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RESUMO

As oxazolidinonas compreendem uma classe de compostos naturais e sintéticos que apresentam
atividade antibacteriana contra uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas. Nessa classe
destacam-se a (—)-citoxazona e seus isémeros, como a (+)-5-epi-citoxazona. No presente
trabalho foram desenvolvidas novas rotas sintéticas estereosseletivas partindo dos substratos
quirais, D-4-hidroxifenilglicina que forneceu a (—)-citoxazona e a (+)-5-epi-citoxazona, e D-
manitol, que forneceu a (+)-5-epi-citoxazona. A abordagem para a sintese da (—)-citoxazona e
da (+)-5-epi-citoxazona foi realizada em 9 etapas, com rendimentos globais de 6 e 14%,
respectivamente, a partir da D-4-hidroxifenilglicina. A principal etapa dessa abordagem baseia-
se na adicdo estereosseletiva de NaCN ao aminoaldeido N-Boc protegido ((R)-1-(4-metdxifenil)-
2-oxoetil]carbamato de terc-butila) que forneceu a mistura das cianoidrinas, 2-ciano-2-hidroxi-
1-(4-metoxifenil)etil)carbamato de terc-butila, 1,2-anti e 1,2-syn, com 89% de rendimento.
Entretanto, essa etapa evidenciou somente uma razoavel estereosseletividade (1,0:1,84) em favor
do produto anti-Felkin-Anh, a cianoidrina 1,2-syn, precursor da epi-citoxazona. A mistura
dessas cianoidrinas ndo pdde ser separada por cromatografia em coluna. As etapas seguintes
foram realizadas com essa mistura para a obtencdo dos isdmeros oxazolidinonicos (4R,5R)- e
(4R,5S)-4-(4-metoxifenil)-2-oxooxazolidina-5-carboxilatos de metila (83 e 84). Essa nova
mistura foi separada por cromatografia em coluna, evidenciando a estereosseletividade obtida
na etapa de adicdo de cianeto. Finalmente, os derivados 83 e 84 foram, individualmente,
submetidos a reacdes de reducdo da funcdo éster, levando a (-)-citoxazona e a (+)-5-epi-
citoxazona.

A segunda estratégia para a sintese do anel oxazolidinona, produziu o isdmero ndo natural (+)-
5-epi-citoxazona, em 8 etapas, com rendimento global de 17% via uma nova rota a partir do 2,3-
O-(3-pentilideno)-(R)-gliceraldeido (90), proveniente do D-manitol como o material de partida
quiral. Essa estratégia se baseou em dois pilares fundamentais. A reacdo de olefinacdo de Wittig
entre o (R)-gliceraldeido cetal (90) com o ilideo, gerado a partir do cloreto de (4-metoxi-benzil)-
trifenil-fosfénio, levou & formacéo preferencial da olefina (S,2)-2,2-dietil-4-(4-metoxiestiril)-
1,3-dioxolano (88a) (Z:E 4:1), apés extensos esforcos para a sua purificagdo em coluna
cromatografica. Na outra etapa-chave, o grupo volumoso do alceno cetal 88a permitiu o controle
intramolecular dos centros assimétricos da molécula alvo na di-hidroxilagdo, promovido pela
aproximacdo do OsOs a face oposta ao grupo cetal volumoso, proporcionando a formagéo
majoritaria do (1S,25)-1-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-2-(4-methoxifenil)etano-1,2-diol
(87a), denominado anti (anti/syn 6:1), com 72% de rendimento, apds a separacdo da mistura

por cromatografia em coluna. Subsequentes etapas a partir do diol 87a, sulfociclizagéo, abertura
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regiosseletiva do anel sulfito com azida de sédio, reducéo do grupo azida e N,O-heterociclizacéo,
levaram ao derivado (4R,5S)-5-[(1R)-1,2-di-hidroxietil]-4-(4-metoxifenil)-1,3-oxazolidin-2-ona
(93). Finalmente, a clivagem oxidativa do diol 93 e reducdo do aldeido resultante produziu a (+)-
5-epi-citoxazona, com 79% de rendimento (duas etapas).

Os valores de rotacdo especifica encontrados para a (—)-citoxazona e a (+)-5-epi-citoxazona se
mostraram condizentes com os descritos na literatura. Ensaios preliminares para determinagéo
de concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a cepas de Staphylococcus aureus foram
realizados empregando os intermediérios (1S,2R)-2-amino-1-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-
2-(4-metoxifenil)etanol (85) e 93, bem como a (+)-5-epi-citoxazona, apontando o aminoélcool
85 como potencial agente antibacteriano, apresentando CIM de 0,25 mg/mL para as cepas de S.
aureus 8923, 9000 e 9005, e de 0,12 mg/mL para as cepas de S. aureus 8907 e 8908.

Palavras chaves: (—)-citoxazona, (+)-5-epi-citoxazona, D-4-hidroxifenilglicina, D-manitol,

olefinacéo de Wittig, di-hidroxilag&o estereosseletiva.
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ABSTRACT

Oxazolidinones comprise a class of natural and synthetic compounds which exhibit antibacterial
activity against a wide variety of Gram-positive bacteria. In this class, (—)-cytoxazone and its
isomers, such as (+)-5-epi-cytoxazone, stand out. In the present work, new synthetic
stereoselective routes were developed from chiral substrates, D-4-hydroxyphenylglycine that
provided the (—)-cytoxazone and (+)-5-epi-cytoxazone and D-mannitol, which provided (+)-5-
epi-cytoxazone. The first approach to the synthesis of (—)-cytoxazone and (+)-5-epi-cytoxazone
was performed in 9 steps, with overall yields of 6 and 14%, respectively, from D-4-
hydroxyphenylglycine. The main step of this approach is based on the stereoselective addition
of NaCN to the protected N-Boc amino (N-Boc) (tert-butyl ((R)-1-(4-methoxyphenyl)-2-
oxoethyl] carbamate) which provided the mixture of the cyanohydrins, 2-cyano-2-hydroxy-1-
(4-methoxyphenyl)ethyl) carbamate, 1,2-anti and 1,2-syn in 89% yield. This step showed a
reasonable stereoselectivity (1.0:1.84) in favor of the anti-Felkin-Anh product, the 1,2-syn
cyanohydrin, precursor of (+)-5-epi-cytoxazone. The mixture of these cyanohydrins could not
be separated by column chromatography. The following steps were carried out with the mixture
to obtain the oxazolidinonic (4R,5R)- and (4R,5S5)-4-(4-methoxyphenyl)-2-oxazolidine-5-
carboxylates of methyl isomers (83 and 84). This new mixture was separated by column
chromatography, allowing to determine the stereoselectivity obtained in the cyanide addition
step. Finally, derivatives 83 and 84 were individually subjected to ester function reduction
reactions, leading to (—)-cytoxazone and (+)-5-epi-cytoxazone.

The second strategy for the synthesis of the oxazolidinone ring produced 5-epi-cytoxazone, a
non-natural isomer in 8 steps in overall yield of 17% via a new route from 2,3-O-(3-pentylidene)-
(R)-glyceraldehyde (90), derived from D-mannitol as the chiral starting material. This strategy
was based on two fundamental pillars. The Wittig olefination reaction between the (R)-
glyceraldehyde ketal (90) and the ylide generated from (4-methoxy-benzyl)-
triphenylphosphonium chloride led to the preferential formation of the (S, Z2)-2,2-diethyl-4-(4-
methoxystyryl)-1,3-dioxolane (88a) (Z:E 4:1) after extensive efforts for chromatographic
column purification. In the other key step, the volatile ketal alkene group (88a) allowed the
intramolecular control of the asymmetric centers of the target molecule in the dihydroxylation,
promoted by the approximation of OsOgs to the opposite face to the volumetric ketal group,
providing the majority formation of (1S,2S5)-1-((R)-2,2-diethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2-(4-
methoxyphenyl) ethane-1,2-diol (87a), named anti (6: 1), in 72% yield after separation of the
mixture by column chromatography. Subsequent steps from diol 87a, sulfocyclization,

regioselective open of the sulphite ring with sodium azide, reduction of the azide group and N,O-
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heterocyclization led to (4R,55)-5-[(1R)-1,2-dihydroxyethyl]-4-(4-methoxyphenyl)-1,3-
oxazolidin-2-one (93). Finally, oxidative cleavage of diol 93 and reduction of the resulting
aldehyde gave (+)-5-epi-cytoxazone in 79% yield (two steps).

The specific rotation values found for (—)-cytoxazone and (+)-5-epi-citoxazone were in
agreement with those described in the literature. Preliminary assays for determination of minimal
inhibitory concentration (MIC) against S. aureus strains were performed employing the
intermediates (1S5,2R)-2-amino-1-((R)-2,2-diethyl-1,3-dioxolan-4-yl)-2-(4-methoxyphenyl)
ethanol (85), 93 as well as (+)-5-epi-cytoxazone, pointing to aminoalcohol 85 as a potential
antibacterial agent, having an MIC of 0.25 mg/mL for S. aureus strains 8923, 9000 and 9005,
and 0.12 mg/mL for strains S. aureus 8907 and 8908.

Keywords: (-)-cytoxazone, (+)-5-epi-cytoxazone, D-4-hydroxyphenylglycine, D-manitol,

Wittig olefination, stereoselective dihydroxylation.
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Apresentacao

O presente trabalho trata da sintese total da (—)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona,
compostos pertencentes a classe das oxazolidin-2-onas, que sdo oxazolidinas cujo atomo de
carbono entre os atomos de oxigénio e nitrogénio se encontra oxidado.

Diversos compostos da classe das oxazolidinonas destacam-se por apresentarem diversas
atividades bioldgicas como antibacteriana, anticancerigena, antialérgica, dentre outras.
Atualmente, dois fArmacos quirais (linezolida e fosfato de tedizolida), pertencentes a essa classe
de compostos, se encontram disponiveis comercialmente para a utilizagdo em tratamentos de
infecgdes bacterianas

Nessa classe de compostos, despontam também a (—)-citoxazona, composto isolado de
bactérias do género Streptomyces e seu isdmero sintético a (+)-5-epi-citoxazona. Ambos
demonstraram promissoras atividades farmacoldgicas, como antibacteriana por exemplo,
impulsionando o interesse pelo desenvolvimento de novas rotas estereosseletivas para a sua
obtencao.

Nesse contexto, apresentamos no primeiro capitulo (Parte I) uma rota sintética para
obtencdo da (—)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona, tendo como etapa-chave uma reagdo de
adi¢do de cianeto ao aldeido 80, derivado da D-4-hidroxifenilglicina, um aminoacido quiral,
comercialmente disponivel.

Ainda no primeiro capitulo (Parte II), descreve-se a sintese da (+)-5-epi-citoxazona a
partir do D-manitol, um substrato quiral comercialmente disponivel e de baixo custo. Essa tem
como etapas-chave a reacdo de olefinacdo de Wittig e uma reacdo de di-hidroxilagao,
empregando-se OsO4/NMO, com inducao de estereosseletividade intramolecular.

