H,
Hy).
RMN "°C (75 MHz, CDCl3): 23,4-27,6 (CHs)y; 28,6 (CHs)3; 37,6 e 38,2 (C-3); 57,0 (C-2);
66,2 e 66,4 (C-1); 79,6 ¢ 80,2 (C-(CHs)3); 93,5 e 94,0 (C-(CH3),); 1178 (C-5); 134,8 (C-4);
151,9 e 152,3 (NC=0).
IV (v, film) : 2977, 2934, 1692, 1384, 1363 ¢ 1189 cm™.
MS (ES+, m/z) : calculada: 296,1 (M+Na+) + MeOH.

encontrada : 296,1 (M+Na+) + MeOH.

3.3.1.4. (2R)-3’-N-(terc-Butoxicarbonil)-2-(4,5-oxiranil)-2’,2’-dimetil-oxazolidina 124
100 mg (0,4 mmol) da olefina 109 foram dissolvidos, sob atmosfera de argonio, em 2

mL de diclorometano destilado. A solucdo foram adicionados 69,6 mg (0,8 mmol) de
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NaHCOs; e a mistura foi agitada durante 10 minutos a temperatura ambiente. O meio reacional
foi resfriado a 0 °C seguido da adi¢do de 143 mg (0,62 mmol) de m-CPBA 70-75%. A reacdo
foi agitada durante 15 minutos a 0 °C e 4 h a temperatura ambiente, quando a CCD mostrou o
consumo total do material de partida. A mistura foi evaporada a seco e extraida com uma
solugdo saturada de Na;SO3; e CH,Cl,. O bruto obtido foi purificado por cromatografia flash
utilizando-se como eluente a mistura heptano/acetato de etila 9:1. Foram obtidos 31 mg (30%)

de 124 como uma mistura de diasteroisdmeros que ndo foram separados.

C3Hp3NO,
257,16 g/mol

RMN 'H (300 MHz, CDCl; Rotameros): 1,50-1,63 (sl, 16H, (CHs)3); (CHa),, Hz,); 1,88-2,03
(m, 1H, Hsyp); 2,47-2,53 (m, 1H, Hs,); 2,76-2,78 (m, 1H, Hs); 2,96-3,00 (m, 1H, Hy); 3,88-
4,03 (m, 3H, Hy,, H, e Hy).
RMN "C (75 MHz, CDCly): 23,1 e 24,5 (CH3); 27,8 e 27,5 (CH3); 28,5 (CH3)3; 36,3 e 36,4
(C-3); 46,4 e 46,6 (C-4); 50,3 (C-5); 55,7 e 56,0 (C-2); 67,1 e 67,4 (C-1); 79,8 e 80,2 (C-
(CHa)3); 93,0 (C-(CHs),); 151,9 e 152,3 (C=0).
IV (v, film): 2977, 2931, 1691, 1384, 1363, 1253, 1206, 1083, 855 cm™.
MS (ES+, m/z) : calculado: 280,1 (M+Na").

encontrado: 280,1 (M+Na").

3.3.1.5. (2R)-3’-N-(terc-Butoxicarbonil)-2-(4,5-diidroxipropil)-2’,2’-dimetil-oxazolidina 133
4,1 g (12,4 mmol) de Ks[Fe(CN)g] e 1,72 g (12,4 mmol) de K,CO; foram dissolvidos
em 5 mL de 4gua destilada. A mistura foram adicionados 3 mL de -BuOH, 20 mg do ligante
quiral diidroquinidinil ftalazina (DHQD),PHAL e, em seguida, 15,3 mg (41,4 umol) de
K,[OsO2(OH)4] . Esta mistura foi agitada durante 20 min. a temperatura ambiente, 0 meio
reacional foi resfriado & 0 °C e foi adicionado lentamente 1 g (4,1 mmol) da olefina 109 em 2
mL de -BuOH. Esta mistura foi mantida em agitacdo por 48 h a temperatura ambiente
(mudanga de coloragdo: marron-alaranjado para amarelo) quando a CCD (AcOEt/Hept 6:4)
mostrou o consumo do material de partida. Foram adicionados ao meio reacional 10 mL de

uma solugdo saturada de Na,SOs sendo a mistura agitada durante 1h e, em seguida, extraida
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exaustivamente com acetato de etila. O residuo obtido foi purificado por cromatografia flash
(AcOEt/Hept 8:2) uma primeira vez fornecendo a mistura dos diasteroisomeros desejados em
93% de rendimento.

