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“Enquanto estiver vivo, sinta-se vivo.

Se sentir saudades do que fazia, volte a fazé-lo.

Né&o viva de fotografias amareladas...

Continue, quando todos esperam que desistas.

Né&o deixe que enferruje o ferro que existe em voce.
Faca com que em vez de pena, tenham respeito por voceé.
Quando ndo conseguir correr através dos anos, trote.
Quando ndo conseguir trotar, caminhe.

Quando ndo conseguir caminhar, use uma bengala.

Mas nunca se detenha."

Madre Teresa de Calcuta
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a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-
butildimetilsilil)oxi)-6-oxo-octan-3-il) O-etil carbonoditioato
(136) e do S-((7R)-1-((3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-
(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxotetradecahidropirrolo[1,2-
a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-
butildimetilsilil)oxi) -6-oxooctan-3-il) O-etil carbonoditioato
(137).

Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-(dietilamino)-2-
0x0-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3-((R)-7-
hidroxi-6-oxo-octil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-

a][1,4,7,10]tetra-azaciclo dodecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-145].

Analise retrossintética para a obtencéo do ciclotetrapeptideo
inédito (-)-146.

Sintese do (+)-(2S)-1-(metoxicarbonil)hex-4-enilcarbamato de
terc-butila [(+)-155].

Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-
1,4,7,10-tetra-oxotetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-
azaciclo dodecin-3-il]pentil etanotioato [(-)-147].

Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-
1,4,7,10-tetra-oxotetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-
azaciclo dodecin-3-il]pentanotiol [(-)-147].

89
91

92

93
94

95

96

97

99

100

XVii



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Ac

AIBN

Boc

Boc,0O

Bu

Bz

CCD

CCsS
CNRS/ UJF

conc.

d

0

A

DCC
DEPT 135

DHP
DIEA ou i-ProNEt
DLP
4-DMAP
DMF
DMSO
DNP
DTT
EDC

Et

F.M.

Fmoc

acetila

2,2’-azobis(2-metilpropionitrila)

terc-butoxicarbonila

dicarbonato de di-t-butila

butila

benzila

cromatografia em camada delgada

cromatografia em coluna de silica

Centre National de la Recherche Scientifique/ Universite Joseph
Fourrier

concentrado

dupleto

deslocamento quimico

aquecimento

N,N-diciclohexilcarbodiimida

intensificacdo sem distorcao por transferéncia de polarizacéo
(distortionless enhancement by polarization transfer)
di-hidropiridina

etildisopropilamina

perdxido de lauroila

4-dimetil-aminopiridina

dimetilformamida

dimetilsulfoxido

2,4-dinitrofenila

1,4-ditio-DL-treitol ou (2S, 3S)-1,4-bis-sulfanilbutano-2,3-diol
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

etila

formula molecular

Fluoren-9-ilmetiloxicarbonil

XViii



HATU

HMDS
HOBt
IUPAC

LDA

m-CPBA
Me

M.M.
MsClI

NH(Boc),

pH
PPTS
p/v

qui.

RMN

S

sl

t

t. a.
TBAF
TBDMSCI
TBDPSCI
TFA

THF
TMS
TMSCI

hexafluorofosfato de  2-(1-H-7-azabenzotriazol-1-ila)-1,1,3,3-
tetrametiluronio
hexametildisilazano
1-hidroxibenzotriazol
International Union of Pure and Applied Chemistry
infravermelho

constante de acoplamento
diisopropil amideto de litio
multipleto

acido meta-cloro-perbenzdico
metila

massa molecular

cloreto de mesila

normalidade

di-terc-butil iminodicarboxilato
pagina

potencial Hidrogenibnico
p-toluenossulfonato de piridinio
peso por volume

quarteto

quinteto

Ressonancia Magnética Nuclear
simpleto

simpleto largo

tripleto

temperatura ambiente

fluoreto de tetrabutilaménio
cloreto de terc-butildimetilsilila
cloreto de terc-butildifenilsilila
acido trifluoroacético
tetra-hidrofurano
tetrametilsilano

cloreto de tetrametilsilila

XiX



TsClI
UFMG
UFRJF
uv

<|

cloreto de tosila

Universidade Federal de Minas Gerais
Universidade Federal de Juiz de Fora
ultravioleta

nimero de onda

XX



RESUMO

Esta tese esta dividida em dois capitulos. O capitulo | refere-se a sintese e
avaliacdo bioldgica de andlogos oxigenados de alcaloides marinhos do tipo 3-
alquilpiridinicos. O capitulo Il trata da sintese e avaliacdo biologica de analogos do
ciclotetrapeptideo FR235222.

Os alcaloides marinhos sdo uma classe de substancias que tem apresentado
uma variedade de atividades bioldgicas que os tornam farmacos em potencial. No
presente trabalho, foram obtidos analogos oxigenados de alcaloides 3-alquilpiridinicos,
que foram avaliados quanto as atividades antimalarica, leishmanicida, antimicrobiana e
antitumoral. Em todos os testes bioldgicos realizados, alguns dos compostos testados
apresentaram-se ativos. Por outro lado, revelaram-se citotoxicos sobre linhagens de
células humanas. Os compostos obtidos representam uma matriz promissora para o
planejamento de novos andlogos ativos e ndo-citotdxicos sobre células humanas.

O ciclotetrapeptideo FR235222, um produto natural, e alguns de seus
derivados sintéticos tem apresentado atividade inibidora de histonas desacetilases
(IHDACSs). Essas substancias, por meio de mecanismos epigenéticos, apresentaram
atividade potente e seletiva contra o Toxoplasma gondii sendo também agentes
promissores contra 0 Plasmodium falciparum, ambos parasitos do filo Apicomplexa
causadores da toxoplasmose e da malaria, respectivamente. Neste trabalho foi
sintetizado um ciclotetrapeptideo bifuncionalizado que podera permitir o acesso rapido
a um grande nimero de novos analogos de FR235222. Foram também sintetizados
andlogos de FR235222 inéditos que foram avaliados quanto a atividade anti-
Toxoplasma gondii e antimalarica in vitro. Um dos analogos obtidos mostrou-se ativo
contra o Toxoplasma gondii em concentracdo nanomolar, além de citotoxico para
células humanas. Esse mesmo analogo demonstrou ser uma sonda bioldgica, devido a
sua fluorescéncia elevada e alta penetracdo na forma cistica (bradizoitos) do parasito
Toxoplasma gondii, revelando-se como uma nova ferramenta para identificacdo de

mecanismos de penetracdo celular de derivados de FR235222 e/ou epigenéticos.
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ABSTRACT

This thesis is divided into two chapters. The chapter | refers to the synthesis
and biological evaluation of oxygenated analogues of marine 3-alkylpyridine alkaloids.
The chapter 11 deals with the synthesis and biological evaluation of analogues of the
cyclic tetrapeptide FR235222.

The marine alkaloids are a class of substances that have shown a variety of
biological activities that make them potential drugs. In the present study, were obtained
oxygenated analogues of 3-alkylpyridine alkaloids, which were tested for antimalarial,
antileishmanial, antimicrobial and antitumor activities. In all the biological tests
performed, some of the tested compounds showed to be active but also proved to be
cytotoxic for human cells lines. The compounds obtained represent a promising matrix
for the design of new non-cytotoxic analogues to human cells.

The cyclic tetrapeptide FR235222, a natural product, and some of its
synthetic derivatives have shown inhibitory activity of histone deacetylases. These
inhibitors, by epigenetic mechanisms, presented potent and selective activity against
Toxoplasma gondii and Plasmodium falciparum, both parasites of the phylum
Apicomplexa, which cause toxoplasmosis and malaria, respectively. In this work, we
synthesized a bifunctionalized cyclic tetrapeptide which can allow quick access to a
large number of new analogues of FR235222. Additionally, we synthesized new
analogues of FR235222 which were evaluated for anti-Toxoplasma gondii and
antimalarial activity in vitro. One of the analogues obtained was active against
Toxoplasma gondii at nanomolar concentrations, and cytotoxic to human cells. This
same analogue can be used as a biological probe due to its high fluorescence and high

penetration in the cystic form (bradyzoites) of the parasite Toxoplasma gondii.
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INTRODUCAO GERAL

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
orgénicas conhecidas. Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas, organismos
marinhos, fungos e bactérias sdo uma fonte importante para a descoberta de novas
substancias quimicas que sdo candidatas a farmacos. Antes da década de 1990, o
principio ativo de cerca de 80% dos medicamentos vendidos era isolado a partir de
produtos naturais ou era analogo sintético desses. Como exemplos, podem-se citar 0s
antibidticos (penicilina, tetraciclina, eritromicina), os antimalaricos (quinina,
artemisinina) e os anticancerigenos (taxol, doxorrubicina).

O trabalho desta tese consistiu na sintese e avaliacdo biolégica de
substancias inspiradas em produtos de origem natural que séo biologicamente ativos.

Na primeira parte deste trabalho, realizou-se a sintese e a avaliagéo
biologica de novos analogos oxigenados de alcaloides marinhos do tipo 3-
alquilpiridinicos, uma vez que alcaloides marinhos pertencentes a esta classe, como a
teonalidina C e a viscosalina sdo substancias biologicamente ativas. As substancias
sintetizadas foram testadas para avaliacdo de atividades antimalarica, leishmanicida,
antimicrobiana e antitumoral.

Na segunda parte deste trabalho, realizou-se a sintese de ciclotetrapeptideos
analogos de FR235222, um produto natural isolado a partir do caldo de fermentacdo de
fungos da espécie Acremonium, que teve primeiramente suas propriedades
anticancerigenas conhecidas e, posteriormente, uma atividade antiparasitaria relatada.
Este produto natural apresentou excelente atividade anti-Toxoplasma gondii, tendo
como alvo identificado para essa acdo a enzima HDAC3 do Toxoplasma gondii
(Tg.HDAC3). Assim, neste trabalho a sintese de novos andlogos de FR235222 foi
realizada visando a obtencdo de compostos ativos e seletivos contra parasitos do filo
Apicomplexa como o Toxoplasma gondii e o Plasmodium falciparum, por meio da
inibicdo de histonas desacetilases (HDACs). Esses compostos também deveriam
apresentar fluorescéncia afim de que pudessem ser utilizados como sondas biologicas.
Dessa forma, poderiam auxiliar na elucidacdo dos mecanismos de penetracdo nos

parasitos e da atividade antiparasitaria.



CAPITULO |

Estudos para a sintese e avaliacdo biologica de analogos oxigenados de
alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos



1 - INTRODUCAO

1.1 — Importancia dos alcaloides marinhos

Alcaloides sdo compostos nitrogenados que ocorrem naturalmente em
plantas, microrganismos, organismos marinhos e animais. Diferem de aminoécidos,
peptideos, proteinas, nucleotideos, acidos nucleicos, aminoaglcares e antibidticos
(MOSS; SMITH; TAVERNIER, 1995). Os alcaloides tem apresentado, ao longo de sua
descoberta e estudo, atividades bioldgicas significativas, o que torna esses compostos,
muitas vezes, Uteis como farmacos (Figura 1) ou sondas bioldgicas para estudos
fisiologicos. Em decorréncia da necessidade de descoberta de novos farmacos para o
tratamento de doencas em todo o mundo, a importancia dos alcaloides bioativos tem
aumentado devido a sua potencial aplicagdo na quimioterapia (KURAMOTO;
ARIMOTO; UEMURA, 2004).

OCH;

OCH; Quinina

Reserpina OCH,

Antimalarico
isolado da espécie vegetal Cinchona calisaya
Anti-hipertensivo

isolado da espécie vegetal Rauwol ia seipentina

Morfina

_ Ar_lalgésico opiodide R =CH; Vimblastina
isolado da espécie vegetal Papaver somnjf erum

R =CHO Vincristina

Antitumorais
isolados da espécie vegetal Catharanthus roseus

Figura 1 — Alcaloides naturais empregados como farmacos.



Até metade da década de 60, investigagdes quimicas sobre produtos naturais
marinhos praticamente ndo existiam na literatura (MANN, 2002). Entretanto, a partir
dos anos 90 houve um grande crescimento nesta area e novas substancias foram isoladas
a partir de microrganismos, esponjas, corais e invertebrados marinhos (PROKSCH;
EDRADA,; EBEL, 2002). As esponjas marinhas, por exemplo, produzem uma larga
variedade de metabolitos secundarios em seus organismos relativamente simples. A
toxicidade de extratos brutos de esponjas tem sido bem documentada em diversos
programas de triagem de atividades bioldgicas, os quais demonstraram atividades
citotoxicas, ictiotdxicas, antibacterianas, antifungicas, neurotoxicas e toxicas de uma
forma geral (ALMEIDA; BERLINK, 1997).

Dentre as inumeras classes de substncias isoladas do meio marinho,
merecem destaque os alcaloides, sendo que a maioria deles apresenta atividade
citotoxica. Dentre mais de 300 patentes depositadas para produtos de origem marinha
com potencial agdo anticancerigena, cerca de 33% delas eram de alcaloides (FRENZ;
KOHL; KERR, 2004). Como exemplo, pode-se citar a ecteinascidina 743 (Figura 2) que
se encontra em estagio avancado de testes clinicos para o tratamento de neoplasias
(CARBONERQO et al., 2004).

Figura 2 — Estrutura quimica da ecteinascidina 743.



1.2 — Alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos

Dentre os alcaloides marinhos de estrutura quimica mais simples j& obtidos,
destacam-se os alcaloides do tipo 3-alquilpiridinicos (Figura 3), uma familia de
substancias isoladas de esponjas da ordem Haplosclerida (géneros Haliclona,
Xestospongia, Amphimedon e Niphates).
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Figura 3 — Alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos.

O mais simples dos alcaloides 3-alquilpiridinicos € representado pela
teonalidina A, uma substancia isolada de esponjas do género Niphates sp
(KOBAYASHI; MURAYAMA; OHIZUMI, 1989) e que € constituida, quimicamente,
por um ndcleo piridinico substituido na posicdo 3 por uma cadeia contendo quatorze
atomos de carbono. Ha relatos de varios analogos naturais para esse composto como,
por exemplo, a viscosalina, isolada de esponjas da espécie Haliclona viscosa (VOLK;

KOCK, 2004). Ainda, como analogos naturais da familia dos “alcaloides 3-
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alquilpiridinicos”, tem-se 0 grupo representado pelas hachijodinas A, B, C e E (Figura
3, p. 4), substancias isoladas de esponjas dos géneros Xestospongia e Amphimedon
(TSUKAMOTO et al., 2000). Outro grupo de alcaloides marinhos dessa familia séo os
polipiridinicos, como a halitoxina, que também foram isolados de esponjas,
principalmente do género Amphimedon (SCHMITZ; HOLLENBEAK; CAMPBELL,
1978). E h& o grupo dos alcaloides macrociclicos, contendo dois ou mais nucleos
piridinicos, como a viscosamina, também isolada de esponjas da espécie Haliclona
viscosa (VOLK; KOCK, 2003).

Os alcaloides isolados de esponjas marinhas da ordem Haplosclerida,
apresentam uma diversidade de atividades biol6gicas (ALMEIDA; BERLINK, 1997).
Por exemplo, o alcaloide viscosalina 11 (Esquema 1, p. 7) apresentou atividade
antimicrobiana contra diversas bactérias (VOLK; KOCK, 2004), a teonalidina C (Figura
4) apresentou atividade antineoplasica (KOBAYASHI; MURAYAMA; OHIZUMI,
1989) e a araguspongina C (Figura 4) apresentou atividade leishmanicida contra formas
promastigotas, bem como amastigotas, quando na concentracdo de 100 pug/mL (DUBE
et al., 2007). Essa bioatividade diversificada dos alcaloides marinhos tem despertado
grande interesse no isolamento desses compostos, bem como na sintese destes e de

possiveis analogos.

N Teonalidina C

Araguspongina C

Figura 4 — Exemplos de alcaloides marinhos bioativos.



1.3 — Exemplos de sintese de alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos

Vaérios trabalhos na literatura (BALDWIN et al., 1997) apresentam a sintese
de alcaloides alquilpiridinicos isolados a partir de esponjas, sendo que a grande maioria
trata da sintese daqueles aciclicos. Em 2007, por exemplo, Shorey, Lee e Baldwin
descreveram a sintese da viscosalina 11 (Esquema 1, p. 7). Durante essa sintese obteve-
se a teonalidina C 6 como intermediério, um dos alcaloides 3-alquilpiridinicos mais
simples conhecidos. A primeira parte da sintese (Esquema 1, p. 7) consistiu na
preparacdo da subunidade fundamental do alcaloide viscosalina, a amina 6. Essa foi
obtida pela reacdo de monobromacdo do 1,2-dodecanodiol 1 com acido bromidrico
levando ao bromoalcool 2 com 80% de rendimento. Esse bromoalcool foi utilizado para
homologar a cadeia carbdnica lateral da 3-picolina em 12 d&tomos de carbono. Assim, o
tratamento da 3-picolina com LDA seguido da adi¢édo de 2 ao carbanion formado levou
a obtencdo da 3-(13-hidroxitridecil)piridina 3 com 69% de rendimento. Esse alcool 3 foi
tratado com ftalimida 4, resultando no composto 5 com 79% de rendimento. A remog&o
do grupo ftaloila pelo tratamento de 5 com hidrato de hidrazina, levou a obtencdo da
amina 6 com 96% de rendimento. Essa amina foi entdo tratada com acrilato de t-butila
para formacdo da amina secundaria correspondente 7 que ndo foi isolada nem
purificada. Em seguida, o bruto dessa reacéo foi tratado com dicarbonato de di-t-butila
para a protecdo do grupo amina na forma de N-carbamato. Assim, o produto protegido 8
foi obtido com 85% de rendimento a partir da amina 6. O intermediario 8 foi convertido
no sal de Zincke 9, com 89% de rendimento, pelo seu tratamento com 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno. A reacdo entre o sal de Zincke 9 e a amina primaria 6 levou a obtencéo
do sal de piridinio 10 com 61% de rendimento. Na sequéncia, realizou-se a desprotecédo
do sal de piridinio 10 com &cido trifluoroacético a temperatura ambiente e obteve-se a

viscosalina 11 com 99% de rendimento na Gltima etapa.
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i) HBr ), tolueno, refluxo, 80%; ii) 3-picolina, LDA, DMPU, THF, -78 °C a t.a., 69%; iii) PhsP, DIAD,
4, 0 °C a ta., 79%,; iv) N,H4.H,0, EtOH, refluxo, 96%; v) acrilato de t-butila, tolueno, refluxo; vi) (t-
BuOC=0),0, CH,Cl,; 85%; vii) 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, MeOH, refluxo, 89%; viii) 6, n-BuUOH, A,
61%,; ix) CF3CO;H, 99%.

Esquema 1 — Sintese da viscosalina (SHOREY, LEE e BALDWIN, 2007).

Um outro exemplo de sintese de alcaloides alquilpiridinicos é aquele
mostrado no Esquema 2 (pagina 9). Trata-se da sintese da viscosamina (Figura 3, p. 4),
um alcaloide marinho macrociclico sintetizado em 2010 por Timm, Mordhorst e K&ck.
A primeira sintese total da viscosamina havia sido descrita por Grube, Timm e Kdck
em 2006, sendo a mesma obtida em uma sequéncia de 13 etapas, com 8% de
rendimento global. No trabalho de 2010, inicialmente obteve-se o alcaloide 3-
alquilpiridinico monomérico 16 partindo-se do &cido dicarboxilico 12, comercialmente
disponivel. O acido 12 foi reduzido ao diol 1 correspondente, que foi submetido a
monobromagdo resultando no bromodlcool 2. Esse teve sua hidroxila protegida e
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obteve-se 0 composto 13 que foi, entdo, transformado no mondmero 14. O alcaloide 3-
alquilpiridinico 14 teve primeiramente sua hidroxila desprotegida (16) e foi, ent&o,
convertido no brometo 17. O composto 17 foi N-oxidado com m-CPBA formando 19.
Esse ao reagir com 18 resultou na formacdo do dimero 20 que teve seu grupo amino
desprotegido e formou o composto 21. A reacédo de Zincke entre 21 e o sal 15 resultou
no trimero 22. Ap6s mais duas etapas para ciclizagdo intramolecular de 22, obteve-se o

alcaloide macrocilico 23 (viscosamina).
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i) BH3.SMes, THF, 0 °C; ii) HBr, tolueno; iii) DHP, PPTS, CH,Cl,, t.a.; iv) 3-picolina, LDA, THF, -70 °C
a t.a; v) 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, CH3OH, 65 °C, 92%; vi) HCl ), CHsOH, t.a., 80%; vii) HBr (), 110
°C, 85%; viii) NaH, NH(Boc),, THF/ DMF, 80 °C, 85%; ix) m-CPBA, CH,Cl,, 0 °C a t.a., 92%; x) 18,
Nal, butan-2-ona, 80 °C, 64%; xi) AcCl, CH3;OH, t.a., 98%; xii) 15, n-BuOH/ tolueno, EtsN, 115 °C,
69%; xiii) 1) PBr3, CHCl;3, 0°Cat.a.; 2) Nal, butan-2-ona, 80 °C, 36%.

Esquema 2 — Sintese da viscosamina (TIMM, MORDHORST e KOCK, 2010).

Além da viscosamina 23 (Esquema 2), Timm, Mordhorst e Kéck (2010)

também descreveram a sintese de varios alcaloides 3-alquilpiridinicos ciclicos

(monoméricos, diméricos e triméricos), como aqueles apresentados na Figura 4. Esses
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pesquisadores realizaram as sinteses empregando trés etapas: 1) obtencdo dos
monomeros, 2) funcionalizacdo dos mondmeros e 3) acoplamento e/ ou ciclizagdo dos

mondmeros.

X AN X
» W S8an
N N /g (I?I/ (It)]/
AN W
5

alcaloide 3-alquilpiridinico ciclosteletamina A isociclosteletamina B
monomérico

Figura 5 — Alcaloides 3-alquilpiridinicos ciclicos.

Em 2008, Viana descreveu a sintese total do analogo oxigenado de alcaloide
macrociclico 33 (Esquema 3, p. 11), empregando a reacdo de Zincke para a realizacao
da macrociclizacdo. Esta reacdo serd abordada em detalhes na discussdo dos resultados
desta parte do trabalho.

A sintese do alcaloide 33 (Esquema 3, p. 11) teve como material de partida
0 1,12-dodecanodiol 1 comercial que, apds bromacdo, forneceu o0 monobrometo
correspondente. A partir desse, obteve-se a azida organica 24, que foi mesilada
fornecendo o composto 25. A eterificacdo do 3-(3-hidroxipropil)-piridina 26, também
comercial, com o derivado mesilado 25 em condicGes de transferéncia de fase levou a
formacdo do éter 27. Na sequéncia, esse éter teve seu grupo azido reduzido a amino
resultando no composto 28 que teve sua amina priméaria protegida na forma de
carbamato (BOC), formando 29. Esse, por sua vez, foi transformado no sal de Zincke
30, o intermediario chave para o acoplamento desta unidade com outra do tipo 3-
alquilpiridinio representada pela amina 28, levando a obtencdo do composto 31. A
reacdo desse com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, resultou na formacdo do sal de Zincke
32, intermediario chave para a macrociclizacdo que ocorreu apos a remocao do grupo
protetor pelo tratamento de 32 com cloreto de hidrogénio e, em seguida, com

trietilamina formando o composto 33, um analogo oxigenado de alcaloide macrociclico.
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A A A

N O/HI\ZN/H vi ‘ N O/(’\)I\ZNHZ v O/H;O SN
|
| — Boc N/ = 27
N 29

N
28

Ej/m viii [j/m 12 NH
@/ N ® o]
2 N

% %
DNP = 2 4-dinitrofenila
31
O/(\ /\b/)/\‘ CI Ej/«x
\
_ L\ orp
9 3 120 SN g
Er)
33 Cl
32

i) HBrg), tolueno, refluxo, 69%; ii) NaNs, DMSO, 98%; iii) MsCl, Et;N, CH,Cl,, 100%; iv) 29,
NaOH, BusN*Br’, H,O/Et,0, 63%; V) LiAlH,, THF, 0 °C a t.a., 72%; vi) (t-BuOC=0),0, CH,Cl,;
75%; vii) 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, MeOH, refluxo; viii) 27, n-BuOH, A, 36%; ix) 1-cloro-2,4-

dinitrobenzeno, MeOH, refluxo; x) 1) HCI, 0 °C a t.a.; 2) Et;N, n-BuOH , 2%.

Esquema 3 — Sintese de anadlogo oxigenado de alcaloide macrociclico 33 (VIANA,

2008).
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2—-OBJETIVOS

Geral:

- Sintetizar analogos oxigenados de alcaloides marinhos do tipo 3-

alquilpiridinicos e avaliar biologicamente os compostos obtidos.

Especificos:

- Sintetizar analogos oxigenados de alcaldides marinhos do tipo 3-
alquilpiridinicos como 34, analogo da viscosalina (Figura 3, p. 4), empregando a quimica de
sais de piridinio, segundo a analise retrossintética mostrada no Esquema 4. O alcaloide 34
seria obtido a partir do sal de Zincke 35. Esse seria sintetizado a partir da amina 41 que
poderia ser obtida a partir da 3-(3-hidroxipropil)-piridina 26, substancia disponivel

comercialmente.

@
X /%% /\/COZH | X oﬂ&N/\/COZCPh
|
‘ @ HoH ® 2 o Boc
N 3 CF3C02 = N c1
A
90 35
[C]
34 N
i NO,

ﬂ

Esquema 4 - Andlise retrossintética para obtencdo de analogos oxigenados de alcaloides

marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos.
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- Sintetizar sais de piridinio inéditos a partir de novos analogos oxigenados de
alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos obtidos.

- Testar os compostos sintetizados contra cepas de P. falciparum cloroquina
resistente clone W2 para avaliagdo da atividade antimalarica in vitro.

- Avaliar a atividade leishmanicida dos compostos obtidos contra a forma

promastigota de L. amazonensis e L. braziliensis.

- Testar os compostos obtidos quanto a atividade citotoxica, empregando-se duas
linhagens de células cancerigenas: células de carcinoma de c6lon (RKO) e células de
melanoma (SK-MEL-28).

- Avaliar a atividade antibacteriana dos compostos sintetizados sobre as bactérias
alvo: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella

typhimurium, Bacilus cereus e Klebsiella oxytoca.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os analogos oxigenados de alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos foram
obtidos de acordo com a sequéncia de sintese do Esquema 5. Os resultados obtidos e a
discussdo dos mesmos sdo apresentados adiante.

HO/H9\0H HBr AN NaN PEN MsCl P

HO Br HO N; MsO N3
36 37 38 39
| \ OH
N~ 26
PN A5
| XY 307" oNw, LiAIH, | NP0 o
P 41 / 40
N N

acrilato de metila ‘

o 0
! = A)J\
mo o /\)ko - ('BuOC=0),0 | N O/(/\)(}ITI o
| B
_ oc
7 o B

N 43

‘ 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno

@ CO,H CO,CH
‘ b OX%N\/\/ 1) 41 ‘ b ’ O/%ITI/\/ o
e H H 2) CF;COOH ® B
®~  3cRc00 ’ N/c1@ o

. ‘ ~ R

| NO,

Esquema 5 — Rota para a sintese de analogos oxigenados de alcaloides marinhos do tipo 3-

alquilpiridinicos.
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3.1 - Sintese do metanossulfonato de 9-azidononila (39)

Iniciou-se a sintese de analogos oxigenados de alcaloides marinhos do tipo 3-
alquilpiridinicos com a reacdo de conversdo do 1,9-nonadiol 36, comercialmente disponivel,
no 9-bromononan-1-ol 37 (Esquema 6).

HBr, NaNj, MsCI/EN,
AN tolueno PN DMSO PR CH,Cl, PN
HO 9 OH 110°C, 29h HO 9Br 23h HO 9N3 3h MsO 9N3
36 37 38 39
81% 97% 90%

Esquema 6 — Sintese do metanossulfonato de 9-azidononila 39.

Afim de favorecer a formacdo do 9-bromononan-1-ol 37, uma vez que o 1,9-
dibromononano é um produto possivel para a primeira reacdo da sequéncia acima, o alcool 39
e 0 acido bromidrico foram empregados na propor¢do de 1,0 equivalente molar para 1,1
equivalente, respectivamente. O produto dessa reacdo consistiu numa mistura do haloalcool
37 e do 1,9-dibromononano, sendo esse ultimo o produto minoritario. Esse método ja havia
sido empregado por Goundry, Baldwin e Lee (2003) e por Shorey, Lee e Baldwin (2007) para
a obtencdo de compostos semelhantes, sendo que esses pesquisadores conseguiram obter
rendimentos de 95% (8-bromooctan-1-0l) e de 80% (12-bromododecan-1-ol),
respectivamente.

Uma vez obtido o 9-bromononan-1-ol 37, a proxima etapa consistiu na introducéo
de um grupo azido na posicdo 9 de 37, para obtencdo da azida organica correspondente 38
(Esquema 6). Essa transformacdo foi facilmente realizada por uma reacdo via Sny2 classica,
conforme o método descrito por Alvarez e Alvarez (1997). Esses pesquisadores converteram
diversos haletos em suas respectivas azidas organicas, utilizando como reagente uma solucéo
de azida de sodio (0,5 mol.L™) previamente dissolvida em DMSO, e obtiveram produtos com
alto grau de pureza e com rendimentos elevados. No presente trabalho, a azida organica 38
inédita foi obtida com 97% de rendimento.

A transformacdo da hidroxila do 9-azidononan-1-ol 38 em um bom grupo
abandonador (Esquema 6), foi realizada empregando o método descrito por Viana (2008) e

resultou no composto 39 inédito em 90% de rendimento.
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3.2 - Sintese do 3-(3-[9-azidononaciloxi]propil)piridina (40)

A sintese de éteres assimétricos € classicamente realizada por reacdes de O-
alquilagdo que envolvem alcdxidos, formados pela reagdo de alcoois com uma base, e haletos
de alquila e ocorrem via mecanismo Sy2 (MARCH, 1995; SOLOMONS; FRYLE, 2005).
Devido ao fato dos alcoois serem acidos fracos (pKa em torno de 16), para a obtencdo de seus
respectivos alcoxidos, em geral, empregam-se bases fortes como, por exemplo, os hidretos
(HENDRICKSON; CRAM; HAMMOND, 1970). Entretanto, as rea¢des envolvendo hidretos
sdo trabalhosas em fungéo dos cuidados que requerem, tais como, 0 uso de solvente anidro e
atmosfera isenta de umidade.

Outra importante reacdo de O-alquilacdo empregada para a sintese de éteres
envolve o uso de hidroxidos de metais alcalinos e catalise via transferéncia de fase. Esse tipo
de reacdo apresenta como vantagens o0 uso de solventes sem tratamento prévio, a substituicdo
de bases fortes, como o hidreto de sodio, pelo hidroxido de sédio e a obtengdo de produtos
puros em altos rendimentos (BINATTI, 2005). Em decorréncia dessas vantagens e da
experiéncia do grupo de pesquisa em que o presente trabalho foi realizado, em utilizar catalise
via transferéncia de fase para O-alquilacdo objetivando a sintese de éteres (VIANA, 2008),
escolheu-se esse método para a sintese do composto 40 inédito.

Nesse método os reagentes encontram-se em duas fases distintas, uma aquosa e
outra organica, e por intermédio de um catalisador, como o brometo de tetrabutilaménio,
ocorre a interacdo entre os dois reagentes levando a obtencéo do éter desejado. Normalmente,
nesse tipo de reacdo observa-se a formacdo de poucos subprodutos e o isolamento do produto
desejado € feito em uma das fases do sistema (VIANA, 2008). Os equilibrios envolvidos

nesse tipo de reacdo estdo representados na Figura 6 (pagina 17) (BINATTI, 2005).
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Na*OHq + ROH 4 RO'Na*,q+ H,0

ROH ,; === ROH ¢4

aq

[n-BusN*Briog +RONa'y,

[RON-BusN*Jorg + Na'Bryg

[n-BusN*Brorg + Na*OH 5, [n-BusN*OH g+ Na'Bryg

[N-BUyN*OH o + ROH g1 [RON-BugN*]org+ H,0

[RON-BUsN*Jorg + RBF org === [N-BU4N"Br]org + ROR'srg
Figura 6 — Equilibrios envolvidos na reacdo de O-alquilacdo por catlise via transferéncia de

fase.

Conforme apresentado no Esquema 7, o éter 40 foi obtido por meio da reacao
entre o0 alcoxido, formado a partir da reacdo da 3-(3-hidroxipropil)-piridina 26 com hidroxido
de sodio (solucdo aquosa 50% p/v), e 0 composto mesilado 39 utilizando-se como catalisador
0 brometo de tetrabutilaménio. O eter 40 foi obtido com 67% de rendimento.

NaOH/N'Bu,Br’

‘ 30H | Mso™' N, o ‘ 30" 9N;
x x
N 26 N 40

39 67%

Esquema 7 — Sintese da 3-(3-[9-azidononaciloxi]propil)piridina 40.
3.3 - Sintese do 9-[3-(3-piridinil)propoxi]Jnonan-1-amino (41)

Dando continuidade a sintese de andlogos oxigenados de alcaloides marinhos do
tipo 3-alquilpiridinicos, o grupo azido de 40 foi reduzido ao amino terminal levando a
obtencdo do composto 41 inédito (Esquema 8, p. 18). E importante ressaltar que esse
composto é um analogo oxigenado do alcaloide marinho teonalidina C (Figura 4, p. 5).

A reacdo de reducdo foi realizada conforme o método descrito por Hilario (2006),

usando hidreto de litio e aluminio como agente redutor. A amina 41 foi obtida com 79% de
rendimento.
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LiAlH,

THF
7 s o hn, L @/@%OX\%NHZ
AN
\ 41

N 40 79% N

Esquema 8 — Sintese do 9-[3-(3-piridinil)propoxiJnonan-1-amino 41.
3.4 - Sintese do N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil]-g-alaninato de metila (42)

A reacdo da amina 41 com o acrilato de metila, um éster «,fS-insaturado, levou a
obtencdo do composto 42 como produto majoritario (Esquema 9), sendo esse resultado da
adicdo conjugada da amina 41 ao acrilato de metila 44. O composto 42 inédito foi obtido com

70% de rendimento.

o}
\)\OCH3

0
SN o Ny, toluene A O/%N/\)J\OCH3 N 5o N/\)kOCH3
‘ P ref luxo, 22h | _
N 41 N 45

70%
H,co” Yo 20%

Esquema 9 — Sintese do N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil]-f-alaninato de metila 42.

Apos realizar a reacdo apresentada no Esquema 9, observou-se por meio de
analise cromatografica (CCD) a formacdo de um produto majoritario (posteriormente
caracterizado como sendo o composto 42 e de alguns subprodutos. O unico subproduto obtido
em quantidade significativa foi o composto 45 (Esquema 9), resultante da adicdo da amina 41
a duas moléculas de acrilato de metila 44. O composto (45) foi isolado e caracterizado por
espectrometria de RMN de *H e de °C.

N&o se observou produto resultante da adi¢do direta da amina a carbonila do
acrilato de metila. Tal fato pode ser explicado pela natureza do nucleo6filo e do eletréfilo, ou
seja, sendo um nucledfilo macio/mole, a amina realizar& o ataque nucleofilico
preferencialmente no carbono eletrofilico mais macio/mole do acrilato de metila, que é o
carbono na posicédo S a carbonila (CLAYDEN et al., 2001).

Shorey, Lee e Baldwin (2007) realizaram a sintese de um composto analogo a 42

empregando condi¢cbes de reacdo similares, mas utilizando o acrilato de t-butila como
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composto carbonilico «,f-insaturado. Esses pesquisadores também obtiveram como produto
principal da reacdo um composto resultante da adi¢cdo conjugada da amina ao acrilato de t-
butila.

3.5 - Sintese do N-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil]-g-

alaninato de metila (43)

Anteriormente a reacdo de obtencdo do sal de Zincke 35 (Esquema 5, p. 14), foi
necessaria a protecdo do grupo amino do composto 42. Se esse grupo nao fosse protegido,
reagiria com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno preferencialmente, durante a reagéo de obtencéo do
sal de Zincke 35, devido ao fato do seu atomo de nitrogénio ser mais nucleofilico que o
nitrogénio do anel piridinico. Sendo assim, optou-se pela protecdo do grupo amino na forma
de carbamato (N-Boc) conforme apresentado no Esquema 10.

0 0
A /\)J\ Boes0 /\)k
mo oN OCH; CH,Cl, | X 30/(/\%1T1 OCH,

93%
Esquema 10 — Sintese do N-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil]-

[-alaninato de metila 43.

A escolha do carbamato como grupo protetor foi baseada na facilidade com que se
pode realizar a reacdo de protecdo, tanto em meio aquoso quanto em meio anidro; na sua
estabilidade diante de um grande namero de nucleofilos e bases; e pela facilidade com que se
pode realizar posteriormente a reacdo de desprotecdo empregando-se condi¢fes brandas, meio
acido e temperatura ambiente, e em rendimentos elevados (WUTS & GREENE, 2007).

A protecdo do grupo amino de 42, na forma de carbamato, foi realizada seguindo-
se 0 procedimento descrito por Viana (2008) e por Shorey, Lee e Baldwin (2007). O

composto 43 inédito foi obtido com 93% de rendimento.
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3.6 - Sintese dos sais de Zincke: cloreto de 1-(2’,4’-dinitrofenil)-3-[3-[9-[(1,1-
dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio (35) e
cloreto de 1-(2°,4’-dinitrofenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio (47)

Conforme apresentado no Esquema 11, a reacé@o entre o composto 43 e o 1-cloro-

2,4-dinitrobenzeno 46 levou a obtencdo do sal de Zincke 35 inédito com 95% de rendimento.

Cl
NO,

o NO, 46 0]
A Vk
D_- B
N/ Boc refluxo, 24h N ¢
43 95% NO,
35

Esquema 11 — Sintese do cloreto de 1-(2°,4’-dinitrofenil)-3-[3-[9-[(1,1-

dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio 35.

Essa reacdo consiste em uma substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr) atraves
de etapas de adicdo-eliminacdo. As reacfes de substituicdo nucleofilica de haletos de arila
ocorrem facilmente quando grupos fortemente retiradores de elétrons estdo presentes nas
posicBes orto ou para em relagdo a um potencial grupo abandonador, como ocorre na
molécula do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno. O mecanismo dessa reacdo € apresentado no
Esquema 12 (pagina 21) e envolve a formacdo de um carbanion com elétrons deslocalizados
chamado complexo de Meisenheimer 48 (SOLOMONS; FRYLE, 2005). Esse é altamente
estavel devido as estruturas de ressonancia contribuintes em que as cargas negativas estao nos

atomos de oxigénio do grupo nitro.
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cr)
O,N '/\ d N'e®
2 N i OzN .. ~
N O\ adigdo O eliminagio  O,N
lenta rapida
- R 48
NO, 43 NO, o
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno Carbénion 2
35
(Complexo de Meisenheimer)
O
R= éx\éo"’*gy“)kocm

Boc

Esquema 12 — Representacdo esquematica da substituicdo nucleofilica aromatica (SyAr).

O sal de Zincke 47 inédito também foi obtido no presente trabalho em rendimento

quantitativo. Conforme apresentado no Esquema 13, a 3-(3-hidroxipropil)-piridina (26) foi

usada como material de partida na reacdo e o metodo empregado foi aquele utilizado para

obtencdo de 35 (Esquema 11, p. 20).

Cl
NO,

46 o,
| " 50H  CH;0H ~ [ 3 OH
@
N/ refluxo, 24h \N e
26 100% NO,
NO, 47

Esquema 13 — Sintese do cloreto de 1-(2°,4’-dinitrofenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio 47.
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3.7 - Tentativa de sintese do composto 49 e sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-(3-
hidroxipropil)piridinio (50) e do cloreto de 1-[9-[3-piridinopropanoxi]nonil]-3-(3-
hidroxipropil)piridinio (51)

Afim de obter o sal de piridinio 49, um analogo oxigenado do alcaloide marinho
viscosalina (Figura 3, p. 4), realizou-se a reacdo de Zincke (Esquema 14) entre o sal de Zincke
35 e uma unidade da amina 41. Essa reacdo tem sido extensivamente estudada e empregada,
nos Gltimos anos, pelo grupo de pesquisa em que o presente trabalho foi desenvolvido
(SANTOS, 2003; SANTOS, 2005; VIANA, 2004; VIANA, 2008) e também foi descrita por
Shorey, Lee e Baldwin (2007) na sintese da viscosalina.

O
N o/Hg\N OCH,4 ot A)kocm
| ]\3 A O/(/\}g\NH n-butanol
@z ocC
N Cle refluxo ®/
NO,
35 A = |
49 \N
NO,

Esquema 14 — Reacdo de Zincke empregando a amina 41.

A reacdo de Zincke € uma reacdo que envolve o ataque nucledfilico de aminas
primarias a um sal altamente eletrofilico como 35, levando a formacdo de um novo sal de
piridinio. Na reacdo, através de uma sequéncia complexa de etapas (Esquema 15, p. 23), 0
nitrogénio da amina primaria utilizada se encontra no nucleo do sal de piridinio final, sem que
ocorra, em momento algum, a ruptura da ligacdo carbono-nitrogénio dessa amina primaria.

Na sequéncia de reacdes proposta para esta reacdo, inicialmente o sal de Zincke
35, altamente eletrofilico, reage com uma amina primaria levando ao intermediario 52. Esse,
por meio de uma seqliéncia rapida de reacdes acido-base com outros equivalentes de aminas
primarias presentes no meio reagente, fornece os sais de dianil de cor vermelha intensa dos
tipos 54 e 55 que coexistem em equilibrio. Em seguida, um outro equivalente de amina
primaria presente no meio reagente realiza um novo ataque nucleofilico ao intermediario 55
provocando a saida da dinitrofenilanilina e a formacdo do intermediario 56. Esse
intermediario formado encontra-se em equilibrio com a sua forma ndo protonada 57,

conforme estudos realizados por espectroscopia no ultravioleta (MARVELL; CAPLE;
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SHAHIDI, 1967), mas na presencga de outro equivalente de amina no meio, esse equilibrio é
deslocado em direcdo ao intermediario 57. Na seqliéncia, ocorre o0 processo de interconversao
de 57-trans para 58-cis, uma etapa fundamental que antecede o fechamento do anel. Por meio
de uma série de protonacdes, conjugacdes e desprotonacBes, ocorre o rapido equilibrio de
configuracGes cis e trans do intermediario 58, embora a configuracdo trans seja a mais
estavel (MARVELL; CAPLE; SHAHIDI, 1970). Na etapa de fechamento do anel, ocorre um
ataque conjugado do par de elétrons do nitrogénio do intermediéario 58 ao carbono « no qual
se encontra ligado o outro grupo amino levando assim ao intermediario 59. Em seguida, 0
grupo amino presente no intermediario 59 captura um préton de alguma amina primaria que
se encontre protonada no meio reagente levando ao intermediario 60. A etapa seguinte
consiste no restabelecimento da aromaticidade do anel piridinico com a saida do grupo amino

sendo, entdo, formado o sal de piridinio 49.