No segundo capitulo sdo apresentados os resultados de concentragdo inibitoria minima
(CIM) da (+)-5-epi-citoxazona e de dois intermediarios obtidos na rota que tem o D-manitol
como material de partida. Esses ensaios apontaram o intermedidrio aminoalcool 85 como um
potencial agente antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus.

No terceiro capitulo sdo apresentadas as metodologias experimentais empregadas nesse
trabalho.

E, por fim, em anexos encontram-se os espectros no infravermelho, de RMN de 'H, de
13C e bidimensionais, além dos espectros de massas que nio foram apresentados ao longo da
discussao dos resultados. Dois artigos cientificos frutos dessa pesquisa, que foram publicados

por nosso grupo, também estao inseridos nos anexos.
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CAPITULO 1

Sintese total estereosseletiva da (—)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona



1. Introducéo geral

Durante milhares de anos (3000 a.C. — 1900), o tratamento de diversas doencas foi
realizado empregando-se extratos brutos de origem natural como agentes terapéuticos, sendo
que as metolodologias de purificacdo para isolamento de compostos, para utilizacdo em
tratamentos de maneira mais racional se iniciaram por volta do ano 1800. Nas primeiras décadas
do século XX, compostos de origem natural passaram a ser rotineiramente isolados, permitindo
a elucidacéo de sua estrutura.t

Considerando-se que o vasto numero de moléculas de origem natural (pequenas
moléculas ou macromoléculas), na grande maioria das vezes, sdo encontradas em sua forma
uniquiral, pode-se afirmar que os agentes terapéuticos empregados em diversos tratamentos ao
longo dos séculos eram constituidos por compostos quirais, enantiomericamente puros.*

A quiralidade molecular foi descoberta apenas em 1858, por Louis Pasteur, a partir da
separacio manual dos cristais dos enantidbmeros de tartarato de sédio e aménio.? Isso
proporcionou a primeira observacdo de enantiosseletividade biolégica. Em um experimento
realizado por Pasteur mostrou-se elevada enantiosseletividade de metabolizacdo do &cido (+)-
tartarico (Figura 1) por uma cultura de fungos Penicillium glaucum, permitindo inferir que o
consumo enantiosseletivo desse &cido esta relacionando com sua interagdo com uma molécula
quiral chave existente dentro do micro-organismo. Mas, apenas cerca de um século depois, a
importancia da quiralidade nos sistemas bioldgicos de animais e plantas fez despontar o interesse

das industrias farmacéuticas e agroquimicas, por exemplo, por esses compostos.®

(¢} o
HO OH HO.., OH
HO Ny O HO on

o o
acido (+)-tartarico acido (—)-tartarico

Figura 1. Estruturas quimicas do acido (+)- e (-)-tartarico.

Embora ja se tivesse conhecimento da existéncia da enantiosseletividade no metabolismo

e atividade biologica de compostos nos sistemas bioldgicos, a preocupagdo com respeito ao

1FRANCOTTE, E.; LINDNER, W. Chirality in Drug Research, Weinheim: WILEY-VCH Verlag GmbH &
Co., 2006.

2PASTEUR, L. Mémoire de L. Pasteur sur la relation qui peut exister entre la forme cristalline et la composition
chimique et sur la cause de la polarisation rotatoire. Compt. Rend. Acad. Sci., 34, 535-539, 1858.

3 NGUYEN, L.A.; He, H.; Pham-Huy, C. Chiral Drugs: An Overview. Int. J. Biomed. Sci., 2, 85-100, 2006.



desenvolvimento de farmacos mais seguros e eficazes se iniciou apenas nas ultimas décadas do
século XX.34

Na década de 1950, Sir Pfeiffer observou que, em algumas situagdes, se 0 enantidbmero
empregado fosse o ativo, ao invés de sua mistura racémica, havia uma possibilidade da
diminuicdo da dose no respectivo tratamento. O caso da S-anfetamina (Figura 2), utilizada em
tratamentos de pacientes com transtorno de déficit de atengdo e hiperatividade, cuja dose do
enantidbmero puro requerida era inferior em relacdo a dose de anfetamina racémica, exemplifica

esse aspecto.’

NH,

Figura 2. Estrutura quimica S-anfetamina.

Evidenciando que os sistemas bioldgicos sdo capazes de interagir e metabolizar cada
enantibmero de maneira diferente, podendo gerar respostas farmacoldgicas distintas, 0s
farmacos racémicos foram divididos em trés grupos: o primeiro, que engloba a maioria dos
farmacos racémicos, sdo constituidos por um enantibmero que possui maior atividade
(eutdbmero) e um que pode ser inativo ou com menor atividade (distdmero), toxico ou pode exibir
outras atividades bioldgicas, desejadas ou ndo; o segundo grupo compreende uma mistura em
qgue ambos 0s enantibmeros sdo igualmente ativos e possuem a mesma farmacodinamica; e o
ultimo grupo corresponde a uma mistura em que o distdmero pode ser convertido em seu
enantidmero por inversio quiral dentro do organismo.®

Ainda no final da década de 1950 e inicio da década de 1960, um dos maiores desastres
médicos da historia, causado pela talidomida (Figura 3), mudou a maneira como os farmacos
eram testados. Esse sedativo, empregado para tratamento de enjoos matinais de gestantes, foi
responsavel pelo nascimento de mais de 10.000 bebés com malformacéo, além do aumento do

numero de casos de abortos espontaneos.®

4HUTF, A.J.; O’GRADY, J. Drug chirality: a consideration of the significance of the stereochemistry of
antimicrobial agents. J. Antimicrob. Chemother., 37, 7-32, 1996.

> KIRAN, M.; YADAV, P.; DEOLEKAR, P.; et al. Chiral Chemistry in Pharmacology — A Review. International
Journal of Pharmaceutical Research and Allied Sciences, 4, 7-10, 2012.

® VARGESSON, N. Thalidomide-induced teratogenesis: history and mechanisms. Birth Defects Res. Part C,
Embryo Today: Reviews, 105, 140-156, 2015.
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Figura 3. Interconversdo entre os enantidmeros R- e S-talidomida.®

Além disso, a partir da década de 1980, o desenvolvimendo de métodos analiticos
enantiosseletivos, para deteccdo e quantificacdo de enantibmeros, além do desenvolvimento de
novas metodologias para sintese estereosseletivas e separacdo de compostos quirais, tonaram-se
uma forca motriz para o desenvolvimento de novos farmacos quirais.*

Nesse cenario, a Conferéncia de Ingredientes Farmacéuticos, ocorrida em Londres em
1997,” marcou o inicio de uma mudanca na area de farmacos quirais a partir do surgimento do
conceito de chiral switch, que diz respeito ao desenvolvimento e utilizacdo de um enantidbmero
biologicamente ativo (eutdmero), em substituicdo ao seu racemato anteriormente testado, ou até
aprovado e comercializado. O anti-inflamatorio ndo estereoidal ibuprofeno (Figura 4) foi o
primeiro medicamento de sua classe a ser comercialmente substituido por sua versdo
enantiomericamente pura, em 1994, baseado na poténcia do enantibmero S ser cerca de 100
vezes superior a do enantibmero R. A partir de entdo, diversos farmacos passaram pelo mesmo

processo, dos quais alguns exemplos sdo apresentados na Figura 4.8

"STINSON, S. C. Chiral Drug Market Shows Signs of Maturity. Chem. Eng. News, 75, 38-70, 1997.
8 CALCATERRA, A.; D’ACQUARICA, L.; The market of chiral drugs: Chiral switches versus de novo
enantiomerically pure compounds. J. Pharm. Biomed. Anal., 147, 323-340, 2018.
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Figura 4. Exemplos de farmacos racémicos substituidos pela sua versao enantiomericamente
pura entre 1994 e 2011.

Como reflexo disso, houve uma diminui¢do do nimero de farmacos racémicos aprovados
pela agéncia americana FDA (Food and Drug Administration), entre 2002 e 2015,° alavancando
o0 crescimento do mercado farmacéutico de moléculas quirais, que correspondia a 75% de todos
0S compostos opticamente ativos disponibilizados mundialmente em 2015 (farmacos,
agroquimicos, fragrancias, sabores, dentre outros) e cuja receita tem previsdo de crescimento
para cerca de 25 milhdes de dolares em 202410

Dessa forma, somando-se 0s grandes avangos em sintese total estereosseletiva a
necessidade do desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes, com menores efeitos
adversos € com menor custo para atender as necessidades desse mercado em constante
crescimento, é imprescindivel o desenvolvimento de novas rotas sintéticas para obtencdo de
compostos biologicamente ativos. Dentre esses destacam-se as oxazolidinonas, uma classe de
compostos quirais que vem apresentando atividades bioldgicas promissoras como antibacteriana,

anticancerigena e antialérgica.

® SANGANYADO, E.; LU, Z.; FU, Q. et al. Chiral pharmaceuticals: A review on their enviromental occurrence
and fate process. Water Res., 124, 527-542, 2017.

10 GRAND VIEW RESEARCH. Chiral Chemicals Market Analysis By Technology (Traditional Separation
Method, Asymmetric Preparation Method [Asymmetric Synthesis Method, Asymmetric Catalysis Method],
Biological Separation Method), By Application (Pharmaceuticals, Agrochemicals, Flavors/Fragrances) And
Segment Forecasts To 2024. California, 2016. Disponivel em < https://www.grandviewresearch.com/industry-
analysis/chiral-chemicals-market>, acesso em 24/10/2018.



1.1. Oxazolidinonas

As oxazolidinonas compreendem uma classe de compostos naturais e sintéticos, que
apresentam atividade contra uma variedade de bactérias Gram-positivas,'**2 como bactérias do
género Staphylococci resistentes a meticilina e vancomicina, do género Enterococci também
resistente a vancomicina e Anaerobes e Pneumococci resistentes & penicilina. Entretanto,
possuem uma eficacia limitada em relagdo as bactérias Gram-negativas.? Seu mecanismo de
acao, embora nao seja totalmente claro, inicia-se pela inibicdo das primeiras etapas de sintese
protéica.'!

Além disso, 0s compostos pertencentes a esta classe vém demonstrando atividades
anticancer e anti-HIV. Além de se mostrarem potenciais moduladores alostéricos positivos de
receptor de glutamato metabotropico, podendo ser empregados para o tratamento da
esquizofrenia.'® As oxazolidinonas também sdo conhecidas por exibirem efeitos neurolépticos,*
psicotropicos® e antialérgicos®®.