Posteriormente, os diateroisdmeros foram separados por passagens repetidas da mistura por
coluna cromatogrifica (AcOEt/Hept) até a obtencdo de uma separacio satisfatéria dos

diasteroisomeros 133a e 133b.

C3H,5NO5

275,17 g/mol

Diasteroisdmero majoritario 133a (Rotameros)

[o]p**= + 9,9 (c=1,0, CHCl3)

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 1,50-1,55 (sl, 15H, (CH3)s, (CH3),); 1,55-1,59 e 1,65-1,74 (2m,
2H, H3, e Hap); 3,46-3,52 (dd, 1H, J = 7,5Hz, Hs,); 3,57-3,62 (dl, 1H, Hsy,); 3,65-3,69 (m, 2H,
Hia, e Ha); 3,99-4,04 (dd, 1H, J1,2 = 5.3 € J1a10=8,7Hz, Hyp); 4,21-4,27 (m, 1H, H,).

RMN C (75 MHz, CDCl5): 24,5 e 28,0 (CH3),; 28,5 (CHs)3; 39,1 (C-3); 54,2 (C-2); 66,6 (C-
1); 68,5 (C-5); 68,6 (C-4); 81,5 (C-(CHz)3); 94,0 (C-(CHz)»); 154,4 (C=0).

Diasteroisdmero minoritario 133b (Rotameros)
RMN 'H (300 MHz, CDCls): 1,46-1,50 (sl, 15H, (CH3)3); (CH3),); 1,58 ¢ 1,84 (2m, 2H, Hz, e
Hap); 3,50-3,52 (m, 1H, Hs,); 3,59 (sl, 2H, Hsp); 3,65-3,69 (m, 2H, H;, e Hy); 3,79-3,86 (m,
2H, Hyp); 4,10-4,24 (m, 1H, Hy).
RMN "C (75 MHz, CDCLy): 25,9 e 27,1 (CHs),; 28,5 (CHa)3; 35,5 (C-3); 50,3 € 50,5 (C-2);
65,3 € 65,5 (C-1); 66,8 (C-5); 69,4 (C-4); 81,4 (C-(CH3)3); 93,9 (C-(CHj3),); 156,5 (C=0).
IV (v, film) : 3403, 2933, 1692, 1665, 1446, 1375, 1101, 840, 768 cm™.
MS (ES+, m/z): calculado: 298,1 (M+Na").
encontrado: 298,1 (M+Na®).
CG/MS:
tR1 = 10,7 min — 46,4%.
tR2 =11,0 min — 53,6%.

3.3.1.6. (2R)-3’-N-(terc-Butoxicarbonil)-2-(4,5-bis(tosiloxi)propil)-2°,2’-dimetil-oxazolidina
143
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0,5 g (1,8 mmol) do diol 133a foram dissolvidos em 6 mL de diclorometano. A
solugd@o foram adicionados 1,1 g (9,0 mmol, 5 equiv.) de 4-dimetilamino piridina (DMAP) a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados a reag¢do 1,03 g (5,46 mmol, 3 equiv.)
de cloreto de tosila (TsCl) a 0 °C. A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por
4 h e evaporada a seco. O bruto reacional foi redissolvido em acetato de etila e extraido com
dgua e em seguida, com uma solucdo saturada de NaHCOj;. As fases organicas obtidas foram
secas com sulfato de sédio anidro e evaporadas a secura. O residuo obtido foi filtrado sob
”plog de silica” para fornecer 1,08 g (88%) do composto 143a sob a forma de um dleo

incolor.