—+ —
r R*NH, R¥NH, R*NH;Cl

[ CL A UL . CC

N NH,R* N NHR* IIIH NR*
DNP pnp © DNP DNP
35 52 53 54 +
R*NHj; CI
. C R*NH,
R R*NH;CI  R*NH, R R*NH, R
N\/\)\/II;II U E\/\)\/g J N cl
*RTTONT O SRF e NG SN AN SR (_ ‘ “~4
trans - *
5 Cl 56 DNPNH, ITH NHR
DNP
55
£ S *
R NH3C1 RNH, (R R*NH, | ~ R
[\[ | . p
NHR* NHRS T NH,R* T ol
R* R* R* R*
cis 59 60 49

58

Esquema 15 — Sequéncia de reacBes proposta para a reacdo de Zincke.

A reacdo de Zincke tem sido usada com sucesso na literatura em dois casos

particulares: para a sintese sem racemizacdo de sais de piridinio quirais contendo um
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estereocentro diretamente ligado ao nitrogénio (VIANA, 2004; VIANA, 2008) ou para a
obtencdo de compostos do tipo dimeros ou trimeros contendo nucleos piridinicos uma vez que
a reacdo “dirige” qual nucleo piridinico reagira (KAISER et al., 1998; VIANA, 2008). Por
exemplo, na reagdo representada no Esquema 16, se tentarmos alquilar diretamente o
composto 43 para obtencdo de 49, obteriamos uma mistura complexa de produtos, resultante

da polimerizagdo entre as espécies nucleofilicas e eletrofilicas presentes no meio.

O
WO/%TV%CH} e o b
= Boc =
N
43

N
61

n-butanol
refluxo

O
| AN 3O%$/\)LOCH3 ‘ AN 30/(’\)9\Cl
N Boc N2 o
0 3/| o) 3/‘
N x
N

49 62 N

+

o’ ote
(j/ﬁx \M” \/Wocm O/f*
N

poli N-alquilagdes poli N-alquilagdes

Esquema 16 — Possiveis produtos da reacdo de N-alquilacdo entre 43 e 61.

Assim, neste trabalho, a reacdo de Zincke foi utilizada devido ao fato de ser a
Unica alternativa viavel para a sintese seletiva de 49, evitando a obtencdo de produtos de
polimerizacéo.

Conforme apresentado no Esquema 14 (pagina 22), a reacdo de Zincke entre a
amina 41 e o sal de Zincke 35 foi realizada em n-butanol empregando-se refluxo durante 20
minutos, como descrito no trabalho de Shorey, Lee e Baldwin (2007). A analise do
desenvolvimento da reacdo por cromatografia (CCD) mostrou a formacdo de uma mistura
complexa de produtos e o consumo incompleto dos reagentes. Entdo, em novas tentativas para

obter 49, variou-se o tempo de reacdo (6 h; 24 h) e as quantidades dos reagentes. Em todas
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essas, 0 acompanhamento do desenvolvimento da reacdo por meio de cromatografia (CCD)
mostrou os mesmos resultados obtidos anteriormente.

Diante do fato de ndo se conseguir obter o composto 49, realizou-se a reagédo de
Zincke empregando-se como amina primaria a benzilamina e o sal de Zincke 47 (Esquema
17). O objetivo foi verificar se a ndo obtengdo de 49 (Esquema 14, p. 22) guardava alguma
relacdo com a longa cadeia carb6nica presente na posicéo 3 do nicleo piridinico na amina 41
e no sal de Zincke 35. O sal de piridinio 50 inédito foi obtido, mas com rendimento muito
baixo (15%).

NOH WOH
D _— NH, #-butanol D __

1 refluxo, 92h N ¢
NO,
15%
Xo, 50
47

Esquema 17 — Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio 50.

Demonstrou-se assim que a dificuldade de obter o composto 49 (Esquema 14, p.
22) ndo guardava relacdo com a longa cadeia carbdnica presente na posicdo 3 do nucleo
piridinico na amina 41 e no sal de Zincke 35. Mesmo empregando-se uma amina e um sal de
Zincke com cadeias menores na posi¢cdo 3 do nucleo piridinico (Esquema 17), a reacao
demorou a se completar, levou a formacdo de uma mistura de produtos e a um rendimento
baixo.

O composto 51 foi outro sal de piridinio inédito, obtido neste trabalho, que
empregou a reacdo de Zincke (Esquema 18, p. 26) para sua formacdo. Assim como o sal de

piridinio 50, o composto 51 foi obtido com rendimento muito baixo (17%).
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’ N 3 OH X 3 0/% NH, n-butanol = | 30H
D_- ) + E)
N of N/ refluxo, 54h N Cl@
NO, 41 17%
7073 |

=

51 N

NO,
47

Esquema 18 — Sintese do cloreto de 1-[9-[3-piridinopropanoxi]nonil]-3-(3-
hidroxipropil)piridinio 51.

3.8 - Sintese de sais de piridinio derivados de 40 e 43

Considerando a dificuldade de obtencéo do produto final desejado 34 (Esquema 5,
p. 14), analogo da viscosalina (Figura 3, p. 4), optou-se nesta etapa do trabalho pela
preparacdo de sais de piridinio que foram obtidos pela alquilacdo do nitrogénio piridinico de
40 e 43 (Esquema 5, p. 14). A sintese desses sais foi de interesse pois ha, na literatura, a
descricdo de sais de piridinio que apresentam atividades biolégicas como, por exemplo,
antimicrobiana (ALPTUZUN, V. et al., 2009).

3.8.1 - Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-[3-[9-[(1,1-dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-
oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio (63) e do cloreto de 1-(metilfenil)-3-(3-(9-

azidononaciloxi)propil)piridinio (64)

Os sais de piridinio 63 e 64 foram obtidos empregando-se o método descrito por
Hilario (2006), via substituicdo nucleofilica entre 0 composto contendo o anel piridinico e o

cloreto de benzila. O sal de piridinio 63 inédito foi obtido com rendimento quantitativo

(Esquema 19).
0 o
c /\)k
| X 30*\5%1“)&0@13 g W@%lﬁ OCH;
N/ Boc 90°C , 2h CI?I/ Boc
43 100% kCI 63

Ph
Esquema 19 — Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-[3-[9-[(1,1-dimetiletoxicarbonil)(3-

metoxi-3-oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio 63.
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O sal de piridinio 64 inédito foi obido por meio da reacdo entre o composto 40 e 0

cloreto de benzila com 93% de rendimento, conforme apresentado no Esquema 20.

o

9

\ 90°C , 2h o |
N X
N 40 93% I\L o
oy 64

Esquema 20 — Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-(3-(9-azidononaciloxi)propil)piridinio
64.

3.8.2 - Sintese do iodeto de 1-(metil)-3-[3-[9-[(1,1-dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-
oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio (65) e do iodeto de 1-(metil)-3-(3-(9-
azidononaciloxi)propil)piridinio (66)

Para a sintese dos sais de piridinio 65 e 66 inéditos empregou-se uma reacgdo via
substituicdo nucleofilica (Sn2) entre o derivado piridinico e o iodeto de metila, conforme
método descrito por Maia (2004) . O composto 65 (Esquema 21) foi obtido com rendimento

quantitativo.

(0] o
WO/%ITI/\)&OCHs CH,I | AR O/%ITIA)J\OCH3
Z Boc 2h @ Boc
N 43 N @

’ I 65
100%

Esquema 21 — Sintese do iodeto de 1-(metil)-3-[3-[9-[(1,1-dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-

oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio 65.
A sintese do composto 66, representada no Esquema 22, foi realizada com 71% de

Z bothn, S 7 3 o b,
« ’ 2h @ A
N 40 Ny 66

71% |

rendimento.

Esquema 22 — Sintese do iodeto de 1-(metil)-3-(3-(9-azidononaciloxi)propil)piridinio 66.
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3.9 — Sintese do composto 67

A sintese do composto 67 (Esquema 23), um derivado triaz6lico de 40, foi
realizada empregado-se 0 método descrito por lehl, Freitas e Nierengarten (2008). A reacao
entre azidas e alcinos terminais catalisada por cobre(l) ficou conhecida, nos Ultimos anos,
como reacdo CuAAC (cicloadicdo alcino azida catalisada por cobre) e ¢ uma das mais
versateis reagdes enquadradas dentro da conhecida quimica “click” (FREITAS et al., 2011).

Nesta parte do trabalho, teve-se como objetivo verificar se a reagéo do tipo “click”
pode ser utilizada para a extensdo da cadeia lateral de ndcleos piridinicos, o que abriria novas
perspectivas na obtencdo de novos analogos de alcaloides 3-alquilpiridinicos.

A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre o composto 40, que contém uma azida
terminal, e 0 4-pentinol, na presenca de sulfato de cobre (Esquema 23) e ascorbato de sodio,
ou seja, tendo cobre(l) como catalisador, levou a formacao regioseletiva de 67, um 1,2,3-

triazol-1,4-dissubstituido inédito, com rendimento de 84%.

CuS0,.5H,0
X A OX%N3 Ascorbato de Sodio A A O/€$9\N/ N

® . ‘
N 0 CH,CL/H,0 N
24h, 84% 67 ol

Esquema 23 — Sintese do composto 67.

O mecanismo proposto para a reacao do tipo “click” (FREITAS et al., 2011) esta
representado pelo ciclo catalitico apresentado no Esquema 27 (pagina 29). Inicialmente, a
complexacdo © entre o Cu(l) e o alcino terminal possibilita a desprotonacdo desse em um
sistema aquoso sem a necessidade de se adicionar base, facilitando a formacao do acetileto de
cobre (69 e 70). Apds a formacao do acetileto de cobre (69 e 70) ocorre a complexagdo com a
azida, gerando o complexo azida-acetileto (71). Neste intermediario o cobre tem um efeito
sinérgico nos sitios reativos tornando o nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico e o
carbono do tipo g-vinilidénico mais nucleofilico, o que favorece o ataque para formagéo do
metalociclo (72). Esta etapa é que define a alta regioseletividade da reacdo. Em seguida,
ocorre a contragdo do anel fornecendo o triazoila de cobre (73-74). Na Ultima etapa do

mecanismo ocorre a protonacdo do intermediario triazoila de cobre (73-74) com a formacéo
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do produto final (75) e regeneracdo do catalisador. H& evidéncias recentes de que um

mecanismo envolvendo dois &tomos de cobre com diferentes papéis na formagéo e ativagédo
do acetileto de cobre possa estar envolvido (WORRELL; MALIK; FOKIN, 2013).

H—R

R
ID\LI:N
H 45 75

anuZ - ’anuZ] o) ]
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-H
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N\N—Cu
1 |'Q
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L =ligante; B = base ou solvente.

[ L.Cu{=R) |

L.Cu{=-R )2
L o 4
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Cu-acetileto

@ ]
NEN-N-R
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Esquema 24 — Representacdo de proposta mecanistica para a reacdo do tipo “click”.
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3.10 — Testes Bioldgicos

Conforme relatado na parte introdutéria do capitulo | deste trabalho, os alcaloides
do tipo 3-alquilpiridinicos tem apresentado diversas atividades biologicas. No presente
trabalho, os compostos sintetizados foram avaliados quanto as atividades: antimalrica,
leishmanicida, antibacteriana e citotoxica em linhagens de células tumorais. A avaliagdo
dessas atividades foi realizada por colaboradores do grupo: Professores Gustavo Henrique
Ribeiro Viana e Fernando de Pilla Varotti da Universidade Federal de S&o Jodo Del Rey para
os testes de atividade antimalérica e de citotoxicidade; Professora Elaine Soares Coimbra da
Universidade Federal de Juiz de Fora para o teste leishmanicida; Doutoras Fernanda Fraga
Campos e Tania Maria de Almeida Alves do Centro de Pesquisas René Rachou - Fiocruz para
0 teste antibacteriano. Os resultados obtidos sdo apresentados a seguir.

3.10.1 — Atividade Antimalarica

Os compostos 41, 42, 43 e 63 (Tabela 1, p. 31) foram testados quanto a atividade
antimalarica in vitro contra P. falciparum cloroquina-resistente clone W2 sendo que essa
atividade foi expressa em valores de Clsp (concentracdo que inibiu em 50% o crescimento
parasitario). O teste realizado foi o de incorporacdo de hipoxantina tritiada em paralelo com
cloroquina (CQ), como padréo.

A citotoxicidade desses compostos também foi avaliada contra a linhagem de
células humanas WI-26 VA4 (fibroblastos de pulmdo ATCC# CCL-95.1), usando o método
colorimétrico do corante tetrazolico (MTT), sendo expressa em valores de CLsp (concentracédo
da substancia que matou 50% das células humanas).

Os valores de Clsp, de CLsp e 0 indice de seletividade para 0s compostos testados
estdo apresentados na Tabela 1 (pagina 31). Para cada composto foi calculado o indice de
seletividade, correspondendo a razdo entre as atividades citotoxica e antiparasitaria, tendo

sido calculado através da seguinte expressao:

IS = CLso WI - 26 / Cls P. falciparum
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Tabela 1 — Atividade antimalarica de analogos oxigenados de alcaloides marinhos 3-
alquilpiridinicos.

Composto Clso(uM)£D.P.} CLso(uM)£D.P.} 182

7 5 oX\)SNHz
- ‘ u 17,96 + 3,59 98,43 + 3,77 5,5

N

WO/%N/\* 850+ 014 10512 +573 12,0

H g

@Gﬁoﬂ?&m} 43,04 + 4,30 120 + 8,15 3,0
=

Boc 43
N

O

X O/%N/\)J\OCH3

| o) L. <338 52.67+225  >16.0

" ~
@ 0,625 + 0,003 > 100 > 160
Cl N/

cQ?

'Média + desvio padrio.
“Indice de Seletividade.
*Cloroquina.

Como demonstrado pelos resultados obtidos (Tabela 1), todos os compostos
testados foram ativos contra P. falciparum cloroquina-resistente clone W2. A conversao da
amina 41 no aduto de Michael 42 por reacdo com acrilato de metila reduziu
significativamente o valor de Clsy e aumentou substancialmente o indice de seletividade de
5,5 para 12,0. Adicionalmente, a protecdo do grupo amino de 42, na forma de carbamato (N-
Boc), aumentou o Clsy de 43 e diminuiu significativamente o indice de seletividade. Esses
resultados sugeriram que tanto a amina primaria terminal quanto a amina secundaria sdo
importantes para a atividade antiplasmodial dos compostos. A quaternizacdo do nitrogénio
piridinico reduziu de forma significativa o valor de Cls, de 63, tornando-0 0 composto mais

ativo e com maior indice de seletividade dentre aqueles testados.
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3.10.2 — Atividade Leishmanicida

Os compostos 35, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 47, 63, 64, 65 e 66 tiveram suas
atividades leishmanicidas testadas contra a forma promastigota de L. amazonensis e L.
braziliensis. Esses compostos também tiveram sua citotoxicidade avaliada contra células de
mamiferos, empregando-se macr6fagos peritoneais de camundongos. A atividade
leishmanicida e a citotoxidade foram determinadas usando o método colorimétrico do corante
tetraz6lico (MTT). Os resultados da atividade leishmanicida em promastigotas foram
expressos como a concentracdo que inibiu em 50% o crescimento parasitario (Clsp), em
paralelo com anfotericina B como padrdo. A citotoxicidade em macréfagos foi expressa como
a concentracao da substancia que matou 50% das células humanas (CCsp). Os valores de Clsy,
de CCs e 0 indice de seletividade obtidos para 0s compostos testados estdo apresentados na
Tabela 2 (paginas 33 e 34).
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Tabela 2 — Efeitos de andlogos oxigenados de alcaloides marinhos 3-alquipiridinicos sobre a forma promastigota de espécies de Leishmania,
sobre macrofagos e indice de seletividade.

' PN
WO 9R;
&, O

N
||qz (Continua)
Clso (M) CCso (UM)" IS¢
Composto R R2 X
L.a. (A) L. b. (B) Macrdéfagos (C) C/A C/B

PN

HO 389N3 . ; ; > 87,00 > 87,00 > 100,00 ; ;
P

MsO 399N3 ; ; ; > 87,00 > 87,00 > 100,00 ; ;
40 N ; ; 14,95+031 27,61 +0.48 1,11 +0,24 01 0,04
41 NH, ; ; > 87,00 > 87,00 3548 + 0,47 ; ;
42 NH(CH,),CO,CHs ; ; > 87,00 > 87,00 9,00 +0,13 ; ;
43 NBoc(CH,);CO,CHs ; ; > 87,00 > 87,00 > 100,00 ; ;
63 NBoc(CH,);CO,CHs CH,Ph cl 287+0,17 4,64 + 0,24 15,75 + 1,91 55 34
65 NBoc(CH,);CO,CHs CH, I 11,41+0,18  2,61+0,19 10,53 + 0,05 09 40
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(Conclusao)

Composto Clso (LM)? CCso (uM)’° IS°
R R> X
L.a. (A) L. b. (B) Macréfagos (C) C/A C/B
64 N3 CH,Ph Cl 1,09 + 0,06 0,46 £ 0,03 < 0,098 <01 <02
66 [\ CHs | 1,07 £ 0,02 1,92 £ 0,25 0,37 £ 0,05 0,3 0,2
NO,
35 NBoc(CH,),CO,CHjs Cl 4,53+ 0,20 5,88 £ 0,86 7,93 +£0,24 1,7 1,35
N7 af
NO, - - - 23,92 £ 0,80 34,17 £ 1,65 > 100,00 >4,2 >3,00
47
NO,
Amb? - - - 0,15 + 0,009 0,11 £ 0,02 - - -

% Clsp valores em promastigota de L. amazonensis (L.a.) e de L. braziliensis (L.b.).
® CCs valores em macréfagos peritoneais de camundongos.

°IS: indice de seletividade (CCs, de macroéfagos / Clsy de forma promastigota).

¢ Amb (anfotericina B) foi usada como droga de referéncia.
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Dentre os doze compostos testados, cinco apresentaram atividade leishmanicida
significativa com Clsg abaixo de 10 uM. Os compostos 64 e 66 foram 0s mais ativos contra
ambas as espécies de Leishmania com Clsp na faixa de 0,46 uM a 1,92 uM. Ambos os
compostos tém um grupo azido terminal e cadeia alquila com o mesmo comprimento. Em
comparacdo com o composto 40, a quaternizacdo do nitrogénio piridinico levou ao aumento
significativo da atividade leishmanicida desses compostos. Aparentemente, nem o tipo de
reagente usado para alquilacdo do anel piridinico, nem o tipo de contra-ion influenciaram a
atividade em ambas as espécies de Leishmania. Os sais 63, 65 e 35 contendo um grupo éster
na cadeia lateral, similarmente ao alcaloide natural viscosalina, também foram muito ativos.
Em geral, todos os sais de piridinio foram mais ativos que seu precursor piridinico
correspondente (40 e 43). Outra evidéncia que sugeriu a importancia do grupo azido é o fato
do composto 43 ter sido 0 mais ativo dentre os compostos piridinicos (40, 41, 42 e 43).

Em relacdo ao efeito de citotoxicidade em macréfagos, 0s compostos
apresentaram toxicidade significativa contra macréfagos peritoneais de camundongos e
somente trés compostos apresentaram indice de seletividade acima de 1 (Tabela 2, p. 33 e 34).
Os compostos com melhor atividade anti-promastigota (64 e 66) exibiram forte toxicidade
contra macréfagos.

Dentre os compostos testados contra a forma promastigota de espécies de
Leishimania (Tabela 2, p. 33 e 34) somente 63, 65, 35 e 47 apresentaram atividade anti-
promastigota significativa (Clso < 25 uM) e indice de seletividade acima ou préximo de 1,00.
Sendo assim, esses compostos também foram testados quanto a sua atividade leishmanicida
contra a forma amastigota, que é responsavel pela doenca (leishmaniose) no hospedeiro
humano. Para essa avaliagdo foi empregada a forma amastigota de L. amazonensis e
anfotericina B como substancia de referéncia (a 5 uM, inibiu 64% dos amastigotas apds 72
horas de tratamento). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3 (péagina 36).
Observou-se gque os valores de Clsp, para a forma amastigota intracelular, encontraram-se na
faixa de 8,77 uM a 22,32 uM e foram proximos aos valores apresentados contra a forma

promastigota de L. amazonensis (Tabela 2, p. 33 e 34).
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Tabela 3 — Efeitos de andlogos de alcaloides marinhos 3-alquipiridinicos sobre a forma
amastigota de L. amazonensis.

Z ‘ 3 O/HS; R1
&)
VX
R
Composto R1 R2 X Clso (uM)
63 NBOC(CH2)2COZCH3 CHQPh Cl 8,77 + 2,04
65 NBOC(CH2)2COZCH3 CH; | 12,60 + 0,87
NO,
35 NBOC(CHg)gCOzCHg Cl 8,88 * 12,10
S
NO, - - - 22,32 + 8,30
47
NO,

3.10.3 — Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos compostos 35, 40, 41, 42, 43, 63, 64 e 67 foi
avaliada usando as bactérias da colecdo de culturas American Type Culture Collection
(ATCC), Rochville, MD, USA. Foram utilizadas as seguintes bactérias alvo: Staphylococcus
aureus ATCC 25295, Escherichia coli ATCC 18804, Pseudomonas aeruginosa ATCC
49189, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Bacilus cereus ATCC 11778 e Klebsiella
oxytoca ATCC 49131. Os compostos acima citados foram testados em oito concentracdes
diferentes que variaram de 1,5 a 200 pug/mL. Os testes foram realizados em triplicata e o
cloranfenicol foi usado como padréo. Os resultados da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
foram expressos como a menor concentracdo da amostra que inibiu o crescimento visual do

microrganismo alvo e foram verificados por meio de leitura visual.
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Logo apos a determinacdo da CIM, realizou-se um teste para verificar o efeito
bacteriostatico dos compostos ativos. Nesse teste, utilizou-se 100 pL do poco da CIM e
transferiu-se para uma placa de petri com meio de cultivo apropriado para o crescimento de
bactérias. ApOs 24 horas, verificou-se o nimero de col6nias que apareceram. Os resultados
encontrados estao apresentados na Tabela 4 (paginas 38 e 39).
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Tabela 4 — Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de analogos oxigenados de alcaloides marinhos 3-alquilpiridinicos.

AN
Z ‘ 30" 9R;
&)
N xO
||?z (Continua)
CIM (pg/mL)
Composto R R, X
SAl E.C2 B.C. ST* PA> K.O.°
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25295 18804 11778 14028 49189 49131
40 N3 - - n.a n.a 200* n.a n.a n.a
41 NH; - - 50* 200* n.a 200* 100* 200*
42 NH(CH,),CO,CHs3 - - n.a n.a n.a n.a n.a n.a
43 NBoc(CH,),CO,CHj3 - - n.a n.a n.a n.a n.a n.a
63 NBoc(CH,),CO,CH;  CH,Ph Cl 6,25 100 12,5 n.a n.a n.a
64 N3 CH_Ph Cl 6,25 50 12,5 100 n.a 100
NO,
35 NBoc(CH,),CO,CHj3 Cl 25 n.a 50 n.a n.a n.a

NO,




(Conclusdo)

CIM (pg/mL)
Composto Ry Ro S.Al E.C2 B.C.2 ST P.A° K.O.
ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC
25295 18804 11778 14028 49189 49131
;\N/N\\N
67 %_L - n.a n.a n.a n.a n.a n.a
OH
Cloranfenicol - - 16 8 16 16 8 8

'S.A. Staphylococcus aureus

2 E.C Escherichia coli

¥ B.C. Bacilus cereus

*S.T. Salmonella typhimurium

® P.A Pseudomonas aeruginosa

®K.O. Klebisiella oxytoca

* Amostras que apresentaram efeito bacteriostatico.
Controle: Cloranfenicol

n.a.: ndo ativo nas concentracdes empregadas no teste.
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Nem todos os compostos avaliados apresentaram atividade antimicrobiana,
haja visto que os derivados piridinicos 42, 43 e 67 ndo foram ativos contra nenhum dos
microrganismos utilizados. Os derivados piridinicos 40 e 41 apresentaram somente
efeito bacteriostatico, sendo que o composto 40 foi seletivo contra o Bacilus cereus e 0
composto 41 foi ativo contra todos os microrganismos utilizados a exce¢do do Bacilus
cereus. E importante ressaltar que somente o composto 41 apresentou atividade contra
Pseudomonas aeruginosa.

Os compostos mais ativos, dentre aqueles avaliados, foram os sais de
piridinio 63 e 64 que apresentaram CIM de 6,25 ug/mL para Staphylococcus aureus e
12,5 pg/mL para Bacilus cereus. Esses compostos se mostraram mais ativos contra
Staphylococcus aureus e Bacilus cereus que o padrdo utilizado (cloranfenicol 16
ug/mL), uma vez que apresentaram valores de CIM menores que o valor do padrdo. O
composto 63 também apresentou atividade contra Escherichia coli e 64 s6 ndo foi ativo
contra Pseudomonas aeruginosa. Esses resultados sugeriram que a quaternizagdo do
nitrogénio piridinico de 40 e 43, resultando na obtencdo de 64 e 63 respectivamente,

levou a um aumento significativo da atividade antimicrobiana.

3.10.4 — Atividade Citotoxica

Foi avaliado o potencial anticancer in vitro dos compostos 41, 42, 43 e 63
contra duas linhagens de células cancerigenas: células de carcinoma de célon (RKO) e
células de melanoma (SK-MEL-28), usando o método colorimétrico do corante
tetrazolico (MTT) e etoposideo como padrdo. Conforme apresentado na Tabela 5
(pagina 41), os resultados da atividade citotoxica foram expressos como a concentracdo

que matou 50% das células (Clsp).
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Tabela 5 — Perfil citotdxico in vitro de analogos oxigenados de alcaloides marinhos 3-
alquilpiridinicos contra células humanas de carcinoma de colon (RKO) e células de
melanona (SK-MEL-28).

C |50(|.1M):i:]).1:'.1

Composto
RKO SK-MEL-28
7 3 O/k\)9\NH2
| 395+0,179  5,03+0,898
X 41

N

(0]
| N o/“aT“)kocﬂz 2167+3292  2332+8779
— H
N

42

(¢}

@X\}S\OX\L}T/\)&OC& > 21,52 >21,52
/

Boc 43
N

Lo Boe 321+0,135  4,23+0,676

0,20 £ 0,010 0,52 +£0,023

Etoposideo

'Média+desvio padrao.

Conforme pode-se observar na Tabela 5 acima, a maioria dos compostos
testados apresentaram atividade citotdxica contra as células cancerigenas usadas.
ModificacBes quimicas na posicdo amino de 41 levaram a uma reducdo significativa na
atividade dos compostos resultantes 42 e 43. A quaternizacdo do nitrogénio piridinico

de 43, resultando em 63, levou a um aumento significativo na atividade anticancer,
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tornando 63 o composto mais ativo contra as células SK-MEL-28 e aumentando sua
atividade contra as células RKO de aproximadamente 6,7 vezes.
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4 — CONCLUSOES

v Nesta parte do presente trabalho, por meio da quimica de sais de piridinio,
foram obtidas as substancias apresentadas na Figura 7, sendo 15 inéditas. Foram obtidos 1
analogo oxigenado (41) do alcaléide marinho teonalidina C (Figura 4, p. 5), 6 sais de
piridinio (50, 51, 63, 64, 65 e 66) e 2 sais de Zincke (35 e 47). Treze substancias, dentre as
inéditas obtidas, foram avaliadas quanto as suas potenciais atividades antimalarica,

leishmanicida, antimicrobiana e antitumoral apresentando alguns resultados promissores.
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Figura 7 — Compostos obtidos durante a sintese de analogos oxigenados de alcaloides

marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos.
v’ A etapa final envolvendo a reacdo de Zincke (Esquema 14, p. 22) entre o sal 35

e a amina primaria 41 para a obtencdo do analogo oxigenado da viscosalina (Figura 3, p. 4)

apresentou inameros problemas e ndo pode ser realizada com sucesso.
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v Todos os compostos (41, 42, 43 e 63) testados (Figura 7, p. 43) quanto a
atividade antimalérica in vitro contra P. falciparum cloroquina-resistente clone W2 foram
ativos, sendo 63 o composto mais ativo e com maior indice de seletividade. Esse teste
preliminar demonstrou que a atividade antimalarica e a citotoxicidade de analogos oxigenados
de alcaloides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos, obtidos neste trabalho, foi modificada
significativamente por alteragdes estruturais nesses compostos. Assim sendo, tais compostos
representam uma matriz promissora para o desenvolvimento de uma nova classe de agentes
antimalaricos, merecendo uma investigacdo mais aprofundada.

v Em relagdo a atividade leishmanicida, os compostos testados mostraram-se
ativos, mas apresentaram toxicidade para macrd6fagos peritoneais. Dentre 0s doze compostos
testados (35, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 47, 63, 64, 65 e 66) (Figura 7, p. 43), cinco (35, 63, 64, 65
e 66) mostraram forte atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L. amazonensis
e L. braziliensis com Clsp abaixo de 10 uM. Os compostos 35 e 63 mostraram a melhor
atividade sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis (valores de Cls, de 8,88 e 8,77
uM, respectivamente).

v A avaliacédo da atividade antimicrobiana dos compostos 35, 40, 41, 42, 43, 63,
64 e 67 (Figura 7, p. 43) revelou que 40 e 41 apresentaram atividade bacteriostatica contra os
microrganismos empregados e diferentes espectros de acdo. J& os sais de piridinio 63 e 64 e 0
sal de Zincke 35 apresentaram importante atividade bactericida, sugerindo a necessidade do
nucleo piridinico com o nitrogénio quaternario para esse tipo de atividade antimicrobiana.
Além disso, esses compostos também apresentaram diferengcas quanto aos seus espectros de
acao.

v" A avaliacdo do potencial anticancer in vitro dos compostos 41, 42, 43 e 63
(Figura 7, p. 43) revelou a atividade citotdxica desses contra as linhagens de células tumorais
humanas empregadas. Além disso, 0s experimentos confirmaram o potencial citotoxico dessa
classe de substancias, corroborando com os resultados obtidos na avaliacdo da citotoxicidade
durante os testes de atividade antimalarica e leishimanicida desses e de outros analogos
oxigenados de alcal6ides marinhos do tipo 3-alquilpiridinicos, obtidos neste trabalho. Sendo
assim, os resultados encontrados sugerem que essa classe de substancias pode ser promissora

no desenvolvimento de novos compostos com atividade anticancer.
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5 - PARTE EXPERIMENTAL

5.1 — Métodos Gerais

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados no espectrofotometro modelo
Spectrum One, Perkin Elmer, Massachusetts, IL, EUA (Faculdade de Farmacia, UFMG). Os
espectros obtidos sdo resultado da média obtida de 4 varreduras realizadas com resolucao de 4
cm™. Para a atribuicdo de bandas no infravermelho utilizou-se como referéncia Silverstein,
Webster e Kiemle (2007).

Os espectros de RMN de 'H e de '*C foram registrados em espectrémetro BRUKER
AVANCE DPX 200 e DRX 400 (Departamento de Quimica, UFMG). Como referéncia

interna foi utilizado o tetrametilsilano.

Os espectros de massas ESI-MS foram realizados no aparelho BRUKER ESQUIRE 3000
PLUS. As anélises de GC/MS foram realizadas em cromatografo FOCUS GC THERMO
ELECTRON equipado com uma coluna OV-5-MS de 30 m (Thermo Electron, 0,25 mm, 0,25
um de espessura de filme) e com um injetor split/splitless ligado a um espectrémetro de massa
do tipo quadrupolo Thermo Electron e modelo DSQ 11 (Instituto de Quimica, UNICAMP).

Para a CCD foi utilizada silica gel 60 G Merck sobre ldamina de vidro. A espessura da camada
de silica foi de 0,25 mm. Utilizou-se como revelador: vapor de iodo (eficiente para todos os
compostos sintetizados). Para CCD preparativa foi utilizada placa de vidro de 20x20 cm
revestida com camada de silica gel 60 G Merck de 1,00 mm de espessura. Para CCS foi
utilizada silica gel (0,063-0,200 mm/70-230 mesh ASTM) Merck.

Os solventes puros e/ou anidros utilizados foram preparados segundo procedimentos descritos

por Perrin, Armarego e Perrin (1996).

IMPORTANTE: Em algumas estruturas quimicas, a numeracdo dos atomos adotada
ndo corresponde a numeracdo da nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que
compostos com estruturas analogas pudessem ter os seus dados de RMN comparados,
guando necessario.
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5.2 — Descricéo dos experimentos de sintese

5.2.1 — Sintese do 9-bromononan-1-ol (37)

/k\)\ HBr /1\/3\/5\/7\/9\
HO™ 9 OH HO 5 )1 é 3 Br

tolueno

36 37

Em um baldo contendo uma suspensao de 1,9-nonadiol 36 (5,00 g, 31,21 mmol) em 60 mL de
tolueno, conectado a um sistema extrator de agua (aparelho de Dean-Stark) e a um
condensador, foi adicionado o HBr 47% p/p (4 mL, 34,64 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética a 110 °C durante 22 h. O término da reagdo foi confirmado por CCD
(eluente: hexano/ AcOEt 80/20). A destilacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu um
residuo que foi purificado em coluna de silica (eluente: hexano/ AcOEt 100/0, 90/10, 80/20,
0/100). A eliminacdo do solvente, sob pressao reduzida, forneceu o produto 37 (5,64 g, 25,28

mmol, 81% de rendimento) como um éleo de cor castanha.

F.M.: CoH1sBrO
M.M.: 223,25 g.mol™

IV 7, cm™): 3424 (v O-H alcool); 2920, 2852 (v C-H alifatico); 1049 (v C-O alcool primério).

RMN de 'H (200 MHz, CDCL), & (ppm) (Figura 20, p. 151): 1,32-1,41 (m, 10H, H-3, H-4,
H-5, H-6, H-7); 1,50-1,60 (m, 2H, H-2); 1,75-1,92 (m, 3H, H-8 e OH); 3,41 (t, Jos=6,8 Hz,
2H, H-9); 3,64 (t, J1,=6,5 Hz, 2H, H-1).

RMN de *C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 21, p. 151): 25,7; 28,1; 28,7; 29,3; 29,4;
32,7;32,8 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8); 34,1 (C-9); 63,0 (C-1).

5.2.2 — Sintese do 9-azidononan-1-ol (38)
NaN
HO/(/\)Q\BI' L, HO/\/\/\/\/\N3
37 38

Inicialmente preparou-se uma solucdo estoque 0,5 mol.L™ de NaN; em DMSO. Para obtencéo

dessa solucdo, o NaN3; em DMSO foi agitado vigorosamente a temperatura ambiente durante
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24 h. Em um baldo contendo 9-bromononan-1-ol 37 (4,11 g, 18,42 mmol) foram adicionados
41 mL (1,33 g, 20,50 mmol) da solucdo estoque de NaNs. A solucgdo resultante foi agitada
magneticamente a temperatura ambiente durante 23 h. O término da reacdo foi confirmado
por CCD (eluente: hexano/ AcOEt 80/20). A reacdo adicionaram-se 40 mL de &gua destilada
e manteve-se 0 sistema sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 10 min. A
mistura foi entdo extraida com Et,O (3 x 25 mL) e as fases etéreas reunidas foram lavadas
com agua destilada (2 x 30 mL) e com solucdo aquosa saturada com NaCl (1 x 30 mL). A fase
organica foi secada com Na,SO, anidro, filtrada e o solvente removido sob presséo reduzida.
O residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: hexano/ AcOEt 100/0, 90/10,
80/20, 50/50). A eliminacédo do solvente, sob pressao reduzida, forneceu o produto 38 (3,32 g,
17,91 mmol, 97% de rendimento) como um 6leo de cor amarela.

F.M.: CnggNgo
M.M.: 185,27 g.mol™

IV (v, cm™): 3334 (v O-H élcool); 2927, 2856 (v C-H alifatico); 2093 (vass —N3); 1257 (vs —
N3); 1055 (v C-O éalcool primario).

RMN de 'H (200 MHz, CDCL), & (ppm) (Figura 22, p. 152): 1,21-1,45 (m, 10H, H-3, H-4,
H-5, H-6, H-7); 1,53-1,60 (m, 4H, H-2 e H-8): 1,74 (s, 1H, OH); 3,26 (t, Jo5=6,8 Hz, 2H, H-
9): 3,63 (t, J1,=6,50 Hz, 2H, H-1).

RMN de *3C (50,32 MHz, CDCls), é (ppm) (Figura 23, p. 152): 25,7; 26,7; 28,8; 29,1; 29,3
(C-3, C-4, C-5, C-6, C-7); 29,4; (C-2 OU C-8); 32,7 (C-2 OU C-8); 51,5 (C-9); 62,9 (C-1).

5.2.3 — Sintese do metanossulfonato de 9-azidononila (39)

(0]
e MscveeN A A A AR
HOoNsTemer, 579 % % % % N
38 (o) 39

A uma solucdo de 9-azidononan-1-ol 38 (3,12 ¢, 16,84 mmol) em CH,Cl, a 0 °C
adicionaram-se MsCI (2,6 mL, 33,68 mmol) e EtsN (9,3 mL, 67,36 mmol). A mistura foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 3 h. Apds esse tempo, a
mistura foi vertida sobre gelo picado e extraida com CH,Cl, (3 x 30 mL). A fase organica foi

secada com Na,SO, anidro, filtrada e em seguida destilada sob pressdo reduzida. O residuo
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obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: hexano/ AcOEt 100/0, 90/10, 50/50,
30/70). A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto 39 (4,01 g, 15,24

mmol, 90% de rendimento) como um 6leo de cor amarela.

F.M.: C10H21N3038
M.M.: 263,36 g.mol™

IV (v, cm™): 2930, 2857 (v C-H alifatico); 2093 (v —Na); 1351 (vass —S(=0)y); 1170
(vs —S(=0)y).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), 5 (ppm) (Figura 24, p. 153): 1,21-1,49 (m, 10H, H-3, H-4,
H-5, H-6, H-7); 1,57-1,63 (m, 2H, H-8); 1,71-1,78 (m, 2H, H-2); 3,01 (s, 3H, CHs); 3,26 (t,
Jos=6,8 Hz, 2H, H-9); 4,22 (t, J;,=6,5 Hz, 2H, H-1).

RMN de **C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 25, p. 153): 25,4; 26,6; 28,8; 28,9; 29,0;
29,1; 29,2 (C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8); 37,3 (CH3); 51,4 (C-9); 70,2 (C-1).

5.2.4 — Sintese do 3-(3-[9-azidononaciloxi]propil)piridina (40)

7 OH Mso 5N, NaOHNBuBr 5@3/7\8/9\0/10\@7/1{1\13
Sy | g + 19 H,0/Et,0 6\N |2 0
1

Em um baldo foram adicionados o 3-(3-hidroxipropil)-piridina 26 (1,81 g, 12,94 mmol), o
metanossulfonato de 9-azidononila 39 (3,32 g, 12,60 mmol), brometo de tetrabutilaménio
(1,35 g, 4,20 mmol), 30 mL de Et,O e 10 mL de solucdo aquosa de NaOH (50% p/v). A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética vigorosa a temperatura ambiente durante 72
horas. O término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente: hexano/ AcOEt 70/30). A
mistura reagente foi extraida com Et,0 (3 x 30 mL). A fase organica foi secada com Na,SO,
anidro, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado
em coluna de silica (eluente: hexano/ AcOEt 100/0, 90/10, 80/20, 70/30, 60/40). A eliminacao
do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto 40 (2,57 g, 8,44 mmol, 67% de

rendimento) como um 6Oleo de cor amarela.

F.M.: C17H28N4O

M.M.: 304,43 g.mol™
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IV (v, cm™): 2928, 2855 (v C-H alifatico); ~2100 (v —Ng); 1112 (vass —C-O-C éter); 791 e 713
(6 C-H anel piridinico).

RMN de *H (200 MHz, CDCls), ¢ (ppm) (Figura 26, p. 154): 1,19-1,48 (m, 8H, H-13, H-14,
H-15, H-16); 1,57-1,60 (m, 6H, H-11, H-12, H-17); 1,90 (qui, Jg¢ = Js7=7,00 Hz, 2H, H-8);
2,73 (t, J75=7,7 Hz, 2H, H-7); 3,26 (t, J1517=6,8 Hz, 2H, H-18); 3,37-3,44 (m, 4H, H-9, H-
10); 7,20-7,30 (m, 1H, H-5); 7,56 (d, J45=7,6 Hz, 1H, H-4); 8,40-8,60 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de **C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 27, p. 154): 26,4; 26,9; 29,0; 29,3; 29,5;
29,6; 29,8; 29,9; 31,2 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 51,7 (C-18);
69,6 (C-9 QU C-10); 71,3 (C-9 OU C-10); 123,7 (C-5); 136,7 (C-4); 137,9 (C-3); 146,9 (C-2
OU C-6); 149,6 (C-2 OU C-6).

5.2.5 — Sintese do 9-[3-(3-piridinil)propoxiJnonan-1-amino (41)

NP0 o, HA 5/4 3 5 : O/IO\M7/1§NH2
ENj/H\m THE 6©Z/\/\41
1
A uma suspensdo de LiAIH4 (0,51 g, 13,54 mmol) em 15 mL de THF anidro, mantida sob
agitacdo magnética e a 0 °C, adicionou-se lentamente uma solugdo do composto 40 (1,76 g,
5,77 mmol) em 5 mL de THF anidro. Apos o téermino da adicdo, a reacdo foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 6 h. O término da reacdo foi confirmado
por CCD (eluente: CH,CIl,/ CH3;OH 90/10). Em seguida, adicionaram-se, lentamente, a
mistura 50 mL de uma solucdo aquosa saturada de Sal de Rochelle (tartarato de sédio e
potassio) lentamente. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética até que a mesma se
tornasse limpida. Realizaram-se extragdes da mistura com CH,Cl, (3 x 30 mL). A fase
organica resultante foi secada com Na,SQO, anidro, filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ CH3;OH
100/0, 90/10, 0/100). A eliminacao do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto 41

(1,26 g, 8,44 mmol, 79% de rendimento) como um éleo de cor amarela.