As oxazolidinonas (Figura 5) fazem parte de uma classe de compostos chamada azéis,
oxazolidinas cujo carbono entre os atomos de oxigénio e nitrogénio se encontra oxidado, sendo
entdo denominadas oxazolidinonas.!” Essa classe de compostos apresenta elevada relevancia
tanto do ponto de vista quimico quanto bioldgico, inspirando o desenvolvimento de diversas

metodologias sintéticas para a construcdo de sua estrutura molecular.!?

o

N

HN™ O
-/

Figura 5. Anel oxazolidin-2-ona.

Os substratos mais comumente empregados em sinteses de oxazolidinonas sao

aminoacidos e aminoalcoois, entretanto, varios outros compostos vém sendo relatados como

11500D, R.; BHADAURIYA, T.; RAO, M.; et al. Antimycobacterial Activities of Oxazolidinones: A Review.
Infectious Disorders — Drug Targets, 6, 343-354, 2006.

12BOZDOGAN, B.; APPELBAUM, P. C.; Oxazolidinones: activity, mode of action, and mechanism of resistance.
Int. J. Antimicrob. Agents, 23, 113-119, 2004.

13 NARESH, A.; RAO, M.V.; KOTAPALLI, S.S.; et al. Oxazolidinone derivatives: Cytoxazone-Linezolid
hybrids induces apoptosis and senescence in DU145 prostate cancer cells. Eur. J. med. Chem., 80, 295-307,
2014.

4 MAJ, J.; ROGOZ, Z.; SKUZA, G.; MAZELA, H. Neuropharmacological profile of EMD 57445, a sigma
receptos ligand with potential antipsychotic activity. Eur. J. Pharmacol., 315, 235-243, 1996.

15 JARREAU, F.; ALBRIGHT, J. D.; SUN, F. W. Eur. Pat. Appl. WD 93 2007314. 1993.

18 WALSH, D. A.; YANNI, J. M. US Patent 5086055, 1992.

" PANDIT, N.; SIGLA, R.K.; SHRIVASTAVA, B. Current Updates on Oxazolidinone and its Significance. Int.
J. Med. Chem., 2012, 1-24, 2012.
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materiais de partida para a construcdo desses anéis de cinco membros, como didis, f-

hidroxiacidos, epoxidos e aziridinas, por exemplo (Figura 6).18

AL
R, R, R
OH epoxidos N3
HO
“ W R A R
R 1
! \ /‘ aziridinas
diois

2

OH R;HN OH
A = [T

R R] R,
1
B-hidroxiacidos “ aminoalcoois
NHR;
HO
CO,Ry
aminoacidos

Figura 6. Exemplos de substratos empregados na sintese de oxazolidinonas.

Nesse contexto, tornou-se possivel a preparacdo de uma biblioteca de compostos
contendo o nucleo oxazolidin-2-ona, propiciando a descoberta, por pesquisadores da DuPont, de
novos agentes antimicrobianos sintéticos,'2° que exibiram potente efeito bacteriostatico durante
testes in vitro e in vivo sobre bactérias patogénicas para seres humanos.*®

Apbs as primeiras sinteses de oxazolidinonas antibacterianas, DuP-721 e DuP-105
(Figura 7) terem sido descritas em 1978 pelo grupo de pesquisadores da DuPont, ocorreu um
decréscimo do interesse dos pesquisadores por estas moléculas devido a sua elevada

toxicidade.1112

18 ZAPPIA, G.; GACS-BAITZ, E.; MONACHE, G. D.; et al. Oxazolidin-2-one Ring, a popular Framework in
Synthetic Organic Chemistry: Part 1. The construction of the Oxazolidi-2-one Ring. Curr. Org. Synth., 4, 81-,
2007.

19 MULLER, M.; SCHIMZ, K. L. Oxazolidinones: a novel class of antibiotics. Cell. Mol. Life Sci., 56, 280-285,
1999.

20 MARCHESE, A.; SCHITO, G. C. The oxazolidinones as a new Family of antimicrobial agente Clin. Microbiol.
Infect., 7, 66-74, 2001.
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Figura 7. Primeiras oxazolidinonas antibacterianas reportadas por pesquisadores da

DuPont.?

Mas, em 1996, pesquisadores dos laboratérios UpJohn, atual Pfizer, deram continuidade
aos estudos referentes a essas primeiras descobertas, desenvolvendo derivados ndo tdxicos destes
agentes antibacterianos, sendo eles a linezolida, um derivado da morfolina, e a eperezolida, um

derivado da piperazina (Figura 8).11:12

0) o

O/_\N N>¥O 2 N/_\N N>k0
/ \/\/NHCOCH3 HO} / O \)\/NHCOCH3
F F

linezolida eperezolida

Figura 8. Agentes antibacterianos ndo toxicos, linezolida e eperezolida.t**2

A linezolida foi aprovada pela FDA para tratamentos de infecces na pele e pneumonia
nosocomial causadas por bactérias do género Staphylococci resistentes a meticilina, a bacteremia
causada por Enterococcus faecium resistente a vancomicina e a bacteremia causada por
Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina.*?> Além disso, a linezolida apresenta elevado
potencial para tratamento de infecc@es cirdrgicas, devido as suas propriedades farmacocinéticas
como penetracdo e acumulagdo em tecidos dsseos, pulmonares, em hematomas e fluidos
cerebrospinais.*? Suas caracteristicas estruturais (Figura 9), ndo relacionadas a nenhum outro
farmaco deste tipo, sugerem as raz0es para a sua eficacia através de um mecanismo de acao
unico (Figura 10), que se inicia pela inibicdo do complexo ribossomal ternario N-formilmetionil-
t-RNA-mRNA-70S, que parece ocorrer a partir da formacéo de uma ligacao da linezolida entre
0 centro peptiltransferase 23S e a subunidade ribossomo 50S, impedindo a formagé&o da ligacéo
dos ribossomos 50S e 30S com mRNA e tRNA para formacgdo do complexo 70S, essencial para

0 processo de translagio bacteriana.?

21 DALY, J.S; ELIOPOALQOS, G.M.; REHZNER, E. et al. Activity and mechanim os action of DuP105 and
Dup721, new oxazolidinone compounds. J. Antimicrob. Chemother., 21, 721-723,1988.

22 STEVENS, L.D.; DOTTER, B.; MADARAS-KELLY, K. A review of Linezolid: the first oxazolidinone
antibiotic. Expert. Rev. Anti-infect., 2, 51-59, 2004.
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Figura 9. Linezolida, primeiro agente antimicrobiano da classe das oxazolidinonas.??
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Figura 10. Mecanismo de acdo da linezolida na inibicao das primeiras etapas de sintese

protéica.???3

Mais de uma duzia de compostos da classe das oxazolidinonas alcangcaram os estudos
clinicos, sendo a maioria rejeitada devido a pouca efetividade farmacologica, toxicidade e
propriedades farmacocinéticas inadequadas.?* De acordo com a plataforma Drugs.com?®,
existem atualmente apenas dois compostos desta classe sendo empregados clinicamente e que
estdo disponiveis comercialmente, a linezolida (nome comercial-Zyvox) e o fosfato de tedizolida

(nome comercial Sivextro) (Figuras 8 e 11).

3 NORRBY, R. Linezolid- A review of the first oxazolidinone. Exp. Opin. Pharmacother., 2, 293-302, 2001.

24 SHAW, K.J.; BARBACHYN, M.R. The oxazolidinones: past, present, and future. Ann. NY Acad. Sci. 1241,
48-70, 2011.

DRUGS.COM. Oxazolidinone ~ antibiotics. Disponivel em
antibiotics.html?condition_id>. Acesso em 15 de novembro de 2018.

<https:/Amwv.drugs.com/drug-class/oxazolidinone-

9


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1749-6632
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1749-6632
https://www.drugs.com/drug-class/oxazolidinone-antibiotics.html?condition_id
https://www.drugs.com/drug-class/oxazolidinone-antibiotics.html?condition_id

o

o
o, \ N\)\/ OH
N-N N / O\IL/OH
F I
e}

Figura 11. Estrutura do fosfato de tedizolida.?®

O fosfato de tedizolida foi descoberto a partir de estudos que buscavam o
desenvolvimento de um farmaco capaz de combater cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (MRSA), que também adquiriram resisténcia a linezolida. Em 2014, a FDA aprovou
o fosfato de tedizolida (Cubist Pharmaceuticals), como uma oxazolidinona de segunda geracéo,
que exibiu poténcia contra MRSA de quatro a dezesseis vezes em relagdo a linezolida.?

Ademais, alguns compostos contendo o anel oxazolidin-2-ona também vém exibindo
pronunciadas atividades anticancer, destacando-se a posizolida, a torezolida, a (-)-citoxazona, a

linezolida e a (-)-epi-citoxazona (Figura 12).1
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Figura 12. Oxazolidinonas que apresentaram atividades anticancer.

Adicionalmente, essa classe de compostos tem recebido também grande destaque em
sintese assimétrica, desde que Evans descreveu o uso de oxazolidinonas 4-substituidas como
auxiliares quirais em 1981. Apds isto, o interesse pelo desenvolvimento de auxiliares quirais

dessa classe tornou-se crescente, o que pode ser evidenciado pelas variagdes estruturais dos

26 WONG, E.; RAB, S. Tedizolid Phosphate (Sivextro): A Second-generation Oxazolidinone to treat acute
bacterial skin and skin structrure infections. Drug Forecast, 39, 555-579, 2014.
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mesmos contendo o nucleo oxazolidinona, em relacdo a primeira oxazolidinona reportada por
Evans (Figura 13).%
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Figura 13. Auxiliares quirais contendo o nacleo oxazolidinona.

Nesse contexto, as oxazolidinonas despontaram como grandes expoentes quimicos, cujo
potencial, seja como farmacos ou como auxiliares quirais, vém inspirando o desenvolvimento
de novas rotas sintéticas para sua obtencdo. Sendo o foco do presente trabalho a sintese do
produto natural (—)-citoxazona e de seu epimero ndo natural, (+)-5-epi-citoxazona, ambos

pertencentes a classe das oxazolidin-2-onas.

2TEVANS, D.A.; HELMCHEM, G.; RUPING, M. Chiral Aucxiliaries in Asymmetric Synthesis. In M. Christman,
Asymmetric Synthesis — The Essentials. Wiley-VCH Verlag GmbH e Co. 2007, p.3-9.
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1.1.1.

(-)-Citoxazona e (+)-5-epi-citoxazona

Embora sejam muito raras as fontes naturais de compostos contendo o nlcleo oxazolidin-
2-ona,® a (-)-citoxazona (Figura 14) foi isolada por Kakeya e colaboradores (1998) a partir de

bactérias do género Streptomyces.?

OMe

HO RR

5
O\ﬁ/NH
(0]

Figura 14. Estrutura da (-)-citoxazona.