CyoH37NOgS,
583,19 g/mol

Diasteroisdmero 143a (Rotameros)

[a]p>* = - 8,0 (c= 0,65, CHCLy)

RMN 'H (300 MHz, CDCls,): 1,42-1,45 (sl, 15H, (CHs)s, (CH3),); 1,91 (m, 2H, Hz, e Hap);
2,48 (sl, 6H, Ar-CHj3); 3,68-3,83 (m, 3H, Hi,, Hip, € H); 3,95-4,07 (m, 2H, Hs, e Hsy); 4,70-
4,80 (m, 1H, Ha); 7,33-7,35 (sl, 4H, 2Hs e 2Hs~); 7,71 (s, 4H, 2H,» e 2H¢»).

RMN "*C (75 MHz, CDCl3): 21,7 (Ar-CHs); 23,0-24,3 e 26,6-27,5 (CH3),; 28,4 (CHa)3; 34,7
e 35,9 (C-3); 55,3 e 55,7 (C-2); 67,6 ¢ 69,8 (C-1, C-5); 77,4 ¢ 77,9 (C-4); 80,1 e 80,5 (C-
(CHz)3); 93,1 € 93,5 (C-(CHz3)»); 128,0 (C-2"" e C-6""); 129,9 (C-3” e C-57"); 132,2-133,3(C-
1°°); 145,2 (C-4""); 152,1(C=0).

Diasteroisdmero 143b (Rotameros)

0,245 g (0,9 mmol) do diol 133b foram dissolvidos em 3 mL de diclorometano. A
solugdo foram adicionados 0,54 g (4,4 mmol, 5 equiv.) de DMAP a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados a reagdo 0,509 g (2,67 mmol, 3 equiv.) de TsCl a 0 °C. A mistura

reacional foi agitada a temperatura ambiente por 4 h e evaporada a seco. O residuo foi
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redissolvido em acetato de etila e extraido com dgua e em seguida, com uma solugdo saturada
de NaHCO:s;. As fases organicas obtidas foram secas com sulfato de sédio anidro e evaporadas
a secura. O residuo obtido foi filtrado sob “plog de silica” para fornecer 0,305 g (58 %) do

composto 143b sob a forma de um 6leo incolor.

[alp*=- 9,1 (c= 0,97, CHCI3)
RMN 'H (500 MHz, CDCls): 1,43-1,48 (sl, 15H, (CHs)s, (CH3)2): 1,96-2,06 (m, 2H, Hs, ¢
Hsy); 2,48 (sl, 6H, Ar-CHj); 3,65-3,67 (d, 1H, Ji,1v= 9,5Hz, Hy,); 3,88-3,91 (m, 2H, Hyp e
H,); 4,06-4,38 (m, 2H, Hs, e Hsp); 4,63 (m, 1H, Hy); 7,31-7,36 (sl, 4H, 2H3-- ¢ 2H5~); (sl, 4H,
2H,- e 2Hg).
RMN "*C (75 MHz, CDCL): 21,6 (Ar-CHs); 23,0-24,4 € 26,9-27,1 (CHs),; 28,5 (CHs)s; 34,7
e 35,7 (C-3); 53,7 (C-2); 67,6 e 67,7 ¢ 69,3 ¢ 69,9 (C-1, C-5); 77,4 ¢ 77,9 (C-4); 80,3 ¢ 80,6
(C-(CHa)3); 93,8 e 93,9 (C-(CHs),); 1279 e 128,1 (C-2 e C-6""); 129,9 (C-3 e C-57);
133,2-133,3 (C-1""); 145,1 e 145,2 (C-4"); 152,1 (C=0).
IV (v, film): 2977, 2933, 1692, 1365, 1175, 814, 666 cm™.
HRMS (ES+, m/z): calculado: 606,1807 (M+Na®).

encontrado: 606,1807 (M+Na").