F.M.: C17H3N,O
M.M.: 278,43 g.mol™

IV v, cm™): 3307 (v N-H amina alifatica); 2925, 2852 (v C-H alifatico); ~1100 (v C-N amina
alifatica); 792 e 713 (6 C-H anel piridinico).
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RMN de *H (200 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 28, p. 155): 1,30-1,57 (m, 14H, H-11, H-
12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17); 1,89 (qui, Js9=Js7=7,5 Hz, 2H, H-8); 2,38 (s, 2H, NH,);
2,67-2,74 (4H, H-7, H-18); 3,37-3,44 (m, 4H, H-9, H-10); 7,21 (dd, J54=7,8 Hz, J55=4,8 Hz,
1H, H-5); 7,51 (d, J45=7,8 Hz, 1H, H-4); 8,43-8,45 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de **C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 29, p. 155): 26,1; 26,8; 29,3; 29,4; 29,5;
29,7; 30,9 (C-7, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 33,2 (C-8); 41,9 (C-18); 69,3 (C-
9 OU C-10); 70,9 (C-9 OU C-10); 123,2 (C-5); 135,9 (C-4); 137,2 (C-3); 147,2 (C-2 QU C-
6); 149,9 (C-2 OU C-6).

EM.: ESI(+)/MS: calculado (M+H)" 279,4; obtido (M+H)": m/z 279,3.

5.2.6 — Sintese do N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil]g-alaninato de metila (42) e do
composto 45

O
A 0
44OCH3 2 3 1 2 10 18 M
| SN 5o o, 57 | ; O/\M7/\ITI Sg 217 0CH;
N / 41 tolueno 6 \N 2 » H 22
1 +
O

H;cO” YO
2

A uma solucdo da amina 41 (0,50 g, 1,80 mmol ) em 15 mL de tolueno adicionou-se acrilato
de metila 44 (323 uL, 3,60 mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitagdo magnética e
refluxo (115 °C) durante 22 h. Em seguida, essa mistura foi resfriada e o término da reacéo foi
confirmado por CCD (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 80/20). O solvente da mistura foi removido
sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: CH,Cl,/
CH3OH 100/0, 95/5, 90/10, 85/15, 80/20). A eliminacao do solvente das fragdes combinadas,
sob pressdo reduzida, forneceu como produto principal da reacdo o composto 42 (0,46 g, 1,26
mmol, 70% de rendimento), um 6leo de cor castanha, e como principal subproduto o

composto 45 (0,16 g, 0,36 mmol, 20% de rendimento), também um Gleo de cor castanha.
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Dados referentes ao composto 42:

F.M.: C21H36N203
M.M.: 364,52 g.mol™

IV (7, cm™): 2927, 2854 (v C-H alifatico); 1735 (v C=0 é&ster alifatico); 1637 (8s C-N amina
alifatica); 1109 (v C-N amina alifatica); 792 e ~ 713 (6 C-H de anel piridinico).

RMN de '*H (200 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 30, p. 156): 1,20-1,40 (m, 10H, H-12, H-
13, H-14, H-15, H-16); 1,54-1,57 (m, 4H, H-11, H-17); 1,89 (qui, Js o = Js7=6,9 Hz, 2H, H-8);
2,61-2,74 (m, 6H, H-7, H-18, H-20); 2,88-3,00 (m, 2H, H-19); 3,36-3,44 (m, 4H, H-9, H-10);
3,69 (s, 3H, CH3); 7,21 (dd, J54=7,6 Hz, J56=4,8 Hz, 1H, H-5); 7,51 (d, J45=7,6 Hz, 1H, H-
4); 8,40-8,50 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de 2C (50,32 MHz, CDCls), ¢ (ppm) (Figura 31, p. 156): 26,1;27,1; 29,2; 29,3; 29,4;
29,7; 30,9; 33,7 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17, C-20); 44,6; 49,5 (C-
18, C-19); 51,6 (CHg3); 69,4 (C-9 OU C-10); 70,9 (C-9 OU C-10); 123,2 (C-5); 135,9 (C-4);
137,2 (C-3); 147,2 (C-2 QU C-6); 149,9 (C-2 OU C-6); 172,9 (C-21).

EM.: ESI(+)/MS: calculado (M+H)" 365,5; obtido (M+H)": m/z 365,4.

Dados referentes ao composto 45:

F.M.: Cy5H42N>05
M.M.: 450,61 g.mol™

RMN de *H (200 MHz, CDCly), & (ppm) (Figura 32, p. 157): 1,28-1,44 (m, 12H, H-12, H-
13, H-14, H-15, H-16; H-17); 1,54-1,60 (m, 2H, H-11): 1,89 (qui, Js¢ = J57=7,0 Hz, 2H, H-
8): 2,36-2,47 (m, 6H, H-7, H-20, H-20"); 2,67-2,80 (m, 6H, H-18, H-19, H-19"); 3,37-3,44
(m, 4H, H-9, H-10); 3,67 (s, 6H, 2 X CHs); 7,21 (dd, Js54=7,7 Hz, Js5=4,9 Hz, 1H, H-5); 7,51
(d, J15=7,8 Hz, 1H, H-4); 8,40-8,50 (s, 2H, H-2, H-6).

RMN de *C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 33, p. 157): 26,2; 27,1; 27,3; 29,4; 29,5;
29,6; 29,7; 30,9 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 32,5 (C-20, C-20’);
49,2 (C-18 OU C-19, C-19°); 51,5 (C-18 OU C-19, C-19°); 53,8 (2 x CH3); 69,4 (C-9 OU C-
10); 71,0 (C-9 OU C-10); 123,2 (C-5); 135,9 (C-4); 137,2 (C-3); 147,3 (C-2 OU C-6); 149,9
(C-20U C-6); 173,1 (C-21, C-21").
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5.2.7 — Sintese do N-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil] 8-

alaninato de metila (43)

(@) O
/\)k : 3 1 2 R 18 M
[ﬁ/k\g\o/(/\)g\ll\] OCH, Boc,0 5@/\8/\0/\(\/)7/\1\] 3 o1 0521{3
e 23
= H 6 2 /K
N 42 CH,Cl, N 43 0O o)

25 25
25

A uma solucdo do composto 42 (0,72 g, 1,96 mmol ) em 10 mL de CH,Cl, adicionou-se uma
solucdo de Boc,O (0,71 g, 3,27 mmol) em 10 mL de CH,Cl,. A mistura foi mantida sob
agitagdo magnética a temperatura ambiente durante 22 h. O término da reacéo foi confirmado
por CCD (eluente: AcOEt). Adicionaram-se 20 mL de agua destilada a mistura reagente e
procedeu-se a extracdes com CH,Cl, (3 x 15 mL). A fase organica reunida foi secada com
Na,SO, anidro, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi
purificado por meio de cromatografia “flash” em coluna de silica (eluente: AcOEt). A
eliminacéo do solvente, sob presséo reduzida, forneceu o produto 43 (0,85 g, 1,83 mmol, 93%

de rendimento) como um 06leo de cor amarela.

F.M.: CysH4sN>0O5
M.M.: 464,64 g.mol™

IV (%, cm™): 2928, 2855 (v C-H aliftico); 1737 (v C=0 éster alifatico); 1690 (v C=0
carbamato); 1113 (vas —C-O-C éter); 714 (6 C-H de anel piridinico).

RMN de *H (200 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 34, p. 158): 1,29 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
1,40-1,50 (m, 12H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-16); 1,54-1,57 (m, 2H, H-17); 1,89
(qui, Jg o = J37=7,0 Hz, 2H, H-8); 2,57 (t, J20.19=7,0 Hz, 2H, H-20); 2,71 (t, J;s=7,6 Hz, 2H,
H-7); 3,17 (t, J1517=7,1 Hz, 2H, H-18); 3,36-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-19); 3,68 (s, 3H,
OCHs); 7,19-7,28 (m, 1H, H-5); 7,51 (d, J45=7,8 Hz, 1H, H-4); 8,40-8,50 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de *C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 35, p. 158): 26,1; 26,7; 29,2; 29,3; 29,4;
29,5; 29,7; 30,9 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 28,4 (CHjs t-butila);
33,3 (C-20); 43,2 (C-19); 47,6 (C-18); 51,6 (OCHj3); 69,4 (C-9 OU C-10); 71,0 (C-9 OU C-
10); 79,4 (C-24); 123,2 (C-5); 135,9 (C-4); 137,2 (C-3); 147,3 (C-2 OU C-6); 149,9 (C-2 OU
C-6); 155,3 (C-23); 172,4 (C-21).

EM.: ESI(+)/MS: calculado (M+H)" 465,6; obtido (M+H)": m/z 465,4.
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5.2.8 — Preparagéo dos sais de Zincke

5.2.8.1 — Metodologia Geral

A uma solugdo do derivado piridinico em CH3OH, adicionou-se o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
e manteve-se a mistura sob agitacdo magnética e refluxo (75 °C) durante 24 h. Em seguida, a
mistura reagente foi resfriada e o término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente:
CH,Cl,/ CH30H 80/20). O solvente foi removido sob pressao reduzida e o residuo obtido foi
purificado em coluna de silica. A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o

produto desejado.

52811 - Sintese do cloreto de 1-(2’,4’-dinitrofenil)-3-[3-[9-[(1,1-
dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio (35)

Cl

NO,
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NO,

Seguindo a metodologia geral (item 5.2.8.1, p. 52) foram colocados para reagir uma solugéo
do composto 43 (0,31 g, 0,67 mmol) em 2 mL de CH3OH e o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 46
(0,30 g, 1,46 mmol). Apds remocdo do solvente sob pressdo reduzida, o residuo obtido foi
purificado em coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ CH30OH 95/5, 90/10, 85/15, 80/20, 0/100). A
eliminacdo do solvente, sob pressao reduzida, forneceu o produto 35 (0,43 g, 0,64 mmol, 95%

de rendimento) como um 6leo de cor castanha.

F.M.: C32H47C|N40g
M.M.: 667,19 g.mol™

IV (v, cm™): 2928, 2856 (v C-H alifatico); 1737 (v C=0 éster alifatico); 1688 (v C=0
carbamato); 1542 (vass —NO, de ArNO,); ~1360 (vs —NO, de ArNO,); 835 (8 C-H de anel
aromatico substituido).
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RMN de *H (200 MHz, CD;0D), ¢ (ppm) (Figura 36, p. 159): 1,32 (s, 9H, 3 x CHs t-butila);
1,40-1,56 (m, 14H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17); 2,04-2,10 (m, 2H, H-8); 2,57
(t, J2010=6,8 Hz, 2H, H-20): 3,10 (t, J76=7,5 Hz, 2H, H-7); 3,21 (t, J1817=7,1 Hz, 2H, H-18);
3,41-3,56 (m, 6H, H-9, H-10, H-19); 3,67 (s, 3H, OCHj3); 8,30-8,38 (m, 2H, H-5 e H-6);
8,84-8,95 (M, 2H, H-4 e H-5"); 9,20 (d, Js5=5,2 Hz, 1H, H-6); 9,24-9,32 (m, 2H, H-2 e H-3").

RMN de *C (50,32 MHz, CDs;0D), 6 (ppm) (Figura 37, p. 159): 27,3; 27,8: 30,4 30,5; 30,6;
30,7; 30,8; 31,2; 34,0 OU 34,1 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 28,8
(CHst-butila); 34,0 OU 34,1 (C-20); 44,5 (C-19); 48,7 (C-18); 52,3 (OCHs3); 70,2 (C-9 OU C-
10); 72,1 (C-9 OU C-10); 81,1 (C-24); 123,2 (C-3°); 129,0 (C-5 OU C-6"); 131,2 (C-4 OU C-
5°); 132,7 (C-5 OU C-6°); 140,2 (C-3); 144,6 (C-2° OU C-4°); 144,7 (C-6); 145,5 (C-2° OU
C-4%); 146,5 (C-2); 150,2 (C-4 OU C-5°); 151,1 (C-1°); 157,1 (C-23); 173,9 (C-21).

5.2.8.1.2 — Sintese do cloreto de 1-(2°,4’-dinitrofenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio (48)

46 o, 4 12
| x OH 5(]/\8/\01{
NS CH,0OH 6 \SJ 2 q°
26 !
] 2 NO, 47

Seguindo a metodologia geral (item 5.2.8.1, p. 52) foram colocados para reagir uma solugéo
do 3-(3-hidroxipropil)-piridina 26 (0,51 g, 3,72 mmol) em 4 mL de CH3OH e o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 46 (1,50 g, 7,40 mmol). Apos remoc¢do do solvente sob pressdo reduzida, o
residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 80/20, 50/50,
40/60). A eliminacdo do solvente, sob presséo reduzida, forneceu o produto 47 (1,26 g, 3,72

mmol, 100% de rendimento) como um soélido de cor amarela.

F.M.: C14H14C|N305
M.M.: 339,73 g.mol™

IV ¥, cm™): 3420, 3233 (v O-H élcool); 3053, 3015 (v C-H aromético); 2944, 2874 (v C-H
alifatico); ~1550 (vass —NO, de ArNOy); 1338 (vs —NO, de ArNOy); 1062 (v C-O alcool).

RMN de 'H (200 MHz, D,0), J (ppm) (Figura 38, p. 160): 2,04 (qui, Jgo = Jg7=7,0 Hz, 2H,
H-8); 3,09 (t, J7s=7,7 Hz, 2H, H-7); 3,71 (t, Jos=6,3 Hz, 2H, H-9); 8,24-8,34 (m, 2H, H-5 ¢
H-6); 8,85 (d, J45=8,2 Hz, 1H, H-4); 8,95 (dd, Js 4=8,7 Hz, Js:3-=2,5 Hz, 1H, H-5"); 9,04
(d, Js5=6,2 Hz, 1H, H-6); 9,12 (s, 1H, H-2); 9,38 (d, J5-5-=2,4 Hz, 1H, H-3").
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RMN de *C (50,32 MHz, D,0), ¢ (ppm) (Figura 39, p.160): 30,3 (C-7); 33,3 (C-8); 61,9 (C-
9); 124,2 (C-3%); 129,5 (C-5 OU C-6"); 132,1 (C-5°); 132,6 (C-5 OU C-6’); 140,2 (C-1°);
1445 (C-2); 145,6 (C-3); 145,9 (C-4); 150,7 (C-6); 151,1 (C-2°, C-4").

5.2.9 - Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio (50)

B
f\/ - O/\/\
N KjA ’ 522

<j/ n-butanol K@
A solugdo do sal de Zincke 47 (0,10 g, 0,30 mmol) em 5 mL de n-butanol, adicionou-se a
benzilamina (0,03 g, 0,31 mmol) solubilizada em 5 mL de n-butanol. A mistura reagente foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo (120 °C) durante 92 h. Em seguida, essa mistura foi
resfriada e o término da reagédo foi confirmado por CCD (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 80/20). O
solvente da mistura foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido dissolvido numa
mistura de agua destilada (10 mL) e Et,O (10 mL). Procedeu-se a extracdo e a fase aquosa
obtida foi extraida mais duas vezes com Et,O (2 x 10 mL). As fases aquosas reunidas foram
concentradas sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna de silica
(eluente: CH,Cl,/ CH3OH 95/5, 90/10, 85/15, 80/20, 70/30, 0/100). A eliminacédo do solvente,
sob pressdo reduzida, resultou em uma fracdo contendo o produto 50. Apds a purificacdo
dessa fracdo, por meio de CCD preparativa (eluente: CH,Cl,/ CH30H 8/2; revelador: solucédo
cloroférmica de iodo 0,4 %), obteve-se o produto 50 puro (0,01 g, 0,05 mmol, 15% de

rendimento) como um 6leo de cor marron.

F.M.: C15H18C|NO
M.M.: 263,76 g.mol™

RMN de 'H (200 MHz, D,0), J (ppm) (Figura 40, p. 161): 1,90 (qui, Jgo = Jg7=7,1 Hz, 2H,
H-8); 2,89 (t, J;s=7,8 Hz, 2H, H-7); 3,61 (t, Jos=6,3 Hz, 2H, H-9); 5,76 (s, 2H, CH,Ph);
7,42-7,52 (m, 5H, 2 x H-2’, 2 x H-3’ ¢ H-4"); 7,92-7,99 (m, J=7,0 Hz, 1H, H-5); 8,42 (d,
J45=8,0 Hz, 1H, H-4); 8,73-8,78 (m, 2H, H-2 e H-6).
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RMN de *C (50,32 MHz, D;0), 6 (ppm) (Figura 41, p. 161): 30,3 (C-7); 33,6 (C-8); 62,1
(C-9): 66,1 (CHzPh); 129,6 (C-5); 130,6; 131,2; 131,5 (C-2°, C-3’ ¢ C-4"); 134,6 (C-1°);
143,6; 145,2 (C-2 e C-6); 145,4 (C-3); 147,6 (C-4).

5210 - Sintese do cloreto de 1-[9-[3-piridinopropanoxi]nonil]-3-(3-
hidroxipropil)piridinio (51)

7 9

O/\/\ 5 @/\/\OH
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@

A solucdo do sal de Zincke 47 (0,10 g, 0,30 mmol) em 3 mL de n-butanol, adicionou-se o

Z

NO,

composto 41 (0,08 g, 0,27 mmol) solubilizado em 2 mL de n-butanol. A mistura reagente foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo (120 °C) durante 54 h. Em seguida, essa mistura foi
resfriada e o término da reagédo foi confirmado por CCD (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 80/20). O
solvente da mistura foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado em
coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 80/20, 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70, 20/80,
0/100). A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, resultou em uma fracdo contendo o
produto 51. Apos a purificacdo dessa fracdo, por meio de CCD preparativa (eluente: CH,Cly/
CH3OH 8/2; revelador: solucéo cloroférmica de iodo 0,4 %), obteve-se o produto 51 puro

(0,02 g, 0,05 mmol, 17% de rendimento) como um éleo de cor castanha.

F.M.: C25H39C|N202
M.M.: 435,04 g.mol™

RMN de *H (400 MHz, D,0), 6 (ppm) (Figura 42, p. 162): 1,30-1,34 (m, 10H, H-12, H-13",
H-14’, H-15’, H-16"); 1,52-1,55 (m, 2H, H-11"); 1,90-1,99 (m, 4H, H-8, H-8"); 2,00-2,04 (m,
2H, H-17%); 2,75 (t, 37 8'ou 7.8=7,4 Hz, 2H, H-7 OU H-7"); 2,95 (t, J7 8'ou 75=7,8 Hz, 2H, H-7
OU H-7%); 3,46-3,52 (m, 4H, H-9°, H-10%); 3,66-3,70 (m, 2H, H-9); 4,59 (t, Jis:17=7,2 Hz,
2H, H-18%); 7,42 (dd, Js- 4-=7,8 Hz, Js5: -=5,0 Hz, 1H, H-5); 7,77 (d, J+ 5-=8,0 Hz, 1H, H-4’);
7,99 (dd, J54=8,0 Hz, J56=6,0 Hz, 1H, H-5); 8,38-8,39 (m, 1H, H-4); 8,41-8,45 (m, 2H, H-2’
e H-6); 8,69 (d, Js5=6,0 Hz, 1H, H-6); 8,75 (sl, 1H, H-2).

RMN de *3C (100,64 MHz, D,0), 6 (ppm) (Figura 43, p. 162): 24,2; 24,3; 26,9; 27,3; 27,4;

27.6; 27,7; 27:9; 28,8; 29,5; 31,1 (C-7, C-7°, C-8, C-8’, C-11°, C-12’, C-13’, C-14, C-15’, C-
16, C-17°); 59,6 (C-9); 60,9 (C-18"); 68,4 (C-9° OU C-10"); 69,6 (C-9’ OU C-10°); 123,2 (C-
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5%): 126,8 (C-5); 136,7 (C-4’); 137,2 (C-3; C-3); 140,8 (C-6); 142,6 (C-2); 144,5; 1452;
147,7 (C-4, C-2°, C-6").

5.2.11 — Preparagdo dos sais de piridinio
5.2.11.1 — Metodologia Geral
Método A

A um baldo contendo o derivado piridinico, adicionou-se o BzCl. Esta mistura foi mantida
sob agitacdo magnética e aquecimento a 90°C durante 2 h. Em seguida, o sistema foi resfriado
e o término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente: AcOEt). O produto obtido foi
submetido a uma cromatografia “flash” em coluna de silica (eluente: AcOEt, CH3OH). A

eliminacéo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto desejado.
Método B

A um baldo contendo o derivado piridinico, adicionou-se 0 CH3l em excesso. Esta mistura foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 12 h. Em seguida,
adicionaram-se a mistura 4 mL de CH,Cl, e homogeneizou-se. O solvente e 0 excesso de
CHsl foram entdo removidos, sob pressao reduzida. O residuo obtido foi solubilizado em 1
mL de CH,CI, e fez-se placa de CCD (eluente: AcOEt) para confirmar o término da reacdo. O
bruto da reacdo foi submetido a uma cromatografia “flash” em coluna de silica (eluente:

AcOEt, CH30H). A eliminacao do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto.

5.2.11.1.1 - Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-[3-[9-[(1,1-dimetiletoxicarbonil)(3-

metoxi-3-oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio (63)
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Seguindo o método A da metodologia geral (item 5.2.11.1) foram colocados para reagir o
derivado piridinico 43 (0,10 g, 0,22 mmol) e o BzCl (30 pL, 0,29 mmol). Apds a purificacdo
descrita, obteve-se o produto 63 (0,13 g, 0,22 mmol, 100% de rendimento) como um Gleo de

cor amarela.

F.M.: C33H51C|N205
M.M.: 591,22 g.mol™

IV (%, cm™): 2928, 2855 (v C-H alifatico); 1736 (v C=0 éster alifatico); 1689 (v C=0
carbamato); ~1150 (v —C-O éster); 1109 (vass —C-O-C éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCly), J (ppm) (Figura 44, p. 163): 1,27 (s, 9H, 3 x CHs t-butila);
1,40-1,58 (m, 14H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-16; H-17); 1,93-2,03 (m, 2H, H-8);
2,53-2,58 (m, 2H, H-20); 2,95 (t, J;5=7,4 Hz, 2H, H-7); 3,17 (t, J1517=7,1 Hz, 2H, H-18);
3,29-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-19); 3,68 (s, 3H, OCHy); 6,27 (s, 2H, CH,Ph); 7,32-7,42 (m,
3H, H-3’, H-4’); 7,66 (d, J»-3=3,4 Hz, 2H, H-2"); 7,91-7,97 (m, 1H, H-5); 8,17 (d, Js5=7,9
Hz, 1H, H-4); 9,37 (s, 1H, H-2); 9,53 (d, Js5=4,5 Hz, 1H, H-6).

RMN de **C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 45, p. 163): 26,0; 26,7; 29,2; 29,3; 29,5;
29,6; 29,7; 30,0 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 28,4 (CHjs t-butila);
33,7 (C-20); 43,2 (C-19); 47,6 (C-18); 51,6 (OCHj3); 64,2 (CH,Ph); 68,8 (C-9 OU C-10); 71,1
(C-9 OU C-10); 79,5 (C-24); 127,7 (C-5); 129,5; 129,8 (C-2°, C-3°, C-4"); 133,3 (C-1"); 142,8
(C-6); 143,7 (C-3); 144,3 (C-2); 144,8 (C-4); 155,3 (C-23); 172,4 (C-21).

5.2.11.1.2 - Sintese do iodeto de 1-(metil)-3-[3-[9-[(1,1-dimetiletoxicarbonil)(3-metoxi-3-

oxopropilamino)]noniloxi]propil]piridinio (65)
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Seguindo o método B da metodologia geral (item 5.2.11.1, p. 57) foram colocados para reagir
0 derivado piridinico 43 (0,02 g, 0,045 mmol) e o CHgsl (3,0 mL, 48,50 mmol). Apds a
purificacdo descrita, obteve-se o produto 65 (0,03 g, 0,045 mmol, 100% de rendimento) como

um 6leo de cor amarela.
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F.M.: C27H47|N205
M.M.: 606,58 g.mol™

IV v, cm™): 2927, 2855 (v C-H alifatico); 1736 (v C=0 éster alifatico); 1687 (v C=0
carbamato); ~1150 (v —C-O éster); 1109 (vass —C-O-C éter).

RMN de *H (400 MHz, CDCls), d (ppm) (Figura 46, p. 164): 1,20 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
1,34-1,48 (m, 14H, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15, H-16, H-17); 1,92-1,98 (m, 2H, H-8); 2,48
(t, J2010=6,4 Hz, 2H, H-20); 2,93 (t, J;s=7,6 Hz, 2H, H-7); 3,06-3,12 (m, 2H, H-18); 3,30 (t,
J1920=6,6 Hz, 2H, H-19), 3,36-3,39 (m, 4H, H-9, H-10); 3,59 (s, 3H, OCHz); 4,58 (s, 3H, H-
26); 7,97-8,00 (m, 1H, H-5); 8,22 (d, J45=8,0 Hz, 1H, H-4); 9,07-9,09 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de **C (100,64 MHz, CDCls), ¢ (ppm) (Figura 47, p. 164): 25,9; 26,5; 29,0; 29,1;
29,2; 29,3; 29,5; 29,8 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 28,2 (CHs t-
butila); 33,5 (C-20); 43,0 (C-19); 47,3 (C-18); 49,2 (C-26); 51,4 (OCHs); 68,7 (C-9 OU C-
10); 70,8 (C-9 QU C-10); 79,2 (C-24); 127,7 (C-5); 142,8 (C-4); 143,4 (C-3); 144,7 (C-2 OU
C-6); 144,9 (C-2 QU C-6); 155,0 (C-23); 172,1 (C-21).

5.2.11.1.3 - Sintese do cloreto de 1-(metilfenil)-3-(3-(9-azidononaciloxi)propil)piridinio
(64)
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Seguindo o método A da metodologia geral (item 5.2.11.1, p. 57) foram colocados para reagir
0 derivado piridinico 40 (0,05 g, 0,17 mmol) e o BzCIl (25 uL, 0,22 mmol). Apos a
purificacdo descrita, obteve-se o produto 64 (0,07 g, 0,15 mmol, 93% de rendimento) como

um 6leo de cor amarela.

F.M.: C24H35|N4O
M.M.: 431,01 g.mol™

IV (7, cm™): 3043 (v C-H aromatico); 2927, 2855 (v C-H alifatico); 2092 (vass —N3); 1248 (vs
_N3); 1108 (Vass _C'O'C étel’)
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RMN 'H (400 MHz, CDCls), o (ppm) (Figura 48, p. 165): 1,19-1,36 (m, 10H, H-12, H-13,
H-14, H-15, H-16); 1,40-1,49 (m, 2H, H-17); 1,52-1,59 (m, 2H, H-11); 1,88-1,95 (m, 2H, H-
8); 2,90 (t, J7,8:7,4 HZ, 2H, H-7); 3,21 (t, J18'17:7,O HZ, ZH, H-18); 3,28 (t, J9,80£10,11:6,6 HZ,
2H, H-9 OU H-10); 3,35 (t, Jogout0,11=5,8 Hz, 2H, H-9 OU H-10); 6,25 (s, 2H, CH.Ph); 7,20-
7,33 (m, 3H, H-3’, H-4"); 7,64-7,69 (m, 2H, H-2"); 7,85-7,90 (m, 1H, H-5); 8,12 (d, J45=7,6
Hz, 1H, H-4); 9,46-9,50 (m, 1H, H-2 OU H-6); 9,53-9,62 (m, 1H, H-2 OU H-6).

RMN “*C (100,64 MHz, CDCls),  (ppm) (Figura 49, p. 165): 25,9; 26,5; 28,7; 28,9; 29,1;
29,2; 29,5; 29,6; 29,9 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 51,3 (C-18);
63,8 (CH,Ph); 68,8 (C-9 OU C-10); 70,9 (C-9 OU C-10); 127,6 (C-5); 129,4; 129,5; 129,6
(C-2°, C-3°, C-4"); 133,4 (C-1°); 142,8 (C-4); 143,7 (C-3); 144,4 (C-2 OU C-6); 144,7 (C-2
OU C-6).

5.2.11.1.4 - Sintese do iodeto de 1-(metil)-3-(3-(9-azidononaciloxi)propil)piridinio (66)

7

CH;l : 3 2 10 18
3
O/H_,’\O/(\)g\NS R 5@/\8/\0/\97/\1\13
6@ “2
=
N 66

40 Tl I@

19
Seguindo o método B da metodologia geral (item 5.2.11.1, p. 57) foram colocados para reagir
0 derivado piridinico 40 (0,02 g, 0,07 mmol) e o CHsl (3,0 mL, 48,50 mmol). Apos a
purificacdo descrita, obteve-se o produto 66 (0,02 g, 0,05 mmol, 71% de rendimento) como

um 6leo de cor amarela.

F.M.: C18H31|N4O
M.M.: 446,37 g.mol™

IV (¥, cm™): 3033 (v C-H aromatico); 2927, 2854 (v C-H alifatico); ~2100 (vass —N3); 1249 (vs
—N3); 1107 (Vass —C‘O‘C éter).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), & (ppm) (Figura 50, p. 166): 1,26-1,37 (m, 10H, H-12, H-
13, H-14, H-15, H-16); 1,52-1,63 (m, 4H, H-11, H-17); 2,00-2,07 (m, 2H, H-8); 3,01 (t,
J16=7,6 Hz, 2H, H-7); 3,26 (t, J1517=6,8 Hz, 2H, H-18); 3,39 (t, Jogou1011=6,8 Hz, 2H, H-9
OU H-10); 3,46 (t, Josout011=5,8 Hz, 2H, H-9 OU H-10); 4,68 (s, 3H, CHa); 7,97-8,00 (m,
1H, H-5); 8,30 (d, J45=8,0 Hz, 1H, H-4); 9,18-9,20 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de *C (50,32 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 51, p. 166): 25,9; 26,5; 28,6; 28,9; 29,1;
29,2; 29,4; 29,5; 29,9 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 49,2 (CH3); 51,3
(C-18); 68,8 (C-9 QU C-10); 70,9 (C-9 QU C-10); 127,6 (C-5); 142,9 (C-4); 143,5 (C-3);
144.8 (C-2 OU C-6); 145,0 (C-2 QU C-6).
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5.2.12 — Sintese do composto 67

HO ™"
23
CuS0,4.5H,0 4 79 10 18 9
3 N
(j/é\o/ﬁﬁm Ascorbato de Sodio 5‘ x : O/\M7/\N/ SN 22
= 68 A2 —=(21
N 0 CH,Cl,/H,0 N 6 » s

A uma solugdo do composto 40 (0,20 g, 0,66 mmol ) em 4 mL de CH,ClI, adicionaram-se 0 4-
pentinol (21 uL, 0,22 mmol), CuSO4.5H,0 (0,01 g, 0,02 mmol) dissolvido em 2 mL de agua
destilada e ascorbato de sddio (0,01 g, 0,07 mmol) dissolvido em 2 mL de &gua destilada. A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 h. O término
da reacéo foi confirmado por CCD (eluente: CH,CIl,/CH3;OH 95/5). Entdo, adicionaram-se 10
mL de CH.Cl, e 15 mL de &gua destilada a mistura reagente e procedeu-se a extracéo. A fase
organica foi separada e secada com Na,SO, anidro, filtrada e o solvente removido sob presséo
reduzida. O residuo obtido foi submetido a cromatografia em coluna de silica (eluente:
hexano/AcOEt 80/20, 70/30, 50/50, 0/100; CH,CIl,/CH3OH 90/10, 80/20, 70/30). A
eliminacéo do solvente, sob presséo reduzida, forneceu o produto 67 (0,07 g, 0,18 mmol, 84%

de rendimento) como um 6leo de cor amarela.

F.M.: CyH35N40,
M.M.: 388,55 g.mol™

IV (¥, cm™): 3342 (v O-H &lcool); 2927, 2854 (v C-H alifatico); 1576 (v -N=N); 1111 (Vass —
C-O-C éter); 1052 (v C-0O alcool).

RMN de *H (200 MHz, CDCly), & (ppm) (Figura 52, p. 167): 1,20-1,40 (m, 10H, H-12, H-
13, H-14, H-15, H-16); 1,53-1,56 (m, 2H, H-11); 1,82-2,01 (m, 6H, H-8, H-17, H-25); 2,71 (t,
J16=7,6 Hz, 2H, H-7); 2,84 (t, Jo425=7,2 Hz, 2H, H-24); 3,36-3,44 (m, 4H, H-9, H-10); 3,71
(t, Jo625=6,1 Hz, 2H, H-26); 4,30 (t, J1517=7,2 Hz, 2H, H-18); 7,19-7,30 (m, 2H, H-5, H-20);
7,52 (d, J15=7,6 Hz, 1H, H-4); 8,36-8,52 (m, 2H, H-2, H-6).

RMN de *C (50,32 MHz, CDCls), J (ppm) (Figura 53, p. 167): 22,1 (C-24); 26,1; 26,4;
28,9; 29,2; 29,5; 29,6; 30,2; 30,9 (C-7, C-8, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15, C-16, C-17); 31,9
(C-25); 50,2 (C-18); 61,7 (C-26); 69,4 (C-9 OU C-10); 70,9 (C-9 OU C-10); 120,7 (C-20);
123,3 (C-5); 135,9 (C-4); 137,3 (C-3); 147,2 (C-2 OU C-6); 147,4 (C-21); 149,8 (C-2 OU C-
6).
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CAPITULO 11

Sintese de novos analogos do ciclotetrapeptideo FR235222 e avaliacdo da
atividade inibidora de histonas desacetilases: uma nova abordagem para o

tratamento de toxoplasmose e malaria



1 - INTRODUCAO

1.1 — Histonas

O material genético presente nas células eucariotas encontra-se dentro do nucleo
celular, empacotado numa estrutura conhecida como cromatina, que tem como unidade
fundamental o nucleossomo (Figura 8), o qual é formado por éacido desoxirribonucléico
(ADN) associado as histonas (MENDITI; KANG, 2007). As histonas sdo proteinas
constituidas de um dominio globular onde o filamento do ADN se enrola e de uma cauda
aminoterminal (MENDITI; KANG, 2007).

Nucleossomo

Figura 8 — Nucleossomo (adaptado - RUVINSKY, 2011).

Atualmente, € reconhecido o papel importante das histonas na manutencdo do
equilibrio dindmico da cromatina (Figura 9, p. 68) o qual esta intimamente associado a
expressdo génica, ou seja, a regulacdo de varios processos nucleares incluindo transcri¢do do
ADN, replicacdo, reparo, mitose e apoptose celular (MENDITI; KANG, 2007; MULLER,;
PRADO, 2008). As caudas aminoterminais das histonas estdo susceptiveis a uma grande
variedade de modificacbes por ligacbes covalentes pos-traducionais, sendo essas
modificacdes resultantes de reacGes de acetilagdo, fosforilacdo, metilacdo, ubiquitinacéo,
entre outras (MENDITI; KANG, 2007). A acetilacdo das histonas tem sido extensivamente
estudada e é controlada por duas familias de enzimas: as histonas acetiltransferases (HAT) e
as histonas desacetilases (HDAC), que possuem entdo um importante papel na regulacdo da
expressdo génica por meio da modificacdo da cromatina (MENDITI; KANG, 2007). As

HATs transferem grupos acetila para residuos de lisina aminoterminal nas histonas,
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promovendo a ativacdo da cromatina, por meio da sua expansdo local, e o aumento da
acessibilidade de proteinas regulatorias do ADN. A remocao dos grupos acetila é realizada
pelas HDACs que promovem a condensacdo da cromatina e repressdo transcricional
(MENDITI; KANG, 2007; MULLER; PRADO, 2008). Assim, verifica-se que alteractes
epigeneticas, ou seja, alteracbes da cromatina e do ADN que s8o estaveis nas divisdes
celulares e que ndo estdo relacionadas a mudancas nas sequéncias de bases nucleotidicas do
ADN (MENDITI; KANG, 2007; MULLER; PRADO, 2008), séo importantes para estabelecer
a programacdo correta da expressao dos genes. As principais alteracGes epigenéticas sdo
reconhecidamente as alteragBes nas histonas e no padrdo de metilagdo de ADN (MULLER,;
PRADO, 2008).

o )

—

O—\W@m Inativa
) (Condensada)

—
HAT l T HDAC
Cauda
aminoterminal
.\'ucleossoma—r \ Ativa
H; L) ]Li‘) ()Il || ]|| i‘)(Aberta)
AR AR AR A
I
Acetilagio

Figura 9 — Equilibrio dindmico da cromatina (adaptado - DO; RIZVI, 2011)

As enzimas HDACs sdo classificadas em quatro familias diferentes em funcéo de
homologias estruturais. Compondo essas familias, ha 11 tipos diferentes de HDACs que séo
codificadas pelo genoma humano (FIERZ; MUIR, 2012). As classes | (HDAC 1, 2, 3 e 8), lla
(HDAC 4, 5,7, 9), llb (HDAC 6, 10) e IV (HDAC 11) sdo Zn-dependentes, ou seja, seu sitio
catalitico contém um céation zinco divalente (Figura 12, p. 71). A classe Il é NAD"-
dependente. A maioria dessas enzimas HDACs estad presente também em protozoérios e
metazoarios, com a excecdo da HDACG6 que esta ausente nos parasitos do filo Apicomplexa
(BOUGDOUR et al., 2010; SAKSOUK et al., 2005; SULLIVAN; HAKIMI, 2006).

Uma variedade de doencas humanas, como cancer, anemia falciforme, artrite
reumatoide e hipertrofia cardiaca, esta associada a disfuncdo de HDACs (AVILA et al., 2007;

LIN et al.,, 2007). Nesse contexto, a intervencdo nas alteracdes epigenéticas tem se

68



apresentado como um campo promissor no desenvolvimento de novos farmacos (MULLER,;
PRADO, 2008).

Parasitos do filo Apicomplexa, como o Plasmodium falciparum (P. falciparum) e
0 Toxoplasma gondii (T. gondii), possuem as atividades das histonas como o principal
mecanismo para controlar o equilibrio da cromatina (Figura 9, p. 68), assim, disfuncdes de
enzimas HDACs podem prejudicar a sobrevivéncia desses parasitos. Uma das hipGteses
desenvolvidas por Bougdour et al (2010) é que a sobrevivéncia do T. gondii depende
principalmente da sua capacidade para se diferenciar de maneira quase permanente e 0s
fenbmenos de diferenciacdo baseiam-se em alteracbes epigenéticas a partir das informacdes
armazenadas na cromatina. A inibicdo de enzimas HDACs pode ser uma forma adequada para
evitar essa diferenciacdo rapida do parasito, 0 que pode leva-lo a morte. Esta estratégia €
particularmente promissora, uma vez que pode ser mais seletiva contra o parasito pois 0s seres
humanos podem compensar algumas inibi¢cdes de enzimas HDACs por meio de fatores de
transcricdo. Ja o parasito T. gondii tem um numero relativamente pequeno de fatores de

transcricéo.

1.2 — Inibidores de HDACs

Diversas classes estruturais de inibidores das histonas desacetilases (IHDACS),
como aquelas apresentadas na Figura 10 (pagina 70), tém sido isoladas de fungos (MULLER;
PRADO, 2008) ou sintetizadas (ANDREWS et al., 2008; MAUBON et al., 2010; XIE et al.,
2005). Esses IHDACs tem demonstrado importantes atividades contra diversos tipos de
cancer (MENDITI; KANG, 2007) e contra protozoarios do filo Apicomplexa como espécies
de Plasmodium (ANDREWS et al., 2008; SRIWILAIJAROEN et al., 2009) e Toxoplasma
(MAUBON et al., 2010; BOUGDOUR et al., 2008), agentes causadores da malaria e da
toxoplasmose, respectivamente. Como citado anteriormente, no caso dos protozoarios, as
alteracdes epigenéticas podem ter altissimo impacto na viruléncia do parasito, 0 que € uma
nova estratégia terapéutica para a abordagem de doencas parasitarias. Por essas razfes, 0S
iIHDACSs sdo um alvo terapéutico que tem despertado interesse em varios grupos de pesquisa

em todo o mundo.
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Figura 10 - Inibidores das histonas desacetilases (IHDACS).

Dentre as diversas classes estruturais de IHDACs, merecem destaque 0s
ciclotetrapeptideos, como FR235222 e seus derivados (Figura 11, p. 71), que tem apresentado
atividade potente e seletiva contra o T. gondii (MAUBON et al., 2010) e que s&o promissores
agentes contra o P. falciparum. A substancia FR235222 ¢ um produto natural que foi isolado
pela primeira vez em 2003 a partir do caldo de fermentacdo de Acremonium sp.
(BOUGDOUR et al., 2009). Inicialmente foram conhecidas suas propriedades
anticancerigenas, mas Bougdour et al (2009) encontraram uma atividade antiparasitaria para
este produto natural. FR235222 apresentou excelente atividade anti-Toxoplasma gondii, tendo

como alvo identificado para essa a¢do a enzima HDAC3 do T. gondii (Tg.HDAC3).
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Figura 11 — Ciclotetrapeptideos: FR235222 e seus derivados (IHDACsS).

Estruturas cristalograficas demonstraram que o mecanismo de inibicdo dos
iIHDACSs, como aqueles apresentados na Figura 11, baseia-se na quelacdo do cation zinco
divalente, presente no fundo de um bolso estreito formado por loops L1 a L7 como um sitio
ativo nas histonas (Figura 12). No caso dos ciclotetrapeptideos apresentados na Figura 11, o
grupo cetona € o grupo de quelacéo ao zinco. As estruturas cristalograficas também revelaram
que a parte peptidica ciclica esta envolvida no reconhecimento e na excelente permeabilidade
celular desses inibidores (MAUBON et al., 2010). Sendo assim, a parte peptidica ciclica e um
grupo de quelacdo ao cation zinco divalente sdo sub-estruturas fundamentais para a atividade

inibidora das HDACs, apresentada pelos ciclotetrapeptideos da Figura 11.

Figura 12 — Sitio ativo das enzimas HDACs (FURUMAI et al., 2001).
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Recentemente, Vickers et al (2012) relataram uma nova molécula iIHDAC 76
(Figura 13) que ndo possui uma funcdo cetona ou tioéster para a quelacdo do cation zinco
divalente. Este novo composto apresentou boas propriedades de inibicdo de HDAC de classe |

(HDACL, 2 e 3), ao interagir na abertura do sitio ativo sem, no entanto, quelar o Zn?".

I

/"N(CH;),

tinel do sitio

peptideo ciclico ativo de HDAC

Figura 13 — Ciclotetrapeptideo inibidor de HDAC sem funcéo quelante de Zn** (VICKERS et
al., 2012).

1.3 — Exemplos de sintese de ciclotetrapeptideos iHDACS

Algumas sinteses tem sido descritas para a preparacdo de ciclotetrapeptideos
iIHDACSs. Por exemplo, a primeira sintese de FR235222 (Esquema 25, p. 73), em solucéo e
empregando uma estratégia linear, foi relatada por Xie et al (2005). Nessa sintese, 0
aminoacido modificado 80 foi obtido por meio de uma reacdo de metatese, utilizando o
catalisador de Grubbs de segunda geracdo 85 (Esquema 26, p. 73), como etapa chave. Mais
tarde, a sintese do ciclotetrapeptideo FR235222, em fase sélida e empregando uma estratégia

linear, também foi relatada por Rodriquez et al (2006).
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H

Oy © OTBDPS NHBoc

FR235222

81

i) EDC, HOBE, i-Pr,NEt, 90%; ii) Pd/C, H,, CH30H, 88%; iii) EDC, HOBL, i-Pr,NEt, 79%; iv) Et;NH, CHs;CN;
v) 80, EDC, HOBL, i-Pr,NEt, 78%; vi) Pd/C, H,, CH;OH depois EDC, C¢FsOH, 77%; vii) TFA, CH,Cl,, 56%;
viii) TBAF, THF, 84%.