Este composto € constituido por um anel oxazolidin-2-ona 4,5-dissubstituido, cuja
configuracdo absoluta (4R,5R)?*?° foi confirmada com base em dados de RMN, dicroismo
circular (CD) e cristalografia de raios-X, por Sakamoto et al. ** e Seki e Mori®! a partir das
primeiras sinteses totais assimétricas publicadas, separadamente, em 1999,

A (-)-citoxazona é um produto natural que tem recebido grande destaque em quimica
organica sintética e bioldgica atualmente. Em suas pesquisas, Kakeya e colaboradores (1999)
observaram seu efeito modulador de citocinas por meio da inibicdo da via de sinalizacdo de
células Th2 (envolvidas no processo de crescimento e diferenciacdo de células), mas ndo das
Th1 (responsaveis por reacbes de hipersensibilidade). Sabendo-se que um desequilibrio na
producdo destas citocinas pode ocasionar distarbios imunoldgicos como alergias,
linfoproliferacdo progressiva e imunodeficiéncia grave®®, ja que estdo diretamente ligadas a
producdo de anticorpos, a (-)-citoxazona despertou imediatamente o interesse dos
pesquisadores, que vislumbraram seu potencial farmacoldgico.

As descobertas feitas por esse grupo motivaram o desenvolvimento de pesquisas visando
a sintese total da (-)-citoxazona, seu enantidmero e diastereoisémeros, o que se percebe pelo

grande nimero de publicagBes a este respeito.'®3?

8 KAKEYA, H.; MORISHITA, M.; KOBINATA, K_; et al. Isolation and biological activity of a novel cytokine
modulator, cytoxazone J.; Antibiot., 51,1126-1128, 1998.

2 KAKEYA, H.; MORISHITA, M.; KOSHINO, T. et al. Cytoxazone: A novel Cytokine Modulator Containing a
2-oxazolidinone Ring Produced by Streptomyces sp. J. Org. Chem., 64, 1052-1053, 1999.

%0 SAKAMOTO, Y.; SHIRAISHI, A;; SEONHEE, J. et al. Stereoselective syntheses of cytoxazone, a novel
cytokine modulator, and its stereoisomers. Tetrahedron Lett., 40, 4203-4206, 1999.

31 SEKI, M.; MORI, K. Synthesis of (-)-Cytoxazone, a Novel Cytokine Modulator Isolated from Streptomyces sp.
Eur. J. Org. Chem., 11, 2965-67, 1999.

32 MIRANDA, I. L.; LOPES, I. K. B.; DIAZ, M. A. N.; et al. Synthesis Approaches to (—)-Cytoxazone, a Novel
Cytokine Modulator, and Related Structures. Molecules, 21, 1176, 2016.
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Além da (-)-citoxazona, seus diatereoisdmeros vém recebendo grande atencdo dos
quimicos organicos sintéeticos, devido ao seu potencial bioldgico.

Em um estudo publicado por Kumar et al., a (+)-5-epi-citoxazona (Figura 15), por
exemplo, chegou a apresentar atividade superior & de seu isbmero natural, a (-)-citoxazona,

contra Bacillus subtilis Gram-positivos e contra Escherichia coli Gram-negativos.®

OMe

Figura 15. Estrutura da (+)-5-epi-citoxazona (ndo natural).

Em um estudo envolvendo hibridos citoxazona-linezolida (i) e epi-citoxazona-linezolida
(ii) (Figura 16) a fim de comparar o efeito desta nova variacdo estrutural na atividade biologica,
que ja era exibida por estas moléculas individualmente, evidenciou-se que o derivado h (hibrido
epi-citoxazona-linezolida) se mostrou o mais eficiente indutor de apoptose e senescéncia em
células de cancer de prostata (DU145) dentre os compostos testados, podendo ser considerado

como base para o desenvolvimento de novos agentes anticancer.'3

H,CO

H,CO
1)) (11))
a: R, = CH,0H d: R, = CH=CH,
b: R, = CH,OCOCH,CH,0COCH=CH, e: R, = CH,OH
¢: R; = CH,0COC¢H; f: R, = CH,0COC4H;
g: R, = CH,0COCH,CH,0COCH=CH,
h: R, = CH,CH;,
i: R, = CH,CH,OH
j: R, = CH,NH,

Figura 16. Oxazolidinonas hibridas citoxazona-linezolida e epi-citoxazona-linezolida.

3 KUMAR, R.A.; BHASKAR, G.; MADHAN, A_; et al. Stereoselective synthesis of (-)-cytoxazone and (+)-5-
epi-cytoxazone. Synth. Commun., 33, 2907-2916, 2003.
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Estudos como esses, tém contribuido para manter em alta o interesse pelo
desenvolvimento de novas rotas sintéticas para obtencdo tanto dos isémeros da (—)-citoxazona
quanto de seus andlogos, a partir de rotas sintéticas estereosseletivas e eficientes. Alguns

exemplos dessas sinteses serdo apresentados a seguir.

1.1.1.1.Sinteses totais da (—)-citoxazona e da epi-citoxazona

As abordagens sintéticas para a sintese da (—)-citoxazona e da epi-citoxazona publicadas
até o presente momento partem de substratos simples, como derivados do &cido cinamico, em
que as funcionalidades B-aminoacido e a-hidroxi foram introduzidas em um passo crucial por
meio da epoxidacdo enantiosseletiva de Sharpless, di-hidroxilacdo e aminoidroxilacdo, ou por
meio de alguns indutores de quiralidade conhecidos (Oxazolidinona de Evans, N-t-
butanossulfiniliminas) e outros menos usuais. O nimero de rotas sintéticas para os isdmeros da
citoxazona, descrito na literatura, reforca o interesse pela obtencao desta estrutura, relativamente
simples, baseado principalmente na sua importancia bioldgica como potente modulador da
citocinas e sua possivel utilizagdo como agente imunoterapéutico.®?

Na figura 17 encontram-se exemplificados alguns substratos empregados em algumas
rotas sintéticas descritas na literatura, bem como as etapas-chave para a contrugdo do esqueleto

carbénico da (-)-citoxazona.
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H,NT DAr

OMe
0 () Ar = 1-naftil
NO, N s\’/ H

Figura 17. Exemplos de substratos e etapas-chave envolvidas em algumas rotas sintéticas
descritas na literatura para obtencdo da (-)-citoxazona e da 5-epi-citoxazona: A = di-
hidroxilacdo assimétrica de Sharpless, B = resolu¢éo cinética enzimatica, C = adi¢do de Grignard
estereosseletiva, D = rearranjo de Curtius; D’ = adicdo alddlica estereosseletiva, E =
acoplamento de Petasis, F = rearranjo 1,2-Wittig, G = acoplamento redutivo cruzado, H = reacéo
de Henry diastereosseletiva, | = bromoidroxilacdo estereosseletiva, J = aminacéao

estereosseletiva, K = resolucdo cinética de Sharpless.

A seguir, serdo discutidas rotas que utilizaram as metodologias destacadas na figura 17

como etapas-chave para a preparacao da (—)-citoxazona e (+)-epi-citoxazona.
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i- Rotas sintéticas que utilizam di-hidroxilacéo assimétrica de Sharpless como etapa-chave
(A)

As primeiras sinteses totais da (—)-citoxazona, descritas por Sakamoto e colaboradores®®
e Mori e Seki®! (Esquema 1) tém como etapa-chave a introducdo régio- e estereosseletiva do
grupo azida no 4-metoxicinamato de etila (2). A sequéncia de di-hidroxilacdo assimétrica de
Sharpless em 2, empregando AD-mix-a em t-BuOH/H-O, reducdo do grupo éster com NaBH4
em THF e protecdo regiosseletiva da funcéo hidroxila primaria com cloreto de t-butildifenilsilila
forneceu o diol (4S,5R)-3 (numeracdo adotada para o anel da citoxazona) com 65% de
rendimento (3 etapas). O tratamento deste Ultimo com SOCI; e EtsN produziu o sulfito ciclico 5
com 99% de rendimento. A abertura régio- e estereosseletiva do sulfito foi feita através de uma
reagdo de substituicdo nucleofilica com LiN3 em DMF para fornecer o azido-alcool 7 (74% de
rendimento) e o azido-diol desililado (24% de rendimento) que foi quantitativamente convertido
a 7 pelo tratamento com TBDPS/imidazol. O azido-alcool 7 foi tratado com CICO2Ph/Py
fornecendo o fenil carbonato 9 com 96% de rendimento. A heterociclizacéo foi feita em one pot
pela reducdo do grupo azida em 9 pelo tratamento com PhsP em THF/H>O e concomitante
ciclizacdo para fornecer a oxazolidinona 10 (90% de rendimento) com a estereoquimica
devidamente controlada. Finalmente, a remocéo do grupo TBDPS produziu a (—)-oxazolidinona-

1, com 96% de rendimento.
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1. AD-mix-o
t-BuOH/H,0 (1:1)

ee =99% OMe
OMe ce=99,6% OH OMe S0k B RO3\/©/
0,07 RO~ CHCL0°C
. ~ o )
’ 2. NaBH,, THF, 0 °C OH 99% 5-0

/7
p-metoxicinamato de etila2 3. TBDPSCI or TBSCI

imidazol, DMF, 0 °C 3, R = TBDPS (65%, 3 etapas)

5, R = TBDPS (99%)

Nakata et al. (1999) 4,R =TBS 6,R = TBS
LiN;, DMF
70 °C
TBDPSO OMe PPh3, THF/HZO TBDPSO OMe CICOzPh RO OMe
w 50 °C piridina, CH,CI,
- - £ °
o) HO
(}NH 90% AN 96% N,
g 0" oPh 7,R = TBDPS (74%)
10 8,R = TBS
TBAF, THF . .
0°C HCO,NH,, Pd/C

Mori e Seki (1999) MeOH, 50 °C
87%

96%

HO OMe HN % NI 12

w o CO(OE),

o) TBAF, THF K,CO; " >OTBS
y—NH 9% “66% OH

0 MeO OTBS MeO

(-)-citoxazona

12 11

Esquema 1. Primeiras sinteses totais da (—)-citoxazona reportadas por Sakamoto e

colaboradores?’ (em azul) e por Mori e Seki?® (em vermelho).