3.3.1.7. (2R)-3’-N-(terc-Butiloxicarbonil)-2-(4,5-diazidopropil)-2’,2’-dimetil-oxazolidina 144

0,9 g (1,5 mmol) de 143a foram dissolvidos em 4 mL de DMF e, em seguida, foram
adicionados 0,30 g (4,7 mmol, 3 equiv.) de NaNs. O meio reacional foi aquecido a 100 °C sob
atmosfera de argdnio durante 1 noite quando a CCD (Hept/AcOEt 8:2) mostrou o consumo do
material de partida. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido
purificado por cromatografia flash (Hept/AcOEt 7:3) para fornecer 300 mg (60 %) de 144a

como um 6leo claro.

C13Hp3N705
325,19 g/mol

Diasteroisomero 144a (Rotameros)

[o]p** = - 32,8 (c=1,1, CHCl3)
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RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 1,42-1,53 (2sl, 15H, (CH3)s, CHs),; 1,66-1,83 (m, 2H, Hs, e
Hip); 3,37-3,48 (m, 3H, Hs,, Hsp e Hy); 3,72 (sl, 1H, Hy,); 3,92-4,13 (m, 2H, Hyp e Hy).

RMN "C (75 MHz, CDCls): 23,7-24,3 e 25,8-27,7 (CHs),; 28,4 (CH3)3; 35,4 (C-3); 53,8 (C-
2); 54,9-55,0 (C-5); 59,4 (C-4); 66,5-66,9 (C-1); 80,1 e 80,4 (C-(CH3)3); 93,5 e 93,8 (C-
(CH3),); 152,4 ¢ 152,3 (C=0).

Diasteroisomero 144b

0,275 g (1,5 mmol) de 143b foram dissolvidos em 1,5 mL. de DMF e, em seguida,
foram adicionados 0,091 g (1,4 mmol, 3 equiv.) de NaN3. O meio reacional foi aquecido a
100 °C sob atmosfera de argénio durante 1 noite quando a CCD (Hept/AcOEt 8:2) mostrou o
consumo do material de partida. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo
obtido purificado por cromatografia flash (Hept/AcOEt 7:3) para fornecer 102 mg (66 %) de

144b como um o6leo claro.

[a] p™* = 12,6 (c= 0,75, CHCl3)
RMN 'H (500 MHz, CDCls): 1,50-1,53 (2sl, 15H, (CH3)s, (CHs),; 1,67-1,92 (m, 2H, Hs, e
Hsp); 3,37-3,63 (m, 3H, Hs,, Hsy, € Hy); 3,84 (d, 1H, Ji.1b = 8,6Hz, Hy,); 4,01 (dd, 1H, Jipo =
5,3 € Jib1a = 8,6Hz, Hjp); 4,07 (m, 1H, Hy).
RMN "C (75 MHz, CDClL3): 24,4 e 27,7 (CHs),; 28,4 (CHs)s; 36,5 (C-3); 55,5 (C-2 e C-5);
60,4 (C-4); 67,8 (C-1); 80,1 e 80,5 (C-(CHs3)3); 93,4 (C-(CHj3),); 152,5 (C=0).
IV (v, film): 2977, 2099, 1691, 1365, 1255, 1170, 848, 769 cm™".
MS (ES+, m/z) : calculada: 348,1 (M+Na").

encontrada: 348,1 (M+Na").