Esquema 25 — Sintese de FR235222 (XIE et al., 2005).

OH . OTBDPS \/\(COan OTBDPS
/H‘/OCH3 i /'ﬁ‘/\/\ Y 84 NHBoc WCOQBH
iii
O iv o M o) NHBoc
_wv N-
82 83 /N Mes 86
Mes
Cl""RIu———\
Cl PCy, Ph
85 vi
OTBDPS
COzBH
(0) NHBoc
80

i) TBDPSCI, imidazol, CH.Cly, t.a ; ii) LiOH,q., THF; iii) cloridrato de N,O-dimetil hidroxilamina, EDC,
CH,Cl,, 67%; iv) brometo de 3-butenilmagnésio, THF, 89%; v) 84, 85, CH,Cl,, t.a, 55%; vi) Pd/C, H,, CH;0H,
94%.

Esquema 26 — Sintese do aminoacido modificado 80 empregando reacdo de metatese (XIE et
al., 2005).
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Ying et al (2008) relataram a primeira sintese do largazol, um outro iIHDAC
inicialmente isolado de uma cianobactéria do género Symploca (TAORI; PAUL; LUESCH,
2008), empregando uma estratégia de sintese convergente. Primeiramente, o ciclopeptideo 92
foi sintetizado contendo uma funcdo alceno terminal. Entdo, esse ciclopeptideo 92 foi
funcionalizado por meio de uma reacdo de metétese utilizando o catalisador de Grubbs
(Esquema 27).

N
BocHN 89 91
88
iv
H P H O
N N
ST\/ N\ s X ST\/
\ N C7H15 S/\/\ \ N \
O O 0
N Grubbs 30mol%, AN
S N o tolueno, 41% S N o
LA VA
Largazol 2

L J

i) EtsN, CH3CH,OH, 51%; ii) 90, TFA, DMAP, 94% em 2 etapas; iii) cloreto de 2,4,6-triclorobenzoila, Et;N,
DMAP, N-Boc-L-valina, CH,Cl,, 99%; iv) LiOH, THF/H,O; TFA; HATU, HOAt, i-Pr,NEt, 64% em 3 etapas.
Esquema 27 —Estratégia para sintese do Largazol (YING et al., 2008).

O largazol tem atraido o interesse de muitos pesquisadores, devido a sua
citotoxicidade em vaérias linhas de células cancerigenas (TAORI; PAUL; LUESCH, 2008).

Essa substancia difere de outros ciclopeptideos iIHDACS pela presenca de uma fungéo tioéster
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e também pela sua atividade inibidora mais seletiva sobre as HDACs da classe I, em
comparagdo com HDACG da classe 11b (BOWERS et al., 2008).

Em 2010, Liu et al verificaram que a funcdo tioéster do largazol é um proé-
farmaco. Assim, devido a presenca e atividade de proteinas celulares (esterases e proteases) in
vivo, o tioéster é rapidamente hidrolisado gerando o tiol livre (Figura 14). Isto explicaria
porque o largazol com a funcdo tioéster apresentou, em ensaios enzimaticos in vitro com
enzimas recombinantes de HDAC, atividade inibitoria cerca de 10 vezes menor do que
largazol com o tiol livre.

5

| XN
g

[ o o N S

0 0 j/
-\_‘__.--“-H:__:/\/%\\/J\/J-L N
H

Largazol

l Hidrolise

.,;[NH &z\

Znth . 2 j/
"*'S/V\\E/J\/JJ\N
. '- A H

Largazol tiol livre

Figura 14 — Hidrdlise do Largazol (LIU et al., 2010).

Recentemente, Traore (2012) relatou a sintese de varios novos analogos de
FR235222 (Figura 11, p. 71) e do largazol (Figura 14), que foram denominados por esta
pesquisadora “andlogos de primeira geragdo”. Conforme apresentado no Esquema 28, foi
empregada uma estratégia de sintese convergente, e em solucdo, para obtencdo do

ciclotetrapeptideo 96 contendo na cadeia lateral um grupo alceno terminal.
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Esquema 28 — Sintese convergente do ciclotetrapeptideo 96 (TRAORE, 2012).

Uma vez obtido o ciclotetrapeptideo 96, esse foi acoplado a véarias funcdes
cetonas ou tioésteres (Esquema 29), capazes de interagir com o cation zinco divalente
localizado no sitio catalitico de HDACSs, para fornecer os analogos desejados (TRAORE,
2012).

Cetona Novos analogos
de FR235222 R NH
M HN M R™
n
SN

)j Opee i (¢} o o
FR235222 H‘\R”

S

reagdes radicalares

1 ou 2 etapas HN /zﬁ/\
n
0 O)FVN 0
) R" RV,H
oS o A
Novos anédlogos ’{ HS R 96
@ o
T

do Largazol

HN NVS
Tioést n
ioéster )\\rN

O_
RYYH
N R
H

S /’

Largazol

o o

Esquema 29 — Sintese de “analogos de primeira geracao” de FR235222 e do largazol
(TRAORE, 2012).

Dentre os analogos de FR235222 e do largazol obtidos por Traore (2012), os
compostos apresentados na Figura 15 (pagina 77) demonstraram atividade anti-Toxoplasma
gondii altamente potente e bom indice de seletividade em relacdo a outras células eucariotas.
Essa primeira geragdo de analogos sintetizada permitiu a elaboracdo de algumas conclusdes
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sobre os fatores estruturais essenciais para a atividade inibidora de HDACs e a seletividade
desses compostos: a) a carbonila do grupo cetona é melhor quelante do cation zinco divalente
quando comparado a um grupo tioéster, por exemplo; 2) ndo ha a necessidade do grupo metila
presente no residuo de prolina para a atividade inibidora das histonas desacetilases de
parasitos do filo Apicomplexa, o que permite a sintese de analogos de FR235222
estruturalmente mais simples e menos caros; c) alguns residuos especificos de histonas
desacetilases de parasitos Apicomplexa apresentam um poco de insercdo especifico (ausente
em outras células eucariotas) que interagem com o grupo etila presente em FR235222. Assim,
melhorar o impedimento estérico nesta regido pode melhorar o indice de seletividade das
drogas planejadas.

A grande variedade de atividades bioldgicas apresentada por substancias iHDACs,
por meio de alteracdes epigenéticas, tem despertado o interesse de varios grupos de pesquisa
no desenvolvimento de estratégias de sintese que permitam a obtencdo de um grande nimero
de susbtéancias iHDACs.

EFO

W363

o
N
N b=
NH
" AcO O;§\N O oph
H o H o S
8

Figura 15 - Ciclotetrapeptideos “analogos de primeira geragdo” de FR235222 (TRAORE,
2012).
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2—-OBJETIVOS

Geral:

- Desenvolver novos agentes terapéuticos que atuem por um novo mecanismo de
acdo antiparasitaria (modificacdo epigenética), como estratégia de combate a doencas
provocadas por parasitos do filo Apicomplexa, como maléria e toxoplasmose.

Especificos:

- Desenvolver uma estratégia de sintese para a preparagdo de um “bloco
construtor” ciclotetrapeptidico “universal” 100 (Figura 16), analogo de FR235222 (Figura 11,
p. 71), que permita 0 acesso rapido a um grande numero de analogos, chamados neste

trabalho de analogos de “segunda geragio”.

=~ | Bloco construtor
"universal"

Figura 16 - Estrutura do bloco construtor “universal” 100 para a sintese de novos
analogos de FR235222.

- Sintetizar 0 bloco construtor “universal” 100, de acordo com a anilise
retrossintética mostrada no Esquema 30 (p. 79). A sintese convergente para obtencdo do bloco
construtor “universal” seria realizada a partir dos dipeptideos 101 e 102, obtidos a partir dos

aminodcidos 103, 104, 105 e L-Alanina, comercialmente disponiveis.
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Esquema 30 - Analise retrossintética para obtengdo do bloco construtor “universal” 100.

- Sintetizar novos analogos de FR235222 (Figura 11, p. 71), diversificadamente
funcionalizados, a partir dos grupos funcionais distintos (alceno e alcino) de 100 que
permitiriam sinteses direcionais baseadas em quimica ortogonal (Esquema 31). O grupo
alcino poderia reagir em reagdes de cicloadigdao do tipo “click” com azidas para obtengao de
1,2,3-triaz0is-1,4-dissubstituidos, 0 que poderia aumentar o impedimento estérico nesta regido
e melhorar o indice de seletividade dos novos compostos. Além disso, 0 emprego de um pro-
fluoréforo cumarinico, como 106, poderia resultar em uma molécula fluorescente que também
desempenhasse a funcdo de sonda biologica. O grupo alceno permitiria a introducdo de

cadeias laterais contendo um grupo funcional potencialmente quelante de cation zinco

divalente.

Cuso4 5H,0

Ascorbato de sodio

107 108

Esquema 31 - Reaces para funcionalizagdo do bloco construtor “universal” 100.

- Testar 0s novos compostos obtidos quanto a atividade bioldgica sobre linhagens

resistentes de parasitos T. gondii e P. falciparum.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese convergente do bloco construtor “universal” (Esquema 30, p. 79) foi
realizada a partir dos dipeptideos 102 e 101. Esses foram obtidos segundo as andlises
retrossintéticas apresentadas nos Esquemas 32 e 33.

] : p ot
H,N
HzNXu\o/ E— QAFRO — 0

L-Alanina

= | |0

109

1 \OH

H O H O s O
XOTN%O/ — XOTIG\E)J\O/ — o Hﬂ?%o/
(¢] B le} 5\ S

110 AN 112 105

Esquema 32 — Analise retrossintetica para obtencéo do dipeptideo 102.
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Esquema 33 — Analise retrossintetica para obtencdo do dipeptideo 101.
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3.1 - Sintese do (-)-(S)-2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enamido]-(S)-2-metilpent-
4-inoato de metila [(-)102]

3.1.1 - Sintese do (-)-(S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-2-metilpent-4-inoato de metila [(-)-
113]

A obtencdo do aminoacido (-)-113 foi realizada conforme a sequéncia de reacdes
apresentada a seguir (Esquema 34). O objetivo dessa sintese foi obter o aminoacido 109 que,
devido a problemas na sua purificacdo, foi convertido no derivado N-carbamato (-)-113 para
que pudesse ser caracterizado adequadamente.

1) NaOH, H,0, CH;0H 1) LIN(TMS), THF, - 78 °C o
2) PhCHO, CH;CH,0OH o
/
OH  3) PACOCI, CH,Cl, 2) Br\// N
H,N -
N 0
o 45% «‘\(O 62%
L-Alanina * o o
114 H #)-111
HCI conc.
114 °C, 4h30min

(0) o)
179 i gL

. . CIH,N
H/N\el\o/ Et3N; Boc,O; CH3CN HZN\Sel\O/ SOCLy; CH5OH anidro \\eI\OH

16h, 30% 85°C, 4h | ‘

109 115

()-113

Esquema 34 — Sintese do (-)-(S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-2-metilpent-4-inoato de metila

[(-)-113].

A L-alanina foi convertida no sal de sddio correspondente usando hidroxido de
sodio em metanol. Em seguida, obteve-se a oxazolidinona 114 a partir da condensa¢do do L-
alaninato de sodio com benzaldeido e reacdo com cloreto de benzoila. Esse método foi
descrito por Hsiao e Hegedus (1997) para a sintese diastereosseletiva de 114 com rendimento
de 58%. Esses pesquisadores descreveram um método para a obtencdo de um aminoacido
modificado analogo do composto 115, na sua forma enantiomericamente pura e com retengdo

da configuracdo do estereocentro, a partir da oxazolidinona 114. No presente trabalho, esse
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metodo foi empregado na sintese do aminoacido contendo um grupo alcino 115, conforme
apresentado no Esquema 34 (pagina 81). A oxazolidinona 114 foi alquilada com o brometo de
propargila usando LIN(TMS), como base, e o intermediario (+)-111, um composto inédito, foi
obtido como Unico diastereoisdmero, apds recristalizacdo, em 62% de rendimento. A hidrdlise
acida (CUEVA et al, 2009) desse intermediario quiral gerou o aminoécido 115 que teve o
grupo &cido carboxilico protegido na forma de éster metilico e o grupo amino protegido na
forma de carbamato. Essas reacdes de protecdo foram realizadas empregando-se condicdes
classicas (HUNG; HARRIS; BRIMBLE, 2010) e levaram a obtengdo do aminoacido
modificado (-)-113, inédito e opticamente puro, com rendimento de 30% a partir de (+)-111.
A sintese do composto (+)-111 foi etapa chave para a obtencdo do bloco
construtor “universal” (Esquema 30, p. 79) inedito pois permitiu a obtencdo do aminoé&cido

109 inédito, utilizado para a obtencéo do dipeptideo (-)-102, outro composto inédito.
3.1.2 - Sintese do (+)-(S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enoato de metila [(+)-110]

Para a sintese do derivado de aminoacido contendo um grupo alceno (+)-110,

realizou-se a sequéncia de reac6es (Esquema 35) descrita por Traore (2012).

TsCl

. (0] H (0]
Cf) H I?\)J\ o l \)L PN 0 ILJJ\
3 O/ EtzN >( \”/ o T - O/

4-DMAP H
CH CN 2
on 3 on Me;N.HCI 0Ny
6h, 59% CH,Cl, I
105 116 2h, 77% 117 0=S=0
Nal
Acetona
96h, 58%
Zn; DMF;

1,2-dibromoetano H (0]

B H O
‘QK PR AN o 4 QK TMSCI; LiCl, CuCN o IG\)L
Y T PR e
75% o) 2 (6]
I \an \I
G110 X 118 112

Esquema 35 — Sintese do (+)-(S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enoato de metila [(+)-
110].
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Inicialmente o composto comercial 105 teve o grupo amino, que estava na forma
de ion aménio, convertido em carbamato levando & obtencdo de 116. Essa reacdo foi
anteriormente descrita por Trost e Rudd (2003). O aminoacido protegido 116 teve o grupo
hidroxila livre transformado em um bom grupo abandonador por tratamento com cloreto de
tosila. Assim, obteve-se o composto 117, também descrito por Jackson e Perez-Gonzalez
(2005). A reagdo do tosilato 117 com iodeto de sddio, em acetona e a temperatura ambiente,
durante um periodo longo (4 dias), resultou no derivado iodo-alanina 112, composto que
também teve sua sintese descrita por Jackson e Perez-Gonzalez (2005). Esses pesquisadores
relataram que o emprego de refluxo, para a diminuicdo do tempo de reacdo, resultou na
diminuicdo significativa do rendimento e na formagdo de subprodutos, como o 4-
metoxicarboniloxazolidin-2-ona, ndo observados quando a reacdo foi realizada a temperatura
ambiente. O derivado de aminoacido contendo um grupo alceno (+)-110 foi obtido a partir da
conversao de 112 no derivado organozinco correspondente 118 e posterior reacdo desse com
brometo de alila. Conforme ressaltado por Jackson e Perez-Gonzalez (2005), que também
realizaram a sintese do derivado organozinco 118, a ativacdo adequada do zinco para sua
insercdo na ligacdo carbono-iodo desempenha um papel chave na sintese de derivados
organozinco. A sintese de (+)-110 foi descrita pela primeira vez por Traore (2012), tomando
como base o trabalho de Shimasaki et al (2006) que descreveram a sintese de um derivado de
aminoacido contendo um grupo alceno, analogo de (+)-110, empregando-se as mesmas
condicdes de reacao utilizadas no presente trabalho e passando pela formacdo de um derivado

organozinco.

3.1.3 - Sintese do (-)-(S)-2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enamido]-(S)-2-metilpent-
4-inoato de metila [(-)102]

O dipeptideo (-)-102, um composto inédito, foi obtido a partir do acoplamento do
derivado de aminoacido contendo um grupo alceno (+)-110 com o aminoacido contendo um
grupo alcino 109 (Esquema 36, p. 84). Inicialmente, a desprotecdo do éster metilico de (+)-
110 em meio basico resultou no composto 116, contendo o grupo acido carboxilico livre, que
foi acoplado a 109, contendo o grupo amino livre, empregando-se condi¢bes classicas
(TRAORE, 2012).
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Esquema 36 — Sintese do (-)-(S)-2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enamido]-(S)-2-
metilpent-4-inoato de metila [(-)102].

3.2 - Sintese do (+)-(R)-1-[(S)-2-amino-3-fenilpropanoil]pirrolidina-2-carboxilato de terc-
butila [(+)-101]

A sintese do dipeptideo (+)-101 foi realizada de acordo com o método descrito
por Bhuiyan et al (2006) e por Traore (2012), que também sintetizaram esse dipeptideo. De
acordo com a sequéncia de reacOes apresentada no Esquema 37, a reacdo do cloridrato de D-
Pro-OtBu 103, comercialmente disponivel, com o derivado N-protegido da L-fenilalanina
104, também disponivel comercialmente, em condi¢bes classicas de acoplamento de
aminodcidos, levou ao dipeptideo 120. Esse foi submetido a reacdo de hidrogenacéo catalitica
usando H,/Pd-C para a remocao do grupo carbamato N-protetor, resultando no dipeptideo (+)-

101 na sua forma enantiomericamente pura.

HOBt
DCC

2 N
Cl 7\ [/ OH O
H H o o)kN DMF
\]< }ll e} 16h, 85%
103 104

H,/Pd-C

I—Z

—
N
=

CH;CO,H
18h, 69%

L
H,N
o /\O

d
(#-101 >ﬁ

Esquema 37 — Sintese do (+)-(R)-1-[(S)-2-amino-3-fenilpropanoil]pirrolidina-2-carboxilato
de terc-butila [(+)-101].
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3.3 - Sintese do tetrapeptideo 122

O acoplamento dos dois dipeptideos (+)-101 e (-)-102, obtidos previamente,
usando reagentes classicos levou ao tetrapeptideo linear 122 inédito (Esquema 38). A
desprote¢do do éster metilico de (-)-102 em meio basico levou ao composto 121, contendo o
grupo &cido carboxilico livre, e 0 acoplamento deste ao dipeptideo (+)-101, contendo o grupo
amino livre, foi realizado empregando condic@es classicas (BHUIYAN et al, 2006; TRAORE,
2012).

1) LiOH;
THF/H,0

2) H;PO, 5%

O 70

@-101 X

HOBt; DCC;
Et;N; DMF

24h, 76%

X,
I @E

Esquema 38 — Sintese do tetrapeptideo 122.

3.4 - Sintese do (-)-(3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-metil-6-propargildecahidro
pirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-100]

O ciclotetrapeptideo (-)-100, bloco construtor “universal” inédito foi obtido a
partir da ciclizacdo do tetrapeptideo linear 122, empregando-se 0 método descrito por
Bhuiyan et al (2006) e por Traore (2012), durante seus trabalhos de sintese de
ciclotetrapeptideos. Conforme a sequéncia de reacdes apresentadas no Esquema 39 (pagina
86), a desprotecdo do éster terc-butilico e do grupo carbamato do composto 122 em condi¢bes
acidas (acido trifluoroacético - TFA), seguida pelo tratamento do tetrapeptideo resultante com
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0 agente de acoplamento HATU [hexafluorofosfato de 2-(1-H-7-azabenzotriazol-1-ila)-
1,1,3,3-tetrametilurénio] resultou na macrociclizacdo e obtencdo do ciclotetrapeptideo (-)-
100, em bom rendimento (72%). E importante ressaltar que, assim como nas reacdes de
macrociclizagdo em fase liquida, a ciclizacdo de 123 foi realizada em condi¢Bes de alta
diluicio em DMF com o objetivo de favorecer a reagcdo intramolecular em detrimento da

reacdo intermolecular.

- TFA
) e
0°C, 3h

HATU
DIEA

DMF
24h, 72%

Esquema 39 — Sintese do (-)-(3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-metil-6-propargil
decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-100].

A sintese do ciclotetrapeptideo (-)-100 inédito serd de grande importancia como
uma nova estratégia para a preparacdo de uma biblioteca de novos potenciais inibidores de
HDACS.

3.5 — Sintese de derivados fluorescentes de (-)-100 via rea¢ao do tipo “click”

Uma vez obtido o bloco construtor “universal” (-)-100, realizou-se reagdes de
cicloadig¢ao do tipo “click” (Esquema 40, p. 87), envolvendo o grupo alcino terminal de (-)-

100, com o objetivo de inserir grupos volumosos, como cumarinas do tipo 106, que poderiam
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aumentar o impedimento estérico nesta regido e melhorar o indice de seletividade dos novos
compostos, que seriam obtidos apds a funcionaliza¢do do alceno terminal da cadeia lateral de
(-)-100. Somado a isso, 0 emprego de cumarinas teve como objetivo a obtencdo de novos
compostos  fluorescentes que poderiam confirmar a excelente capacidade dos
ciclotetrapeptideos de atravessar membranas celulares. Esses novos compostos também

permitiriam a identificacdo e a localizacdo de novos mecanismos epigenéticos.

O O
R O O N—> ,/
L i
3
= 106 HN F
CuS0,4.5H,0 .

Ascorbato de sodio

107

R

Esquema 40 — Sintese de derivados fluorescentes de (-)-100.

3.5.1 - Sintese da 3-azido-cumarina 125

Para a sintese do ciclotetrapeptideo fluorescente (-)-134 (Esquema 44, p. 91), foi
necessaria a preparacdo da 3-azido-cumarina 125. Existem varios métodos para a sintese de
cumarinas descritos na literatura envolvendo reacdes do tipo Pechmann, Witting, Perkin,
Michael, condensacdo de Knoevenagel e rearranjo de Claisen. Neste trabalho, a 3-azido-
cumarina 125 foi preparada conforme o método descrito por Sivakumar et al (2004), que esta

apresentado no Esquema 41 (pagina 88).

87



o

CHO )J\ o) o) fo)
NaOAc anidro
T+ A 2o T
HO OH ' Ac,0 0 Ay
124 L

H
160 °C, 4h

2,4-di-hidroxi- N-acetilglicina
benzaldeido
1) HCI:CH,CH,OH - 2:1

2) NaNO,

3) NaNj

HO\@io;/[O
Z N,
125
19%

Esquema 41 — Sintese da 3-azido-cumarina 125.

Inicialmente a reagdo de condensagédo aldolica entre o 2,4-di-hidroxi-benzaldeido
com a N-acetiglicina seguida de lactonizacdo levou a cumarina 124. A amida 124 foi
hidrolisada por tratamento &acido e, em seguida, a amina resultante foi tratada com NaNO,/
HCI para sua conversao no sal de diazénio correspondente. Esse ao reagir com NaN3 resultou
na 3-azido-cumarina 125.

Conforme relatado por Brése et al (2005), os sais de aril diazonio, como aqueles
obtidos neste trabalho durante a sintese das 3-azido-cumarinas 125 (Esquema 41) e 133
(Esquema 43, p. 89), reagem diretamente com o ion azida sem a necessidade do uso de
catalisadores. Ao contrario do que acontece nas reagdes do tipo Sandmayer, aqui 0
mecanismo parece nao ser do tipo substituicdo nucleofilica aromatica. A azida ataca
diretamente o ion diaz6nio e ndo ocorre a clivagem da ligacdo C-N. Ha formacdo de aril
pentazois (128 e 129) que perdem N, levando a obtencdo da azida correspondente (Esquema
42, p. 89).
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Esquema 42 — Proposta para conversio de sais de diazonio em azida (BRASE et al, 2005).

3.5.2 - Sintese da 3-azido-7-dietilaminocumarina 133

A sintese do composto 133 (Esquema 43), relatada por Sivakumar et al (2004), foi
realizada empregando-se 0 método descrito por esses pesquisadores. A azido-cumarina 133
foi posteriormente empregada na sintese do ciclotetrapeptideo fluorescente (-)-135 (Esquema
44, p. 91).

Piperidina
Et,N OH
2 COOBt  Acidoacético PN 00  sncl EpN 0.0
v
CHO NO, Butanol F NO, HCI conc. e NH
2
55% 41% 132
4-dietilamino Nitroacetato 131 1) HCI
salicilaldeido de etila ) cone:
2) NaNO,
3) NaN;

//N \CIOIO
F N

133

42%

Esquema 43 — Sintese da 3-azido-7-dietilaminocumarina 133.
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A nitro-cumarina 131 foi obtida a partir da condensagdo de Knoevenagel entre o
4-dietilamino saliciladeido e o nitroacetato de etila. Em seguida, 0 composto 131 teve o grupo
nitro reduzido a amino (132) empregando-se SnCl,, como agente redutor, em meio &cido. O
tratamento do composto 132 com NaNO,/ HCI levou a obtencdo do sal de diazbnio
correspondente, que ao reagir com NaN3; formou a azido-cumarina desejada 133.

3.5.3 - Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-((1-(7-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-
azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-134] e do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-
6-((1-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil
decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-135]

A sintese dos compostos (-)-134 e (-)-135 (Esquema 44, p. 91), derivados 1,2,3-
triazolicos do ciclotetrapeptideo (-)-100, foi realizada empregado-se 0 método descrito por
Sivakumar et al (2004). Esses pesquisadores utilizaram reac6es de cicloadi¢do 1,3-dipolar,
entre 3-azido-cumarinas e alcinos, catalisada por cobre(l), para a sintese de derivados 1,2,3-
triazolicos. Esses compostos apresentaram fluorescéncia intensa e foram utilizados como
marcadores biologicos. Conforme discutido no capitulo | (paginas 28 e 29) deste trabalho, a
reacdo entre azidas e alcinos terminais catalisada por cobre(l) ficou conhecida nos ultimos
anos, como reacdo do tipo “click” (FREITAS et al., 2011).

A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre o composto (-)100, que contém um
alcino terminal, com as 3-azido-cumarinas 125 e 133, na presenca de sulfato de cobre e
ascorbato de sddio, ou seja, tendo cobre(l) como catalisador, levou a formacgéo regioseletiva

dos compostos fluorescentes (-)-134 e (-)-135 ineditos (Esquema 44, p. 91).
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125 R=0OH
/4\/\/ 133 R =E,N HN /<\/v

CuS0,4.5H,0
Ascorbato de sodio

CH;CH,OH:H,0 - 1:1

()-134 R = OH (34%)

(-)-135 R = Et;N (85%)
Esquema 44 — Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-((1-(7-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-
azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-134] e do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-
((1-(7-(dietilamino)-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metildecahidro
pirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-135].

A obtencdo dos compostos (-)-134 e (-)-135 inéditos foi de grande importancia
como via para a sintese de novos potenciais inibidores de HDACSs, empregando-se reacoes
radicalares envolvendo o alceno terminal desses compostos e, assim, permitindo a introducgéo
de cadeias laterais contendo grupos potenciais de quelacdo do zinco divalente. Mais
especificamente, os compostos (-)-134 e (-)-135 podem ser empregados para a obtencdo de
novas moléculas ativas e seletivas contra parasitos do filo Apicomplexa, como o T. gondii e 0
P. falciparum, agindo por meio de mecanismos epigenéticos. E, ao mesmo tempo, devido a
fluorescéncia apresentada pelos compostos (-)-134 e (-)-135, os seus derivados podem
desempenhar a funcdo de sondas bioldgicas. Assim, ao permitirem sua localizacdo no interior
do parasito, pode-se compreender melhor o mecanismo de penetracdo celular e de acgdo
antiparasitaria, o que pode levar ao aprimoramento do planejamento de novas moléculas
inibidoras de HDACs.
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3.6 - Sintese do S-((7R)-1-((3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-hidroxi-2-oxo-2H-cromen-3-
il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxotetradecahidropirrolo[1,2-a]
[1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-butildimetilsilil)oxi)-6-oxo-octan-3-il) O-etil
carbonoditioato (136) e do S-((7R)-1-((3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-(dietilamino)-2-
0x0-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxotetradecahidro
pirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-butildimetilsilil)oxi)-6-oxo-
octan-3-il) O-etil carbonoditioato (137)

Para 0 alongamento da cadeia lateral dos ciclotetrapeptideos fluorescentes (-)-134
e (-)-135 (Esquema 47, p. 94) empregou-se a quimica radicalar de xantatos desenvolvida pelo
grupo do Dr. Samir Zard nos anos 1990 (LIARD et al., 1997), que encontra grande
aplicabilidade na formag&o de ligacdo carbono-carbono. O objetivo de realizar essa reacéo foi
obter novos compostos IHDACs fluorescentes, ou seja, novos ciclotetrapeptideos
fluorescentes contendo na cadeia lateral um grupo capaz de quelar cation zinco divalente.

Os xantatos do tipo 138 (Esquema 45) podem ser preparados a partir dos haletos
correspondentes (DE GREEF; ZARD, 2007) e séo precursores de radicais que se adicionam a
olefinas, com formacdo de novos xantatos que podem ser reduzidos com rendimentos

excelentes no alcano correspondente.

NaS._OEt iniciad
0 e N iniciador (0)
radicalar
A s B0 s R AR
X acetona (o)
138 R'
X=Br ou Cl =
S .
RWR’ _ perdxido e RW R'
o isopropanol  p R Ie}
o

Esquema 45 - Preparacdo de xantatos e seu uso na adicdo radicalar a alcenos (DE GREEF;
ZARD, 2007).
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O xantato 143 foi obtido a partir do D-(+)-lactato de metila (139) empregando a

metodologia descrita por Traore (2012), conforme apresentado no Esquema 46.

1
e o0
OH 77% OH 83% GTBDMS
139 140 141
iii
S 57%
o KS)J\OEt o
\)k/STOEt iv \*/Cl
H 10 H
OTBDMS S 61% OTBDMS
143 142

i) 72h, t.a.; ii) DMF anidro, TBDMSCI, imidazol, DMAP, 4h, t. a.; iii) Et,O, ICH,CI, CHsLi, -78 °C, Ar, 1h; iv)
xantato de potassio, acetona, t. a., 6h.
Esquema 46 — Sintese do xantato 143.

Os ciclotetrapeptideos (-)-134 e (-)-135 foram submetidos a reacdo com o xantato
143, sob refluxo, em 1,2-dicloroetano como solvente e na presenca de DLP (peroxido de
lauroila), empregado como iniciador radicalar (Esquema 47, p. 94). Assim, foram realizadas

as reacdes radicalares que levaram a obtencao dos compostos 136 e 137.
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DLP

1,2 - dicloroetano

136 R =OH (56%)

(-)-134 R=OH
137 R=EtN (51%)

(--135 R=Et,N
Esquema 47 — Sintese do S-((7R)-1-((3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-hidroxi-2-oxo0-2H-
cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxotetradecahidropirrolo[1,2-
a] [1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-butildimetilsilil)oxi)-6-oxo-octan-3-il) O-etil
carbonoditioato (136) e do S-((7R)-1-((3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-(dietilamino)-2-oxo-
2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxotetradecahidro
pirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-butildimetilsilil)oxy)-6-oxo-octan-
3-il) O-etil carbonoditioato (137).

3.7 - Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3-((R)-7-hidroxi-6-oxo-octil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-a]
[1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-145]

A eliminacdo redutiva do grupo xantato de 137 (Esquema 48, p. 94) foi realizada
de acordo com o método desenvolvido pelo grupo do Dr. Samir Zard nos anos 1990 (LIARD;
SIRE; ZARD, 1996). Assim, realizou-se o refluxo de 137 na presenca de DLP em alcool
isopropilico para se obter o ciclotetrapeptideo 144. Em seguida, esse foi submetido a
condicBes classicas para a desprotecdo da hidroxila, remocdo do grupo TBDMS pelo

tratamento com TBAF, levando a obtencéo do ciclotetrapeptideo final (-)-145.
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Esquema 48 — Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-
3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3-((R)-7-hidroxi-6-oxo-octil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-a]
[1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-145].

3.8 - Sintese do (-)-(5)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-
oxotetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il]pentanotiol [(-)-146]

Em paralelo a obtencdo dos novos analogos de FR235222 de “segunda geracdao”
inicialmente propostos, foi realizada também neste trabalho a sintese de um analogo de
FR235222 de “primeira geragdo” (TRAORE, 2012) inédito, contendo como grupo quelante na
cadeia lateral do ciclotetrapeptideo um grupo tiol, conforme anélise retrossintética

apresentada no Esquema 49 (pagina 96).
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Esquema 49 — Analise retrossintética para a obtencéo do ciclotetrapeptideo inédito 146.
3.8.1 - Sintese do (+)-(2S)-1-(metoxicarbonil)hex-4-enilcarbamato de terc-butila [(+)-155]

Para a obtencdo do dipeptideo (-)149 (Esquema 51, p. 99), inicialmente foi
realizada a sintese do derivado de aminoacido contendo um grupo alceno (+)-155 (Esquema
50, p. 97), anteriormente descrita por Traore (2012) que se baseou no trabalho de Hung,
Harris e Brimble (2010). Esses pesquisadores descreveram a sintese de um derivado de

aminodacido contendo um grupo alceno, andlogo de (+)-155.
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Esquema 50 — Sintese do (+)-(2S)-1-(metoxicarbonil)hex-4-enilcarbamato de terc-butila [(+)-
155].

Conforme a sequéncia de reacGes apresentada no Esquema 50, a obtencdo do
composto (+)-155 teve como etapa chave a a-alquilacdo assimétrica da glicina. Inicialmente a
L-prolina, comercialmente disponivel, foi N-alquilada com cloreto de benzila resultando no
composto 150, que sofreu condensacdo com a 2-aminobenzofenona levando a obtencdo do
auxiliar quiral 151, na sua forma enantiomericamente pura (BELOKON et al., 1998; HUNG;
HARRIS; BRIMBLE, 2010; TRAORE, 2012). O composto 151, por sua vez, foi
transformado no complexo de Ni(ll) derivado de base de Schiff (+)-152 (BELOKON et al,
1998; HUNG; HARRIS; BRIMBLE, 2010; TRAORE, 2012). Esse complexo de Ni(ll) foi

alquilado, usando o NaOH como base em acetonitrila, resultando na olefina (+)-153 como
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Unico diastereoisdmero (TRAORE, 2012), em 85% de rendimento. Subsequente hidrolise
acida de (+)-153 usando HCI 2M forneceu a olefina 154 e recuperou o auxiliar quiral 151. A
protecdo do grupo acido carboxilico e do grupo amino da olefina 154, empregando-se
condicdes cléssicas (HUNG; HARRIS; BRIMBLE, 2010; TRAORE, 2012), levou a obtencéo
do derivado de aminoacido contendo um grupo alceno (+)-155, opticamente puro, com
rendimento de 56% a partir de (+)-153.

3.8.2 - Sintese do (-)-(5)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-oxotetra
decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il]pentil etanotioato [(-)-147]

Para a sintese do ciclotetrapeptideo (-)-147, empregou-se 0 método descrito por
Traore (2012), que também sintetizou esse composto, de acordo com a sequéncia de reagdes
apresentada no Esquema 51 (pagina 99).

O dipeptideo (-)-149 foi obtido a partir da desprotecdo do éster metilico do
derivado de aminoéacido contendo um grupo alceno (+)-155, que resultou no composto 156,
seguido do acoplamento com o aminoécido O-protegido 157, contendo o grupo amino livre,
empregando-se condigdes classicas (TRAORE, 2012). Na sequéncia, foi realizado o
acoplamento dos dois dipeptideos (-)-149 e (+)-101 usando reagentes classicos (BHUI'Y AN et
al, 2006; TRAORE, 2012). O éster metilico de (-)-149 foi desprotegido em meio béasico e o
acoplamento do dipeptideo resultante 158 ao (+)-101, contendo o grupo amino livre, levou a
obtencdo do tetrapeptideo linear 159. Esse tetrapeptideo foi tratado com TFA para a
desprotecdo do éster t-butilico e do grupo carbamato. Em seguida, o tratamento do
tetrapeptideo linear 160 com o agente de acoplamento HATU, em condic6es de alta diluicdo
em DMF, resultou na macrociclizacdo e obtencdo do ciclotetrapeptideo (-)-148, em 60% de
rendimento. Empregou-se uma reacdo radicalar, descrita por Traore (2012), para a
funcionalizacdo do alceno terminal da cadeia lateral do ciclotetrapeptideo (-)-148. Assim,
acoplou-se o &cido tiolacético ao alceno terminal usando AIBN como iniciador radicalar, para

obtencdo do tioéster (-)-147, em 62% de rendimento.
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Esquema 51 — Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-oxotetra

decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azacicl

ododecin-3-il]pentil etanotioato [(-)-147].
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383 - Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-
oxotetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il]pentanotiol [(-)-146]

Para a sintese do tiol (-)-146, um composto inédito, empregou-se o método
descrito por Nishino et al (2003), conforme o Esquema 52. Assim, o tioéster (-)-147 foi
tratado com uma solucéo de amdnia em metanol resultando no dimero 161, que ao ser tratado,
a 37 °C, com DTT (1,4-ditio-DL-treitol), um agente redutor, teve a ligacdo dissulfeto reduzida
originando o tiol desejado (-)-146, em 59% de rendimento.

oo ey

{ NH;/ CH;0H {
2 e DMF N
HN S HN S
67h
S—N o
o «s\n ©

()-147 161

DTT
DMF

2

37°C, 24h, 59%

(-)-146

Esquema 52 — Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-
oxotetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il]pentanotiol [(-)-146].

100



3.9 - Testes Biologicos

Conforme apresentado na introducdo do capitulo Il deste trabalho, os
ciclotetrapeptideos como FR235222 (Figura 11, p. 71) apresentam atividade inibidora de
HDACS, portanto, podem ser utilizados no combate a parasitos do filo Apicomplexa, como o
T. gondii e o P. falciparum, responsaveis por causar a toxoplasmose e a maléaria,
respectivamente.

Os ciclotetrapeptideos (-)-146 e (-)-145 inéditos, obtidos neste trabalho, foram
avaliados quanto a atividade anti-Toxoplasma gondii e antimalarica in vitro. A avaliacdo da
atividade contra o T. gondii foi realizada pela equipe do Dr. Mohamed-Ali Hakimi do
Laboratoire Adaptation et Pathogénie des Micro-organismes (Université Joseph Fourier —
Grenoble/ France). A avaliacdo da atividade de (-)-146 contra o P. falciparum foi realizada
pela equipe do Dr. Henri Vial do Laboratoire Dynamique des Interactions Membranaires
Normales et Pathologiques (Université de Montpellier 2 — Montpellier/ France).

3.9.1 — Atividade Anti-toxoplasmose

Para avaliacdo da atividade dos compostos (-)-146 e (-)-145 contra o T. gondii e a
citotoxicidade sobre células humanas (Human Forskin Fibroblast - HFF), a equipe do Dr.
Mohamed-Ali Hakimi usou os métodos descritos por Bougdour et al. (2009).

Os resultados da atividade anti-Toxoplasma gondii foram expressos como a
concentracdo que inibiu em 50% o crescimento parasitario (CEso RH), em paralelo com o
composto FR235222 como padrdo. A citotoxicidade em fibroblastos foi expressa como a
concentracdo que matou 50% dos fibroblastos (CEso HFF). Os valores obtidos para o0s

compostos testados estdo apresentados na Tabela 6 (pagina 102).
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Tabela 6 — Atividade anti-Toxoplasma gondii de novos analogos do ciclotetrapeptideo

FR235222.

% de inibicao

CEsocepa RH*  CEsocepa HFF?

Composto de células RH* IS®
290 nM (nM) (nM)
0 d FR235222
30%7 W 100 9,7 127 131
)
©/\O?/N <§H
HN s 0 n.a 120 -
O)WH%;/\/V \([)(
()-147
o, @(}
O)Th 0 (-)-146
o
N 100 40 280 7

! cepa de T. gondii tipo 1.

Zfibroblasto do preptcio humano (human foreskin fibroblast).
% 1S: indice de seletividade (CEso HFF / CEs RH).

“ nd: ndo determinado.

®n.a.; ndo ativo na concentra¢do empregada no teste.

O composto (-)-147, conforme descrito por Traore (2012), mostrou-se ativo

somente sobre células humanas HFF a 90 nM (CEsp = 120 nM) e ndo se mostrou ativo contra

o0 parasito T. gondii quando na mesma concentracdo. Esta diferenca de seletividade pode ser

explicada pelo fato do Largazol (Figura 14, p. 75) e os seus analogos sintéticos, obtidos por

Traore (2012), serem também inibidores seletivos de determinadas isoformas de HDACS.

Mas esta seletividade entre as células humanas HFF e o parasito podia também ser devido a

presenca da funcdo tioéster, que talvez ndo seria hidrolisavel in vivo, em espécies de parasitos

como o T. gondii. Para investigar essa possibilidade, neste trabalho, obteve-se o tiol livre (-)-
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146 a partir da desprotecao do tioéster (-)-147. O composto (-)-146 ndo foi ativo contra o T.
gondii, assim como o tioéster (-)-147, o que permitiu validar a primeira hipétese, de que a
diferenca de seletividade observada entre células humanas HFF e o parasito pode ser devido
ao fato de que os novos andlogos sintéticos do Largazol, obtidos por Traore (2012), sdo
inibidores seletivos de isoformas de HDACSs. Eles parecem atuar em uma classe de HDAC, tal
qual a HDACS, que esta ausente no parasita T. gondii.

O composto (-)-145 apresentou-se ativo, em concentragdo nanomolar, contra o T.
gondii, além de citotdxico para células humanas. Devido a sua fluorescéncia elevada (limiar
de deteccdo estimado em cerca de 50 nM) e alta penetragdo na forma cistica (bradizoitos) do
parasito T. gondii (Figura 20), enquanto mantendo a eficacia numa concentracdo nanomolar
(CEso = 40 nM), o composto (-)-145 demonstrou ser uma sonda biologica. Assim, possibilita
identificar melhor o mecanismo de penetracdo celular de derivados de FR235222 ativos

contra T. gondii, assim como, detectar e localizar mecanismos epigenéticos.

Figura 17 — Forma cistica (bradizoitos) de T. gondii permeada com uma solucao de (-)-145 (c
= 3,7 UM) durante 4 horas.

3.9.2 — Atividade Antimalarica

O composto (-)-146 foi testado quanto a atividade antimalarica in vitro contra P.
falciparum 3D7 cloroquina resistente, tendo sido essa atividade expressa em valor de Clsg
(concentracdo que inibiu em 50% o crescimento parasitario). O teste antimalarico foi
realizado pela equipe do Dr. Henri Vial que usou os métodos descritos por Desjardins et al.
(1979).

A citotoxicidade desse composto também foi avaliada contra linhagens de células

humanas (linfoblastos Jurkat e eritroblastos K-562) e foi expressa em valores de CCsy K-562
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(concentracdo que matou 50% dos eritroblastos) e Clsq Jurkat (concentragdo que matou 50%

dos linfoblastos). Os valores obtidos para 0 composto testado estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Atividade antimalérica e citotoxicidade do composto (-)-146.