Enquanto Sakamoto e colaboradores® converteram o azido-alcool 7 no correspondente
fenilcarbonato 9, Mori e Seki (1999)%! transformaram o azido-alcool 8 no amino-alcool 11 com
87% de rendimento, pela reducdo do grupo azida com formato de amonio e Pd/C, Esquema 1. A
N,O-heterociclizagdo de 11 foi feita pelo tratamento com dietil carbonato, fornecendo o
intermediario 12 ja possuindo o anel oxazolidin-2-ona com 66% de rendimento. A desililacao
de 12 produziu a (-)-citoxazona com 89% de rendimento. Estes dois trabalhos estabeleceram a

configuracdo absoluta da estereoquimica da (-)-citoxazona (1).

ii- Rota sintética que utiliza resolucao cinética enzimética como etapa-chave (B)

Em 2001, Hamersak et al.>* realizaram a sintese quimioenzimatica dos enantidmeros (=)
e (+)-citoxazona, cuja resolucdo da respectiva mistura racémica foi feita por meio da
esterificacdo catalisada pela lipase de Penicillium camemberti (PcamL) (Esquema 2). Esta rota

sintética teve inicio com a abertura do epoxido glicidico 13 pelo tratamento com NaN3

% HAMERSAK, Z.; LJUBOVI, E.; MERCEP, M.; et al. Chemoenzymatic synthesis os all four cytoxazone
stereoisomers. Synthesis, 13, 1989-1992, 2001.
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fornecendo o azido alcool 14. Subsequentemente, o tratamento desse intermediario com
CICO2Ph produziu o fenil carbonato (£)-15, que foi submetido a reagdes de reducdo do grupo
azida e ciclizacdo simultdnea em one pot, fornecendo a oxazolidinona (£)-16. Apds a reducédo
do grupo éster com NaBH4 em presenca de CaCl,, produziu a (£)-citoxazona-1 com 79% de
rendimento. A resolucéo cinética enzimatica sobre acetilacdo de (+)-1 com acetato de vinila
catalisada por PcamL forneceu, apos separacdo em coluna cromatografica e hidrdlise do grupo

éster, a (—)-citoxazona, com 33% de rendimento e 88% ee (2 etapas).

O NaNs, dioxano ¥ CICO,Ph, CH,CI v
35 204 2%-12
- COM Co
OH 0.0
MeO s6% ~ MeO 100% MeO b
(#)-éster glicidico 13 (+)-14 OPh
(#)-15
o Ph;P, THF
N 50 °C; 88%
"K/O
H 0 o)
CH,OH
MeO ’ PcamL N4 NaBH, 4
(+)-citoxazona (38% e 89% ee) acetagoo(iecvmlla 0 ‘CaClz, FoH o
+ CH,OH 79% CO,Me
MeO MeO
0
HNJ< (£)-citoxazona (£)-16
4.0 P
CH,OAc
MeO
(4R,5R)-17 KOH, MeOH

cromatografica)

(33%, 2 etapas, 88% ee) 0
(separagdo por coluna
i
0]

CH,OH
MeO

(—)-citoxazona

Esquema 2. Sintese quimioenzimatica da (-) e (+)-citoxazona.
iii- Rota sintética que utiliza adi¢cdo de Grignard estereosseletiva como etapa-chave (C)

A abordagem sintética reportada por Madhan e seu grupo®, para a obtencdo da (-)-
citoxazona, partiu do (S)-2,3-O-isopropilidenogliceraldeido 18 (Esquema 3). O tratamento deste
com benzilamina forneceu a imina 19, que quando submetida a adi¢do estereosseletiva com
brometo de p-metdxifenilmagnésio levou ao intermediario 20, que foi posteriormente N-Boc

protegido, fornecendo 21 com 20% de rendimento (3 etapas). Finalmente, a sequéncia de

% MADHAN, A.; KUMAR, AR.; RAO, V. Stereoselective synthesis of (-)-cytoxazone Tetrahedron:
Asymmetry, 12, 2009-2011, 2001.
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hidrolise quimiosseletiva da unidade isopropilideno, desbenzilacéo e ciclizacdo regiosseletiva

forneceu a (—)-citoxazona-1, com 9,6% de rendimento global, a partir do aldeido 18.

X 0 Boc,0, EN 0
0 0 PhCH,NH, (0} 0 MeO@—MgBr N EtOH N IBoc
\j: — 2 3 \ \INHCH,Ph ———— N
cHo Et0, 0°C —NCH,Ph Et,0 20% )
(3 etapas) Ph
18 19
MeO MeO
20 21
PTSA (cat)
MeOH
81%
0 HO  on PAC (cat), H, HQ  OH
N HCI conc.(uma gota) X Boc
HN ,
/«O NaH, THF . 'NHBoc EtOH N
- - >
94% 63% PH
MeO OH
MeO MeO
(-)-1 23 22

Esquema 3. Sintese total da (—)-citoxazona a partir do (S)-2,3-O-isopropilidenogliceraldeido.

iv- Rota sintética que utiliza rearranjo de Curtius e adi¢cao aldodlica estereosseletiva como

etapas-chave (D e D)

Carter e colaboradores® exploraram a reacdo aldolica partindo da imida quiral 24 com
um aldeido, mediada por Bu.BOTf (Esquema 4), no desenvolvimento de uma nova rota de
sintese da (—)-citoxazona. A subsequente reacdo do enolato de dibutilboro de 24 com o
benziloxiacetaldeido 25a, de acordo aos trabalhos pioneiros de Evans e Gage (1989)%", forneceu
o0 aldol 26, com diastereoseletividae syn (> 95:5). A remocdo do auxiliar quiral pelo tratamento
com hidroxiperéxido de litio seguida de heterociclizacdo realizada a partir do acido 27a em one-
pot (trés etapas: formacéo da acilazida, rearranjo de Curtius, trapeamento do isocianato) usando
difenilfosforilazida produziu o éter-oxazolidinona 28a. A desprotecdo usando Pd(OH): e
atmosfera de hidrogénio forneceu a (—)-citoxazona, enantiomericamente pura com 84% de

rendimento.

% CARTER, P.H.; LAPORTE, J.R.; SCHERLE, P.A; et al.A new synthesis of cytoxazone and its diastereomers
provides key initial SAR information. Bioorg. Med. Chem. Lett., 13, 1237-1239, 2003.
3" GAGE, J.R.; EVANS, D.A. Diatereoselective aldol condensation using a chiral oxazolidinone auxiliary: (2S,
3S)-3-hydroxi-3-phenyl-2-methylpropanoic acid. Org. Syn., 68, 83-90, 1990.
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0 Bn OH O Bn OH O
: B : 1. THF:H,O (4:1) -
Ns 1. Bu,BOT, DIPEA, —78 °C - Nﬂ H,0,, LiOH, 0 °C v~ OH
O}\O OBn =~ O//\\O > OBn_=

2. BnOCH,CHO 25a 2. NaHSO,
—78°C to 0 °C 99%

OMe syn-diatereosseletividade >95:5 OMe OMe

24 51% 26 27a
(PhO),PON,

tolueno, 23 °C
88%

oM
HO ©  PA(OH),/C, H, BnO
MeOH, 23 °C
0 S —— 0
>//NH 4% %NH
0

o
(-)-citoxazona 28a

OMe

Esquema 4. Sintese total da (—)-citoxazona partindo de uma imida quiral.

v- Rota sintética que utiliza acoplamento de Petasis como etapa-chave (E)

Utilizando o protocolo de Petasis (1997)%, Sugiyama e colaboradores (2004)%*
desenvolveram uma rota para a sintese da (-)-citoxazona (Esquema 5). A primeira etapa
consistiu na reacdo de acoplamento entre trés componentes, (R)-1-(1-naftil)etilamina,
gliceraldeido e o acido 4-metoxifenilborénico, levando a obtencdo da mistura diastereoisomeérica
(1:1) dos amino diois 32 e 33. Em seguida, a protecdo das hidroxilas primarias da mistura, levou
aos respectivos silil éteres 34 e 35. A etapa de ciclizacéo para formacdo dos anéis oxazolidin-2-
onas 30 e 31 se deu pelo tratamento dos amino diois 36 e 37 com N,N-succinimidil carbonato
(DSC) em acetonitrila. Finalmente, a sequéncia de desililacdo, separacdo da mistura
diastereoisomérica em coluna cromatografica e remoc¢do do grupo 1-naftiletiletila, forneceu

ambos 0s enantidmeros da citoxazona.

38 PETASIS, N.A. Method for the Synthesis of Amines and Amino Acids with Organoboran Derivatives.
US6232467 B1, 2001.

3 SUGIYAMA, S.; ARAIS, S.; ISHII, K. Short synthesis of both enantiomers of cytoxazone using the Petasis
reaction. Tetrahedron: Assymmetry, 15, 3149-,2004.
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OH
HWOH Ar Ar

; & 30 HO - <NH HO - <NH
PN )
HoN™ Ar B(OH), + 2
(R)-1-(1-naftil)etilamina HO HO
29, Ar = 1-naftil OMe 31
OMe OMe
50% 32 33
TBSCI, Et;N

DMAP, CH,Cl,

() Ar Ar

A ~
Nar 0 N/\ DSC Et3N

TBSO— 7% + TBSO TBSO + TBSO
Q CDI t

37 (59%) 36 (26%)

1. TBAF, THF, 63 h
ou HCI10% (aq.)
(sepagdo por cromatografia em coluna)
ou HCI110% (aq.)
2. MsOH, anisol, MeNO,
50°C,6h

O O

A

O° NH

O NH
-
— : ¢ HO
OMe OMe

(-)-citoxazona (90%, > 98% ee) (+)-citoxazona (86%, > 98% ee)

Esquema 5. Sintese dos enantidbmeros (-)- e (+)-citoxazona através do acoplamento de Petasis.
vi- Rota sintética que utiliza rearranjo 1,2-Wittig como etapa-chave (F)

Outra aboradagem sintética bastante interessante para a preparacdo da (—)-citoxazona foi
desenvolvida Miyata et al.*°, com base no rearranjo imino 1,2-Wittig de hidroximatos (Esquema
6). O Z-hidroximato 38, quando tratado com LDA, forneceu o respectivo produto de rearranjo
1,2-Wittig, éter Z-2-hidroximato 39. A reducdo do grupo hidroximato e a demetoxilagdo com
LiAlHs produziram a mistura do anti- e syn-aminoalcodis 40 e 41. Em seguida, a
heterociclizagdo in situ da mistura pela N-Boc diprotecdo e a subsequente N-Boc desprotecédo
com TFA levaram, apos separagdo dos diastereoisdmeros, aos derivados, cis- e trans-oxazolidin-
2-onas 42 e 43. Essas oxazolidinonas foram convertidas, separadamente, na (+)-citoxazona e a

()-4-epi-citoxazona, apds clivagem oxidativa do alceno terminal, com 0z6nio e subsequente

O MIYATA, O.; KOIZUMI, T.; ASAI, H.; et al. Imino 1,2-Wittig rearrangement of hydroximates and its
application to synthesis os cytoxazone. Tetrahedron, 60, 3893-3914, 2004.