3.3.1.8 (2R)-3-N-(terc-Butoxicarbonil)-2-(4,5-diaminopropil)-2’,2’-dimetiloxazolidina 145
0,29 g (0,9 mmol) da diazida 144a foram dissolvidos em 3 mL de etanol. A solucdo
foram adicionados 174 mg (0,60 mmol, 0,6 equiv.) de Pd/BaSO4. A mistura reacional foi
agitada por 48 h a temperatura ambiente sob atmosfera de hidrogénio quando a CCD
(Hept/AcOEt 8/2; CH,Cl/MeOH/NH4OH 7:3:0,1) mostrou o consumo do material de partida.
O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo filtrado em “plog de celite”
(lavagem com MeOH) para fornecer 0,22 g (93 %) do composto 145a sob a forma de um 6leo
claro que pdde ser utilizado sem posterior purificacio.
OBS: O residuo também foi purificado por cromatografia em silica (CH,Cl,/MeOH) onde

observou-se perdas de rendimento.
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C13Hy7N;05
273,21 g/mol

Diasteroisdmero 145a (Rotameros)
RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 1,39-1,58 (s, 17H, (CHs)s, (CHs),, Hs, e Hay); 2,39-2,44 (m,
1H, Hs,); 2,59-2,75 (m, 2H, Hs, e Ha); 3,67-3,70 (d, 1H, Jia1b = 8,7Hz, Hi,); 3,84-3,89 (dd,
1H, Jib2= 5.4 € Jib1a= 8,7Hz, Hyp); 3,98-4,05 (m, 1H, Hy).
RMN "C (75 MHz, CDCls): 23,1-27,7 (CHz),; 28,4 e 28,5 (CH3)3; 38,5 e 39,2 (C-3); 48,9 e
49,5 (C-5); 51,2 (C-4); 54,9 e 55,0 (C-2); 67,1 (C-1); 79,6 e 80,1 (C-(CHj3)3); 93,2 € 93,6 (C-
(CHs),); 151,5 e 152,0 (C=0).
IV (v, film): 3353, 2975, 2932, 1686, 1681, 1387, 1375, 1253, 1171, 841 cm™.
MS (ES+, m/z): calculada: 274,2 (M+H").

encontrada: 274,2 (M+H").

Diasteroisomero 145b

0,100 g (0,3 mmol) da diazida 144b foram dissolvidos em 1 mL de etanol. A solucdo
foram adicionados 60 mg (0,18 mmol, 0,6 equiv.) de Pd/BaSO4. A mistura reacional foi
agitada por 48 h a temperatura ambiente sob atmosfera de hidrogénio quando a CCD
(Hept/AcOEt 8/2; CH,Cl,/MeOH/NH4OH 7:3:0,1) mostrou o consumo do material de partida.
O solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo filtrado em “plog de celite”
(lavagem com MeOH) para fornecer 0,081 g (96 %) do composto 145b sob a forma de um
6leo claro que pdde ser utilizado sem posterior purificaco.

IV (film): 3359, 2977, 2933, 1682, 1386, 1366, 1249, 1170, 846 cm™

3.3.1.9. Bromidrato de (4’R)-3’-N-(terc-butoxicarbonil)-4’-[(2-amino-4,5-diidro-1H-
imidazol-4-il)-metil]-2’,2’ -dimetil-oxazolidina 141

0,20 g (0,73 mmol) da diamina 145a foram dissolvidos em uma mistura de
dgua/metanol 1:1 (3 mL), na qual a mistura reacional foram acrescentados 0,43 mL (8 equiv.)
de uma solucdo 3 mol/L de brometo de cianogénio em diclorometano (durante a adi¢do do
brometo de cianogénio, o pH da solucdo foi mantido entre 9-11 com uma solucdo de NaOH 1

N

mol/L). A mistura foi agitada & temperatura ambiente por 48 h quando a CCD (n-
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BuOH/H,0/AcOH 4:2:1) mostrou o consumo do material de partida. O volume da solugéo foi
reduzido a 1/3 do volume total e a solucdo aquosa foi passada por uma coluna strata-X 33um
Polymeric Reversed Phase, 200 mg/3mL, usando como eluente: H,O, H,O/MeOH 5%,
H,O/MeOH 10%, H,O/MeOH 20%, H,O/MeOH 30%, H,O/MeOH 40%, H,O/MeOH 50% e
enfim, MeOH 100%. As fra¢des contendo o produto desejado foram recuperadas e liofilizadas

por 24 h fornecendo 0,232g (84%) do produto 141a na forma de bromidrato.