Clso P. CCs K-562°  Clso Jurkat®
Composto falciparum (M) (M)
3D7(nM)

o A

7 6200 723 763

! cepa de P. falciparum resistente a cloroquina.
?linhagem de eritroblasto humano.
¥ linhagem de linfoblasto humano.

De acordo com os valores apresentados na tabela acima, o composto (-)-146 nao
se mostrou ativo contra o P. falciparum em concentragdo nanomolar, como outros compostos
analogos de FR235222 obtidos por Traore (2012) e ativos em concentragdes entre 7,1-22,1
nM. Em contrapartida, (-)-146 foi menos citotoxico sobre células humanas HFF que o0s

referidos compostos sintetizados por Traore (2012).
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4 — CONCLUSOES

v No presente trabalho, foi desenvolvida uma estratégia de sintese para a
preparacao do “bloco construtor” ciclotetrapeptidico “universal” (Figura 18), analogo de
FR235222 (Figura 11, p. 71). Esse ciclotetrapeptideo inédito poderd ser usado para a
preparacdo de uma biblioteca de novos potenciais inibidores de HDACS, ja que possui dois
grupos funcionais distintos os quais permitem sinteses direcionais baseadas em quimica
ortogonal. Os inibidores poderdo ser testados no combate a parasitos do filo Apicomplexa,
como o T. gondii e o P. falciparum causadores da toxoplasmose e da malaria,

respectivamente.

Figura 18 — Bloco construtor “universal” para a sintese de novos analogos de FR235222.

v O ciclotetrapeptideo (-)-145 inédito (Figura 19, p. 106), analogo de “segunda
geracdo” de FR235222 (Figura 11, p. 71), foi obtido a partir de reacdes envolvendo os grupos
funcionais alceno e alcino de (-)-100 (Figura 18). A reacdo de cicloadi¢do do tipo “click”
envolvendo o grupo alcino terminal permitiu a introducdo de um fluoréforo cumarinico,
resultando na obtencdo de um derivado 1,2,3-triazdlico-1,4-dissubstituido que apresentou
fluorescéncia. A reacdo radicalar envolvendo o grupo alceno permitiu a introducdo de uma
cadeia lateral contendo uma carbonila cetbnica, como grupo potencialmente quelante de

cation zinco divalente que é essencial a atividade inibidora de HDACs.
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I (-)-145

NEt,

Figura 19 — Ciclotetrapeptideos (-)-146 e (-)-145 inéditos.

v" O ciclotetrapeptideo (-)-146 inédito (Figura 19), andlogo de “primeira geragdo”
de FR235222 (Figura 11, p. 71), foi obtido a partir de rea¢6es envolvendo o alceno terminal
de (-)-148 (Esquema 51, p. 99). Assim, obteve-se uma cadeia lateral contendo um grupo tiol
como grupo potencialmente quelante de cation zinco divalente, essencial a atividade inibidora
de HDAC:s.

v' Os ciclotetrapeptideos (-)-146 e (-)-145 (Figura 19) foram avaliados quanto a
atividade anti-Toxoplasma gondii e antimalarica in vitro. O composto (-)-146 ndo foi ativo
contra o T. gondii e também ndo se mostrou ativo contra o P. falciparum em concentracédo
nanomolar. O composto (-)-145 apresentou-se ativo, em concentra¢do nanomolar (CEsp = 40
nM), contra o T. gondii. Apesar disso, apresentou-se citotoxico para células humanas. Assim,
serdo necessarios novos estudos para se obter compostos ativos contra o T. gondii e
fluorescentes com melhor indice de seletividade.

v" O composto (-)-145 (Figura 19) demonstrou ser uma sonda bioldgica, devido a
sua fluorescéncia elevada e alta penetracdo na forma cistica (bradizoitos) do parasito T.
gondii, além de manter a eficacia em uma concentracdo nanomolar (CEso = 40 nM). Assim,
esse composto mostrou-se uma nova ferramenta para determinar o mecanismo de penetragao
celular de derivados de FR235222 ativos contra T. gondii, além de possibilitar a deteccdo e a

localizacdo de mecanismos epigenéticos.
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5 - PARTE EXPERIMENTAL

5.1 — Métodos gerais

Os espectros na regido do Infravermelho foram registrados em espectrofotometro Bruker
modelo Vector 22/N (Département de Chimie Moléculaire, UJF). Os espectros obtidos sdo
resultado da média obtida de 8 varreduras realizadas com resolucdo de 4 cm™. Para a
atribuicdo de bandas no infravermelho utilizou-se como referéncia Silverstein, Webster e
Kiemle (2007).

Os espectros de RMN de 'H e de '*C foram registrados em espectrémetro BRUKER
ADVANCE | 400 MHz (Département de Pharmacochimie Moléculaire, UJF). Como

referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano.

Os espectros de massas ESI-MS foram realizados em aparelho Maxis Bruker (Institut de

Chimie Organique et Analytique, Université d’Orléans).

O poder rotatério especifico [o]o™® das moléculas sintetizadas foi medido em aparelho Perkin

Elmer Polarimeter 341 (Département de Pharmacochimie Moléculaire, UJF).

Para a CCD foram utilizadas folhas de aluminio pre-revestidas (Merck, gel de silica 60,
F254). Como reveladores dos compostos sintetizados, foram utilizados UV (254 nm) ou spray
de acido fosfomolibdico. Para CCS foi utilizada silica gel Macherey-Nagel 60M (0,063-0,04

mm/ 230-400 mesh) ou alumina neutra Acros (50-200 mm).

Os solventes puros e/ou anidros utilizados foram preparados segundo procedimentos descritos

por Perrin, Armarego e Perrin (1996).

IMPORTANTE: Em algumas estruturas quimicas, a numeracdo dos atomos adotada
ndo corresponde a numeracdo da nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que
compostos com estruturas analogas pudessem ter os seus dados de RMN comparados,

guando necessario.
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5.2 — Descricéo dos experimentos de sintese
5.2.1 — Preparacdo dos amino&cidos

5.2.1.1 — Sintese do (2S, 4S)-3-benzoil-4-metil-2-fenil-1,3-oxazolidin-5-ona (114)*°
1) NaOH, H,0, CH;0H 3]
2) PhCHO, CH;CH,OH o 2
HZNJ\N/OH 3) PhCOCI, CH,Cl, - 6 . T
7 N
o) \2\7\{)
. ' 6 1
L-Alanina W
7 6
0
114

A uma solucdo de NaOH (5,04 g, 125,94 mmol) em agua destilada (17 mL) e CH3;OH (84

mL), foi adicionada a L-alanina (11,00 g, 123,47 mmol). Essa solugéo foi aquecida a 140 °C

durante 1 h, até que a L-alanina fosse completamente dissolvida. O solvente foi removido
sob pressdo reduzida. Ao residuo obtido, adicionaram-se etanol anidro (84 mL) e benzaldeido
(18,8 mL, 185,21 mmol). Essa mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente durante 3 h. O solvente foi removido sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido
branco. Esse sdlido foi dissolvido em etanol anidro (67 mL) e a essa solugdo adicionou-se
peneira molecular 4 A. Apds 20 minutos, filtrou-se sobre papel de filtro e removeu-se o
solvente da solugcdo sob pressdo reduzida. Obteve-se um sélido branco que foi secado sob
vacuo durante 10 h. Apos, dissolveu-se esse sdlido em CH,CI, anidro (167 mL) e a solugédo
obtida, resfriada a 0 °C, adicionou-se lentamente uma solucdo de cloreto de benzoila (19,4
mL, 166,68 mmol) em CH,Cl, anidro (30 mL). A mistura reagente foi mantida sob agitacéo
magnética a 0 °C durante 3 h e, apds, a temperatura ambiente por 15 h. A mistura reagente foi
lavada com &gua destilada (150 mL), solucdo aquosa de NaHCO3; 4% (150 mL), solucéo
aquosa de NaHSO3 4% (150 mL) e agua destilada (150 mL). A fase organica foi secada com
MgSQ,, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. Obteve-se um solido branco que
foi recristalizado usando uma mistura de CH,Cl,/Et,O (1/2). Os cristais foram filtrados sob
vacuo, em funil sinterizado, e secados sob vacuo. Obteve-se o produto 114 (16,03 g, 56,98

mmol, 45% de rendimento) como um sélido branco.
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F.M.: Cl7H15NO3
M.M.: 281,31 g.mol™

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 54, p. 185): 1,20-1,70 (m, 3H, CHs): 4,80-
4,90 (m, 1H, H-2); 6,78 (s, 1H, H-7); 7,26-7,42 (m, 10H, 2 x H-2’, 2 x H-3’, H-4’, 2 x H-6", 2
X H-7" ¢ H-8’).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 55, p. 185): 17,6 (CHs); 52,8 (C-2);
90,4 (C-7); 126,5; 126,9; 128,7; 129,9; 131,3; 135,1; 136,4 (C-1°, C-2’; C-3*; C-4’; C-5’; C-
6’; C-7" ¢ C-8°); 169,5 (C-8); 172,31 (C-1).

5.2.1.2 — Sintese do (+)-(2S, 4S)-3-benzoil-4-metil-4-propargil-2-fenil-1,3-oxazolidin-5-
ona [(+)-111]

1) LIN(TMS),, THF, - 78 °C

F
@Aj\l\\l\(o X Br\// 7

A uma solucdo de HMDS 100% (3,44 g, 21,33 mmol) em THF anidro (23 mL), sob agitacao

magnética, atmosfera de argonio e a -78 °C, adicionou-se n-BuLi 2,5 M (6,30 mL, 15,64

(H)-111

mmol) gota-a-gota. Essa mistura foi mantida a -78 °C por 5 minutos e em seguida a 0 °C
durante 30 minutos. Apds, a mistura reagente foi resfriada a -78 °C, adicionou-se lentamente
uma solucdo do composto 114 (4,00 g, 14,22 mmol) em THF anidro (50 mL) e manteve-se a
mistura resultante sob agitacdo magnética, atmosfera de argénio e a -78 °C durante 3 h. Em
seguida, adicionou-se uma solucdo brometo de propargila 9,2 M em tolueno (3,10 mL, 28,44
mmol) gota-a-gota, e a temperatura da mistura reagente foi elevada lentamente de -78 °C até a
temperatura ambiente, na qual foi mantida sob agitacdo magnética por 20 h. O término da
reacdo foi confirmado por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 80/20). Entdo, adicionou-se
solucdo aquosa de NH4Cl saturada (100 mL) e a mistura obtida foi extraida com AcOEt (3 x
70 mL). As fases organicas reunidas foram secadas com MgSQ,, filtradas e o solvente
removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi cristalizado usando uma mistura de

CH,CI,/Et,0 (1/4). Os cristais resultantes foram filtrados sob vacuo, em funil sinterizado, e
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secados sob vacuo. Obteve-se o produto (+)-111 (2,80 g, 8,77 mmol, 62% de rendimento)
como cristais brancos; Rf = 0,32 (cicloexano/AcOEt 80/20); [a]p*® = +280,6 (¢ = 1,0; CHCI5).

F.M.: C20H17N03
M.M.: 319,35 g.mol™

IV (¥, cm™): 3287 (v C-H alcino); 1787 (v C=0 éster alifatico); 1658 (v C=0 amida); 1392 (v
C-N amida); 1363 (8s CH3); 1230 (v C-O éster alifatico); 756, 741 (6 C-H anel aromatico);
697 (6 C=C anel aromatico).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 56, p. 187): 1,97 (s, 3H, CHas); 2,29 (t,
Js 3a53=2,6 Hz, 1H, H-5); 2,80 (d, J343,=16,8 Hz, 1H, H-3a); 3,50-3,90 (m, 1H, H-3b); 6,61
(s, 1H, H-7); 6,93-7,30 (m, 10H, 2 x H-2’, 2 x H-3’, H-4’, 2 x H-6", 2 x H-7’ ¢ H-8").

RMN de *C (100,64 MHz, CDCl3), 6 (ppm) (Figura 57, p. 187): 23,6 (CHs); 26,0 (C-3);
63,6 (C-2); 71,9 (C-5); 78,9 (C-4); 91,0 (C-7); 126,1; 126,8; 128,4; 128,6; 129,9; 129,9;
136,0; 136,2 (C-1°, C-2’; C-3; C-4’; C-5"; C-6’; C-7’ e C-8°); 169,6 (C-8); 173,5 (C-1).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)" 320,1281; obtido (M+H)* 320,1284.

5.2.1.3 — Sintese do (-)-(S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)-2-metilpent-4-inoato de metila

[(-)-113]

i o & 9 o
HClconc.  CIH.N SOCl,; CH;0H anidro
N 25 3 H
o ——> N OH , N 3 o~
\WQH refluxo § N
| | |
(+)-111 115 109

|Et3N; Boc,0; CH;CN

10
10 10
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O composto (+)-111 (2,05 g, 6,42 mmol) foi suspenso em HCI conc. (29 mL) e a suspenséo
obtida foi mantida sob agitagdo magnética, atmosfera de argénio e refluxo (114 °C) durante
4h30min. Em seguida, a mistura reagente foi resfriada e observou-se a formacdo de um
precipitado a temperatura ambiente. A suspensdo foi filtrada e o filtrado obtido foi
concentrado sob vacuo resultando no produto 115 impuro, um sélido amarelo. Entdo, o
composto 115 foi suspenso em CH3;OH anidro (50 mL) e sob agitacdo magnética, atmosfera
de argonio e a 0 °C, adicionou-se SOCl, (1,40 mL, 19,26 mmol). Essa mistura foi mantida sob
agitacdo magnética, atmosfera de arg6nio e refluxo (85 °C) durante 4 h. Ap6s, o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida e o residuo obtido, o produto 109 impuro, foi suspenso em
CH3CN (50 mL). A essa suspensdo, mantida sob agitacdo magnética e a 0 °C, adicionaram-se
EtsN (1,80 mL, 12,84 mmol) e Boc,0O (2,10 g, 9,63 mmol). Essa mistura reagente foi mantida
sob agitacdo magnetica a temperatura ambiente por 16 h. O término da reacao foi confirmado
por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 80/20). O solvente da reacao foi removido sob presséo
reduzida e o bruto da reagéo foi dissolvido em agua destilada (150 mL) e AcOEt (50 mL). A
fase organica foi separada e a fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 50 mL). As fases
organicas reunidas foram secadas com MgSQ,, filtradas e o solvente removido sob pressdo
reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: cicloexano/ AcOEt
90/10). Obteve-se o produto (-)-113 (0,46 g, 1,91 mmol, 30% de rendimento) como um sélido
branco; Rf = 0,47 (cicloexano/ AcOEt 80/20); [a]p®° = -28,1 (¢ = 1,0; CHCls).

F.M.: C12H19NO4
M.M.: 241,28 g.mol™

IV (v, cm™): 3384 (v N-H carbamato); 3246 (v C-H alcino); 2981 (v C-H alcano); 1737 (v
C=0 éster alifético); 1702 (v C=0O carbamato); 1504 (6 N-H carbamato); 1451 (v C-N
carbamato); 1363 (&5 CHs); 1266, 1239 (v C-O éster alifatico).

RMN de *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 58, p. 187): 1,37 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
1,48 (s, 3H, CHs); 1,98 (t, Js3=2,6 Hz, 1H, H-5); 2,78-2,89 (m, 2H, H-3); 3,69 (s, 3H, OCHjy);
5,26 (s, 1H, NH).

RMN de C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 59, p. 187): 23,0 (CHs); 26,7 (C-3);
28,1 (CHgs t-butila); 52,5 (C-7); 58,1 (C-2); 71,1 (C-5); 79,3 (C-9); 79,8 (C-4); 154,2 (C-8);
173,5 (C-1).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)* 242,1387; obtido (M+H)" 242,1387.
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5.2.1.4 — Sintese do éster metilico da N-(terc-butoxycarbonil)-L-serina (116)*

(@)
v ®\)k s I_II\)(L
Cl H;3N o Et;N ]0>9(0\F(N 2 o7

CH,CN

1 o)
~ou (U 3\\Y)H
105 116

A uma solucdo de Boc,0 (24,80 g, 113,63 mmol) em CH3CN (220 mL) foram adicionados o
composto comercial 105 previamente triturado (17,70 g, 113,77 mmol) e EtsN (48 mL,
344,38 mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente durante 6 h. O término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente: CH,Cly/
CH3;OH 96/4). Adicionaram-se 200 mL de CH,Cl, a mistura reagente e procedeu-se a
lavagem da fase organica com solugdo de HCI 1N (300 mL) e solucdo aquosa de NaHCO3
saturada (120 mL). A fase organica obtida foi secada com MgSQ,, filtrada e o solvente
removido sob pressdo reduzida. Obteve-se o produto 116 (14,80 g, 67,51 mmol, 59% de

rendimento) como um 6leo incolor.

F.M.: CoH17NOs5
M.M.: 219,23 g.mol™

RMN de *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 60, p. 188): 1,45 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
2,74-3,04 (sl, 1H, OH); 3,78 (s, 3H, OCHs); 3,88 (dd, J3a3,=11,2 Hz, J3,,=3,6 Hz, 1H, H-3a);
3,97 (dd, J3p3.=11,0 Hz, J3,,=3,40 Hz, 1H, H-3b); 4,36-4,42 (m, 1H, H-2); 5,58 (d, IJnn,2=7,2
Hz, 1H, NH).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 61, p. 188): 28,2 (CHs t-butila); 52,6
(OCHpg); 55,7 (C-2); 63,3 (C-3); 80,2 (C-9); 155,7 (C-8); 171,4 (C-1).

5.2.1.5 — Sintese do éster metilico da N-(terc-butoxycarbonil)-O-(p-toluenosulfonil)-L-

serina (117)*

oo TsCl Hoo
A
9 0.8 N_2
OTN\)J\O/ 10>( T 7 O/ 7
: 4DMAP < L
O Son Me;N.HCI 10 ERN
CI,Cl,

116
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A uma solucdo do composto 116 (14,80 g, 67,51 mmol) em CH,Cl, anidro (140 mL),
resfriada a 0 °C, foram adicionados 4-DMAP (0,40 g, 3,25 mmol), Me3sN.HCI (0,62 g, 6,53
mmol) e cloreto de tosila (12,43 g, 65,20 mmol). A essa mistura foi adicionada, lentamente,
uma solucdo de EtsN (9,6 mL, 68,94 mmol) em CH,ClI, anidro (20 mL). A mistura reagente
foi mantida sob agitacdo magnética a 0 °C durante 2 h. Em seguida, foram adicionados gelo
picado e solucdo aquosa de HCI 1N (34 mL). A mistura obtida foi extraida com CH,Cl, (3 x
30 mL) e a fase organica foi secada com MgSO,, filtrada e o solvente removido sob pressao
reduzida. Obteve-se um 6leo amarelo que foi dissolvido em Et,O (200 mL) e a mistura obtida
foi filtrada sobre papel de filtro. O filtrado foi concentrado sob presséo reduzida e o produto
obtido foi cristalizado em cicloexano. Os cristais foram filtrados sob vacuo, em funil
sinterizado, e secados sob vacuo. Obteve-se o produto 117 (19,51 g, 52,25 mmol, 77% de

rendimento) como um solido branco.

F.M.: C16H23NO7S
M.M.: 373,42 g.mol™

RMN de *H (400 MHz, CDCls),  (ppm) (Figura 62, p. 189): 1,36-1,39 (m, 9H, 3 x CHs t-
butila); 2,39 (s, 3H, CHs); 3,63 (s, 3H, OCHg); 4,24 (dd, J3a3,=10,0 Hz, J3,,=3,2 Hz, 1H, H-
3a); 4,34 (dd, J3p3.=10,2 Hz, J3,,=3,0 Hz, 1H, H-3b); 4,45-4,47 (m, 1H, H-2); 5,35 (d,
Ine2=8,0 Hz, 1H, NH); 7,30 (d, J;-»-=8,2 Hz, 2H, 2 x H-3"); 7,71 (d, J»-3-=8,2 Hz, 2H, 2 X
H-2%).

RMN de °C (100,64 MHz, CDCl3), § (ppm) (Figura 63, p. 189): 21,5 (CHs); 28,0 (CHs t-
butila); 52,7 (OCHs); 52,8 (C-2); 69,3 (C-3); 80,2 (C-9); 127,8; 129,8 (2 x C-2’ ¢ 2 x C-3");
132,2; 145,0 (C-1” ¢ C-4’); 154.,8 (C-8); 168,8 (C-1).

5.2.1.6 — Sintese do éster metilico da N-(terc-butoxicarbonil)-g-iodoalanina (112)*®

o Hoo
0 NQJ\ e
>( T y o Nal 16 9 O\F(N 2 | 0/7
0 = — H
o) Acetona 105 0 33
| 1
17 0=$=0 112
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A uma solucdo do composto 117 (21,17 g, 56,69 mmol) em acetona (130 mL), contida em um
baldo completamente recoberto com papel aluminio, adicionou-se Nal (10,13 g, 67,58 mmol).
Essa mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 48 h. Em
sequida, adicionou-se mais Nal (2,53 g, 16,87 mmol) e manteve-se a mistura sob agitacéo
magnética a temperatura ambiente durante 24 h adicionais. Apds, a mistura foi filtrada sob
vacuo, em funil sinterizado, e o s6lido obtido foi lavado com acetona até que se tornasse
branco. O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida e obteve-se um 6leo amarelo que foi
dissolvido em Et,O (150 mL). Essa solucdo foi lavada com solucdo aquosa de Na,S;0s;
saturada (2 x 60 mL), até a fase organica tornar-se translicida, e com solucdo aquosa de NaCl
saturada (50 mL). Entdo, a fase organica foi secada com MgSO,, filtrada e o solvente
removido sob presséo reduzida. Obteve-se um 6leo amarelo que solidificou a 0 °C. O solido
foi dissolvido em cicloexano (~ 10 mL) aquecido a 40 °C, essa solucdo foi resfriada a
temperatura ambiente e, apés, a 0 °C. Quando comecou a precipitacdo do composto 112, a
mistura foi resfriada a -20 °C durante 1 h. Os cristais foram filtrados sob vacuo, em funil
sinterizado, e secados sob vacuo. Obteve-se o produto 112 (10,90 g, 33,12 mmol, 58% de

rendimento) como um solido branco.

F.M.: CoHi5INO,
M.M.: 329,13 g.mol™

RMN de *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 64, p. 190): 1,46 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
3,54-3,62 (m, 2H, H-3); 3,80 (s, 3H, OCHj3); 4,51-4,54 (m, 1H, H-2); 5,38 (d, Jnn,2=6,4 Hz,
1H, NH).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 65, p. 190): 7,7 (C-3); 28,2 (CHs t-
butila); 52,9 (OCHj3); 53,6 (C-2); 80,4 (C-9); 154,8 (C-8); 169,9 (C-1).

5.2.1.7 — Sintese do (+)-(S)-2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enoato de metila [(+)-
1107*

Zn; DMF;

o 1,2-dibromoetano o

Br\/\
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o NQ& TMSCI; LiCl, CuCN \)k 9 0.8 N_2
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A uma suspensdo de Zn (6,40 g, 97,92 mmol) em DMF anidro (75 mL) a temperatura
ambiente, sob atmosfera de argbnio e agitacdo magnética, adicionou-se 1,2-dibromoetano
(0,42 mL, 4,90 mmol) e agitou-se por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se TMSCI (0,13
mL, 1,02 mmol) e manteve-se a mistura sob agitacdo magnética e atmosfera de argénio, a
60 °C durante 40 minutos. Apds, adicionou-se uma solu¢do do composto 112 (5,37 g, 16,32
mmol) em DMF anidro (16 mL), gota-a-gota, e manteve-se a agitacdo, a 60 °C, por 30
minutos adicionais, apds o término da adicdo. Entdo, essa mistura foi resfriada a -55 °C e
adicionou-se uma suspensdo de CuCN (1,61g, 17,98 mmol) e LiCl (1,52 g, 35,86 mmol) em
DMF anidro (17 mL) e agitou-se durante 15 minutos a -55 °C e, em seguida, por 15 minutos a
0 °C. Novamente, a mistura reagente foi resfriada a -55 °C, adicionou-se brometo de alila (2,8
mL, 33,10 mmol) e agitou-se durante 15 minutos. A temperatura da mistura foi elevada a 0 °C
e essa foi mantida sob agitacdo magnética e atmosfera de argénio por 2h30min. Entéo, 0 Zn
foi removido por meio de filtragcdo a vacuo, sobre celite. O término da reagédo foi confirmado
por CCD (eluente: cicloexano/AcOEt 90/10). Ao filtrado adicionou-se solucdo aquosa de
NH,4CI saturada (150 mL) e a mistura obtida foi extraida com AcOEt (3 x 60 mL). A fase
organica foi secada com MgSQy, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida. Obteve-
se um 06leo que foi purificado em coluna de silica (eluente: cicloexano/AcOEt 98/2). A
eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o produto (+)-110 (2,98 g, 12,25
mmol, 75% de rendimento) como um oleo incolor; Rf = 0,25 (cicloexano/AcOEt 90/10);
[a]o®® = +20,5 (c = 1,0; CHCI5).

F.M.: C12H21NO4
M.M.: 243,30 g.mol™

IV 7, cm™): 3358 (v N-H carbamato); 2978 (v C-H alcano); 1745 (v C=0 éster alifatico);
1716 (v C=0 carbamato); 1518 (6 N-H carbamato); 1453 (v C-N carbamato); 1249 (v C-O
éster alifatico); 914 (6 C-H vinila).

RMN de *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 66, p. 191): 1,39 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
1,62-1,72 (m, 1H, H-3a); 1,81-1,90 (m, 1H, H-3b); 2,04-2,10 (m, 2H, H-4); 3,69 (s, 3H,
OCHs); 4,24-4,29 (m, 1H, H-2); 4,93-5,02 (m, 2H, H-6); 5,06-5,08 (m, 1H, NH); 5,74 (dtd,
Js 6trans=20,4 HZz, J56is=10,4 Hz, J54=6,8 Hz, 1H, H-5).

RMN de **C (100,64 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 67, p. 191): 28,2 (CH; t-butila); 29,4
(C-4); 31,8 (C-3); 52,1 (OCHs3); 52,9 (C-2); 79,7 (C-9); 115,5 (C-6); 136,8 (C-5); 155,2 (C-8);
173,2 (C-1).

115



EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)" 266,1368; obtido (M+Na)* 266,1374.

5.2.1.8 — Sintese da (S)-N-benzilprolina (150)°

10 9
1) KOH, isopropanol
OH . nl e 813 oH
N 7 N
| 2) cloreto de benzila bz N
H O 12) H o
3) HCI1 . bz o
L-prolina ) cone bz (]
bz bz

bz 150

Uma suspensdo de L-prolina (10,09 g, 87,68 mmol) e KOH (18,69 g, 333,75 mmol) em
isopropanol (85 mL) foi aquecida a 40 °C até a dissolucdo quase completa dos solidos. A

mistura reagente foi resfriada a 0 °C e adicionou-se, gota-a-gota, uma solucdo de BzCl (15
mL, 130,34 mmol) em isopropanol (60 mL). Entdo, essa mistura foi mantida sob agitacéo
magnética a 40 °C durante 6 h. Apds, a temperatura ambiente, adicionaram-se HCI
concentrado até pH 4 e CH,Cl, (250 mL). A mistura resultante foi mantida em repouso a 4 °C
durante 18 h. Obteve-se um sélido que foi removido por filtracdo sob vacuo, em funil
sinterizado. O filtrado resultante foi concentrado sob vacuo. Obteve-se um solido amarelo que
foi suspendido em acetona com agitacéo, filtrado sob vacuo, em funil sinterizado, e secado
sob vacuo. Obteve-se o produto 150 (16,60 g, 68,68 mmol, 78% de rendimento) como um

solido branco.

F.M.: C12H15C|N02
M.M.: 241,71 g.mol™

RMN de 'H (400 MHz, CDs;0D), § (ppm) (Figura 68, p. 192): 1,79-1,90 (m, 1H, H-10a);
1,96-2,09 (m, 2H, H-9a, H-10b); 2,38-2,48 (m, 1H, H-9b); 3,15-3,25 (m, 1H, H-11a); 3,38-
3,44 (m, 1H, H-11b); 4,11-4,15 (m, 1H, H-8); 4,22 (d, J124120=12,40 Hz, 1H, H-12a); 4,42 (d,
J12b12a=12,40 Hz, 1H, H-12b); 7,32-7,33 (m, 3H, H bz); 7,41-7,43 (m, 2H, H bz).

RMN de **C (100,64 MHz, CDs;0D), J (ppm) (Figura 69, p. 192): 23,6; 29,5 (C-9 e C-10);
55,7 (C-11); 59,7 (C-12); 68,2 (C-8); 130,3 (C bz); 131,1 (C bz); 131,7 (C bz); 131,9 (C bz);
171,5 (C-13).
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5.2.1.9 — Sintese da (S)-2-[N-(N’-benzilprolil)amino]benzofenona (151)*

1) N-metilimidazol;
) N-metilimidazo 10 9 III
N

cloreto de metanossulfonila
2) 2-aminobenzofenona 8
® OH - 11 ® 13
N 3) NH,Cl AN
o 4)) Hc14 Pho 15l H
conc. Ph
Ph
Ph 151

150 Ph

A uma solucdo de N-metilimidazol (9,6 mL, 121,00 mmol) e de cloreto de metanossulfonila
(2,3 mL, 29,72 mmol) em CH,Cl, anidro (145 mL) resfriada a 0 °C, foi adicionado o
composto 150 (7,18 g, 29,71 mmol). Ap6s 5 minutos, retirou-se o banho de gelo e a mistura, a
temperatura ambiente, adicionou-se 2-aminobenzofenona (5,27 g, 26,72 mmol). A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo magnética a 50 °C durante 23 h. O término da reacao foi
confirmado por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 80/20). Apos, adicionou-se solucdo aquosa
de NH,ClI saturada (65 mL) e a mistura obtida foi extraida com CH,Cl, (3 x 150 mL). A fase
organica foi secada com MgSQy, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida. Obteve-
se um Oleo que foi dissolvido em acetona (25 mL) e a essa solucdo adicionou-se HCI
concentrado até pH 2. Observou-se a preciptacdo de um solido claro. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 3 h. Apdés foi filtrada sob vacuo, em
funil sinterizado, e o sélido obtido foi lavado com acetona resfriada (entre 2-8 °C) e secado
sob vacuo. Obteve-se o produto 151 (9,06 g, 21,52 mmol, 72% de rendimento) como um

solido claro.

F.M.: C25H25C|N202
M.M.: 420,93 g.mol™

RMN de 'H (400 MHz, CDCls/ CDs0D), 6 (ppm) (Figura 70, p. 193): 1,59-1,68 (m, 1H, H-
9a); 1,83-1,94 (m, 1H, H-10a); 2,10-2,20 (m, 1H, H-10b); 2,38-2,48 (m, 1H, H-9b); 3,31-3,39
(m, 2H, H-11a e NH amida); 3,54-3,60 (m, 1H, H-11b); 4,31-4,39 (m, 3H, H-8 e H-12); 7,33-
7,43 (m, 5H, H bz); 7,47-7,52 (m, 5H, 2 x H ar, 3 x H Ph); 7,56-7,65 (m, 2H, H Ph); 7,77-
7,79 (m, 2H, Har).

RMN de **C (100,64 MHz, CDCl3/ CDsOD), d (ppm) (Figura 71, p. 193): 23,7; 29,5 (C-9 e
C-10); 55,7 (C-11); 59,2 (C-12): 67,9 (C-8); 125,4; 126,7; 129,4; 130,1; 130,9; 131,0; 131,1;
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131,6; 131,9; 132,7; 133,1; 134,2; 135,9; 138,4 (6 x C bz, 6 x C ar, 6 x C Ph); 167,1 (C-13);
197,6 (C-14).

5.2.1.10 - Sintese do complexo (+)-(S)-Glicina-niquel-(S)-2-[N-(N'-
benzilprolil)amino]benzofenona [(+)-152]"'

Q O 1) KOH; Glicina
Ni(NO3),.6H,0
1 (?\I/H u ©
Q & 2) CHyCO,H
e
J
51

1

(+)-152

A uma suspensdo do composto 151 (9,06 g, 21,52 mmol) em CH3OH (87 mL) a 50 °C sob
atmosfera de argbnio e agitacdo magnética, foram adicionados KOH pulverizado (10,20 g,
182,06 mmol), glicina (8,09 g, 107,81 mmol) e NiNO3.6H,O (12,51 g, 43,04 mmol). A
mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a 100 °C durante 6 h. O término da
reacdo foi confirmado por CCD (eluente: CH,Cly/ acetona 2/1). Ap0s, a temperatura
ambiente, adicionou-se CH3CO,H (10,4 mL, 182,06 mmol) e a mistura obtida foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 17 h. Adicionou-se agua destilada (300
mL) e deixou-se a mistura em repouso por 2 h. Em seguida, procedeu-se a extracdo com
CH,Cl, (3 x 250 mL) e a fase organica reunida foi secada com MgSQy, filtrada e o solvente
removido sob pressdo reduzida. Obteve-se um 6leo vermelho que foi purificado em coluna de
silica (eluente: CH,Cl,/ acetona 80/20, 70/30). A eliminacdo do solvente, sob pressdo
reduzida, forneceu o produto (+)-152 (8,90 g, 17,86 mmol, 83% de rendimento) como um

solido vermelho.

F.M.: C27H25N3Ni03
M.M.: 498,20 g.mol™

RMN de *H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 72, p. 194): 2,03-2,10 (m, 1H, H-9a); 2,12-
2,19 (m, 1H, H-10a); 2,37-2,47 (m, 1H, H-10b); 2,52-2,60 (m, 1H, H-9b); 3,28-3,40 (m, 1H,
H-11a); 3,48 (dd, J11p11a=10,8 Hz, J11p10=5,2 Hz, 1H, H-11b); 3,63-3,81 (m, 4H, H-2, H-8 e
H-12a); 4,46 (d, Ji2122=12,8 Hz, 1H, H-12b); 6,67-6,71 (m, 1H, H-bz); 6,80 (dd, J=8,4 Hz,
J=1,6 Hz, 1H, H bz); 6,97-6,98 (m, 1H, H bz); 7,10 (d, J=7,2 Hz, 1H, H bz); 7,17-7,21 (m,
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1H, H bz); 7,28-7,32 (m, 1H, H Ph); 7,40-7,44 (m, 2H, H Ph); 7,48-7,55 (m, 3H, 1 x H ar e 2
x H Ph): 8,08-8,10 (m, 2H, H ar); 8,28 (dd, J=8,6 Hz, J=1,00 Hz, 1H, Har).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 73, p. 194): 23,5; 30,5 (C-9 e C-10);
57,4 (C-11); 61,1 (C-2 OU C-12); 62,9 (C-2 OU C-12); 69,8 (C-8); 120,7; 124,1; 124,9;
125,5; 126,1; 128,7; 128,9; 129,2; 129,4; 129,5; 131,5; 131,9; 132,9; 133,2; 134,4; 142,3 (6 X
Cbz, 6 x Car, 6 x CPh); 171,4 (C-14); 177,1 (C-13); 181,2 (C-1).

5.2.1.11 — Sintese do complexo (+)-(S)-Glicina-niquel-(S)-2-[N-(N'-benzilprolil)amino]
benzofenona-pent-1-eno [(+)-153]*

2) HCI 0,IN

(-152 @153

A uma suspensdo do composto (+)-152 (9,87 g, 19,81 mmol) e NaOH pulverizado (1,98 g,
49,53 mmol) em CH3CN anidro (100 mL) a temperatura ambiente, sob atmosfera de argonio e
agitacdo magnética, foi adicionado 5-bromo-1-penteno (3,5 mL, 29,72 mmol). Essa mistura
foi mantida sob a condicdo acima durante 4 h. O término da reacdo foi confirmado por CCD
(eluente: CH,ClI,/ acetona 80/20). Entéo, adicionou-se HCI 0,1 N (155 mL) e a mistura obtida
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 30 min. Apos, procedeu-se a
extracdo com CH,Cl, (3 x 250 mL) e as fases organicas reunidas foram secadas com MgSQy,
filtradas e o solvente removido sob pressdo reduzida. Obteve-se um 0Oleo vermelho que foi
purificado em coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ acetona 70/30). A eliminacdo do solvente,
sob pressdo reduzida, forneceu o produto (+)-153 (9,48 g, 16,74 mmol, 85% de rendimento)
como um sélido vermelho; Rf = 0,4 (CH.Cly/ acetona 70/30); [a]po® = +6,1 (¢ = 1,0; CHCls).

F.M.: C32H33N3Ni03
M.M.: 566,32 g.mol™
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IV (v, cm'l): 2957 (v C-H alcano); 1671 (v C=0 éster alifatico); 1637 (v C=0 amida); 1589 (v
C=N enamina); 1439 (v C-N amida); 1256 (v C-N amina); 1165 (v C-O éster alifatico); 913 (5
C-H vinila); 752 (6 C-H anel aromatico).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 74, p. 195): 1,61-1,74 (m, 2H, H-3a e H-
9a); 1,88-2,08 (m, 4H, H-3b, H-4 e H-10a); 2,10-2,25 (m, 3H, H-5 e H-10Db); 2,47-2,58 (m,
1H, H-9b); 2,72-2,79 (m, 1H, H-11a); 3,45-3,58 (m, 3H, H-8, H-11b e H-12a); 3,91 (dd,
J23a=8,2 Hz, J23,=3,4 Hz, 1H, H-2); 4,42 (d, J12p,12a=12,4 Hz, 1H, H-12b); 4,94-5,01 (m, 2H,
H-7); 5,67-5,78 (m, 1H, H-6); 6,61-6,67 (m, 2H, H bz); 6,91 (d, J=7,6 Hz, 1H, H bz); 7,10-
7,15 (m, 1H, H bz); 7,16-7,20 (m, 1H, H bz); 7,24-7,27 (m, 1H, H Ph); 7,32-7,36 (m, 2H, H
Ph); 7,42-7,51 (m, 3H, 1 x H ar, 2 x H Ph); 8,06-8,08 (m, 2H, H ar); 8,13 (d, J=8,4 Hz, 1H, H
ar).

RMN de **C (100,64 MHz, CDCls), J (ppm) (Figura 75, p. 195): 23,4 (C-9 OU C-10); 24,4
(C-4); 30,5 (C-9 OU C-10); 33,1 (C-3); 34,6 (C-5); 56,8 (C-11); 62,9 (C-2 e C-12); 70,1 (C-
8); 115,0 (C-7); 120,5; 123,5; 126,3; 126,9; 127,4; 128,6; 128,7; 129,5; 131,3; 131,9; 132,9;
133,1; 133,6; 142,1 (C-1°, C-2°, C-3°, C-4’, C-5’, C-6’, C-7°, C-8°, C-9°, C-10°, C-11", C-12°,
C-13’ e C-14"); 137,5 (C-6); 170,1 (C-14); 179,1 (C-13); 180,2 (C-1).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 588,1512; obtido (M+Na)* 588,1512.

5.2.1.12 — Sintese do (+)-(2S)-1-(metoxicarbonil)hex-4-enilcarbamato de terc-butila [(+)-
155]*

L T . H

N
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7 1\,
0._0
0 0 \9K Q
1)HCI2N HZN\)L 1) SOCI,; CH;0H anidro N2
2) NH,OH 28 - 30 % Y~ OH| 2)EN;Boc,0; CHCN
i A

(+)-153

A uma solucédo de (+)-153 (9,48 g, 16,74 mmol) em CH3OH (100 mL), foi adicionado HCI
2N (178 mL). A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo durante 3 h.
Em seguida, foi resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se NH,OH 28-30% até pH entre
9 e 10. Apo6s, a mistura obtida foi extraida com CH,Cl, (3 x 100 mL). A fase aquosa foi
concentrada sob pressdo reduzida e obteve-se 0 composto 154 impuro como um sélido verde.
Entdo, 154 foi suspenso em CH3OH anidro (100 mL) e sob agitacdo magnética, atmosfera de
argonio e a 0 °C, adicionou-se SOCI, (2,8 mL, 38,39 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo magnética, atmosfera de argonio e refluxo (85 °C) durante 4 h. Apos, o solvente foi

120



evaporado sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi suspenso em CH3CN (100 mL). A essa
suspensdo, mantida sob agitagdo magnética e a 0 °C, adicionaram-se EtsN (4,2 mL, 30,16
mmol) e Boc,O (4,02 g, 18,42 mmol). Essa mistura reagente foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente por 16 h. O término da reacdo foi confirmado por CCD
(eluente: cicloexano/ AcOEt 80/20). O solvente da recao foi removido sob pressao reduzida e
0 bruto da reacdo foi dissolvido em agua destilada (150 mL) e AcOEt (150 mL). A fase
organica foi separada e a fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 60 mL). As fases organicas
reunidas foram secadas com MgSQ., filtradas e o solvente removido sob pressdo reduzida. O
residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: cicloexano/ AcOEt 90/10). Obteve-
se 0 produto (+)-155 (2,43 ¢, 9,44 mmol, 56% de rendimento) como um 6leo incolor; Rf =
0,15 (cicloexano/ AcOEt 95/5); [a]po”™® = +11,4 (c = 0,2; CHCl5).