21



reducdo com NaBHj; do aldeido formado. A resolugédo do racemato (+)-citoxazona foi realizada

através da acilagdo com o cloreto canfanico quiral, levando a 44 e 45, que foram separados por
cromatografia multicolunas (MCC). A hidrdlise individual de (4R,5R) e (4S,5S)-oxazolidinona

levou, respectivamente, a (-) e (+)-citoxazona.
NH,
< X
MeO OH
N,OMC . o N’OMe )
| rearranjo 1,2-Wittig ‘ LiAlH,, Et,0 anti-40
/©/k0 LDA X 0°C to reflux N
_—
MeO H| 82% MeO OH NH,
RGN
Z-hidroximato 38 39 (:) -
MeO
syn-41
0]
A 1. Boc,0 (2.2 eq.)
0 DMAP
-
/@ - 2. TFA
MeO OH
(&)-4-epi-citoxazona (95%) 1.0 //<0 %
== = (] . 3
2. NaBH HN 0 HN
| 2.NaBH, . )
~78-0 °C @
~ = NS
separacio MeO
por MCC ¢ MeO
0 cis-oxazolidinona trans-oxazolidinona
f}]\éo - 42 (55%, a partir de 39) 43 (26% a partir de 39)
MeO” : ~OH
(¥)-citoxazona (88%)
Me
Me
o) Me /«0
R*COCl ~ R*= HINTY
(0]
e
MeO OH
O O (-)-citoxazona (99%)
HNJ< HNJ<
m + \\\.K'/O KOH
MeO OCOR* MCO© ~OCOR* separacio o
por MCC J<
44 [44% a apartir de 45 [45% a partir de HI/\I\/Q
(£)-citoxazona] ()-citoxazona] /@0\- /
- . e
MeO OH

(+)-citoxazona (99%)

Esquema 6. Abordagem sintética para obtencdo da (-)- e (+)-citoxazona empregando

rearranjo imino 1,2-Wittig de hidroximatos.
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vii- Rota sintética que parte de sulfinil iminas quirais e utiliza uma reacéo de acoplamento

redutivo cruzado como etapa-chave (G)

N-terc-Butanossulfinil iminas quirais, foram utilizadas pela primeira vez, por Ellman e

colaboradores (2002)*' proporcionando bons resultados em reacdes de alquilagBes

estereocontroladas. Com base nisso, Lin e colaboradores (2005)*? empregaram essa estratégica

sintética para obtencdo da (-)-citoxazona (Esquema 7). Primeiro obtiveram o derivado amina

terc-butanossulfinila 48 com bom rendimento e diastereosseletividade (> 25:1) através de uma

reacdo de acoplamento redutivo cruzado entre a (S)-N-terc-butanossulfinil imina 46 e o aldeido

47, mediada pelo Sml,. Vale a pena destacar que a presenga do substituinte metoxila na posigédo

para no anel aromatico, em 46, conferiu um aumento de diastereosseletividade no acoplamento.

Apb6s a remocdo, em meio acido, do auxiliar terc-butanossulfinil, heterociclizagdo e

desbenzilacdo, obteve-se a (—)-citoxazona com 50% de rendimento a partir de 46.

0 0
d $
N P S \}/ HN - ><
I Sml,, +-BuOH
H - - B
H + T‘/\OBH = OBn
85% OH
MeO 0 MeO
46 47 48 (de > 25:1)
1. HCI, MeOF
2. Trifosgénio
Et;N, CH,(
85%
0 O
HNJ< Pd(OH),/C, H, HN//<O
0 ~ McOH
MeO OH 86% MeO OBn
(-)-citoxazona 49

Esquema 7. Sintese total da (-)-citoxazona empregando N-terc-butanossulfinil imina como

auxiliar quiral.

41 ELLMAN, J.A.; OWENS, T.D.; TANG, T.P. N-ter-butanesulfinyl imines: versatile intermediates for the
asymmetric synthesis of amines. Acc. Chem. Res., 35, 984-995, 2002.

4 LIN, X.; BENTLEY, P.A.; XIE, H. Auxiliary strategies for the preparation of -amino alcohols with reductive

cross-coupling and a synthesis of (-)-cytoxazone. Tetrahedron Lett., 46, 7849-7852, 2005.
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viii- Rota sintética que utiliza reacao de Henry diatereosseletiva como etapa-chave (H)

Sohtome e equipe (2006)*® publicaram uma aplicacdo da reacdo de Henry (nitroadol),
altamente enantio- e diastereosseletiva, entre o aldeido 51 com o 1-metoxi-4-nitrometilbenzeno
50, usando a guanidina-tiouréia 52 como o catalisador quiral, fornecendo o nitrodlcool 53 com
seletividade 1,2-syn para preparar a (—)-epi-citoxazona (Esquema 8). A formacdo do anel
oxazolidinona se deu através de uma sequéncia de etapas: reducdo do grupo nitro, ciclizacéo e
desililacdo para produzir a (—)-epi-citoxazona com 33% de rendimento global e 95% de ee a

partir de 50.

0 1. NiCl,, NaBH,
orte TBSO\)J\H OMe  MeOH,0°C o
51 OH 2. CDI, MeCN, 80 °C J
(©/ (R,R)-52 catalisador TBSOW@ 3. HF, MeCN, 0 °C Q M
B E— Z K
NO, KOH, KI NO, 43% (3 etapas) HO—
50 tolueno/H,0, °C 53
76%
seletividade syn (90:10) OMe
ee =95% (-)-epi-citoxazona

9 ®,CigH
" cl uN 181137

F.C N E /|L N CF
rTreY Tt Oy
S Bz H H Bz §

CF; (R,R)-52 catalisador
Esquema 8. Sintese da (4S,5R)-epi-citoxazona utilizando a reacédo de Henry.

ix- Rota sintética que utiliza reacdo de bromoidroxilacéo estereosseletiva como etapa-chave

0

A (-)-citoxazona também foi sintetizada por George e colaboradores em 20074
(Esquema 9). A reacdo de bromoidroxilagdo diastereosseletiva da carboxamida a,f-insaturada
54 em presenca de NalO4 e LiBr forneceu a bromoidrina 55. O substituinte quiral (oxazolidinona

de Evans) foi removido em presenga de LiBHa4, seguido pelo tratamento com NaOH 10%

4 SOHTOME, Y.; HASHIMOTO, Y.; NAGASAWA, K. Diatereoselective and enantioselective Henry (Nitroaldol)
reaction utilizing a Guanidine-Thiourea bifunctiona organocatalyst. Eur. J. Org. Chem., 13, 2894-2897, 2006.

4 GEORGE, S.; NARINA, S.V.; SUDALAI, A. NalOs-mediated asymmetric bromohydroxylation of «,B-
unsaturated carboxamides with high diastereoselectivity: a short route to (—)-cytoxazone and droxidopa.
Tetrahedron Lett., 48, 1375-1378, 2007.
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levando ao epoxialcool 56, cuja abertura com NaNs levou ao respectivo azidoalcool 57. Este foi

convertido no produto de interesse, apds reducdo do grupo azida, N-Boc protecgéo e ciclizagdo.

(0] (o) OH O [e) (o)
o B M 1.LiBH,, ELO NE
N . + N : 4 =72 S OH
\\/0 NalO,, LiBr, H L \\/O THF, MeOH /@/\A
R > . —_—
MeO B MeO Bn® 2.10% NaOH MeO
MCCNZHZO (21) 86%
54 829% 55 56
NaNj;, NH,CI
MeOH, H,O
80 °C
84%
0
NHBoc N;
HN’/<O 1.10% Pd/C, H,
NaH, THF -~ ~OH MeOH © OH
- = B e — M)
OH OH
MeO OH  (89%,99,2% e¢) MeO 2. BocyO. EGN - Me0
CH,Cl,
(-)-citoxazona 58 77% 57

Esquema 9. Sintese total da (-)-citoxazona proposta por Sudalai e equipe.

X- Rota sintética que utiliza reacdo aminacao estereosseletiva como etapa-chave (J)

Em outro trabalho, Narina e seu grupo (2007)* relataram uma elegante rota sintética
enantiosseletiva para a preparagdo da (—)-citoxazona (Esquema 10). A conversédo do aldeido de
partida no correspondente diol foi feita por meio de uma reagéo de a-amino-oxilagdo assimétrica
catalisada pela L-prolina em duas etapas: reacdo do aldeido 59 com nitrosobenzeno, seguida de
reducdo com NaBH4 e atmosfera de H2 e Pd/C, produziram o diol quiral 60 com 86% de
rendimento e 99% de ee. A protecdo do diol e desprotecdo seletiva da hidroxila primaria
forneceram o respectivo silil lcool 61. Esse foi convertido no sulfamato éster 62, que ao ser
submetido a uma aminagdo diastereosseletiva intramolecular, em presenca de quantidade
catalitica de Rh2(OAc)4 e Phl(OAc)2 como oxidante, forneceu 63, com diastereosseletividade
anti (10:1). Apds a separacdo do diasteroisdmero anti 63 por cromatografia em coluna, a
sequéncia de desprotecdo do grupo TBS, carbamoilacdo com Boc,O do grupo N-H do anel
oxatiazinano em 64, seguida de abertura deste anel com solucéo aquosa de CH3CN e ciclizacéo
intramolecular regiosseletiva, forneceu a (-)-citoxazona. A sintese da (+)-epi-citoxazona foi
feita de forma similar a (—)-citoxazona, exceto pela troca da L-prolina pela D-prolina na primeira

etapa.

% NARINA, S.V.; KUMAR, T.S.; GEORGE, S; et al. Enantioselective synthesis of (-)-cytoxazone and (+)-epi-
cytoxazone via Rh-catalyzed diastereoselective oxidative C—H aminations. Tetrahedron Lett., 48, 65-68, 2007.
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Esquema 10. Abordagem sintética da (—)-citoxazona por meio de uma aminagao

estereosseletiva.

Xi- Rota sintética que utiliza resolucéo cinética por meio de uma reac¢do de epoxidacgdo de

Sharpless como etapa-chave (K)

Smitha e Reddy*® sintetizaram a (+)-epi-citoxazona em seis etapas a partir do anisaldeido,
empregando resolucdo cinética de Sharpless, seguida de uma inversdo de Mitsunobu (Esquema
11). A rota se iniciou pelo tratamento do anisaldeido (66) com brometo de vinilmagnésio,
levando ao alcool 67, com 96% de rendimento. Empregando uma etapa de epoxidacao
enantiosseletiva, na presenca de L-di-isopropiltartarato, o alcool alilico racémico (67) foi
convertido no respectivo epoxialcool (68), com 46% de rendimento. O intermediario 68 foi entéo
submetido a uma reacdo de inversdo de Mitsunobu, em que o &cido hidrazoico sofreu ataque
nucleofilico da azida, produzindo a epdxiazida 69, com 91% de rendimento. Na etapa seguinte,
o0 anel epdxido foi aberto pelo tratamento com NaOH em t-BuOH, levando ao azidoalcool 70
com 92% de rendimento. Um etapa de reducédo do grupo azida, seguida de uma N-Boc protecéo

do grupo amino resultante, em um protocolo one-pot e, finalmente, uma ciclizacéo

4% SMITHA, G.; REDDY, C.S. Asymmetric Synthesis of (+)-epi-Cytoxazone. Synth. Commun., 36, 1795-1800,
2006.
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intramolecular na presenca de NaH em THF, proporcionaram a (+)-epi-citoxazona, com 32% de

rendimento global.