5 Cy4HyN4O3Br

-HBr 378 1 ¢/mol

Diasteroisomero 141a (Rotameros)

[o] p°* = (c=- 5,0, MeOH)

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 1,47-1,55 (sl, 15H, (CHs)s, (CH3),); 1,87-2,02 (m, 2H, Hg,,
Hev); 3,39-3,47 (m, 1H, Hs,); 3,77-3,92 (m, 2H, Hs,, Hsp); 3,99-4,09 (sl, 3H, Hsy, Hy, Hy).
RMN "°C (125 MHz, CDCly): 24,3 27,9 (CHs),; 28,6 (CHs)s; 39,4 (C-6’); 48,6 (C-5); 53,2
(C-4)*; 54,2 (C-4°)*; 67,4 (C-5); 80,9 (C-(CH3)3); 93,9 (C-(CH3),); 152,3 (C=0); 159,8 (C-
2, C=N).

* atribui¢Oes intercambidveis

Diasteroisomero 141b

0,081 g (0,3 mmol) do bruto reacional 145b foram dissolvidos em uma mistura de
dgua/metanol 1:1 (1 mL), a qual mistura reacional foram acrescentados 170 UL (8 equiv.) de
uma solucdo 3 mol/L. de brometo de cianogénio em diclorometano. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente por 48 h quando a CCD (n-BuOH/H,O/AcOH 4:2:1) mostrou o
consumo do material de partida. O volume da solugado foi reduzido a 1/3 do volume total e a
solug@o aquosa foi passada por uma coluna strata-X 33um Polymeric Reversed Phase, 200
mg/3mL, usando como eluente: H,O, H,O/MeOH 5%, H,O/MeOH 10%, H,O/MeOH 20%,
H,0/MeOH 30%, H,O/MeOH 40%, H,O/MeOH 50% e enfim, MeOH 100%. As fracoes
contendo o produto desejado foram recuperadas e liofilizadas por 24 h fornecendo 0,064 g (73

%) do produto 141b na forma de bromidrato.
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RMN 'H (300 MHz, CDCls): 1,41-1,47 (sl, 15H, (CH3)3, (CH3),); 1,78-1,89 (m, 2H, Hg,,
Hev); 3,27-3,32 (dd, 1H, Js,4 = 6,5 e Jsus0= 9,4Hz, Hs,); 3,61-3,65 (d, 1H, Js, 51 = 8,4Hz,
Hs); 3,76-3,82 (t, 1H, Jsp5.= 9,4Hz , Hsp); 4,01-4,09 (m, 3H, Hsp, Ha', Hy).
RMN '3C (75 MHz, CDCls): 24,4-28,2 (CHa)y: 28,6 (CHa)s: 41,0 (C-6'): 48,8 (C-5): 53.4 (C-
4)*; 54,3 (C-4’)*; 68,1 (C-5); 81,3 (C-(CHj3)3); 94,1 (C-(CHas),); 153,5 (C=0); 159,6 (C-2,
C=N).
IV (v, film): 3292, 2979, 1680,1581, 1391, 1365, 1253, 1171, 843 cm™.
MS (ES+, m/z): calculado: 299,2 (M+H™).

encontrado: 299,2 (M+H").

* atribui¢Oes intercambidveis

3.3.1.10. Cloridrato de (2’R)-2’-amino-3’-(2-amino-4,5-diidro-1 H-imidazol-4-il)-propanol-1")
148a

50 mg (0,13 mmol) do bromidrato 141a foram dissolvidos em 1 mL de uma solucio
6mol/L. de HCl e a solucdo foi agitada por 2 h & temperatura ambiente. Apds esse periodo, o
solvente foi removido a secura sob pressdo reduzida forncendo 30 mg (98%) do cloridato

148a na forma de um solido branco.