F.M.: C13H23NO4
M.M.: 257,33 g.mol™

IV (v, cm™): 3359 (v N-H carbamato); 2977 (v C-H alcano); 1743 (v C=0 éster alifatico);
1718 (v C=0 carbamato); 1520 (6 N-H carbamato); 1450 (v C-N carbamato); 1366 (6s CH3);
1249 (v C-0O éster alifatico); 915 (6 C-H vinila).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 76, p. 196): 1,26-1,40 (m, 11H, 3 x CHj t-
butila, H-4); 1,47-1,57 (m, 1H, H-3a); 1,65-1,72 (m, 1H, H-3b); 1,92-1,98 (m, 2H, H-5); 3,61
(s, 3H, OCHj3); 4,15-4,20 (m, 1H, H-2); 4,83-4,91(m, 2H, H-7); 5,13 (d, Jxn2=8,0 Hz, 1H,
NH); 5,64 (dtd, Js 7trans=16,2 Hz, Js 7¢is=10,2 Hz, Js5=6,8 Hz, 1H, H-6).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCl), § (ppm) (Figura 77, p. 196): 24,3 (C-4); 28,0 (CHs t-
butila); 31,8 (C-3); 32,9 (C-5); 51,8 (OCH3); 53,1 (C-2); 79,3 (C-10); 114,8 (C-7); 137,7 (C-
6); 155,1 (C-9); 173,1 (C-1).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 280,1519; obtido (M+Na)* 280,1520.
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5.2.2 — Preparacdo dos dipeptideos

5.2.2.1 — Sintese do (+)-(R)-1-[(S)-2-amino-3-fenilpropanoil]pirrolidina-2-carboxilato de
terc-butila [(+)-101]°

O HOBt
DCC
5 1, 2O + ¢ Et;N
Cl 7\ )I\ OH  — 212
H H ©/\0 N DMF 3 o
= hob P
103 104

A uma solucdo dos compostos 103 e 104 em DMF (50 mL) resfriada a 0 °C, foram
adicionados HOBt (3,75 g, 27,75 mmol), DCC (3,75 g, 27,75 mmol) e EtsN (3,4 mL, 24,44
mmol). Essa mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a 0 °C durante 1 h e, apds, a
temperatura ambiente por 15 h. O término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente:
CH,Cl,/ CH30H 99/1). O solvente da reacdo foi removido sob pressao reduzida e o bruto da
reacao foi dissolvido em 200 mL de AcOEt. A fase orgénica obtida foi lavada com solucédo
aquosa de &cido citrico a 10% (200 mL), solucdo aquosa de NaHCOg3; a 4% (150 mL) e
solucdo aquosa de NaCl saturada (150 mL). Entdo, a fase organica foi secada com MgSOQy,
filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado em
coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ CH30OH 99/1). A eliminacdo do solvente, sob pressao
reduzida, forneceu o dipeptideo protegido 120 (9,22 g, 20,37 mmol, 85% de rendimento)
como um bleo de cor amarela,. Em seguida, a uma solucdo do dipeptideo 120 (9,22 g, 20,37
mmol) em &cido acético (40 mL), foi adicionado Pd-C 10% (1,20 g). A mistura reagente foi
mantida sob atmosfera de hidrogénio e agitacdo magnética vigorosa, a temperatura ambiente,
durante 18 h. Entdo, o Pd-C foi removido por meio de filtracdo a vacuo, sobre celite. O acido
acetico foi eliminado, sob pressdo reduzida, e o bruto da reacéo foi dissolvido em 100 mL de
AcOEt. O término da reacéo foi confirmado por CCD (eluente: CH,Cl,/ CH3;OH 96/4). A fase
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organica obtida foi lavada com solugéo aquosa de NaHCOj3 saturada (200 mL), secada com
MgSO;,, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado
em coluna de silica (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 96/4, 95/5, 94/6). A eliminacdo do solvente,
sob pressdo reduzida, forneceu o dipeptideo desprotegido (+)-101 (4,48 g, 14,07 mmol, 69%
de rendimento) como um 6leo de cor amarela; Rf = 0,23 (CH,Clo/ CHsOH 95/5); [a]p® =
+43,0 (c = 1,0; CHCl).

F.M.: C13H26N203
M.M.: 318,41 g.mol™

IV v, cm™): 3358 (v N-H amina); 2978 (v C-H alcano); 2929 (vs CHs); 1724 (v C=0 éster
alifatico); 1646 (v C=0 amida); 1454 (v C-N amida); 1364 (8s CH3); 1254 (v C-N amina);
1152 (v C-O ester alifatico); 849, 756 (6 C-H anel aromatico); 694 (6 C=C anel aromatico).

RMN de *H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 78, p. 197): 1,43-1,47 (m, 9H, 3 x CHa t-
butila); 1,51-1,61 (m, 1H, H-5a); 1,79-1,86 (m, 1H, H-4a); 1,87-1,95 (m, 1H, H-4b); 2,30 (s,
2H, NH,); 2,76-2,82 (m, 1H, H-5b); 2,87-2,91 (m, 2H, H-10); 3,47-3,64 (m, 2H, H-6); 3,79 (t,
J110=7,4 Hz, 1H, H-1), 4,24 (dd, J34:=8,4 Hz, Js4=4,0 Hz, 1H, H-3); 7,19-7,21 (m, 3H, 2 X
H-2’ e H-4%); 7,24-7,25 (m, 2H, 2 x H-3").

RMN de **C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 79, p. 197): 24,1 (C-5); 27,6 (CHs t-
butila); 28,5 (C-4); 41,8 (C-10); 46,2 (C-6); 54,4 (C-1); 59,1 (C-3); 80,7 (C-8); 126,3; 127,9;
128,9 (C-2’, C-3" ¢ C-4"); 137,3 (C-1°); 170,9 (C-7); 172,9 (C-2).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 369,1790; obtido (M+Na)* 369,1800.
5.2.2.2 — Sintese dos dipeptideos (-)-102 e (-)-149
5.2.2.2.1 — Metodologia Geral

A uma solucdo do aminoacido (contendo as funcbes acido carboxilico e amida protegidas na
forma de éster e de carbamato, respectivamente) em THF (10 mL), adicionou-se uma solucéo
de LiOH em &gua destilada (10 mL). Essa solucdo foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente durante 2-3 h. Apos, adicionou-se solucdo aquosa de HsPO,4 5% até pH
3. Em seguida, procedeu-se a extracdo com AcOEt (3 x 20 mL) e as fases organicas reunidas
foram secadas com MgSQ;,, filtradas e o solvente removido sob pressdo reduzida. Obteve-se

um 6leo (aminoacido contendo a funcéo acido carboxilico livre) e a solucdo desse dleo em
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DMF anidro (10 mL) adicionou-se o aminoéacido contendo a fungdo amina livre. A mistura
reagente, sob agitacdo magnética e a 0 °C, foram adicionados HOBt, DCC e EtsN. Essa
mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a 0 °C durante 1 h e, ap0s, a temperatura
ambiente por 16-19 h. O solvente da reacdo foi removido sob presséo reduzida e o bruto da
reacdo foi dissolvido em 40 mL de AcOEt. O término da reacdo foi confirmado por CCD
(eluente: cicloexano/ AcOEt 80/20). A fase organica obtida foi lavada com solucéo aquosa de
acido citrico a 10% (40 mL), solucdo aquosa de NaHCO3 a 4% (40 mL) e solucdo aquosa de
NaCl saturada (30 mL). Entdo, a fase organica foi secada com MgSQy, filtrada e o solvente
removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente:
cicloexano/ AcOEt 80/20). A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o

dipeptideo desejado.

522211 - Sintese do (-)-(S)-2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)hex-5-enamido]-(S)-2-
metilpent-4-inoato de metila [(-)102]

—T ®

1) LiOH; THF/H,0 0 ‘ 109
XOT QJ\ o XOTNQKOH Il 15>14(0 13 N@k
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Seguindo a metodologia geral (item 5.2.2.2.1, p. 123) foram utilizadas as seguintes
quantidades de reagentes: aminoacido (+)-110 (0,64 ¢, 2,63 mmol), LiOH (0,16 g, 6,84
mmol), aminoacido 119 (0,61 g, 2,64 mmol), aminoacido 109 (0,37 g, 2,64 mmol), HOBt
(0,43 g, 3,16 mmol), DCC (0,65 g, 3,16 mmol) e EtsN (0,44 mL, 3,16 mmol). O tempo de
reacao para obtencdo de (-)-102 a partir de 119 foi de 19h.

Apols a purificacdo descrita, obteve-se o produto (-)-102 (0,44 g, 1,25 mmol, 48% de
rendimento) como um sélido branco; Rf = 0,28 (cicloexano/ AcOEt 80/20); [a]o®® = -45,1 (c
=1,1; CHCly).

F.M.: C1gH25N>05
M.M.: 352,43 g.mol™

RMN de *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 80, p. 198): 1,46 (s, 9H, 3 x CHj t-butila);
1,58 (s, 3H, CHs); 1,68-1,75 (m, 1H, H-9a); 1,88-1,97 (m, 1H, H-9b); 2,00 (t, Js3=2,6 Hz, 1H,
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H-5); 2,15 (q, J10,9/10,11:7,1 HZ, 2H, H-lO); 2,93-3,03 (m, 2H, H-3); 3,75 (S, 3H, OCﬂg), 4,08-
4,20 (m, 1H, H-8); 4,99-5,09 (m, 2H, H-12); 5,21 (d, Jwus=7.6 Hz, 1H, NHa); 5.80 (dtd,
J11,12trans=17,2 HZ, J11,12¢is=10,2 Hz, J11,10=6,8 Hz, 1H, H-11); 6,99 (s, 1H, NHb).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 81, p. 198): 22,6 (CHs); 26,8 (C-3);
28,2 (CHjs t-butila); 29,5 (C-10); 31,4 (C-9); 52,7 (C-16); 53,7 (C-8); 58,3 (C-2); 71,2 (C-5);
79,3 (C-4); 79,9 (C-14); 115,5 (C-12); 137,2 (C-11); 155,5 (C-13); 171,4 (C-1 ou C-7); 172,9
(C-10u C-7).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)" 353,2071; obtido (M+H)" 353,2074.

522212 - Sintese do (-)-(S)-2-[2-(terc-butoxicarbonilamino)hept-6-enamido]-2-
metilpropanoato de butila [(-)-149]%

1) LiOH; THF/H,0 oo HZN%‘/O\/\/ 0 o
>( \/U\ - XOTN\_)kOH 0 157 13~J2 01 NQILN 3 10 0\/\/17
2)H3PO45/ H BOC >{ T | 14 16
O HOBt; DCC;
Et;N; DMF 343 0O x_H O
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Seguindo a metodologia geral (item 5.2.2.2.1, p. 123) foram utilizadas as seguintes
quantidades de reagentes: aminoacido (+)-155 (1,00 g, 3,89 mmol), LiOH (0,24 g, 10,02
mmol), aminoacido 156 (0,95g, 3,90 mmol), aminoacido 157 (0,62 g, 3,90 mmol), HOBt
(0,63 g, 4,66 mmol), DCC (0,97 g, 4,70 mmol) e EtsN (0,65 mL, 4,67 mmol). O tempo de
reacao para obtencdo de (-)-149 a partir de 156 foi de 16h.

ApoOs a purificacdo descrita, obteve-se o produto (-)-149 (1,27 g, 3,30 mmol, 85% de
rendimento) como um sélido branco; Rf = 0,23 (cicloexano/ AcOEt 80/20); [a]o®® = -16,9 (c
=1,0; CHCly).

F.M.: CyH35N>05
M.M.: 384,51 g.mol™

IV ¥, cm™): 3358 (v N-H carbamato); 2978 (v C-H alcano); 2890 (vs CHs); 1750 (v C=0
éster alifatico); 1745 (v C=0 carbamato); 1518 (6 N-H carbamato); 1453 (v C-N amida); 1366
(6s CH3); 1220 (v C-N amina); 914 (5 C-H vinila).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), J (ppm) (Figura 82, p. 199): 0,89 (t, J1716=7,4 Hz, 3H, H-
17); 1,29-1,36 (m, 2H, H-16); 1,38-1,47 (m, 11H, 3 x CHs t-butila, H-4); 1,49 (s, 6H, H-9);
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1,54-1,61 (m, 3H, H-3a, H-15); 1,73-1,82 (m, 1H, H-3b): 2,00-2,06 (m, 2H, H-5); 4,02-4,04
(m, 1H, H-2); 4,07-4,10 (m, 2H, H-14); 4,90-4,99 (m, 2H, H-7); 5,12 (d, Jun2=8,5 Hz, 1H,
NHa): 5,73 (dtd, Js 7trans=17,2 Hz, J6.76is=10,4 Hz, J65=6,8 Hz, 1H, H-6); 6,78 (s, 1H, NHb).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 83, p. 199): 13,6 (C-17); 18,9 (C-16);
24,5 (C-9); 24,6 (C-4); 28,2 (CHs t-butila); 30,5 (C-15); 31,9 (C-3); 33,3 (C-5); 54,3 (C-2);
56,3 (C-8); 65,2 (C-14); 79,8 (C-12); 114,9 (C-7); 138,1 (C-6); 155,7 (C-11); 171,1 (C-10);
174, 2 (C-1).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 407,2516; obtido (M+Na)" 407,2515.

5.2.3 — Preparacao dos tetrapeptideos

5.2.3.1 — Metodologia Geral

A uma solucgéo do dipeptideo (contendo as fungdes acido carboxilico e amida protegidas na
forma de éster e de carbamato, respectivamente) em THF (7 mL), adicionou-se uma solucéo
de LiIOH em agua destilada (7 mL) ou em uma mistura de agua destilada/ CH3OH (7 mL/ 3,5
mL). Essa solucdo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 3-8 h.
Apos, adicionou-se solucdo aquosa de H3PO4 5% até pH 3. Em seguida, procedeu-se a
extracdo com AcOEt (3 x 20 mL) e as fases organicas reunidas foram secadas com MgSQOy,
filtradas e o solvente removido sob pressdo reduzida. Obteve-se um 0Oleo (dipeptideo contendo
a funcdo acido carboxilico livre) e a solucdo desse 6leo em DMF anidro (10 mL) adicionou-se
o dipeptideo 4 (contendo a funcdo amina livre). A mistura reagente, sob agitacdo magnética e
a 0 °C, foram adicionados HOBt, DCC e Et3N. Essa mistura reagente foi mantida sob agitacao
magnética a 0 °C durante 1 h e, ap0s, a temperatura ambiente por 13-21 h. O solvente da
reacdo foi removido sob pressdo reduzida e o bruto da reacdo foi dissolvido em 40 mL de
AcOEt. O término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 50/50). A
fase organica obtida foi extraida com solucdo aquosa de acido citrico a 10% (40 mL), solucéo
aquosa de NaHCO3 a 4% (40 mL) e solucdo aquosa de NaCl saturada (30 mL). Ent&o, a fase
organica foi secada com MgSQO,, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O
residuo obtido foi purificado em coluna de silica (eluente: cicloexano/ AcOEt 50/50). A

eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o tetrapeptideo desejado.
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5.2.3.1.1 - Sintese do tetrapeptideo 122

1) LiOH;
THF/H,0

2) HyP0, 5%
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HOBt; DCC;
Et;N; DMF

L,
I @5

Seguindo a metodologia geral (item 5.2.3.1, p. 126) foram utilizadas as seguintes quantidades
de reagentes: dipeptideo (-)-102 (0,43 g, 1,22 mmol), LiOH (0,08 g, 3,17 mmol) em agua
destilada (7 mL), dipeptideo 121 (0,41 g, 1,22 mmol), dipeptideo (+)-101 (0,39 g, 1,22
mmol), HOBt (0,20 g, 1,46 mmol), DCC (0,30 g, 1,46 mmol) e Et3sN (0,20 mL, 1,46 mmol).
O tempo de reacao para obtencdo de 122 a partir de 121 foi de 21h.

Apos a purificacdo descrita, obteve-se o produto 122 (0,59 g, 0,92 mmol, 76% de rendimento)
como um sélido branco; Rf = 0,47 (cicloexano/ AcOEt 50/50).

F.M.: C35H50N407
M.M.: 638,79 g.mol™

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)* 639,3752; obtido (M+H)" 639,3753.
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5.2.3.1.2 — Sintese do tetrapeptideo 159°’
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Seguindo a metodologia geral (item 5.2.3.1, p. 126) foram utilizadas as seguintes quantidades
de reagentes: dipeptideo (-)-149 (1,27 g, 3,30 mmol), LiOH (0,21 g, 8,59 mmol) em uma
mistura de agua destilada/ CH3OH (7 mL/ 3,5 mL), dipeptideo 158 (1,08 g, 3,30 mmol),
dipeptideo (+)-101 (1,05 g, 3,30 mmol), HOBt (0,54 g, 3,96 mmol), DCC (0,82 g, 3,96 mmol)
e EtsN (0,55 mL, 3,96 mmol). O tempo de reacdo para obtencdo de 159 a partir de 158 foi de
13h.

Apos a purificacdo descrita, obteve-se o produto 159 (1,62 g, 2,58 mmol, 78% de rendimento)

como um sélido branco.

F.M.: C34H52N407
M.M.: 628,80 g.mol™

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 651,3728; obtido (M+Na)* 651,3721.
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5.2.4 — Preparagdo dos ciclotetrapeptideos

5.2.4.1 — Metodologia Geral

Uma solugdo do tetrapeptideo (contendo as funcbes &cido carboxilico e amida protegidas na
forma de éster e de carbamato, respectivamente) em TFA foi mantida sob agitacdo magnética
a 0 °C durante 3-5 h. Em seguida, o TFA foi completamente evaporado, sob pressao reduzida,
e obteve-se um Gleo (tetrapeptideo contendo a funcdo &cido carboxilico livre e a amina na
forma de sal), como residuo. Ao volume total de DMF anidro a ser utilizado como solvente da
reacdo de ciclizacdo, adicionou-se 1/5 da quantidade calculada a ser empregada do
tetrapeptideo e dos reagentes HATU e DIEA. Essa mistura reagente foi mantida sob vigorosa
agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 30 min. Apds, adicionou-se mais 1/5 da
quantidade total do tetrapeptideo e dos reagentes HATU e DIEA, e manteve-se a mistura sob
vigorosa agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 30 min. Esse procedimento foi
realizado mais 3 vezes, até que a totalidade do tetrapeptideo e dos reagentes HATU e DIEA
fosse adicionada. Entdo, a mistura reagente foi mantida sob vigorosa agitacdo magnética, a
temperatura ambiente, durante 16-24 h. O solvente da reacdo foi removido sob pressao
reduzida e o bruto da reacdo foi dissolvido em 40 mL de AcOEt. O término da reacédo foi
confirmado por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 50/50). A fase organica obtida foi lavada
com solucdo aquosa de acido citrico a 10% (40 mL), solucdo aquosa de NaHCO3 a 4% (40
mL) e solucdo aquosa de NaCl saturada (30 mL). Entdo, a fase organica foi secada com
MgSQ,, filtrada e o solvente removido sob pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado
em coluna de silica (eluente: cicloexano/ AcOEt 50/50). A eliminacdo do solvente, sob

pressdo reduzida, forneceu o ciclotetrapeptideo desejado.
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52411 - Sintese do (-)-(3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-metil-6-propargil
decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-100]

TFA
0°C

Seguindo a metodologia geral (item 5.2.4.1, p. 129) foram utilizadas as seguintes quantidades
de reagentes: tetrapeptideo 122 (1,90 g, 2,97 mmol), TFA (9,1 mL), DMF anidro (290 mL),
tetrapeptideo 123 (5 x 0,354 g, 2,97 mmol), HATU (5 x 0,27 g, 3,55 mmol), DIEA (5 x 0,33
mL, 9,47 mmol). O tempo de reacdo para obtencao de (-)-100 a partir de 123 foi de 24h.

Apos a purificacdo descrita, obteve-se o produto (-)-100 (1,00 g, 2,15 mmol, 72% de
20

rendimento) como um solido cristalino branco; Rf = 0,45 (cicloexano/ AcOEt 50/50); [a]p
=-122,5(c =1,0; CHCly).

F.M.: C26H32N404
M.M.: 464,56 g.mol™

IV (¥, cm™): 3302 (v N-H amida); 3057, 3028 (v C-H anel aromético); 2978, 2930 (v C-H
alcano); 1681, 1658 (v C=0 amida); 1628 (6 N-H amida); 1525 (6 N-H amida); 1428 (v C-N
amida); 1251 (85 CH3); 915 (6 C-H vinila); 735 (6 C-H anel aromatico); 697 (6 C=C anel
aromatico).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 84, p. 200): 1,47 (s, 3H, H-10): 1,66-1,81
(m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 1,92-1,99 (m, 1H, H-13b); 2,02 (t, Jx015=2,6 Hz, 1H, H-20);
2,05-2,14 (m, 2H, H-14); 2,17-2,27 (m, 1H, H-4b); 2,29-2,35 (m, 1H, H-3b); 2,96 (dd,
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J17a,17b:13,6 HZ, J17a,7:6,0 HZ, lH, H-l?&); 3,08 (dd, Jlgavlgb:].?,o HZ, Jlga'20:2,6 HZ, 1H, H-
188.); 3,21-3,27 (m, 2H, H-5a, H-l?b); 3,33 (dd, Jlgb,183216,8 Hz, J18b120:2,6 Hz, 1H, H-18b);
3,81-3,87 (m, 1H, H-5h); 4,25-4,31 (m, 1H, H-12); 4,66-4,68 (m, 1H, H-2): 4,99-5,07 (m, 2H,
H-].G); 5,15-5,21 (m, 1H, H-7); 5,77 (dtd, J15,16trans:17,2 Hz, J15,16cis:10,4 Hz, J15,14:6,40 Hz,
1H, H-15); 6,00 (s, 1H, NHc); 7,10 (d, Inpa12=10,4 Hz, 1H, NHa); 7,18-7,29 (m, 5H, 2 X H-
2,2 x H-3°, H-4%); 7,55 (d, Inms7=10,4 Hz, 1H, NHD).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 85, p. 200): 23,4 (C-10); 24,7; 25,0;
26,0; 29,6 (C-3; C-4; C-13; C-14); 28,1 (C-18); 35,7 (C-17); 46,9 (C-5); 53,6 (C-7 OU C-12);
53,7 (C-7 OU C-12); 57,8 (C-2); 60,7 (C-9); 71,5 (C-19); 78,5 (C-20); 115,9 (C-16); 126,8;
128,6; 129,0 (C-2’; C-3’; C-4); 136,9 (C-1’; C-15); 171,7; 172,7; 173,7; 174,2 (C-1; C-6; C-
8; C-11).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 465,2496; obtido (M+Na)* 465,2498.

52.4.1.2 - Sintese do (-)-(3S,9S,14aR)-9-benzil-3-(pent-3-enil)-6,6-dimetildecahidro
pirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-148]*’
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Seguindo a metodologia geral (item 5.2.4.1, p. 129) foram utilizadas as seguintes quantidades
de reagentes: tetrapeptideo 159 (1,60 g, 2,54 mmol), TFA (7,0 mL), DMF anidro (242 mL),
tetrapeptideo 160 (5 x 0,298 g, 2,54 mmol), HATU (5 x 0,232 g, 3,05 mmol), DIEA (5 x 0,28
mL, 8,13 mmol). O tempo de reacdo para obtencao de (-)-148 a partir de 160 foi de 16h.
Apo6s a purificacdo descrita, obteve-se o produto (-)-148 (0,69 g, 1,52 mmol, 60% de
rendimento) como um sélido cristalino branco; Rf = 0,22 (cicloexano/ AcOEt 70/30); [o]p®
=-86,6 (c = 1,0; CHCly).
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F.M.: C25H34N4O4
M.M.: 454,56 g.mol™

IV (¥, cm™): 3304 (v N-H amida); 2930 (v C-H alcano); 1678, 1663 (v C=0 amida); 1630 (5
N-H amida); 1529 (6 N-H amida); 1428 (v C-N amida); 1251 (ds CHs); 914 (8 C-H vinila).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 86, p. 201): 1,34 (s, 3H, H-10); 1,37-1,44
(m, 2H, H-14); 1,60-1,70 (m, 1H, H-13a); 1,72-1,86 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-10, H-13b); 2,04-
2,11 (M, 2H, H-15): 2,13-2,23 (m, 1H, H-4b);: 2,29-2,34 (m, 1H, H-3b): 2,95 (dd, Jisa 186=13,2
Hz, Jisa7=5,8 Hz, 1H, H-18a); 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18b): 3,83-3,89 (m, 1H, H-5b):
4,17-4,23 (m, 1H, H-12); 4,65-4,67 (m, 1H, H-2); 4,95-5,05 (m, 2H, H-17); 5,13-5,20 (m, 1H,
H-7), 5,78 (dtd, Jlﬁ,l?trans:17,2 HZ, \]16,17ci5:10,4 HZ, 316'15:6,6 HZ, 1H, H-lG), 5,97 (S, 1H,
NHc); 7,11 (d, Inna12=10,4 Hz, 1H, NHa); 7,18-7,29 (m, 5H, 2 x H-2*, 2 x H-3’, H-4"); 7,52
(d, JNﬂb,7:10,4 Hz, 1H, Nﬂb)

RMN de *C (100,64 MHz, CDCl3), 6 (ppm) (Figura 87, p. 201): 23,4 (C-10); 24,5; 24,6;
24,7, 28,2 (C-3; C-4; C-13; C-14); 25,9 (C-10); 33,1 (C-15); 35,7 (C-18); 46,6 (C-5); 53,1 (C-

7); 54,2 (C-12); 57,5 (C-2); 58,4 (C-9); 114,9 (C-17); 126,5; 128,4; 128,8 (C-2’; C-3; C-4");
136,8 (C-1°); 137,8 (C-16); 171,8; 172,7; 174,3; 175,4 (C-1; C-6; C-8; C-11).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)* 477,2472; obtido (M+Na)* 477,2469.

5.2.5 — Preparacao de derivados do ciclotetrapeptideo (-)-148

5.2.5.1 — Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-oxotetra
decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il]pentil etanotioato [(-)-147]*

Say

___ABN 2 v18 2 {
NH NHa
HN /4\/\/\ T 19_20
7Y

(-)-148 (-)-147

C

A uma solucédo do ciclotetrapeptideo (-)-148 (0,0527 g, 0,12 mmol) em THF anidro (10 mL)
adicionou-se o &cido tiolacético (0,34 mL, 4,66 mmol). Essa mistura foi mantida sob agitacdo
magnética, exposicdo a luz, atmosfera de argénio e refluxo (78 °C) por 30 min. Em seguida,
adicionou-se uma quantidade catalitica de AIBN a mistura reagente e essa foi mantida sob as
condigdes anteriormente descritas durante 42 h. O término da reagéo foi confirmado por CCD

(eluente: cicloexano/ AcOEt 70/30). O solvente da reacdo foi removido sob presséo reduzida
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e o0 residuo obtido foi purificado por meio de cromatografia em coluna de silica (eluente:
cicloexano/ AcOEt 70/30, 50/50, 0/100). A eliminagcdo do solvente, sob pressdo reduzida,
forneceu o produto (-)-147 (0,0382 g, 0,07 mmol, 62% de rendimento) como um filme
incolor; Rf = 0,12 (CH,Cly/ CH30H 99/1); [a]p?° = -54,3 (¢ = 0,7; CHCls).

F.M.: C27H38N405S
M.M.: 530,68 g.mol™

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 88, p. 202): 1,26-1,43 (m, 7H, H-10, H-14,
H-15); 1,54-1,65 (m, 5H, H-3a, H-4a, H-13a, H-16); 1,72-1,85 (m, 6H, H-3b, H-4b, H-10, H-
13b); 2,05-2,22 (m, 1H, H-17a); 2,32 (s, 3H, H-20); 2,85 (m, 1H, H-17b); 2,95 (dd,
J18a18b=13,6 Hz, J1827=5,6 Hz, 1H, H-18a); 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18Db); 3,82-3,88 (m,
1H, H-5b); 4,16-4,23 (m, 1H, H-12); 4,66-4,68 (m, 1H, H-2); 5,12-5,19 (m, 1H, H-7); 6,07 (s,
1H, NHc); 7,12 (d, INna12=10,4 Hz, 1H, NHa); 7,18-7,30 (m, 5H, 2 x H-2’, 2 x H-3’, H-4");
7,52 (d, Inmb7=10,4 Hz, 1H, NHb).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCl), 6 (ppm) (Figura 89, p. 202): 23,5 (C-10); 24,7; 24,9;
26,8; 28,3; 28,8; 29,2 (C-3; C-4; C-13; C-14; C-15; C-16); 26,4 (C-10); 30,5 (C-17); 30,6 (C-
20); 35,8 (C-18); 46,9 (C-5); 53,4 (C-7); 54,3 (C-12); 57,7 (C-2); 58,7 (C-9); 126,7; 128,5;
128,9 (C-2’; C-3’; C-4’); 136,9 (C-1°); 171,8; 172,8; 174,3; 175,6 (C-1; C-6; C-8; C-11);
195,9 (C-19).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+Na)" 553,2450; obtido (M+Na)* 553,2455.

5252 — Sintese do (-)-(S)-4-[(3S,9S,14aR)-9-benzil-6,6-dimetil-1,4,7,10-tetra-
oxotetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il]pentanotiol [(-)-146]

ey o S s ]

N—,, N—",,
{ NH; / CH;0H {
2 NH —_— NH
HN /4\/\/\/3\( DMF HN /<\/\/\/ s
SN ¢}
O)&H 0

(-)-147 - .
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A uma solucdo do ciclotetrapeptideo (-)-147 (0,063 g, 0,12 mmol) em DMF anidro (2 mL)
adicionou-se 1,2 mL (8,40 mmol) de solucdo metandlica de NH; 7 N e manteve-se essa
mistura sob agitacdo magnética e atmosfera de argénio a temperatura ambiente durante 67 h.
O término da reacgdo foi confirmado por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 50/50). O DMF foi
removido sob presséo reduzida e o residuo obtido foi purificado por meio de cromatografia
em coluna de silica (eluente: cicloexano/ AcOEt 50/50, 0/100). A eliminagdo do solvente, sob
pressao reduzida, forneceu o dimero 161 (0,045 g) como um filme incolor. O dimero obtido
(0,031 g) foi dissolvido em DMF (1 mL) e adicionou-se DTT (0,098 g, 0,63 mmol). Essa
mistura foi mantida sob agitacdo magnética e atmosfera de argbnio a 37 °C durante 24 h. O
término da reacdo foi confirmado por CCD (alumina, eluente: CH,Cl,/ CH3;OH 99,75/0,25). O
DMF foi removido sob pressao reduzida e o residuo obtido foi dissolvido em AcOEt (10 mL).
Essa solucdo foi lavada com agua destilada (2 x 10 mL). Entéo, a fase organica foi secada
com MgSO,, filtrada e o solvente removido sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi
purificado em coluna de alumina (eluente: CH,Cl,/ CH3OH 99,75/0,25). A eliminacdo do
solvente, sob presséo reduzida, forneceu o ciclotetrapeptideo (-)-146 (0,0182 g, 0,037 mmol,
59% de rendimento) como um filme incolor; Rf = 0,24 (cicloexano/ AcOEt 30/70); [a]p® = -
92,5 (c = 1,1; CHCly).

F.M.: Cy5H35N404S
M.M.: 488,64 g.mol™

IV (¥, cm™): 3309, 3284 (v N-H amida); 2929 (v C-H alcano), 2358, 2337 (v S-H tiol), 1659
(v C=0 amida), 1626 (6 N-H amida), 1524 (6 N-H amida), 1422 (v C-N amida).

RMN de 'H (400 MHz, CDCl), 5 (ppm) (Figura 90, p. 203): 1,25-1,34 (m, 7H, H-10, H-14,
H-15); 1,38-1,46 (m, 2H, H-16); 1,58-1,65 (m, 1H, H-13a); 1,72-1,87 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-
10, H-13b); 2,16-2,21 (m, 1H, H-4b); 2,28-2,35 (m, 1H, H-3b); 2,52 (q, Ji7.16n7.54=7.3 Hz,
2H, H-17); 2,95 (dd, Jiga186=13,4 Hz, J1g27=5,8 Hz, 1H, H-18a); 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-
18h): 3,48 (s, 1H, SH); 3,83-3,89 (m, 1H, H-5b); 4,16-4,22 (m, 1H, H-12);: 4,66-4,68 (m, 1H,
H-2); 5,13-5,20 (m, 1H, H-7); 6,02 (s, 1H, NHc); 7,13 (d, Jnpa12=10,4 Hz, 1H, NHa); 7,19-
7,30 (m, 5H, 2 x H-2’, 2 x H-3", H-4"); 7,52 (d, Inmp7=10,4 Hz, 1H, NHb).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls),  (ppm) (Figura 91, p. 203): 23,5 (C-10); 24,4; 24,7;
24,9; 27,9; 28,8; 29,7; 33,6 (C-3; C-4; C-13; C-14; C-15; C-16; C-17); 26,4 (C-10); 35,8 (C-
18); 46,9 (C-5); 53,4 (C-7); 54,3 (C-12); 57,7 (C-2); 58,8 (C-9); 126,7; 128,6; 129,0 (C-2’; C-
3, C-4); 137,0 (C-17); 171,8; 172,8; 174,3; 175,6 (C-1; C-6; C-8; C-11).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)* 489,2530; obtido (M+H)" 489,2530.
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5.2.6 — Preparagéo das azido-cumarinas

5.2.6.1 — Sintese da 3-azido-cumarina 125

(0]
CHO )k o) o) o)
NaOAc anidro
SO+ Ayrom Mo OO
HO OH I Aci0 © Z > N
124 IlI

2,4-dihidroxi- N-acetilglicina
benzaldeido
1) HCI:CH3CH,OH - 2:1

2) NaNO,

3) NaN;

HO. 11'12'13'0 5' 0
125
Uma mistura de 2,4-dihidroxi-benzaldeido (2,21 g, 16,00 mmol), N-acetilglicina (1,87 g,
16,00 mmol) e NaOAc anidro (3,94 g, 48,00 mmol) em Ac,O (80 mL) foi mantida sob
agitacdo magnética e refluxo (160 °C) durante 4 h. Em seguida, a mistura reagente foi
resfriada até a temperatura ambiente e vertida sobre gelo picado. Obteve-se um precipitado
amarelo (composto 124) que foi filtrado sob vacuo, sendo lavado com agua destilada fria
durante a filtracdo. Ao precipitado obtido (composto 124) adicionaram-se 24 mL de uma
mistura de HCI conc./ CH3;CH,OH (2/1) e manteve-se a mistura reagente sob agitacéo
magnética e refluxo (130 °C) por 1 h. Apos, a mistura foi resfriada até a temperatura ambiente
e adicionou-se agua destilada (32 mL). A solucdo obtida foi resfriada a 0 °C, adicionou-se
NaNO; (2,21 g, 32,00 mmol) e manteve-se sob agitacdo magnética durante 15 min. Em
seguida, adicionou-se NaN3 em porcdes (4 x 0,78 g, 48,00 mmol), sob agitacdo magnética e a
0 °C durante 20 min. Obteve-se um precipitado marrom que foi filtrado sob vacuo, sendo
lavado com agua destilada durante a filtracdo, e secado sob vacuo durante 2 h. Obteve-se a

azido-cumarina 125 (0,62 g, 3,05 mmol, 19% de rendimento) como um sélido marrom.

F.M.: CoH5N305
M.M.: 203,15 g.mol™
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RMN de *H (400 MHz, DMSO), J (ppm) (Figura 92, p. 204): 6,76 (d, Ji2-.10=2,4 Hz, 1H, H-
12°); 6,81 (dd, Ji0'9=8,6 Hz, J1¢-12-=2,2 Hz, 1H, H-10"); 7,48 (d, Jo-10-=8,4 Hz, 1H, H-9’);
7,59 (s, 1H, H-7"); 10,55 (s, 1H, OH).

RMN de **C (100,64 MHz, DMSO0), § (ppm) (Figura 93, p. 204): 101,9 (C-12); 111,2 (C-

10°); 113,7 (C-8"); 121,0 (C-6"); 127,8 (C-9°); 129,0 (C-7"); 152,7 (C-5"); 157,2 (C-13");
160,2 (C-11°).

5.2.6.2 — Sintese da 3-azido-7-dietilaminocumarina 133

Piperidina
Et,N. OH
2 COOEt A01d0 acético PN SnClz EtN O O
L0
CHO NO, Butanol NO, HCl conc. F NH
2
132

4-dietilamino Nitroacetato

salicilaldeido de etila 1) HCl cone.
2) NaNoO,
3) NaN;

15
\14
14//N 1114443050
15 /
a
5 7 0N;
133

Uma mistura de 4-dietilamino salicilaldeido 98% (1,43 g, 7,25 mmol), nitroacetato de etila
98% (0,80 mL g, 7,06 mmol), piperidina (0,1 mL, 1,01 mmol), acido acético (0,2 mL, 3,49
mmol) e peneira molecular 4 A (0,10 g) em n-butanol (20 mL) foi mantida sob agitacio
magnética e refluxo durante 25 h. Em seguida, a mistura reagente foi resfriada até a
temperatura ambiente e obteve-se um precipitado laranja que foi filtrado sob vacuo. Esse
precipitado foi dissolvido em DMF anidro (15 mL) a 80 °C e a mistura obtida foi filtrada para
retirada da peneira molecular 4 A. Ao filtrado, adicionou-se uma mistura de agua destilada
fria e gelo picado (~ 100 mL) e o produto 131 precipitou como um solido laranja (1,05 g, 4,00
mmol, 55% de rendimento). Esse foi filtrado sob vacuo.

A uma suspensdao de SnCl, anidro 98% (5,42 ¢, 28,00 mmol) em HCI conc. (20 mL),
adicionou-se o produto 131 em porc¢oes (4 x 0,25 g, 3,81 mmol), sob agitacdo magnética e a
temperatura ambiente, durante 30 min. A mistura reagente foi mantida sob as condi¢fes
descritas anteriormente por 4 h. Em seguida, essa mistura foi vertida sobre gelo picado (~100
g) e adicionou-se solucdo aquosa de NaOH 5 M (70 mL) até obter-se um valor de pH entre 9 e
10. A suspensdo obtida foi extraida com Et,0 (3 x 100 mL), as fases organicas reunidas foram

lavadas com agua destilada (200 mL), secadas sobre MgSQO, e o solvente foi evaporado sob
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pressdo reduzida. Obteve-se um 6leo amarelo que foi triturado com cicloexano, fornecendo o
produto 132 como um so6lido amarelo (0,36 g, 1,55 mmol, 41% de rendimento).

O produto 132 (0,36 g, 1,55 mmol) foi dissolvido lentamente em HCI 17,2% (14,4 mL) a
temperatura ambiente. A solugio obtida, resfriada a 0 °C, adicionou-se NaNO, (0,11 g, 1,59
mmol) e manteve-se sob agitacdo magnética durante 1 h. Em seguida, a temperatura
ambiente, adicionou-se 18 mL de solucdo aquosa de NaOAc (6,03 g, 73,5 mmol) para obter-
se um valor de pH=14. Entéo, a mistura reagente foi novamente resfriada a 0 °C e adicionou-
se NaN3 em porgdes (4 x 0,053 g, 3,26 mmol) sob agitacdo magnética. A mistura reagente foi
mantida a 0 °C e agitacdo magnética durante 23 h. Obteve-se um precipitado amarelo que foi
filtrado sob vacuo, sendo lavado com agua destilada durante a filtragdo, e secado sob vacuo.
A azido-cumarina 133 (0,17 g, 3,05 mmol, 42% de rendimento) foi obtida como um sélido

amarelo.

F.M.: C13H14N402
M.M.: 258,28 g.mol™

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 94, p. 205): 1,21 (t, Jis.14=7,0 Hz, 6H,
-CH,CHs); 3,41 (q, Ji4'.15=7,1 Hz, 4H, -CH,CHj3); 6,52 (d, Ji2-10=2,0 Hz, 1H, H-12"); 6,60
(dd, Ji0-9=8,8 Hz, Ji¢-12=2,4 Hz, 1H, H-10"); 7,10 (s, 1H, H-7°); 7,19 (d, Jo 19-=8,8 Hz, 1H,
H-9”).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), J (ppm) (Figura 95, p. 205): 12,4 (C-15°); 44,9 (C-14");
97,6 (C-12); 108,3 (C-8°); 109,7 (C-10°); 119,8 (C-6"); 127,5 (C-9°); 128,1 (C-7"); 149,6 (C-
11°); 154,1 (C-5°); 158,3 (C-13").
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5.2.7 — Preparacdo de derivados do ciclotetrapeptideo (-)-100

5.2.7.1 - Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-6-((1-(7-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-
azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-134] e do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-3-(but-3-enil)-
6-((1-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil
decahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona [(-)-135]

7 N3 2"
125 R=0H 3!
/ 133 R=Et,N 4

2
7 a
' ! 12 14 ~ 16
3 e 3 as
CuS0,.5H,0 2N

Ascorbato de sodio

CH;CH,OH:H,0 - 1:1

(-)-134 R = OH (34%)

(--135 R = Et,N (85%)
A uma solucéo do ciclotetrapeptideo (-)-100 em CH3CH,OH (4 mL) adicionaram-se a azido-

cumarina (125 ou 133), CuS0O,4.5H,0 dissolvido em 2 mL de agua destilada e ascorbato de
sodio dissolvido em 2 mL de agua destilada. Essa mistura foi mantida sob agitacdo magnética
a temperatura ambiente durante 24-48 h. O término da reacdo foi confirmado por CCD
(eluente: cicloexano/ AcOEt 30/70). Entdo, adicionaram-se 10 mL de CH,Cl, e 10 mL de
agua destilada a mistura reagente e procedeu-se a extracdo. A fase organica foi separada e a
fase aquosa foi extraida com CH,ClI, (3 x 10 mL). As fases organicas reunidas foram secadas
com MgSO, anidro, filtradas e o solvente foi removido sob pressdo reduzida. O residuo
obtido foi purificado por meio de cromatografia em coluna de silica (eluente:
cicloexano/AcOEt 50/50, 30/70, 0/100). A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida,
forneceu o produto desejado [(-)-134 ou (-)-135].
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Seguindo a metodologia descrita anteriormente, foram utilizadas as seguintes quantidades de

reagentes e obteve-se as seguintes quantidades de produtos:

Ciclotetrapeptideo (-)- Ascorbato de

100 Azido-cumarina | CuS0,.5H,0 sédio Produto obtido

(-)-134 (0,034 g, 0,05
mmol, 34% de
rendimento). Obtido

0,07 g (0,15 mmol) 125 (0,061 g, 0,003 g (0,014 | 0,010g (0,048

0,30 mmol) mmol) mmol) .
como um filme
amarelo.
(-)-135 (0,069 g, 0,09
133 (0,057 g, 0,003 g (0,014 | 0,007 g (0,035 mmol, 85% de
0,05 g (0,11 mmol) 0,22 mmol) mmol) mmol) rendimento). Obtido

como um filme verde.

(-)-134
F.M.: C35H37N7O7
M.M.: 667,71 g.mol™

Rf= 0,51 (AcOEt); [a]p®® = -116,5 (¢ = 1,0; CHCl5)

IV (¥, cm™): 3290 (v O-H fenol e v N-H amida); 2927 (v C-H alcano); 1728 (v C=0 lactona);
1681, 1660 (v C=0 amida); 1613 (v -N=N); 1516 (6 N-H amida); 1422 (v C-N amida); 1313
(6s CH3); 1234 (v C-O fenol); 1224 (v C-O lactona); 912 (6 C-H vinila); 730 (6 C-H anel
aromatico).