OH OH
CHO ZMgBr - LT'it(a.f;arrgt)"’ -
1 molL"! em THF ! 4_ /©/\<(l)
H,CO :c;ter anidro0 H,CO +-BuOOH, H;CO
66 0 °C, 4h, 96% . CH,Cl, -20 °C -
14 h, 46%
PPh; DIAD,
HNj; benzeno,
0°C,1h,91%
PMHS, N, H N N
BocHN OH Pd/C 10%, NaOH 0,5 molL™", 3
(Boc),0, t-BuOH, 75 °C,
- - O
OH 5h, 92%
OH EtOH
H,CO OH, H,CO H,CO
ta.,2,5h 70 69
71 95%
NaH, THF
anidro, t.a.
2,5h

95%
PMHS [ poli(metil-hidro-siloxano)] =

I\I/Ie I\I/Ie I\I/Ie
Me—SIi—O Sli—O Sli—Me
Me H Me
n

H,CO

(+)-epi-citoxazona

Esquema 11. Sintese da (+)-epi-citoxazona empregando resolucéo cinética de Sharpless.

Nesse contexto, pode-se perceber que o grande nimero de rotas sintéticas desenvolvidas
para a sintese dos isdbmeros da (—)-citoxazona foram motivadas pela grande relevancia e
importancia desses compostos. Do ponto de vista sintético, a construcao do esqueleto carbdnico
desses isdbmeros é desafiadora, pois embora seja uma molécula relativamente pequena, é também
muito funcionalizada, além de conter um anel de cinco membros com dois centros
estereogénicos o que requer o desenvolvimento ou aplicacdo de abordagens sintéticas
complexas.

Além disso, do ponto de vista farmacoldgico, devido as suas marcantes atividades
bioldgicas, é de grande interesse o desenvolvimento de novos estudos que propiciem a sintese
total estereosseletiva da (—)-citoxazona e seus isOmeros para a avaliacdo de suas atividades
biologicas.

Esses fatores motivaram o desenvolvimento desse trabalho. Cabendo destacar alguns
aspectos pontuais e inovadores do presente trabalho em relacéo as rotas descritas acima, como
etapas-chave de menor complexidade (reagéo adicéo de cianeto a aldeido, reacdo de olefinacéo

de Wittig e di-hidroxilacdo estereosseletiva, empregando OsO4/NMO), substratos quirais de
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baixo custo e uso de grupos de protecdo para o controle da estereosseletividade. Além da
aplicacdo de metodogias sintéticas ndo utilizadas anteriormente para inducdo de
estereosseletividade.
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1.2. Objetivos gerais

O presente trabalho objetivou desenvolver novas abordagens para a sintese
estereosseletiva da (—)-citoxazona e da (+)-epi-citoxazona, partindo de substratos quirais, como
D-4-hidroxifenilglicina e o D-manitol, comercialmente disponiveis.

Além disto, o presente trabalho almejou avaliar as potenciais atividades antimicrobianas
para S. aureus, isoladas de animais com infeccdo de mastite bovina, da (-)-citoxazona, da (+)-

epi-citoxazona e de seus intermedidrios.

1.2.1. Objetivos especificos

O presente trabalho objetivou avaliar a estereosseletividade da reacdo de adicdo de
cianeto a aminoaldeido, derivado da D-4-hidroxifenilglicina, contendo um grupo N-protetor
volumoso ligado ao carbono a-carbonilico.

Além disso, almejou-se testar a estereosseletividade em reacGes de di-hidroxilacdo
empregando OsO4+/NMO de uma olefina Z contendo um grupo cetal volumoso adjacente, para

verificar o favorecimento do produto da aproximacéo do OsO4 pela face contraria ao grupo cetal.
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CAPITULO 1
PARTE I

Rota sintética para a obtencéo da (-)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona a partir D-4-
hidroxi-fenilglicina
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2. Resultados e discussao

2.1. Rota sintética para a obtencdo da (-)-citoxazona a partir D-4-hidroxi-fenilglicina

tendo uma reacgéo de condensacdo de Claisen como etapa-chave

Levando-se em consideracdo as principais rotas para a sintese total estereosseletiva da
(-)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona, anteriormente descritas, o presente trabalho apresenta
novas abordagens para obtengdo desses compostos empregando materiais de partida quirais, de
baixo custo e prontamente disponiveis. Alem disso, foram empregadas metodologias sintéticas
classicas e de menor complexidade, algumas ainda ndo utilizadas para a sintese desses
compostos, e cujas estereosseletividades foram alcancadas por meio da utilizacdo de grupos
protetores volumosos, que ja seriam requeridos e que passaram a desempenhar a funcéo de
estereoindutores, reduzindo custos comparativamente a outras metodologias que utilizam
catalizadores quirais, auxiliares quirais, resolucdo cinética ou enzimatica, por exemplo.

Nesse contexto, propusemos novas rotas sintéticas para preparacao da (—)-citoxazona e
da (+)-5- epi-citoxazona.

A primeira delas tem o aminoacido D-4-hidroxi-fenilglicina, como material de partida,
cujo centro assimétrico corresponde a um dos requeridos (C4) para a constru¢do do anel
oxazolidinona na sintese da (—)-citoxazona, segundo a andlise retrossintética (Esquema 12).
Dessa maneira, propusemos que o anel oxazolidinona poderia ser obtido empregando uma
reacao de N,O-ciclizacdo, por meio do tratamento do aminodiol 72 com NaH/THF. O aminodiol
72, por sua vez, poderia ser obtido por meio de uma reagéo de reducdo do B-cetoéster 73, obtido
através de uma reacdo de condensacdo de Claisen entre 0 aminoéster 74 e acetato de etila.
Finalmente, o aminoéster 74 podera ser obtido a partir da D-4-hidroxifenilglicina, disponivel
comercialmente.

H;CO H3CO H,CO
L \©\/'\A \Ej\)L

Condensaqao de Claisen

HN«
NHBoc NHBoc
(-)-citoxazona 72 73
42 m
T OH OCH,
NH NHBoc
D-4-hidroxifenilglicina 74

Esquema 12. Analise retrossintética para obtengédo da (—)-citoxazona a partir da D-4-

hidroxifenilglicina.
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A primeira etapa dessa rota sintética (Esquema 13) envolveu uma reacdo de N-Boc
protecdo da D-4-hidroxifenilglicina, fornecendo um intermedidrio que foi imediatamente
submetido a etapa de esterificacdo do grupo carboxila e concomitante O-metilacdo da hidroxila
fendlica, empregando CH3l/K>COs, fornecendo o derivado éster metilico (74), com 94% de
rendimento (duas etapas), cujos dados espectroscopicos e espectrométricos, foram consistentes

com os descritos por Kumar e colaboradores®3,

1) Boc,0, Dioxano

HO H,CO Bt HiCO
---------- - _Et
-~ “OH <~ “OCH,4 : (0]

: t-BuOK K
NH, 2) CH3l, K505 NHBoc NHBoc
0,
D-4-hidréxifenilglicina 94% 74 73
+ DIBAL
A OH Y
og 1) Desidratagdo H.CO
H3CO©\/// 2) Di-hidroxilagdo \© \J NaH, THF, 0°C H300\©\)03/\
. € ----mmmmmmo o R € ------------
(¢ 3) Clivagem /"'(\O _ O
HN« 4) Redugio N/ H
0 ‘Qb 712\IHBoc
(-)-citoxazona 75

Esquema 13. Rota sintética preparacdo da (—)-citoxazona por meio de uma reacdo de

condensacdo de Claisen.

A sequir, tentou-se realizar uma reacdo de condencacdo de Claisen do éster 74 com
acetato de etila anidro, previamente tratado, em condicdes solvoliticas, na presenca de t-BuOK
(1,3 equivalentes) como base, a temperatura ambiente.*’ Entretando, ndo obteve-se o S-cetoéster
de interesse, além de ser observada apenas a formacdo do produto de homocondensacdo do
acetato de etila, enquanto o éster 74, foi recuperado ao término da reacéo.

Com a finalidade de evitar a rea¢do de homocondesacdo do acetato de etila, decidimos
emprega-lo em quantidade estequiométrica (1,3 equivalentes), bem como a base (t-BuOK) e
THF anidro como solvente.

Curiosamente, a partir dessa modificacdo obteve-se o produto de homoacoplamento do
acetato de etila, bem como o de transesterificagdo do éster metilico de partida (74), mas ndo o
produto de condensacdo de Claisen. A formacdo do éster etilico derivado foi verificada pela
anlise de seu espectro de RMN de 'H (Figura 18), no qual a presenca dos sinais tripleto em 1,20
ppm e quarteto em 4,17 ppm, além da auséncia do simpleto integrado para 3 hidrogénios, que
aparecia em 3,70 ppm no espectro do éster metilico de partida (74), confirmam a

transesterificacdo indesejada. Os sinais observados nos espectros de RMN de **C (Figura 19) e

4TLARGY, E.; HAMON, F.; ROSU, F.; et al. Tridentate N-donor palladium (I1) complexes as eficient coordinating
quadruplex DNA binders. Chem. Eur. J., 17, 13274-13283, 2011.
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no subespectro Dept (Figura 20) também evidenciam a ocorréncia da formacéo desse produto,
chamando a atencéo para os sinais dos carbonos C9 e C8 que aparecem em 14,20 e 61,81 ppm,

respectivamente.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) do éster etilico indesejado.
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Figura 19. Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCls) do éster etilico indesejado.
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Figura 20. Subespectro Dept (50 MHz, CDCIs) do éster etilico indesejado.

A partir dos resultados obtidos, percebeu-se que a realizacdo da condensagéo de Claisen

com esse substrato, ndo seria trivial. Entdo, novos estudos empregando um éster derivado da L-
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fenilalanina, como modelo, foram realizados para desenvolver e otimizar a metodologia de
condensacéo de Claisen.

Para isto, o éster etilico derivado da L-fenilalanina (76), disponivel comercialmente, foi
submetido a uma reacdo de N-Boc protecdo fornecendo o novo substrato 77 para reacdo de

condensacéo de Claisen (Esquema 14).

0 (Boc),0 9 Q@ Q
O/\C Na2C03 w )J\O,Et O/WJ\O, Et
IJ:JH3 dloxano H,0 NHBoc NaHMDS, NHBoc
Cl 2:1) THF
76

Esquema 14. Rota para obtencdo do produto de condensacéo de Claisen derivado da L-

fenilalanina.

Modificando as condigBes reacionais descritas por Largy et al.*’, na primeira tentativa
para realizacdo da reacdo de condensacao de Claisen empregando o éster 77, acetato de etila (1,3
equiv.), na presenca de THF anidro como solvente e t-BuOK (2,6 equiv.), obteve-se, novamente,
apenas o produto de homocondensagdo do acetato de etila, recuperando-se o substrato. Entdo
decidiu-se aumentar a forca da base empregando-se dessa vez o hexametildisilazida de sodio
(NaHMDS) em vez de t-BuOK.