ZT ~

2
4 />—NH2
3 N3 CeH sCILN,O
.2 HCI
oH 232,1 g/mol
\
NS 2

148a

RMN 'H (500 MHz, CD;0D/D,0): 1,97-2,03 (m, 2H, Hs e Hyv); 3,40-3.43 (dd, 1H, Jsas
=5,9 e Jsasp= 7.9 Hz, Hsy); 3,45 (m, 1H, Hy); 3,67 (dd, 1H, Jyva = 5.4 € Jyp1a= 12,0 Hz,
Hyv); 3,82 (dd, 1H, Jiaz= 3.4 € Jra1v=12,0 Hz, H-p); 3,91 (t, 1H, Jspu = 5.4 Hz, Hsp); 4,22-
4,28 (m, 1H, Hy).

RMN *C (125 MHz, CD;0D): 36,8 (C-3"); 50,5 (C-5); 52,1 (C-4); 54,2 (C-2’); 62,2 (C-1°);
161,8 (C-2, NH-C=N).

IV (v, film): 3172, 1683, 1537, 1402, 1364, 1252, 1164 cm’".

3.1.1.11. Cloridrato do acido (2’R)-2’-amino-3’-(2-amino-4,5-diidro-1H-imidazol-4-il)-
propidnico 150a

Procedimento “one pot”:
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0,086 g (0,2 mmol) do composto 141a foram dissolvidos em 3 mL de uma solucdo 6
mol/L de HCI. Apds 4h a temperatura ambiente, o solvente foi evaporado a secura e o sélido
branco obtido foi redissolvido em 2 mL de uma solugdo 1 mol/L de NaOH. A mistura foi
resfriada a 0°C e 3,7 equivalentes de (Boc),0, previamente solubilizados em 2 mL de
dioxano, foram adicionados a reagdo. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por uma
noite quando a CCD (CH,Cl,/MeOH 9:1) indicou a formagdo de uma mistura de produtos
mono, di e tri protegidos com o grupo Boc. Apdés a remogdo do solvente, a mistura foi
extraida com CH,Cl,/H>O. As fases orgénicas recolhidas foram evaporadas e o residuo obtido
foi redissolvido em uma mistura CCly/MeCN/H,0 (2:2:3). Foram adicionados 3 equivalentes
de NalO4 e 2 mol% de RuCl; a reacdo (coloragdo verde-amarronzado). Apds 6 horas a
temperatura ambiente, a mistura foi extraida com CH,Cl,/H,O e a fase orginica obtida foi
purificada por filtragdo em coluna de silica utilizando-se uma mistura de CH,Cl,/MeOH. As
fragdes recolhidas foram reunidas, evaporadas e submetidas a a¢do de uma solucdo 6 mol/L
de HCI. O procedimento “one pot” permitiu a obtencdo de 45 mg de uma mistura de 150a

(majoritario) + 148a em 62% de rendimento.

1
N
3 2
4 / NH,
3 N3 CeH14C1HN,0,
-2 HCl 2441 g/mol
S 1' _OH
Ny 2
(0]
150a

RMN 'H (500 MHz, D,0): 2,20-2,28 (m, 2H, Hs, e H3v); 3,45-3,47 (m, 1H, Hs,); 3,89-3,93
(m, 1H, Hsy); 4,05-4,08 (dd, 1H, J» 3:a=8,3 e J2» 3b= 5,5 Hz, Hy'); 4,33-4,39 (m, 1H, Hy).
RMN "“*C (125 MHz, D,0): 35,5 (C-3’); 48,2 (C-5); 51,9 (C-2’ e C-4); 169,9 (COOH).
MS (ES+, m/z): calculado: 173,1 (M+H™).

encontrado: 173,1(M+H").
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