RMN de 'H (400 MHz, CDCLs), § (ppm) (Figura 96, p. 206): 1,46 (s, 3H, H-10); 1,75-1,82
(m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 1,94-2,03 (m, 1H, H-13b); 2,06-2,11 (m, 2H, H-14); 2,13-2,23
(m, 1H, H-4b); 2,31-2,35 (m, 1H, H-3b); 3,13 (dd, Ji7a176=13,4 Hz, J177=5,4 Hz, 1H, H-17a);
3,21-3,27 (m, 1H, H-5a); 3,32-3,38 (m, 1H, H-17h); 3,70-3,80 (M, 2H, H-5b; H-18a); 3,89 (d,
Jigp182=14,4 Hz, 1H, H-18b); 4,25-4,32 (m, 1H, H-12); 4,71-4,73 (m, 1H, H-2): 4,96-5,01 (m,
2H, H-16); 5,18-5,25 (m, 1H, H-7); 5,76 (dtd, Jis.16tans=17,0 Hz, Ji5.166s=10,4 Hz, J1514=6,6
Hz, 1H, H-15); 6,22 (s, 1H, NHc): 6,74 (dd, J109=8,6 Hz, Jio12=1,7 Hz, 1H, H-10"); 6,88 (d,
Ji210=1,7 Hz, 1H, H-127); 7,14 (d, Inpa12=10,4 Hz, 1H, NHa); 7,27-7,30 (m, 5H, 2 x H-2, 2
x H-3°, H-4"); 7,41 (d, Jo10=8,4 Hz, 1H, H-9°); 8,01 (d, Jnm7=10,0 Hz, 1H, NHb); 8,31 (s,
1H, H-20): 8,34 (s, 1H, H-7).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), é (ppm) (Figura 97, p. 206): 23,3 (C-10); 24,7; 24,9;
27,9; 29,5 (C-3; C-4; C-13; C-14); 31,4 (C-18); 35,8 (C-17); 46,9 (C-5); 53,9 (C-7 OU C-12);
54,2 (C-7 OU C-12); 57,9 (C-2); 62,1 (C-9); 103,2 (C-12%); 110,8 (C-8”); 114,5 (C-10);
115,9 (C-16); 119,4 (C-6"); 123,9 (C-7°); 126,9; 128,7; 129,1 (C-2’; C-3’; C-4"); 130,3 (C-
9%); 133,5 (C-20); 136,7 (C-1"); 136,8 (C-15); 141,8 (C-19); 154,6 (C-11° OU C-13’); 155,8
(C-11° QU C-13°); 161,6 (C-5°); 171,8; 172,6; 174,8; 175,4 (C-1; C-6; C-8; C-11).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)* 668,2827; obtido (M+H)" 668,2828.
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(-)-135
F.M.: C39H45N805
M.M.: 722,83 g.mol™

Rf = 0,55 (AcOEt); [a]o™® = -58,8 (c = 1,0; CHCl5)

IV ¥, em™): 3290 (v N-H amida); 2972, 2928 (v C-H alcano); 1722 (v C=0 lactona); 1681 (v
C=0 amida); 1622 (8 N-H amida); 1604 (v -N=N); 1431 (v C-N amida); 1354 (85 CH3); 1245
(v C-N amina); 1133 (v C-O lactona); 918 (6 C-H vinila); 665 (6 C=C anel aromatico).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls),  (ppm) (Figura 98, p. 207): 1,24 (t, J2221=7,0 Hz, 6H, H-
22): 1,41 (s, 3H, H-10); 1,72-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 1,95-2,02 (m, 1H, H-13b);
2,04-2,11 (m, 2H, H-14); 2,16-2,21 (m, 1H, H-4b); 2,30-2,35 (m, 1H, H-3b); 3,05 (dd,
J172175=13,6 Hz, J1747=6,0 Hz, 1H, H-17a): 3,21-3,33 (m, 2H, H-5a, H-17b); 3,43-3,49 (m,
5H, H-18a; H-21); 3,82-3,88 (M, 1H, H-5b); 3,95 (d, Jigp182=14,4 Hz, 1H, H-18b); 4,22-4,29
(m, 1H, H-12); 4,69-4,70 (m, 1H, H-2); 4,96-5,00 (m, 2H, H-16); 5,20-5,26 (m, 1H, H-7);
5,78 (dtd, J15,16trans=17,0 Hz, \]15,16cis=10,4 Hz, J15'14=6,4 Hz, 1H, H-15); 6,02 (S, 1H, NHC);
6,56 (d, les,10s=2,2 HZ, 1H, H-12’), 6,68 (dd, \]10”9’:8,8 HZ, \]10”12’=2,2 HZ, 1H, H-lO’), 7,14
(d, Inpa12=10,4 Hz, 1H, NHa); 7,26-7,28 (m, 5H, 2 x H-2°, 2 x H-3", H-4"); 7,40 (d, Jo" 10=9,2
Hz, 1H, H-9); 7,73 (d, Jnup7=10,0 Hz, 1H, NHb); 8,23 (s, 1H, H-7"); 8,31 (s, 1H, H-20).

RMN de **C (100,64 MHz, CDCl), § (ppm) (Figura 99, p. 207): 12,4 (C-22); 23,1 (C-10);
24,7: 24,9; 27,9; 29,5 (C-3; C-4; C-13; C-14): 31,4 (C-18); 35,9 (C-17); 45,0 (C-21); 46,9 (C-
5); 53,6 (C-7 OU C-12); 53,8 (C-7 OU C-12); 57,8 (C-2); 61,9 (C-9); 97,1 (C-12°); 107,1 (C-
8); 110,0 (C-10°); 115,7 (C-16); 117,0 (C-6"); 123,9 (C-7"); 126,7; 128.6; 129,1 (C-2’; C-3’;
C-4°); 129,9 (C-9°); 134,6 (C-20); 137,0 (C-1°; C-15); 141,8 (C-19); 151,4 (C-11°); 155,8 (C-
13°); 156,7 (C-5°); 171,8; 172,8; 174,5; 174,7 (C-1; C-6; C-8; C-11).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)" 723,3613; obtido (M+H)* 723,3617.
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5272 - Sintese do S-((7TR)-1-((3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-hidroxi-2-oxo-2H-
cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxotetradecahidropirrolo
[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-butildimetilsilil)oxi)-6-oxo-octan-3-il)

O-etil carbonoditioato (136) e

S-((7R)-1-((3S,6S,9S, 14aR)-9-benzil-6-((1-(7-

(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-6-metil-1,4,7,10-tetraoxo

tetradecahidropirrolo[1,2-a][1,4,7,10]tetra-azaciclododecin-3-il)-7-((terc-butildimetil

silil)oxi)-6-0xo-octan-3-il) O-etil carbonoditioato (137)

DLP

(--134 R=0H

(-)-135 R = Et,N

1,2 - dicloroetano

136 R =OH (56%)

137 R =EtN (51%)

Uma solucdo do ciclotetrapeptideo [(-)-134 ou (-)-135] e do xantato 138 em 1,2-dicloroetano

foi mantida sob agitagdo magnética, atmosfera de argonio e refluxo (165 °C) durante 30 min.

Em seguida, adicionou-se uma solucdo de DLP em 1,2-dicloroetano (1 por¢do — 0,11 eq) e 0

sistema foi mantido sob as condi¢cdes descritas anteriormente por 2 h. Entdo, a solucdo de

DLP (4-9 porcdes — 0,44-0,99 eq ) em 1,2-dicloroetano (1,5 mL) foi adicionada, constante e

lentamente (0,13 mL/h), a mistura reagente durante 12 h por meio de uma bomba de infuséo.

Apobs confirmado o término da reacdo por CCD (eluente: cicloexano/ AcOEt 30/70), o

solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado em coluna de

silica. A eliminacgdo do solvente, sob pressao reduzida, forneceu o ciclotetrapeptideo desejado

(136 ou 137).
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Seguindo a metodologia descrita anteriormente, foram utilizadas as seguintes quantidades de

reagentes e foram obtidas as seguintes quantidades de produtos:

Ciclotetrapeptideo Xirggto diclolr,ci;tano DLP Cromatografia Produto obtido
0,002 g CCS: eluente — 136 (0,025 g,
0,037¢g ! cicloexano/ 0,025 mmol, 56%
(')0'%3;“5 (2,2%?)9, (0,115 0,3 mL 95350%?20') ACOEt 60/40, | de rendimento).
! mmol) (0,045 ;nmof’) 50/50, 40/60, | Obtido como um
' 30/70, 20/80. filme amarelo.
0,005 g CCS: eluente — 137 (0,048 g,
0,069 g ' cicloexano/ 0,046 mmol, 51%
(')E)lgg r(]?n?gg 9 | o2 0,3 mL (ffioorg'g‘f') ACOEt 70/30, | de rendimento).
! mmol) 0,07 rhmol? 60/40, 50/50, | Obtido como um
' 40/60, 30/70. filme verde.

136 (* no RMN de 'H ha sinais duplicados por se tratar de uma mistura

diastereoisomérica.)
F.M.: C48H63N7010828i
M.M.: 990,27 g.mol™

Rf = 0,61 (ACOEY)

RMN de *H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 100, p. 208): 0,06-0,07 (m, 6H, H-27); 0,90
(s, 9H, 3 x CHj t-butila ); 1,25-1,27 (m, 3H, H-26); 1,38-1,43 (m, 3H, H-32); 1,46 (s, 3H, H-
10); 1,64-1,88 (m, 7H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H-16); 2,04-2,18 (m, 2H, H-4b, H-13b);
2,32-2,37 (m, 1H, H-3b); 2,73-2,85 (m, 2H, H-23); 3,13 (dd, J17a17=13,2 Hz, J17.7=5,4 Hz,
1H, H-17a); 3,20-3,26 (M, 1H, H-5a); 3,33-3,39 (m, 1H, H-17b); 3,63-3,67 (m, 1H, H-18a);
3,73-3,78 (M, 2H, H-5b; H-15); 3,99 (m, 1H, H-18b); 4,13 (q, J25.26=6,7 Hz, 1H, H-25); 4,27-
4,36 (m, 1H, H-12); 4,56-4,65 (m, 2H, H-31); 4,69-4,73 (m, 1H, H-2); 5,17-5,24 (m, 1H, H-
7): 6,22 (2 s*, 1H, NHc); 6,69-6,72 (m, 1H, H-10); 6,84-6,85 (m, 1H, H-12"); 7,14 (2 d*,
INta12=10,2 Hz, 1H, NHa); 7,17-7,30 (m, 5H, 2 x H-2*, 2 x H-3", H-4"); 7,41 (2 d*Jo- 10-=8,6
Hz, 1H, H-9°); 8,00 (d, Jnms7=10,0 Hz, 1H, NHb); 8,30 (2 s*, 1H, H-20); 8,33 (2 s*, 1H, H-
7).

RMN de *3C (100,64 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 101, p. 208): -5,1 (C-27); -4,7 (C-27);
13,8 (C-32); 18,0 (C-28); 20,8 (C-26); 23,3 (C-10); 24,6; 24,9; 27,3; 29,7 (C-3; C-4; C-13; C-
14); 25,7 (3 x CHjs t-butila); 30,2 (C-16); 31,3 (C-18); 34,3 (C-23); 35,8 (C-17); 46,9 (C-5);
50,8 (C-15); 54,2 (C-7 QU C-12); 54,4 (C-7 OU C-12); 57,9 (C-2); 62,2 (C-9); 70,0 (C-31);
74,7 (C-25); 103,1 (C-12°); 110,8 (C-8’); 114,4 (C-10°); 119,3 (C-6’); 123,8 (C-7°); 126,8;
128,7; 129,1 (C-2’; C-37; C-4"); 130,3 (C-9°); 133,4 (C-20); 136,8 (C-1°); 141,7 (C-19); 154,6
(C-11” QU C-13); 155,8 (C-11° OU C-13°); 161,7 (C-5"); 171,8; 172,6; 174,6; 175,4 (C-1,
C-6; C-8; C-11); 213,6 (C-24); 214,2 (C-30).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)* 990,3920; obtido (M+H)" 990,3921.
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137 (* no RMN de 'H ha sinais duplicados por se tratar de uma mistura
diastereoisomérica.)

F.M.: Cs2H72NgOoS,Si

M.M.: 1045,39 g.mol™

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Figura 102, p. 209): 0,06 (s, 6H, H-27); 0,90 (s,
9H, 3 x CHs t-butila ); 1,23-1,27 (m, 9H, H-22, H-26); 1,37-1,43 (m, 6H, H-10, H-32); 1,71-
1,83 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H-16a); 2,00-2,21 (m, 3H, H-4b, H-13b, H-16b); 2,31-
2,34 (m, 1H, H-3b); 2,70-2,84 (m, 2H, H-23); 3,05 (dd, J17417,=13,6 Hz, J17,7=6,0 Hz, 1H, H-
17a); 3,21-3,34 (m, 2H, H-5a, H-17b); 3,46 (4, J2122=7,2 Hz, 4H, H-21); 3,54-3,58 (m, 1H, H-
18a); 3,75-3,85 (m, 2H, H-5b, H-15); 3,89 (d, Jisn18.=14,4 Hz, 1H, H-18b); 4,10-4,15 (m, 1H,
H-25); 4,22-4,30 (m, 1H, H-12); 4,56-4,65 (m, 2H, H-31); 4,68-4,70 (m, 1H, H-2); 5,20-5,26
(m, 1H, H-7); 6,02 (2 s*, 1H, NHc); 6,61 (s, 1H, H-12); 6,73 (d, Ji0-9-=8,8 Hz, 1H, H-10");
7,13-7,19 (m, 1H, NHa); 7,13-7,27 (m, 5H, 2 x H-2", 2 x H-3’, H-4"); 7,44 (d, Jo.10=8,8 Hz,
1H, H-9%); 7,70 (2 d*, Jnmp7=10,0 Hz, 1H, NHb); 8,20 (2 s*, 1H, H-7"); 8,33 (s, 1H, H-20).

RMN de *C (100,64 MHz, CDCls), § (ppm) (Figura 103, p. 209): -5,1 (C-27); -4,7 (C-27);
12,4 (C-22); 13,8 (C-32); 18,0 (C-28); 20,8 (C-26); 23,1 (C-10); 24,7; 24,9; 26,5; 27,4 (C-3;
C-4; C-13; C-14); 25,7 (3 x CH3 t-butila); 31,0 (C-16); 31,3 (C-18); 34,3 (C-23); 35,8 (C-17);
45,2 (C-21); 46,9 (C-5); 50,9 (C-15); 53,6 (C-7 OU C-12); 54,3 (C-7 OU C-12); 57,8 (C-2);
61,9 (C-9); 69,9 (C-31); 74,7 (C-25); 97,5 (C-12’); 107,5 (C-8°); 110,3 (C-10°); 117,3 (C-6°);
123,9 (C-7"); 126,7; 128,6; 129,1 (C-2’; C-3’; C-4"); 129,9 (C-9°); 134,5 (C-20); 137,0 (C-
17); 141,8 (C-19); 151,2 (C-117); 155,7 (C-13"); 156,7 (C-5"); 171,7; 172,8; 174,3; 174,6 (C-
1; C-6; C-8; C-11); 213,1 (C-24); 214,2 (C-30).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)" 1045,4706; obtido (M+H)"* 1045,4706.
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5.2.7.3 — Sintese do (3S,6S,9S,14aR)-9-benzil-6-((1-(7-(dietilamino)-2-oxo-2H-cromen-3-
il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-3-((R)-7-hidroxi-6-oxooctil)-6-metildecahidropirrolo[1,2-a]
[1,4,7,10]tetra-azaciclododecino-1,4,7,10-tetraona[(-)-145]

oy
“n, /{
0
0 s
/)v
0
/% /%
NEt, L NEt _

137 144

NEt,

A solucéo do ciclotetrapeptideo 137 (0,065 g, 0,09 mmol) em isopropanol (5mL) adicionou-

se DLP (0,014g, 0,035 mmol). Essa mistura foi mantida sob agitacdo magnética, atmosfera de
argonio e refluxo (165 °C) durante 2 h. Entéo, adicionou-se mais DLP (0,014g, 0,035 mmol) a
mistura reagente e manteve-se as condi¢fes descritas anteriormente por 3h. Em seguida, o
solvente foi removido sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi purificado em coluna de
silica (eluente: cicloexano/ AcOEt 70/30, 60/40, 50/50, 40/60, 30/70). A eliminacdo do
solvente, sob pressdo reduzida, forneceu o ciclotetrapeptideo desejado 144 contendo tracos de

DLP.
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A uma solucéo do ciclotetrapeptideo 144 em THF anidro (1 mL), a 0 °C, adicionou-se solugdo
de TBAF 1M em THF (0,03 mL, 0,03 mmol). A mistura reagente foi mantida sob agitacéo
magnética a temperatura ambiente durante 2 h. O término da reacdo foi confirmado por CCD
(eluente: AcOEt). Entdo, o solvente da reagdo foi removido sob pressdo reduzida e o residuo
obtido foi dissolvido em AcOEt (5 mL). A solucdo obtida foi lavada com solucdo aquosa de
NH,CI saturada (5 mL) e a fase aquosa foi extraida com AcOEt (3 x 5 mL). As fases
organicas reunidas foram secadas com MgSO. anidro, filtradas e o solvente foi removido sob
pressao reduzida. O residuo obtido foi submetido a cromatografia em coluna de silica
(eluente: cicloexano/AcOEt 20/80, 0/100). A eliminacdo do solvente, sob pressdo reduzida,
forneceu o produto desejado (-)-145 (0,006 g, 0,007 mmol, 12% de rendimento), como um
filme verde; [a]p?° = -63,1 (c = 0,57; CHCl5).

F.M.: C43H54N808
M.M.: 810,94 g.mol™

IV (¥, cm™): 3305 (v N-H amida); 2926, 2855 (v C-H alcano); 1721 (v C=0 lactona); 1682 (v
C=0 amida); 1622 (6 N-H amida); 1433 (v C-N amida); 1354 (s CH3); 1244 (v C-N amina);
1132 (v C-O lactona).

RMN de H (400 MHz, CDCly), 6 (ppm) (Figura 104, p. 210): 1,24-1,27 (m, 9H, H-22, H-
26); 1,33-1,39 (m, 3H, H-10); 1,63-1,68 (m, 4H, H-15, H-16); 1,73-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a,
H-13a); 1,90-1,95 (m, 2H, H-14): 2,16-2,21 (m, 2H, H-4b, H-13b); 2,31-2,34 (m, 1H, H-3b);
2,45- 2,51 (m, 2H, H-23); 3,04 (dd, Ji7a17=13,6 Hz, J1747=6,0 Hz, 1H, H-17a); 3,22-3,33 (m,
2H, H-5a, H-17b); 3,37 (d, Jiga18p =14,4 Hz, 2H, H-18a); 3,47 (q, J2122=7,1 Hz, 4H, H-21);
3,82-3,88 (m, 1H, H-5b); 4,03 (d, Jisp18.=14,8 Hz, 1H, H-18b); 4,18-4,28 (m, 2H, H-12, H-
25); 4,68-4,70 (m, 1H, H-2); 5,20-5,26 (m, 1H, H-7); 5,98 (s, 1H, NHc); 6,65 (d, Ji2.10 =1,8
HZ, 1H, H-12’); 6,76 (dd, Jlo’,9:8,8 HZ, \]10’12’:1,8 HZ, 1H, H-IO’); 7,12 (d, JNﬂa,12:10,4 HZ,
1H, NHa); 7,17-7,30 (m, 5H, 2 x H-2*, 2 x H-3, H-4"); 7,40 (d, Jy,0=8,8 Hz, 1H, H-9°); 7,69
(d, Inen7=10,0 Hz, 1H, NHb); 8,24 (s, 1H, H-7°); 8,35 (s, 1H, H-20).

RMN de **C (100,64 MHz, CDCly), 5 (ppm) (Figura 105, p. 210): 12,4 (C-22); 19,8 (C-26);
23,0 (C-10); 23,2 ; 24,7; 24,9; 25,1; 28,7; 28,8 (C-3; C-4; C-13; C-14; C-15; C-16): 31,4 (C-
18); 35,9 (C-23); 37,3 (C-17); 45,2 (C-21); 46,9 (C-5); 53,6 (C-7 OU C-12); 54,3 (C-7 OU C-
12); 57,9 (C-2); 61,8 (C-9); 72,6 (C-25); 97,4 (C-12); 107,3 (C-8°); 110,3 (C-10"); 117,1 (C-
6"): 123,9 (C-7°); 126,7; 128,6; 129,1 (C-2°; C-3’; C-4’); 129,9 (C-9); 134,5 (C-20); 137,0
(C-17); 141,8 (C-19); 151,3 (C-117); 155,7 (C-13°); 156,7 (C-5°); 171,8; 172,8; 174,6: 174,7
(C-1; C-6; C-8; C-11); 212,6 (C-24).

EM.: HMRS (ESI+) m/z calculado (M+H)* 811,4137; obtido (M+H)" 811,4134.
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do 9-bromononan-1-ol (37) e dos seus derivados 38 e 39 (200 MHz, CDCls), 6 (ppm):

1 3 5 7 9 1 3 5 7 9 i 1 3 5 7 9
Ho™ oy % %y o HOOm ooy g % N T S S S
17 38 39
37 38 39

3,64 (t, J1‘2:6,5 HZ, 2H)

3,63 (t, J1,=6,5 Hz, 2H)

4,22 (t, J.,=6,2 Hz, 2H)

1,50-1,60 (m, 2H)

1,53-1,60 (m, 4H, H-2, H-8)

1,71-1,78 (m, 2H)

1,32-1,41 (m, 10H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7)

1,21-1,45 (m, 10H, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7)

1,21-1,49 (m, 10H, H-3, H-4, H-5, H-6,
H-7)

1,75-1,92 (m, 3H, H-8, OH)

1,53-1,60 (m, 4H, H-2, H-8)

1,57-1,63 (m, 2H)

O o N o O | W DN B~

3,41 (t, J9'3=6,8 Hz, 2H)

3,26 (t, Jo=6,8 Hz, 2H)

3,26 (t, Jog=6,8 Hz, 2H)

Demais grupos

OH 1,75-1,92 (m, 3H, H-8, OH)

OH 1,74 (s, 1H)

CH33,01 (s, 3H)
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Tabela 9 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C do 9-bromononan-1-ol (37) e dos seus derivados 38 e 39 (50,32 MHz, CDCls), § (ppm):

A A A A AAAAA P A AA A
Hoo N oy % oy B HOOw» oy ¥ ¥ N 3 Y Y Y Y N
37 38 39
37 38 39
1 63,0 62,9 70,2
2 29,4 0U 32,7
3
4
5 25,7; 28,1, 28,7; 29,3; 29,4; 32,7, 32,8 25,7; 26,7, 28,8; 29,1; 29,3 25,4; 26,6; 28,8; 28,8; 28,9; 29,1, 29,2
6
7
8 29,4 0U 32,7
9 34,1 51,5 51,4
Demais grupos - - CH;37,3
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do 3-(3-[9-azidononaciloxi]propil)piridina (40) e dos seus derivados 64, 66 e 67 (200
MHz, CDCls), ¢ (ppm):

4 3 9 10 18
6 2
\N 40

1

4 7 9 10 18

18 4

1

57 3 < O/\H7/\N3 4 3 9 10 3 7 9 1
6N2 72 o 57 5 O/\(")7/\N3 5‘ o~ ;o g
N1 cl 64 6@ |2 6l J2
' A
L : N ¢ N

g 23
19 N
N S22
—{21
67 20 25
24

10

26 OH

(Continua)

64

66

67

9,46-9,50 (m, 1H) OU 9,53-9,62 (m, 1H)

9,18-9,20 (m, 2H, H-2, H-6)

8,36-8,52 (M, 2H, H-2, H-6)

8,12 (d, J45=7,6 Hz, 1H)

8,30 (d, J25=8,0 Hz, 1H)

7,52 (d, J45=7,6 Hz, 1H)

7,85-7,90 (m, 1H)

7,97-8,00 (m, 1H)

7,19-7,30 (m, 2H, H-5, H-20)

9,46-9,50 (m, 1H) OU 9,53-9,62 (m, 1H)

9,18-9,20 (m, 2H, H-2, H-6)

8,36-8,52 (M, 2H, H-2, H-6)

2,90 (t, J7y8:7,4 Hz, 2H)

3,01 (t, J7yg=7,6 Hz, 2H)

2,71 (t, J75=7,6 Hz, 2H)

2,00-2,07 (m, 2H)

1,89-2,17 (m, 2H)

1,82-2,01 (m, 6H, H-8, H-17, H-25)

3,28 (1, Jogou10,11=6,6 Hz, 2H, H-9 OU H-
10); 3,35 (t, Jo;g0u1012=5,8 Hz, 2H, H-9
OU H-10)

3,39 (t, Jg’g%10,11=6,8 HZ, 2H, H-9
OU H-10); 3,46 (t, Jggou1011=5,8
Hz, 2H, H-9 OU H-10)

3,36-3,44 (m, 4H, H-9, H-10)

1,52-1,59 (m, 2H)

1,52-1,63 (m, 4H, H-11, H-17)

1,53-1,56 (m, 2H)

40
2 8,40-8,60 (m, 2H, H-2, H-6)
4 7,56 (d, J45=7,6 Hz, 1H)
5 7,20-7,30 (m, 1H)
6 8,40-8,60 (m, 2H, H-2, H-6)
7 2,73 (t, J;5=7,7 Hz, 2H)
8 1,90 (qui, Jg 9= Jg7=7,0 Hz)
9
" 3,37-3,44 (m, 4H, H-9, H-10)
11 1,57-1,60 (m, 6H, H-11, H-12, H-17)
12 1,57-1,60 (m, 6H, H-11, H-12, H-17)
13
14| 119148 (m, 8H, H-13, H-14, H-15,
15 H-16)
—5

1,19-1,36 (M, 10H, H-12, H-13, H-14, H-
15, H-16)

1,26-1,37 (m, 10H, H-12, H-13, H-
14, H-15, H-16)

1,20-1,40 (m, 10H, H-12, H-13, H-
14, H-15, H-16)
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(Conclusao)

40 64 66 67
17 1,57-1,60 (m, 6H, H-11, H-12, H-17) 1,40-1,49 (m, 2H) 1,52-1,63 (m, 4H, H-11, H-17) 1,82-2,01 (m, 6H H-8, H-17, H-25)

18 3,26 (t, J1517=6,8 Hz, 2H) 3,21 (t, J1g17=7,0 Hz, 2H) 3,26 (t, J19.17=6,8 Hz, 2H) 4,30 (t, Jig17=7,2 Hz, 2H)
H-20 7,19-7,30 (m, 2H, H-5, H-20);
. . ) H-24 2,84 (t, Jp45=7,2 Hz); H-25
Demais i CH,Ph 6,25 (s, 2H); H-2’ 7,64-7,69 (m, i e L i
grupos 2H): H-3’, H-4" 7,20-7,33 (m, 3H) CH3 4,68 (s, 3H) 1,82-2,01 (m, 6H, H-8, H-17, H

25); H-26 3,71 (t, Jp525=6,1 Hz,
2H)

* qui: quinteto.

Tabela 11 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C do 3-(3-[9-azidononaciloxi]propil)piridina (40) e dos seus derivados 64, 66 e 67 (50,32
MHz, CDCls), 6 (ppm):

4 7 9 10 18
4 7 9 10 18 SWO/\%/\M 4o 1 9 10 8 S 4 19 /10\(\%/18\19%\]3
, AN o N S22
5 A3 6N\ 72 o 57 07 W ON, g 7 N
WO/\%AM N cl o o | , 7 ] | PR s
6 2 40 s~ 3 I|\]1 Ia 66 III 67 N 25
1 2 4 19 26 O
e
(Continua)
40 64 66 67
2 146,9 OU 149,6 1447 OU 1444 144,.80U 1450 147,20U 1498
3 137,9 143,7 143,5 137,3
4 136,7 142,8 142,9 135,9
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(Conclusao)

40 64 66 67
5 123,7 1276 1276 1233
6 146,9 OU 1496 144,70U 144.4 144.8 OU 145,0 147,20U 149,8
9 69,6 OU 71,3 68,8 OU 70,9 68,8 OU 70,9 69,4 OU 70,9
10 69,6 OU 71,3 68,8 OU 70,9 68,8 OU 70,9 69,4 OU 70,9
7
8
11
12
3 26,4; 26,9; 29,0; 29,3; 29,5; 29.6; 25,9; 26,5; 28,7; 28,9; 29,1 29.2; | 25,9; 26,5; 28,6; 28,9; 29,1;29.2; | 26,1; 26,4; 28,9; 29,2; 29,5;
29,8, 29,9; 31,2 29,5; 29,5; 29,9 29.4; 29,5; 29,9 29,6; 30,2; 30,9
14
15
16
17
18 51,7 51,3 51,3 50,2
Demais grupos ] CH,Ph 63,8; C-1" 133,4; C-2, C- CH,49.2 C-20120,7; C-21 147,4; C-24

3’,C-4’129,4; 129,5; 129,6

22,1, C-2531,9; C-26 61,7
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Tabela 12 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do 9-[3-(3-piridinil)propoxiJnonan-1-amino (41) e dos seus derivados 42 e 45 (200 MHz,
CDCls), 6 (ppm):

(AN

7 9

4 3 10 18 4 3 7 9
SWO/\{\NHZ 5m
2 41 6 2
N N

(0]

7 ] 20 »

H 6

o 18 /19\)J\ 3 18 M
o v N 21 0CH, 5(j/\8/\ 07 N 21N0CH;
2 "

43
1 1 21
H;CO (0]
22!
(Continua)
a1 22 45
2 8,43-8,45 (m, 2H, H-2, H-6) 8,40-8,50 (m, 2H, H-2, H-6) 8,40-8,50 (s, 2H, H-2, H-6)
4 751 (d, Jas=7,8 Hz, 1H) 7551 (d, Jas=7,6 Hz, 1H) 7,51 (d, Jas=7,8 Hz, 1H)
5 7,21 (dd, J5.4=7,8 Hz, Jo5=48 Hz, 1H) 7,21 (dd, J5.4=7,6 Hz, Joo=48 Hz, 1H) 7,21 (dd, Js,=7,7 Hz, Ja5=4.9 Hz, 1)
6 8,43-8,45 (m, 2H, H-2, H-6) 8,40-8,50 (m, 2H, H-2, H-6) 8,40-8.50 (5, 2H, H-2, H-6)
7 2,67-2,74 (4H, A-7, H-18) 2,61-2,74 (m, 6H, H-7, H-18, H-20) 2.36-2,47 (m, 6H, H-7, H-20, H-20")
8 1,89 (qui, J3V9ZJ3V7:7,5 Hz, 2H) 1,89 (qUi, ngg: J8,7=6,9 Hz, 2H) 1,89 (qui, Jg,gz J8,7=7,0 Hz, 2H)
9
- 3,37-3,44 (M, 4H, H-9, H-10) 3,36-3,44 (M, 4H, H-9, H-10) 3,37-3,44 (M, 4H, H-9, H-10)
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(Conclusao)

4 42 45

11 1,54-1,57 (m, 4H, H-11, H-17) 1,54-1,60 (m, 2H)
12
13

1,30-1,57 (M, 14H, H-11, H-12, H-13, H-14, H- | 1,20-1,40 (m, 10H, H-12, H-13, H-14, H-15,
14 15, H-16, H-17) H-16) 1,28-1,44 (m, 12H, H-12, H-13, H-14, H-15,
15 H-16, H-17)
16
17 1,54-1,57 (M, 4H, H-11, H-17)
18 2,67-2,74 (4H, H-7, H-18) 2,61-2,74 (m, 6H, H-7, H-18, H-20) 2,67-2,80 (M, 6H, H-18, H-19, H-19°)
19 - 2,88-3,00 (M, 2H) 2,67-2,80 (M, 6H, H-18, H-19, H-19°)
20 - 2,61-2,74 (m, 6H, H-7, H-18, H-20) 2,36-2,47 (m, 6H, H-7, H-20, H-20")
22 - 3,69 (5, 3H, CHs) 3,67 (s, 6H, H-22, H-22")

Demais grupos

NH, 2,38 (s, 2H)

H-19’ 2,67-2,80 (m, 6H, H-18, H-19, H-19);
H-20" 2,36-2,47 (m, 6H, H-7, H-20, H-20);
H-22’ 3,67 (s, 6H, H-22, H-22")

* qui: quinteto.
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Tabela 13 — Deslocamentos quimicos de RMN de *3C do 9-[3-(3-piridinil)propoxiJnonan-1-amino (41) e dos seus derivados 42 e 45 (50,32
MHz, CDCls), ¢ (ppm):

5@3/7\{9\0)0\6%{1\&12 SWO)O\%/QN%O(% 5(4j3/7\8/9\ OMN%OCI%
RN : 41 6 Sy 2 42 i 2 0 SN 2 45 2017 2
1 1 1 21
H,cO~ SO
22
(Continua)

41 42 45
2 147,2 OU 149,9 147,2 OU 149,9 147,30U 149,9
3 137,2 137,2 137,2
4 135,9 135,9 135,9
5 123,2 123,2 123,2
6 147,2 OU 149,9 147,2 OU 149,9 147,3 0U 149,9
9 69,30U 70,9 69,4 0OU 70,9 69,4 0U 71,0
10 69,3 0U 70,9 69,4 0OU 70,9 69,4 0U 71,0
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(Conclusao)

41 42 45
8 332
7
11
12
13 26,2; 27,1; 27,3; 29,4; 29,5; 29,6; 29,7; 30,9
- 26,1; 26,8; 29,3; 29,4; 29,5; 29,7; 30,9 26,1;27,1; 29,2; 29,3; 29,4: 29,7; 30,9; 33,7
15
16
17
20 - 325
18 41,9 44,6 0U 49,5 4920U515
19 - 44,6 0U 49,5 4920U51,5
21 - 172,9 1731
22 - 51,6 53,8
Demais grupos ] ] C-19° 49,2 0U 51(,:5; C-20° 32,5, C21' 173.L;
-22° 53,8
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Tabela 14 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do N-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi|nonil]-alaninato de
metila (43) (200 MHz, CDCls) e dos seus derivados 35 (200 MHz, CD3;0D), 63 e 65 (200 MHz, CDCls), ¢ (ppm):

0 O (@]
10 18 19 7 9 10 18 7 10 18 19
21°0CH;
20 29

(0]
R /\)J\ 4 /19\)}\ 4 9 10 18 M 4 7 9 A)J\
3 3
S ‘3 8 O/\H7/\N - oct, 5(]/\8/\0/\“7/\1\1 5 2D0CH, 5.7 ‘3 < O/\H7/\N 5 21N0CH, 57~ | 3 O/\M7/\N
6\N 2 4 /k \lﬁ Cle 6 \i)] 2 CID 6. 2

(0) (0) N - 65 O (0]
! 4{ 24 5 Loy 6 24 |1 1© 24
257 s 257 s N 25/ s 26 3
25 25 2 o 25 2525 5
35 3
(Continua)
43 35 63 65

8,40-8,50 (m, 2H, H-2, H-6)

9,24-9,32 (m, 2H, H-2, H-3")

9,37 (s, 1H)

9,07-9,09 (m, 2H, H-2, H-6)

7,51 (d, J25=7,8 Hz, 1H)

8,84-8,95 (m, 2H, H-4, H-5")

8,17 (d, J4s=7,9 Hz, 1H)

8,22 (d, J4’5=8,0 Hz, 1H)

7,19-7,28 (m, 1H)

8,30-8,38 (m, 2H, H-5, H-6")

7,91-7,97 (m, 1H)

7,97-8,00 (m, 1H)

8,40-8,50 (m, 2H, H-2, H-6)

9,20 (d, J5y5=5,2 Hz, 1H)

9,53 (d, Jes=4,5 Hz, 1H)

9,07-9,09 (m, 2H, H-2, H-6)

@ N o o &N

2,71 (t, J75=7,6 Hz, 2H)

3,10 (t, J75=7,5 Hz, 2H)

2,95 (t, J,5=7,4 Hz, 2H)

2,93 (t, J7,3=7,6 Hz, 2H)

1,89 (quinteto, Jgo9=Jg=7,0 Hz, 2H)

2,04-2,10 (m, 2H)

1,93-2,03 (m, 2H)

1,92-1,98 (m, 2H)

3,36-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-19)

3,41-3,56 (m, 6H, H-9, H-10, H-19)

3,29-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-

19)

3,36-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-19)

3,41-3,56 (m, 6H, H-9, H-10, H-19)

3,29-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-

19)

3,36-3,39 (m, 4H, H-9, H-10)
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(Conclusao)

43 35 63 65
11
12
13 1,40-1,50 (m, 12H, H-11, H-12, H-
" 13, H-14, H-15, H-16) 1,40-1,56 (M, 14H, H-11, H-12, H- | 1,40-1,58 (m, 14H, H-11, H-12, H- | 1,34-1,48 (m, 14H, H-11, H-12,
13, H-14, H-15, H-16, H-17) 13, H-14, H-15, H-16, H-17) H-13, H-14, H-15, H-16, H-17)
15
16
17 1,54-1,57 (m, 2H)
18 3,17 (t, J17=7,1 Hz, 2H) 3,21 (t, Jg17=7,1 Hz, 2H) 3,17 (t, Js17=7,1 Hz, 2H) 3,06-3,12 (m, 2H)
19 3,36-3,49 (m, 6H, H-9, H-10, H-19) | 3,41-356 (m, 6H, H-9, H-10, H-19) | 3,29-3,49 (M, 6H, H-9, H-10, H-19) | 3,30 (t, J1020=6.6 Hz, 2H)
20 2,57 (t, Jz015=7,0 Hz, 2H) 2,57 (t, J2019=6,8 Hz, 2H) 2,53-2,58 (m, 2H) 2,48 (t, J2010=6,4 Hz, 2H)
22 3,68 (s, 3H) 3,67 (s, 3H) 3,68 (s, 3H) 3,59 (s, 3H)
25 1,29 (s, 9H) 1,32 (s, 9H) 1,27 (s, 9H) 1,20 (s, 9H)

Demais grupos

H-3>9,24-9,32 (m, 2H, H-2, H-3");
H-5 8,84-8,95 (m, 2H, H-4, H-5");
H-6> 8,30-8,38 (m, 2H, H-5, H-6")

CH,Ph 6,27 (s, 2H); H-2’ 7,66 (d,
Jy3=3,42 Hz, 2H); H-3" ¢ H-4’
7,32-7,42 (m, 3H, 2 x H-3", 1 x H-
4)

H-26 4,58 (s, 3H)
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Tabela 15 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C do N-[(1,1-dimetiletoxi)carbonil]-N-[9-[3-(3-piridinil)propoxi]nonil]p-alaninato de

metila (43) (50,32 MHz, CDCls) e dos seus derivados 35 (50,32 MHz, CD3;0D), 63 e 65 (50,32 MHz, CDCls), ¢ (ppm):

10 18

4 7 9
3
6 2 2/3§
N 43

25 25
25

7

/\)J\ = 3 2
20ocH, S 5
2 glels .
N7

(0]

21 3
5o 20CH; 57

9
= 6 @ ‘ 2 8“
2 2
N Cl

4 1 9
7 3 20oc, °7 | g ©
2
sl NG
o So N;

" 1
26

(0]

o8 PPN
N 21°0CH;
P )

65 O (6]

A
25 25
25

(Continua)
43 35 63 65

2 147,30U 149,9 146,5 144,3 144,7 OU 144,9

3 137,2 140,2 1437 1434

4 135,9 131,2 OU 150,2 144.8 142,9

5 123,2 129,0 0U 132,7 127,7 127,7

6 147,30U 149,9 144,7 142,8 144,90U 145,1

9 69,4 OU 71,0 70,20U 72,1 68,80U 71,1 68,7 0U 70,8

10 69,4 OU 71,0 70,20U 72,1 68,80U 71,1 68,7 0U 70,8
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(Conclusao)

43 35 63 65

7

8

11

12

13 26,1; 26,7, 29,3; 29,4; 29,5; 29,5; 21,3; 21,8; 30,4; 30,5; 30,6; 30,7; | 26,0; 26,7; 29,2; 29,3; 29,5; 29,6; 25,9; 26,5; 29,0; 29,1; 29,2,

29,7, 30,9 30,8; 31,2; 34,00U 34,1 29,7, 30,0 29,3; 29,5; 29,8

14

15

16

17

18 47,6 48,7 47,6 47,3
19 43,2 44,5 43,2 43,0
20 33,3 34,00U 34,1 33,7 33,5
21 172,4 173,9 172,4 172,4
22 51,6 52,3 51,6 51,4
23 155,3 157,1 155,3 155,0
24 79,4 81,1 79,5 79,2
25 28,4 28,8 28,4 28,2

C-1’ 151,1; C-2° 144,6 OU 145,5;
Demais grupos ) C-37123,2; C-4* 144,6 QU 145,5; | CH,Ph 64,2; C-1’ 133,3; C-2°, C- C-26 49,2

C-5’131,2 OU 150,2; C-6’ 129,0
OuU 132,7

3’ e C-4>129,5;129,8
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Tabela 16 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H do cloreto de 1-(2’,4’-dinitrofenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio (47) e dos seus

derivados 50 (200 MHz, D,0) e 51 (400 MHz, D,0), ¢ (ppm):

4 7 9

57 |3 5 OH
6k ® 72 )
N Cl

I (Continua)
47 50 51
2 9,12 (s, 1H) 8,73-8,78 (m, 2H, H-2, H-6) 8,75 (sl, 1H)
4 8,85 (d, J45=8,2 Hz, 1H) 8,42 (d, J45=8,0 Hz, 1H) 8,38-8,39 (m, 1H)
5 8,24-8,34 (m, 2H, H-5, H-6") 7,92-7,99 (m, 1H) 7,99 (dd, J54=8,0 Hz, J55=6,0 Hz, 1H)
6 9,04 (d, Js5=6,2 Hz, 1H) 8,73-8,78 (m, 2H, H-2, H-6) 8,69 (d, Js5=6,0 Hz, 1H)
7 3,00 (t, J15=7,7 Hz, 2H) 2.89 (t, J25=7.8 Hz, 2H) 275 (t 37”8’3“7 788:7784:”728 ZH':; 0U 2,95 (t
8 2,04 (quinteto, Jg o= Jg7;=7,0 Hz, 2H) 1,90 (quinteto, Jg 9= Jg7=7,1 Hz, 2H) 1,90-1,99 (m, 4H, H-8, H-8)
9 3,71 (t, Jos=6,3 Hz, 2H) 3,61 (t, Jo=6,30 Hz, 2H) 3,66-3,70 (m, 2H)
2 - 8,41-8,45 (m, 2H, H-2’, H-6")
> 938 (4 3, =24 iz 1) 7,42-7,52 (m, 5H, 22’?-2’, 2xH-3’, 1 xH- -
Fy - 7,77 (d, J45=8,0 Hz, 1H)
5 8,95 (dd, J5-¢=8,70 Hz, J5-3=2,5 Hz, 1H) 5,76 (s, 2H) 7,42 (dd, J5-4’=7,80 Hz, J5-s’=5,0 Hz, 1H)
6’ 8,24-8,34 (m, 2H, H-5, H-6") - 8,41-8,45 (m, 2H, H-2’, H-6")
7 ] ] 2,75 (t, 37 g0u75=7,4 Hz, 2H) OU 2,95 (t,

J78°0u78=1,8 Hz)
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(Conclusao)

48 50 51
= - - 1,90-1,99 (m, 4H, H-8, H-8")
o - -
- _ : 3,46-3,52 (M, 4H, H-9°, H-10")
e - - 1,52-1,55 (m, 2H)
12 - -
13 - -
v - - 1,30-1,34 (m, 10H)
15 - -
16’ - -
17 - - 2,00-2,04 (m, 2H)
T - - 4,59 (t, 31y 17=7,2 Hz, 2H)
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Tabela 17 — Deslocamentos quimicos de RMN de *C do cloreto de 1-(2°,4’-dinitrofenil)-3-(3-hidroxipropil)piridinio (47) e dos seus

derivados 50 (50,32 MHz, D,0) e 51 (100,64 MHz, D,0), ¢ (ppm):

I (Continua)
47 50 51
2 144,5 143,6 OU 145,2 142,6
3 145,6 145,4 137,2
4 145,9 147,6 144,50U 1452 OU 147,7
5 129,50U 132,6 129,6 126,8
6 150,7 143,6 OU 145,2 140,8
9 61,9 62,1 59,6
r 140,2 134,6 -
2 151,1 144,50U 1452 OU 147,7
3 124,2 130,6; 131,2; 131,5 137,2
Fy 151,1 136,7
5 132,1 66,1 123,2
6 129,50U 132,6 - 144,50U 1452 OU 147,7
9 - - 68,4 OU 69,6
10° - - 68,4 OU 69,6
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(Conclusao)

48

50

51

30,3

30,3
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Figura 54 — Espectro de RMN de "H do composto 114 (400 MHz, CDCls).
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Figura 55 — Espectro de RMN de **C do composto 114 (100,64 MHz, CDCly).
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Figura 57 — Espectro de RMN de **C do composto (+)-111 (100,64 MHz, CDCls).
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Figura 59 — Espectro de RMN de **C do composto (-)-113 (100,64 MHz, CDCls).
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Fig'ura 60 — Espectro de RMN de "H do composto 116 (400 MHz, CDCly).
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Figura 61 — Espectro de RMN de **C do composto 116 (100,64 MHz, CDCly).
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Figura 62 — Espectro de RMN de "H do composto 117 (400 MHz, CDCly).
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Figura 63 — Espectro de RMN de **C do composto 117 (100,64 MHz, CDCly).
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Figura 64 — Espectro de RMN de "H do composto 112 (400 MHz, CDCls).

H O
9 0.8 N_2 - 3XCH3
A T t-butila
112
OCHs
. C2 /
| C-3
C1l c-8 Cc-9 \‘J .
L | |
I I I T
oo it1) 150 100 50 6

Figura 65 — Espectro de RMN de **C do composto 112 (100,64 MHz, CDCly).
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Figura 66 — Espectro de RMN de *H do composto (+)-110 (400 MHz, CDCls).
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Figura 72 — Espectro de RMN de *H do composto (+)-152 (400 MHz, CDCls).
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Figura 76 — Espectro de RMN de "H do composto (+)-155 (400 MHz, CDCly).
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Figura 77 — Espectro de RMN de **C do composto (+)-155 (100,64 MHz, CDCls).
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Figura 82 — Espectro de RMN de *H do composto (-)-149 (400 MHz, CDCl5).
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Figura 83 — Espectro de RMN de **C do composto (-)-149 (100,64 MHz, CDCls).
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Figura 93 — Espectro de RMN de **C do composto 125 (100,64 MHz, DMSO).
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Figura 94 — Espectro de RMN de "H do composto 133 (400 MHz, CDCly).
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Figura 96 — Espectro de RMN de 'H do composto (-)-134 (400 MHz, CDCl5).
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Tabela 18 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H dos compostos 114 e (+)-111, do amino&cido (-)-113 e do dipeptideo (-)-102 (400 MHz,

CDCls), 6 (ppm):

a
o9 6y &3

P 15>l4(0\1[3(1|\1\§8)7kN 2 1 0\16
1ot 15 5 O of 1'{ 0
10] b
A
113 102 2 (Continua)
114 (#)-111 (113 ()-102
2 4,80-4,90 (m, 1H) - - -
5 ] 2,80 gdsgsagsgzl(?ns Ej ﬁf'éb';ﬁa)? 2,78-2,89 (m, 2H) 2,93-3,03 (m, 2H)
5 - 2,29 (4, Js s 35=2,6 Hz, 1H) 1,98 (t, J55=2,6 Hz, 1H) 2,00 (t, J55=2,6 Hz, 1H)
6 1,20-1,70 (m, 3H) 1,97 (s, 3H) 1,48 (s, 3H) 1,58 (5, 3H)
7 6,78 (s, 1H) 6,61 (s, 1H) 3,69 (5, 3H) i
8 : - - 4,08-4,20 (m, 1H)
. _ _ _ 1,68-1,75 (m, 1H, H-9a)
1,88-1,97 (m, 1H, H-9b)
10 : - 1,37 (s, 9H) 2,15 (0, Joomon=7,1 Hz, 2H)
" ] ] ] 5,80 (dtd, Jr12vane=17.2 HZ, J11.22=10,2
Hz, J1110=6,8 Hz, 1H)
12 : - - 4,99-5,00 (m, 2H)
15 : - - 1,46 (5, 9H)
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(Conclusao)

114

(+)-111

(-)-113

(7)-102

16

3,75 (s, 3H)

29

39

4°

69

79

89

7,26-7,42 (m, 10H)

6,93-7,30 (M, 10H)

Demais grupos

NH 5,26 (s, 1H)

NHa 5,21 (d, Juns=7,6 Hz, 1H); NHb

6,99 (s, 1H)

* (: quarteto.
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Tabela 19 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C dos compostos 114 e (+)-111, do amino4cido (-)-113 e do dipeptideo (-)-102 (100,64
MHz, CDCls), ¢ (ppm):

5

" 10/ 10
3 |
3 a 4
2 H o
0 2 | 0\
6 H 1514 013 _N_38 <_1_0
S SO,
8 6 /‘2\() 155 O o~ _H O
10] b
© TN .
114 ()-102 12 (Continua)
L (h-111 (113 (0)-102
1 172,3 173,5 173,5 171,400 1729
2 52,8 63,6 58,1 58,3
3 - 26,0 26,7 26,9
4 - 78,9 79,8 79,3
5 - 71,9 71,1 71,2
6 17,6 23,6 23,0 22,6
7 90,4 91,0 52,5 171,400 172,9
8 169,5 169,6 154,2 53,7
9 - - 79,3 31,4
10 - - 28,1 29,5
11 - - - 137,2
12 - - - 115,5
13 - - - 155,5
14 - - - 79,9

213



(Conclusao)

114

(+)-111

()-113

(1)-102

15

28,

2

16

52,

7

19

29

39

4°

59

69

79

89

126,5; 126,9; 128,7; 129,9; 131,3;
135,1; 136,4

126,1; 126,8; 128,4;
128,6; 129,8; 129,9; 136,0; 136,2

Demais grupos
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Tabela 20 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do composto 116 e dos seus derivados 117, 112 e o0 aminoacido (+)-110 (400 MHz,

CDCls), 6 (ppm):

III (0]
9 08 N\Z)J\
10>( T < 0/7

10, O 33

Hooo

9 0. 8 N_2
10>(T =~ 1077

104y 0 3

|

0=S

=0

|
9_0_8 N
10 207

0, O 3~

Iil (0]
0.8 N\)k
10>9( \”/ 2 o7

OH . 109 © 3\[
116 112 (110 5\6
116 117 112 (+)-110
2 4,36-4,42 (m, 1H) 4,45-4,47 (m, 1H) 4,51-454 (m, 1H) 4,24-4,29 (m, 1H)
J3a3;£§,édsilz{3fi34b,:kli-13'§)l;4§,’97 424 (0, J503,=10,0 HZ, Js2=3,2 Hz, 1,62-1,72 (m, 1H, H-3a)
] (@ dem1LO Hr =34 by, | 1T TORIESA D w2 354302 (m. 280 1,81-1,90 (m, 1H, H-3b)
1H, H-3b) 027 TS 2D
4 - - - 2,04-2,10 (m, 2H)
5 ] ] ] 5,74 (dtd, Js srans=20,4 Hz, J5 60v=10,4 Hz,
J5,=6,8 Hz, 1H, H-5)
6 - - - 4,935,02 (m, 2H)
7 3,78 (5, 3H) 3,63 (5, 3H) 3,80 (5, 3H) 3,69 (5, 3H)
8 - - - -
10 1,45 (s, 9H) 1,36-1,39 (m, 9H) 1,46 (s, 9H) 1,39 (s, 9H)
11 - 2,39 (s, 3H) - -
Deneis | OH 274-304 (o 1N 559 | 720,07 2350 200 N 535, | NHL 5380, ucs=o.4 Mz, 1 NH 5.06-5.08 (m, 1H)

JNH,ZZS,O Hz, lH)
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Tabela 21 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C do composto 116 e dos seus derivados 117, 112 e o aminoacido (+)-110 (100,64 MHz,

CDCls), 6 (ppm): Ho0
IS OB ~
H O 10 ), 0 3o H oo
10>9(O\[8(1l1%0 ~ O_(é):o 10>9(OT111 2 o7 10>9(0\[T/N%0/ 7
10, O 3§\OH 1 ! y 10 ), O 35\1 3\[
116 NG 112 (+)-110 5\6
11
116 117 112 (+)-110
1 1714 168,8 169,9 173,2
2 55,7 52,8 53,6 52,9
3 63,3 69,3 1,7 31,8
4 - - - 29,4
5 - - - 136,8
6 - - - 115,5
7 52,6 52,7 52,9 52,1
8 155,7 154,8 154,8 155,2
9 80,2 80,2 80,4 79,7
10 28,2 28,0 28,2 28,2
11 - 215 - -
16 - - - -
Demais ) C-1’eC-4’1322e145,0; C-2’e C-3’ ) i
grupos 127,8e129,8
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Tabela 22 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do composto 150 (400 MHz, CDsOD) e dos seus derivados 151 (400 MHz, CDCls/

CD30D), (+)-152, (+)-153 e 0 aminoacido (+)-155 (400 MHz, CDCls), J (ppm):

7 1
6/ 1t 10
bz 5
bz 4 O O
10__9 bz O N 9 0
Z HN.
11@%3(011 N N e 7o
N — N P =
bz ) H G 1NN N Ph 3N
bz bz Cl@ 10 8 13 _N. ar 5 |6
bz bz 9 o) ar 7
bz 150 < (155
153 (Continua)
150 151 (+)-152 (+)-153 (+)-155
3,63-3,81 (M, 4H, H-2, H-8, | 3,91 (dd, J,5:=8,2 Hz, J,3=3,4 Hz, ]
2 - - H125) H Ho) 4,15-4,20 (m, 1H)
5 1,61-1,74 (m, 2H, H-3a, H-9a) 1,47-1,57 (m, 1H, H-3a)
1,88-2,08 (M, 4H, H-3b, H-4, H-10a) 1,65-1,72 (m, 1H, H-3b)
4 : . : 1,88-2,08 (m, 4H, H-3b, H-4, H-10a) | 126-140 (M 114'1)3 x CH, t-butila
5 - - - 2,10-2,25 (m, 3H, H-5, H-10b) 1,92-1,98 (m, 2H)
- - _ _ 5,64 (dtd, J6,7trans=16:2 HZ,
6 567-5,78 (m, 1H) Jo7s=10,2 Hz, J5.5=6,8 Hz, 1H)
7 - - - 4,94-5,01 (m, 2H) 4,83-4,91 (m, 2H)
] 4,31-4,39 (m, 3H, H-8, | 3,63-3,81 (m, 4H, H-2, H-8, | 3,45-3,58 (M, 3H, H-8, H-11b, H-
8 4,11-4,15 (m, 1H) H12) H-123) 124) 3,61 (s, 3H)
. 1H9%_2'&91(g16)2g’3é X | 1,59-1,68 (m, 1H, H-9a) | 2,03-2,10 (m, 1H, H-9a) 1,61-1,74 (m, 2H, H-3a, H-9a)
- al - ; y - -
248 (m, 1H, H-0b) | 2.38-2.48 (m, 1H, H-9b) |  2,52-2,60 (m, 1H, H-9b) 2,47-2,58 (m, 1H, H-9b)
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(Conclusao)

150

151

(+)-152

(+)-153

(+)-155

10

1,79-1,90 (m, 1H, H-10a)

1,96-2,09 (m, 2H, 1 x H-9a,
H-10b)

1,83-1,94 (m, 1H, H-10a)
2,10-2,20 (m, 1H, H-10b)

2,12-2,19 (m, 1H, H-10a)
2,37-2,47 (m, 1H, H-10b)

1,88-2,08 (m, 4H, H-3b, H-4, H-
10a); 2,10-2,25 (m, 3H, H-5, H-
10b)

11

3,15-3,25 (m, 1H, H-11a)
3,38-3,44 (m, 1H, H-11b)

3,31-3,39 (m, 2H, H-11a,
NH amida)

3,54-3,60 (m, 1H, H-11b)

3,28-3,40 (m, 1H, H-11a)

3,48 (dd, J11511.=10,8 Hz,
Ji1p,10=5,2 Hz, 1H, H-11b)

2,72-2,79 (m, 1H, H-11a)

3,45-3,58 (M, 3H, H-8, H-11b,
H-12a)

1,26-1,40 (M, 11H, 3 x CH,
t-butila, H-4)

12

4,22 (d, J12120=12,4 Hz, 1H,
H-12a), 4,42 (d, leb,12a21214
Hz, 1H, H-12b)

4,31-4,39 (m, 3H, H-8, H-
12)

3,63-3,81 (m, 4H, H-2, H-8, H-
123.), 4,46 (d, J12b112a:12,8 HZ,
1H, H-12h)

3,45-3,58 (m, 3H, H-8, H-11b,
H—12a), 4,42 (d, \]12b,12321214
Hz, 1H, H-12b)

H bz

7,32-7,33 (m, 3H); 7,41-7,43
(m, 2H)

7,33-7,43 (M, 5H)

6,67-6,71 (m, 1H); 6,80 (dd,
J=8,4 Hz, J=1,6 Hz, 1H); 6,97-
6,98 (m, 1H); 7,10 (d, J=7,2 Hz,

1H); 7,17-7,21 (m, 1H)

6,61-6,67 (M, 2H); 6,91 (d,
J=7,6 Hz, 1H); 7,10-7,15 (m,
1H); 7,16-7,20 (m, 1H)

Har

7,47-7,52 (m,5H, 2x Har, 3
X H Ph)

7,77-7,79 (m, 2H)

7,48-7,55 (m, 3H, 1 x H ar, 2x
H Ph); 8,08-8,10 (m, 2H); 8,28
(dd, J=8,6 Hz, J=1,0 Hz, 1H)

7,42-751 (m, 3H, 1 xHar, 2 X
H Ph); 8,06-8,08 (m, 2H, H ar);
8,13 (d, J=8,4 Hz, 1H, Har)

H Ph

7,47-7,52 (m,5H, 2x Har, 3
X H Ph)

7,56-7,65 (m, 2H)

7,28-7,32 (m, 1H); 7,40-7,44
(m, 2H); 7,48-7,55 (m, 3H, 1 X
Har, 2 x H Ph)

7,24-7,27 (m, 1H); 7,32-7,36
(m, 2H); 7,42-7,51 (m, 3H, 1 x
Har, 2 x H Ph)

Demais
grupos

NH amida 3,31-3,39 (m, 2H,
H-11a, NH amida)

NH 5,13 (d, JNH,2=810 Hz,
1H)
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Tabela 23 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C do composto 150 (100,64 MHz, CDsOD) e dos seus derivados 151 (100,64 MHz, CDCls/
CD30D), (+)-152, (+)-153 e 0 aminoacido (+)-155 (100,64 MHz, CDCls), J (ppm):

(+)-153 (+)-155
(Continua)
150 151 (+)-152 (+)-153 (+)-155
1 - - 181,2 180,2 1731
2 - - 61,1 0U 62,9 62,9 53,1
3 - - - 33,1 31,8
4 - - - 24,4 24,3
5 - - - 34,6 32,9
6 - - - 137,5 137,7
7 - - - 115,0 114,8
8 68,2 67,9 69,8 70,1 51,8
9 23,6 OU 29,5 23,70U 29,5 23,50U 30,5 23,40U 30,5 155,1
10 23,6 OU 29,5 23,70U 29,5 23,50U 30,5 23,40U 30,5 79,3
11 55,7 55,7 57,4 56,8 28,0
12 59,7 59,2 61,1 0U 62,9 62,9 -
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(Conclusao)

150 151 (+)-152 (+)-153 (+)-155

13 1715 167,1 1771 179,1 -

14 - 197,6 1714 170,1 -
Chz 130,3; 131,1; 131,7; 131,9 125,4; 126,7; 129,4; 130,1; 120,7; 124,1; 124,9; 125,5; 120,5; 123,5; 126,3; 126,9; -
Car - 130,9; 131,0; 131,1; 131,6; 126,1; 128,7; 128,9; 129,2; 127.4; 128,6; 128,7; 129,5: -

131,9; 132,7; 133,1; 134,2; 129.4; 129,5; 131,5; 131,9; 131,3; 131,9; 132,9; 133,1;
C Ph - 135,9; 138,4 132,9; 133,2; 134,4; 142,3 133,6; 142,1 -
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Tabela 24 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H dos dipeptideos (+)-101 e (+)-149 (400 MHz, CDCls), § (ppm):

a
BV
15
IZOllN\)J\ 10 0O 17
13 T '21N>8<H0/\/\/
P 14 16
1y 0 5\ B0

4

6
|

(#)-101 : 9 149
9 (Continua)
(+)-101 (+)-149
1 3,79 (t, J110=7,4 Hz, 1H, H-1) -
2 - 4,02-4,04 (m, 1H)
3 4,24 (dd, J34,=8,4 Hz, J34,=4,0 Hz, 1H) 1,54-1,61 (m, 3H, H-3a, H-15); 1,73-1,82 (m, 1H, H-3b)
4 1,79-1,86 (m, 1H, H-4a); 1,87-1,95 (m, 1H, H-4b) 1,38-1,47 (m, 11H, 3 x CH; t-butila, H-4)
5 1,51-1,61 (m, 1H, H-5a); 2,76-2,82 (m, 1H, H-5b) 2,00-2,06 (m, 2H)
6 3,47-3,64 (m, 2H, H-6) 5,73 (dtd, Js rans=17,2 Hz, J5 76:s=10,4 Hz, Js5=6,8 Hz, 1H)
7 - 4,90-4,99 (m, 2H)
9 1,43-1,47 (m, 9H) 1,49 (s, 6H)
10 2,87-2,91 (m, 2H) -
13 - 1,38-1,47 (m, 11H, 3 x CHs t-butila, H-4)
14 - 4,07-4,10 (m, 2H, H-14)
15 - 1,54-1,61 (m, 3H, H-3a, H-15)
16 - 1,29-1,36 (m, 2H)
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(Conclusao)

(+)-101 (+)-149
17 - 0,89 (t, J17.16=7,4 Hz, 3H)
2’ -
3 7,19-7,21 (M, 3H, 2 X H-2’ e H-4"); 7,24-7,25 (m, 2H, 2 x H-3") -
4 -
gfl'};"’c‘)f NH; 2,30 (s, 2H) NHa 5,12 (d, Jxu2=8,5 Hz, 1H); NHb 6,78 (s, 1H)

Tabela 25 — Deslocamentos quimicos de RMN de *3C dos dipeptideos (+)-101 e (+)-149 (100,64 MHz, CDCls), § (ppm):

I?I h° ’ 15
13>12(0\1[1(N\§2)IKN 3 10 0\14/\16/17
13 O s~_ H O
4] b
5 |6
(9-149 (Continua)
(+)-149
1 1742
2 543
3 31,9
4 24,6
5 33,3
6 1381
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(Conclusao)

(+)-101 (+)-149

170,9 114,9

80,7 56,3

27,6 24,6
10 41,8 1711
11 - 155,7
12 - 79,8
13 - 28,2
14 - 65,2
15 - 30,5
16 - 18,9
17 - 13,6
1 137,3 -
2’ -
3 126,3; 127,9; 128,9 -
4 -
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Tabela 26 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do ciclotetrapeptideo (-)-148 e dos seus derivados (-)-147 e (-)-146 (400 MHz, CDCls), 6

(ppm):
4 4 4
5 3 3 03
f, 0 N~ P
{O 2" 2 1{
lNH 1NHa NHa 1, 16
nl_ M 16\ 12 4 18 g 19 20 12 SH
11 13 15 17 11 13 15 17 Y o 11 13 15 17
(6] 5 H O § H
c 10 1y © 1049 ©
(-)-146
(-)-148 (O)-147
(Continua)
(-)-148 (-)-147 (-)-146
2 4,65-4,67 (M, 1H) 4,66-4,68 (M, 1H) 4,66-4,68 (m, 1H)
3 1,72-1,86 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-10, H- | 1,54-1,65 (m, 5H, H-3a, H-4a, H-13a, H-16); 1,72-1,87 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-10, H-13b);
13b); 2,29-2,34 (m, 1H, H-3b) 1,72-1,85 (m, 6H, H-3b, H-4b, H-10, H-13b) 2,28-2,35 (m, 1H, H-3b)
A 1,72-1,86 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-10, H- | 1,54-1,65 (m, 5H, H-3a, H-4a, H-13a, H-16); 1,72-1,87 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-10, H-13b);
13b); 2,13-2,23 (m, 1H, H-4b) 1,72-1,85 (m, 6H, H-3b, H-4b, H-10, H-13b) 2,16-2,21 (m, 1H, H-4b)
c 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18b); 3,83-3,89 | 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18b); 3,82-3,88 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18D); 3,83-3,89 (m,
(m, 1H, H-5b) (m, 1H, H-5b) 1H, H-5b)
7 5,13-5,20 (m, 1H) 5,12-5,19 (m, 1H) 5,13-5,20 (m, 1H)
10 1,34 (s, 3H); 1,72-1,86 (m, 6H, H-3a, H-4a, | 1,26-1,43 (m, 7H, H-10, H-14, H-15); 1,72- | 1,25-1,34 (m, 7H, H-10, H-14, H-15); 1,72-1,87
H-10, H-13b) 1,85 (m, 6H, H-3b, H-4b, H-10, H-13b) (m, 6H, H-3a, H-4a, H-10, H-13b)
12 4,17-4,23 (m, 1H) 4,16-4,23 (m, 1H) 4,16-4,22 (m, 1H)
13 1,60-1,70 (m, 1H, H-13a); 1,72-1,86 (m, 6H, | 1,54-1,65 (m, 5H, H-3a, H-4a, H-13a, H-16); | 1,58-1,65 (m, 1H, H-13a); 1,72-1,87 (m, 6H, H-
H-3a, H-4a, H-10, H-13b) 1,72-1,85 (m, 6H, H-3b, H-4b, H-10, H-13b) 3a, H-4a, H-10, H-13b)
14 1,37-1,44 (m, 2H) 1,26-1,43 (m, 7H, H-10, H-14, H-15) 1,25-1,34 (m, 7H, H-10, H-14, H-15)
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(Conclusao)

(0-148 ()-147 ()-146
15 2,04-2,11 (m, 2H) 1,26-1,43 (m, 7H, H-10, H-14, H-15) 1,25-1,34 (m, 7H, H-10, H-14, H-15)
5:78 (dtd: J16,17tran5217|2 HZ: Jl6,l7cis:1014 _ R _ _ _ _
16 Hz, J1615=6,6 Hz, 1H) 1,54-1,65 (m, 5H, H-3a, H-4a, H-13a, H-16) 1,38-1,46 (m, 2H)
17 4,95-5,05 (m, 2H) 205222 (m, 41, T 0 285 (m. 2, He 2,52 (0, J1716 =17 5=T,3 Hz, 2H, H-17)
18 2,95 (dd, Jl8a,l8b:13:2 HZ, Jlga'7:5,8 HZ, 1H, 2,95 (dd, J18a,18b:1316 HZ, 'J18a,7:516 HZ, lH, 2,95 (dd, J18a,18b:1314 HZ, J18a,7:518 HZ, 1H, H-
H-18a); 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18b) H-18a); 3,19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18b) 18a): 3.19-3,29 (m, 2H, H-5a, H-18b)
20 - 2,32 (s, 3H) -
2,
3 7,18-7,29 (m, 5H) 7,18-7,30 (m, 5H) 7,19-7,30 (m, 5H)
4°

Demais grupos

NHc 5,97 (s, 1H); NHa 7,11 (d, Jya12=10,4
Hz, 1H); NHb 7,52 (d, Juip7=10,4Hz, 1H)

NHc 6,07 (s, 1H); NHa 7,12 (d, I 12=10,4
Hz, 1H); NHb 7,52 (d, I 7=10,4 Hz, 1H)

SH 3,48 (s, 1H); NHc 6,02 (s, 1H); NHa 7,13 (d,
JNﬂa,12:1014 HZ, 1H), Nﬂb 7,52 (d, \]Nﬂb,7=10:4
Hz, 1H)

* (. quarteto.
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Tabela 27 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C do ciclotetrapeptideo (-)-148 e dos seus derivados (-)-147 e (-)-146 (100,64 MHz,

CDCls), 6 (ppm):

(-)-146

(Continua)
(-)-148 (-)-147 (-)-146
2 57,5 57,7 57,74
3 24,5; 24,6; 24,7; 28,4 (C-3; C-4; C-13; C- 24,7, 24,9; 26,8; 28,3; 28,8; 29,2 (C-3; C-4; 24,4; 24,7, 24,9; 27,9; 28,8; 29,7 (C-3; C-4; C-13;
4 14) C-13; C-14; C-15; C-16) C-14; C-15; C-16)
5 46,6 46,9 46,9
7 53,1 53,4 53,4
9 58,4 58,7 58,8
10 23,4; 25,9 23,5; 26,4 23,5; 26,4
12 54,2 54,3 54,3
1
5 171,8; 172,7; 174,3; 175,4 171,8; 172,8; 174,3; 175,6 171,8; 172,8; 174,3; 175,6
11
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(Conclusao)

(-)-148 (-)-147 (-)-146
13 24.5; 24.6; 24,7; 28,4 (C-3; C-4; C-13; C-
14 14) 24.7; 24.9: 26,8; 28,3; 28,8; 29,2 (C-3; C-4:
15 331 C-13; C-14; C-15; C-16) 24,4; 24,7, 24,9; 27,9; 28,8; 29,7; 33,6 (C-3; C-4;
’ C-13; C-14; C-15; C-16; C-17)
16 137,8
17 114,9 30,5
18 35,7 35,8 35,8
19 - 195,9 -
20 - 30,6 -
I 136,8 136,9 137,0
>
3 126,5; 128,4; 128,8 126,7; 128,5; 128,9 126,7; 128,6; 129,0
g
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Tabela 28 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H do ciclotetrapeptideo (-)-100 e dos seus derivados (-)-134 e 136 (400 MHz, CDCls), &

(Ppm): 4
5 3
2 X2 "//m/l
3 NH, 0
e . 14,16 L as 2
3 15 B s, 6 2
14 16 H 3 S
15/ T jz 27/ . 2
29 79
(-)-100
(-)-134 136
(Continua)
(-)-100 (-)-134 136**
2 4,66-4,68 (m, 1H) 4,71-4,73 (m, 1H) 4,69-4,73 (m, 1H)
3 1,66-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,29- 1,75-1,82 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,31-2,35 1,64-1,88 (m, 7H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H-
2,35 (m, 1H, H-3b) (m, 1H, H-3b) 16); 2,32-2,37 (m, 1H, H-3b)
4 1,66-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,17- 1,75-1,82 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,13-2,23 1,64-1,88 (m, 7H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H-
2,27 (m, 1H, H-4b) (m, 1H, H-4b) 16); 2,04-2,18 (m, 2H, H-4b, H-13b)
5 3,21-3,27 (m, 2H, H-5a, H-17b); 3,81-3,87 (M, 3,21-3,27 (m, 1H, H-5a); 3,70-3,80 (m, 2H, H-5b; 3,20-3,26 (m, 1H, H-5a); 3,73-3,78 (m, 2H, H-
1H, H-5b) H-18a) 5b; H-15)
7 5,15-5,21 (m, 1H) 5,18-5,25 (m, 1H) 5,17-5,24 (m, 1H)
10 1,47 (s, 3H) 1,46 (s, 3H) 1,46 (s, 3H)
12 4,25-4,31 (m, 1H) 4,25-4,32 (m, 1H) 4,27-4,36 (m, 1H)
13 1,66-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 1,92- 1,75-1,82 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 1,94-2,03 1,64-1,88 (m, 7H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H-

1,99 (m, 1H, H-13b)

(m, 1H, H-13b)

16); 2,04-2,18 (m, 2H, H-4b, H-13b)
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(Continua)

()-100 ()-134 136%
14 2,05-2,14 (m, 2H) 2,06‘2,11 (m, 2H) 1,64'1,88 (m, 7H, H-Sfé)H-‘la’ H-].3a7 H-14, H-
5177 (dtdl J15,16trans:17|2 HZI ‘J15,16Ci521014 HZI 5176 (dtdl JlS,thrans:]-?yO HZI ‘]15,16Ci521014 HZI _ _ . _
15 J15.14=6.4 Hz, 1H) 315.14=6,60 Hz, 1H) 3,73-3,78 (m, 2H, H-5b; H-15)
16 4,99-5,07 (m, 2H) 4,71-4,73 (m, 1H) 1,64-1,88 (m, 7H, H-Sfé)H-4a, H-13a, H-14, H-
17 2,96 (dd, J17a'17b:13,6 HZ, J]_7a'7:6,0 HZ, 1H, H- 3,13 (dd, Jl7a,l7b:l3r4 HZ, Jl7a,7:514 HZ, 1H, H- 3,13 (dd, J17a,17b:1312 HZ, ~]17a,7:514 HZ, 1H, H-
17a); 3,21-3,27 (m, 2H, H-5a, H-17b) 17a); 3,32-3,38 (m, 1H, H-17b) 17a); 3,33-3,39 (m, 1H, H-17b)
3,08 (dd, Jisa18y=17,0 Hz, J18420=2,6 Hz, 1H, _ Eh M .
18 H-184): 3,33 (40, Juss 18:=16,8 HZ, Jus20=2.6 3,70 3380 (mlﬂ'ﬂ sziI:' fi)gb?gf‘g G 3,63-3,67 (M, 1H, H-18a); 3,99 (m, 1H, H-18b)
HZ, 1H, H-18b) 18b,18a— -+ ’ y
20 2,02 (t, Jp015=2,6 Hz, 1H) 8,31 (s, 1H) 8,30 (25*, 1H)
23 - - 2,73-2,85 (m, 2H)
25 - - 4,13 (q, J25,26=6,7 Hz, 1H, H'25)
26 - - 1,25-1,27 (m, 3H)
2’
3 7,18-7,29 (m, 5H) 7,27-7,30 (m, 5H) 7,17-7,30 (m, 5H)
4’
7 - 8,34 (s, 1H) 8,33 (25, 1H)
9 - 7,41 (d, 3y 10=8,4 Hz, 1H) 7,41 (2 0%, J910=8,6 Hz, 1H)
10° - 6,74 (dd, J10.9=8,6 Hz, J101»=1,7 Hz, 1H) 6,69-6,72 (m, 1H)
12’ - 6,88 (d, J110=1,7 Hz, 1H) 6,84-6,85 (m, 1H)
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(Conclusao)

(-)-100 (-)-134 136**

H-27 0,06-0,07 (m, 6H); CHs t-butila 0,90 (s,
9H); H-32 1,38-1,43 (m, 3H); H-31 4,56-4,65
(m, 2H); NHc 6,22 (2 s*, 1H); NHa 7,14 (2 d*,
JNﬂm:lO,Z Hz, 1H), Nﬂb 8,00 (d, JNﬂbj:l0,0
Hz, 1H)

NHc 6,00 (s, 1H); NHa 7,10 (d, Jnua12=10,4 NHc 6,22 (s, 1H); NHa 7,14 (d, Jypa 12=10,4 Hz,

Demals grupos |17 "1 4): NHb 7,55 (d, Jnus =104 Hz, 1H) 1H); NHb 8,01 (d, Jnuy7=10,0 Hz, 1H)

* sinal duplicado.
** mistura diastereoisomérica.

***(Q: quarteto.
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(ppm):
5
3
.
5
(Continua)
(-)-100 (-)-134 136%*
2 57,8 57,99 57,97
3
Z 24,7; 25,0; 26,0; 29,6 (C-3; C-4; C-13; C-14) 24,7; 24,9; 27,9; 29,5 (C-3; C-4; C-13; C-14) 24,6; 24,9; 27,3; 29,7 (C-3; C-4; C-13; C-14)
5 46,9 46,9 46,9
7 53,6 OU 53,7 53,9 0U 54,2 54,2 OU 54,4
9 60,7 62,1 62,2
10 23,4 23,3 23,3
12 53,6 OU 53,7 53,9 OU 54,2 54,2 OU 54,4
1
6
5 1717, 172,7; 173,7; 174,2 171,8; 172,6; 174,8; 175,4 171,8; 172,6; 174,6; 175,4
11
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(Continua)

()-100 ()-134 136%*
13 24.7: 25,0; 26,0; 29,6 (C-3; C-4; C-13; C-14) 24.7: 24,9; 27,9: 29,5 (C-3; C-4; C-13; C-14) 24.6: 24,9; 27,3: 29,7 (C-3; C-4; C-13; C-14)
15 136,9 136,8 50,8
16 1159 1159 30,2
17 357 358 35,8
18 28,1 314 313
19 715 1418 1417
20 785 1335 1334
23 - - 343
24 - - 2136
25 - - 747
26 - - 20,8
r 136,9 136,7 136,8
5
3 126,7; 128,6; 129,0 126,9; 128,7; 129,1 126,8; 128,7; 129,1
e
5 - 161,6 161,7
3 - 119,4 119,3
7 - 1239 1238
8 - 110,8 110,8
9 - 130,3 130,3
10 - 1145 1144

232



(Conclusao)

(-)-100 ()-134 136**
1 - 154,6 OU 155,83 154,6 OU 155,8
12’ - 103,2 103,1
13° - 154,6 OU 155,83 154,6 OU 155,8
Sema 5,1 (C-27); -4,7 (C-27); 13,8 (C-32); 18,0 (C-
emais - - 28): 25,7 (3 x CHs t-butila): 70,0 (C-31); 214,2
grupos (C-30)

** mistura diastereoisomérica.
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Tabela 30 — Deslocamentos quimicos de RMN de *H dos compostos (-)-135, 137 e (-)-145 derivados do ciclotetrapeptideo 100 (400 MHz,

CDCls), 6 (ppm):

(-)-145

(Continua)
(-)-135 137** (-)-145

2 4,69-4,70 (m, 1H) 4,68-4,70 (m, 1H) 4,68-4,70 (m, 1H)

3 1,72-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,30-2,35 | 1,71-1,83 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H- | 1,73-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,31-2,34
(m, 1H, H-3b) 16a); 2,31-2,34 (m, 1H, H-3b) (m, 1H, H-3b)

4 1,72-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,16-2,21 | 1,71-1,83 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H- | 1,73-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,16-2,21
(m, 1H, H-4b) 16a); 2,00-2,21 (m, 3H, H-4b, H-13b, H-16b) (m, 2H, H-4b, H-13b)

5 3,21-3,33 (m, 2H, H-5a, H-17b); 3,82-3,88 (m, 3,21-3,34 (m, 2H, H-5a, H-17b); 3,75-3,85 (m, 3,22-3,33 (m, 2H, H-5a, H-17b); 3,82-3,88 (m,

1H, H-5b) 2H, H-5b, H-15) 1H, H-5b)

7 5,20-5,26 (m, 1H) 5,20-5,26 (m, 1H) 5,20-5,26 (m, 1H)

10 1,41 (s, 3H) 1,37-1,43 (m, 6H, H-10, H-32) 1,33-1,39 (m, 3H)

12 4,22-4,29 (m, 1H) 4,22-4,30 (m, 1H) 4,18-4,28 (m, 2H, H-12, H-25)
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(Continua)

(-)-135 137** (-)-145
» 1,72-1,81 (m, 3H, H-3a, H-4a, H-134a); 1,95-2,02 | 1,71-1,83 (m, 6H, H-3a, H-4a, H-13a, H-14, H- | 1,73-1,8L (m, 3H, H-3a, H-4a, H-13a); 2,16-2,21
(m, 1H, H-13b) 16a); 2,00-2,21 (M, 3H, H-4b, H-13b, H-16b) (m, 2H, H-4b, H-13b)
" 200211 (m. 2H) 1,71-1,83 (m, 6H, H-?izzs,al;-dfa, H-13a, H-14, F- 190195 (. 2H)
15 5,78 (dtd, J15'1§‘1f;”;::g"10HFZ"Z’1‘:3'1&‘5:10'4 Hz, 3,75-3,85 (m, 2H, H-5b, H-15) 1,63-1,68 (m, 4H, H-15, H-16)
16 4,96-5,00 (m, 2H) igfg%g‘;g&ggz';iab'alf’;bHHlejb'; 1,63-1,68 (M, 4H, H-15, H-16)
o 3,05 (d0, J1a1=13,6 HZ, J17a7=6,0 Hz, TH, H- | 3,05 (d0, Jrra1=13,6 Hz, Jra7=6,0 Hz, TH, H- | 3,04 (40, J17a175=13,6 Hz, J1ra7=6,0 Hz, 1M, FI-
172); 3,21-3,33 (m, 2H, H-5a, H-17b) 17a); 3,21-3,34 (m, 2H, H-5a, H-17b) 172); 3,22-3,33 (m, 2H, H-5a, H-17b)
5 3,43-3,49 (m, 5H, H-18a; H-21); 3,95 (d, 3,54-3,58 (M, 1H, H-18a); 3,89 (0, Jism1s=144 | 3,37 (d, Jusarss =144 Hz, 2H, H-18a); 4,03 (d,
Jusn16:=14,4 Hz, 1H, H-18b) Hz, 1H, H-18b) Jion16=14.8 Hz, 1H, H-18b)
20 831 (s, 1H) 833 (s, 1H) 8.35 (s, 1H)
21 3,43-3,49 (m, 5H, H-18a; H-21) 3.46 (q, Jnn=7,2 Hz, 4H) 3.47 (0, Jnn=7,1 Hz, 4H)
22 1,24 (t, J21=7,0 Hz, 6H) 1,23-1,27 (m, 9H, H-22, H-26) 124-1,27 (m, 9H, H-22, H-26)
23 . 2.70-2,84 (m, 2H) 2.45- 2,51 (m, 2H)
25 . 4,10-4.15 (m, 1H) 4,18-4,28 (m, 2H, H-12, H-25)
26 i 1,23-1,27 (m, 9H, H-22, H-26) 1,24-1,27 (m, 9H, H-22, H-26)
>
3 7,26-7,28 (m, 5H) 7,13-7,27 (m, 5H) 7,17-7,30 (m, 5H)
v
7 8.23 (s, LH) 8.20 (2 5%, 1H) 8.24 (s, 1H)
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(Conclusao)

(-)-135 137** (-)-145

9 7,40 (d, Jo-10=9,2 Hz, 1H) 7,44 (d, Jo10=8,8 Hz, 1H) 7,40 (d, Jg:10=8,8 Hz, 1H)

10° 6,68 (dd, Ji¢°9=8,8 Hz, Jy¢- 1»=2,2 Hz, 1H) 6,73 (d, J10°9=8,8 Hz, 1H) 6,76 (dd, Jy¢- 9=8,8 Hz, J,¢-1,-=2,0 Hz, 1H)
12° 6,56 (d, J12'10=2,2 Hz, 1H) 6,61 (s, 1H)

6,65 (d, JlZ’,lO’ :1,6 HZ, 1H)

Demais grupos

* sinal duplicado.

NHc 6,02 (s, 1H); NHa 7,14 (d, Jxua12=10,4 Hz,
1H); NHb 7,73 (d, Jnip7=10,0 Hz, 1H)

H-27 0,06 (s, 6H); CH; t-butila 0,90 (s, 9H); H-

321,37-1,43 (m, 6H, H-10, H-32); H-31 4,56-

4,65 (m, 2H); NHc 6,02 (2 s*, 1H); NHa 7,13-

7,19 (m, 1H); NHb 7,70 (2d *, Jnup7=10,0 Hz,
1H)

NHc 5,98 (s, 1H); NHa 7,12 (d, Juua12=10,4 Hz,
1H); NHb 7,69 (d, Jnup7=10,0 Hz, 1H)

** mistura diastereoisomeérica.

***(Q: quarteto.
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Tabela 31 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C dos compostos (-)-135, 137 e (-)-145 derivados do ciclotetrapeptideo 100 (100,64 MHz,

CDCls), 6 (ppm):

4 2
<
31 Si
S jz 27/ - 29
29 29
(-)-145
137
2 (Continua)
(-)-135 137** (-)-145
2 57,8 57,8 57,9
3 oA Q97 O AP o4O o E- P 23,2; 24,7; 24,9; 25,1; 28,7; 28,8 (C-3; C-4; C-13;
. 24,7, 24,9; 27,9; 29,5 (C-3; C-4; C-13; C-14) 24,7, 24.9: 26,5; 27,4 (C-3; C-4; C-13; C-14) C-14: C-15. C-16)
5 46,9 46,9 46,9
7 53,6 OU 53,8 53,6 OU 54,3 53,6 OU 54,3
9 61,9 61,9 61,8
10 23,1 23,1 23,0
12 53,6 OU 53,8 53,6 OU 54,3 53,6 OU 54,4
1
6
. 171,8; 172,8; 174,5; 174,7 171,7; 172,8; 174,3; 174,6 171,8; 172,8; 174,6; 174,7
11
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(Continua)

(-)-135 137** (-)-145
13 24,7; 24,9; 27,9; 29,5 (C-3; C-4; C-13; C-14) 24,7, 24,9; 26,5; 27,4 (C-3; C-4; C-13; C-14)
14 23,2; 24,7; 24,9; 25,1; 28,7; 28,8 (C-3; C-4; C-13;
15 137,0 50,9 C-14; C-15; C-16)
16 115,7 31,0
17 35,9 35,8 37,3
18 314 31,3 31,4
19 1418 1418 1418
20 134,6 1345 1345
21 45,0 45,2 45,2
22 12,4 12,4 12,4
23 - 34,3 35,9
24 - 213,1 212,6
25 - 74,7 72,6
26 - 20,8 19,8
1 137,0 137,0 137,0
2
3 126,7; 128,6; 129,1 126,7; 128,6; 129,1 126,7; 128,6; 129,1
g
5 156,7 156,7 156,7
6’ 117,0 117,3 1171
7 123,9 123,9 123,9
8 107,08 107,5 107,3
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(Conclusao)

(-)-135 137** (-)-145
9 129,9 129,9 129,9
10° 110,0 110,3 110,3
11’ 151,4 151,2 151,3
12° 97,1 97,5 97,4
13’ 155,8 155,7 155,7

Demais i -5,1 (C-27); -4,7 (C-27); 13,8 (C-32); 18,0 (C-28); 25,7 i

grupos (3 x CHg t-butila); 69,9 (C-31); 214,2 (C-30)

** mistura diastereoisomeérica.
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