Na nova tentativa empregaram-se 4 equivalentes de base (NaHMDS), 4 equivalentes de
acetato de etila e THF como solvente. Além disso, a reacdo foi realizada a 0 °C, por um periodo
de 1 hora, levando a formacéo do produto de condensagéo desejado 78 com 5% de rendimento.
A formacao do produto de homocondensacdo do acetato de etila também foi observada.

No espectro de RMN de 'H (Figura 21) deste composto 78 observa-se a presenca de um
sinal tripleto em 1,26 ppm, bem como um quarteto, 4,17 ppm, atribuidos aos hidrogénios do
grupo etoxila. Além de dois dupletos em 3,51 e 3,45 se ppm, atribuidos aos hidrogénios
metilénicos diastereotopicos a-dicarbonilicos (H2), devido ao acoplamento geminal entre esses

hidrogénios.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do B-cetoéster 78.

No espectro de RMN de *C (Figura 22) desse do B-cetoéster (78) podemos observar os
sinais dos quatorze carbonos magneticamente distintos, sendo trés carbonos metilénicos, como
pode ser comprovado pelo subespectro DEPT (Anexo 24). Destacando-se os sinais de carbonos

carbonilicos de éster e cetona, em 167,02 e 202,05 ppm, respectivamente.
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Figura 22. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIs) do B-cetoéster 78.

Em busca de otimizar o rendimento dessa reagdo, empregamos as mesmas proporcoes
estequiométricas, mas, dessa vez, diminuimos a temperatura do sistema, que foi mantido a —78
°C por 40 min e, posteriormente, a temperatura foi elevada a ambiente lentamente, sem remogéo
do banho (CO>/etanol). Ao término evidenciou-se a formagao do respectivo B-cetoéster (78) com
28% de rendimento.

Com o intuito de impedir ou diminuir a formagéo do produto de homocondensagéo do
acetato de etila, reduzimos a proporcdo de acetato de etila e NaHMDS, para 2 equivalentes cada
um, mas também a —78 °C por 40 min e aquecido a temperatura ambiente. Nessas condi¢des foi
possivel elevar o rendimento na formacéo do B-cetoéster (71) para 40%. Reduzindo ainda mais
0 numero de equivalentes do AcOEt e NaHMDS, ambos para 1,5 equivalentes, a mesma
temperatura obteve-se um menor rendimento (25%) para o produto de condensagdo 78.
Finalmente foi realizado um teste empregando as “melhores condi¢des” (AcOEt: 2 equiv.;
NaHMDS: 2 equiv.), que forneceram melhor rendimento, mas a -5 °C por duas horas, obtendo-
se somente 10% de rendimento do produto.

Curiosamente, o rendimento anteriormente obtido de 40% nao pode ser reproduzido, em
outras tentativas empregando-se as mesmas condigOes. Eles variaram entre 23, 30 e 34%. A
partir desses resultados desalentadores, ndo consideramos a possibilidade de empregar as

condigdes “otimizadas” com o derivado da L-fenilalanina na condensagdo de Claisen para o
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derivado da D-4-hidroxifenilglicina (74), ponderou-se que essa rota ndo seria viavel. Assim,
vislumbrou-se uma nova possibilidade para a formacdo de uma ligacdo C-C, requerida para a
construcdo do anel (-)-citoxazona, a partir de uma reacdo de adi¢do de cianeto ao aldeido 80,

derivado da D-4-hidroxifenilglicina, cuja abordagem sera apresentada a seguir.

2.2. Sintese da (-)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona a partir da D-4-hidroxi-

fenilglicina através de uma reacdo de adicédo de cianeto ao seu respectivo aminoaldeido

A nova proposta para obtencao da (-)-citoxazona a partir da D-4-hidroxi-fenilglicina é
apresentada na analise retrossintética (Esquema 15). A formacéo do anel oxazolidindnico se deu
por meio de uma reacdo de N,O-heterociclizagdo, empregando trifosgénio/NaOH, a partir do
amino&cido obtido da hidrdlise &cida do cianoidrina 79. A formacéo de 79, por sua vez, foi
possivel por meio de uma etapa de adicdo de cianeto ao aldeido 80, que pode ser obtido em duas
etapas, a partir do éster (74) derivado da D-4-hidroxifenilglicina: reducdo da funcéo éster e

oxidacdo da hidroxila do alcool resultante.

H3C0\© _-OH H3CO\©\/L

H NIIBoc

H3CO H;CO
s \Ej\)L m
(—-)-citoxazona OCHj,

NHBoc NHBoc

adi¢do estereosseletiva

J\'P
o

R
&
N

O%

adigdo estereosseletiva

H;CO OH H,CO 80 74
" ?‘55 — \©\% “
X

HN NHBoc

79b HO
(+)-5-epi-citoxazona \©\)(l
v OH

NH,

O%

D-4-hidroxifenilglicina
Esquema 15. Analise retrossintética para obtengédo da (—)-citoxazona a partir da D-4-

hidroxifenilglicina.

Nessa rota, a etapa-chave é a reacdo de adicdo estereosseletiva de cianeto, cujo produto
de adicdo Felkin-Ahn, com configuracgdo relativa anti 79a forneceu a (—)-citoxazona com 0s
estereocentros (4R,5R). Enquanto o produto de adi¢do anti-Felkin 79b levou a (+)-5-epi-

citoxazona, com os estereocentros (4R,5S).
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A partir do éster 74, preparado anteriormente, a etapa seguinte nessa rota (Esquema 16)

envolveu uma reacdo de redugdo grupo ester a alcool, empregando NaBHa na presenca de LiCl.

1) BOCzo, N32CO3

HO H;CO H.CO
\©\)OJ\ Dioxano:H,0 (2:1) ’ \©\)OJ\ NaBH, LiCl 3 \Ej\A
4,
~ “OH - ~ NOCH, ————> OH

o 2) CH;1, K,CO;5 H CH,0H :
NH, CH;OH NHBoc 029, NHBoc
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3 \©\j/OH 3 \Q\f
|
’ oN NaCN,

) : CH,Cl, H;CO
HN\\< 1) HC1 15% NHBoc CH;Oﬁ i
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H5CO O OCH,4 NaBH,, H;CO OH
m Licl m
CH,OH &
S T<O 90 % S K<O
HN 0 HN
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8
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Esquema 16. Sintese da (—)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona a partir da D-4-

hidroxifenilglicina por meio de adi¢éo de cianeto.

A formacdo do aminoalcool 81, através de uma reducdo empregando NaBH./LiCl, com
92% de rendimento, foi evidenciada atraves de analises espectroscopicas e espectrometricas, que
foram concordantes com as descritas por Kumar e colaboradores,® como por exemplo no

espectro no infravermelho (Figura 23), a banda em 3373 cm™, caracteristica de estiramento de
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ligacdo O-H, além da auséncia de uma banda em 1743 cm, caracteristica de estiramento de

ligagdo C=0 de éster, foram as primeiras evidéncias da ocorréncia da reacdo de reducao.
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Figura 23. Espectro no infravermelho do alcool 81.

Para a realizacdo da reacdo de oxidacdo do alcool 81 ao aldeido 80 foram testadas trés
metodologias: oxidacdo de Swern, oxidacdo empregando a periodinana de Dess-Martin e 0 acido
2-iodoxibenzéico (IBX).

A reacdo de oxidacdo de Swern emprega condicdes reacionais brandas e compativeis
com a maioria dos grupos funcionais. A reacgdo inicia-se pela formacdo in situ da espécie
dimetilclorossulfénio a partir do DMSO e do cloreto de oxalila. A reacdo dessa espécie altamente
eletrofilica com o alcool leva ao ion alcdxissulfonico, cuja desprotonacéo, realizada por uma
base adicionada na sequéncia, fornece o respectivo ilideo de enxofre. A seguir, uma
desprotonacao intramolecular e o colapso imediato fornece o aldeido de interesse, além do
dimetilsulfeto (Esquema 17). No presente trabalho empregou-se di-isopropiletilamina (DIPEA),
uma base volumosa, para evitar a remog¢ao do proton a-carbonilico do aldeido formado,

minimizando a racemizagao deste estereocentro.
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Esquema 17. Mecanismo da reacdo de oxidacdo de Swern.

Sabendo-se que aldeidos contendo grupos retiradores de elétrons a-carbonilicos sdo mais
susceptiveis a racemizacdo, a purificacdo do residuo bruto foi feita rapidamente, através de uma
coluna cromatografica filtrante empregando silica gel, permitindo que o aldeido fosse
empregado imediatamente na etapa seguinte, buscando evitar ou minimizar a sua racemizacao.

A formacéo do aldeido de interesse (80) foi evidenciada, através da andlise do espectro
de RMN de *H (Figura 24) em que se observa um sinal simpleto integrando para um hidrogénio
em 9,43 ppm, caracteristico de hidrogénio de aldeido. Além da auséncia dos sinais atribuidos
aos hidrogénios etoxilicos, bem como a auséncia do sinal correspondente ao hidrogénio
hidroxilico do alcool de partida. Adicionalmente, o sinal caracteristico de carbono de carbonila
de aldeido observado em 195,28 ppm no espectro de RMN de *C (Figura 25), o que foi

corroborado pelo subespectro DEPT, atestam a formacdo do respectivo aldeido.
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Figura 25. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDClI3) do aldeido 80.

Objetivando comparar os rendimentos, o aldeido 80 também foi preparado por meio de

reacOes de oxidacdo empregando a periodinana de Dess-Martin e IBX.
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A periodinana de Dess-Martin, um composto hipervalente de iodo, é comumente
empregada para oxidagdo de &lcoois primarios e secundarios a aldeidos e cetonas,
respectivamente, em condigOes suaves, sem requerimento de excesso do oxidante, que pode ser
preparado facilmente, além de serem reacdes mais rapidas.*®

O mecanismo da reacao se inicia pelo ataque do par de elétrons do oxigénio do alcool ao
iodo da periodinana, com a eliminagdo simultdnea de um &nion acetato, posteriormente a
remocdo de um préton ligado ao carbono alcoxilico, fornece o aldeido de interesse, como

mostrado no esquema 18.

OAc
0 TN
AcO_ }c’* Ao OAcH ) AcO, (OAC OAc 0

/OA /

I\O ¢ . . I/O+ (”//R . l\ JL
ACOH _AcOH o * H R

0 0

Esquema 18. Mecanismo de oxidacédo de alcoois empregando periodinana de Dess-
Martin.

Também empregou-se o0 agente oxidante IBX, precursor do reagente de Dess-Martin,
visto que ha relatos na literatura de que esse oxidante pode fornecer rendimentos iguais ou
superiores aos obtidos empregando-se a periodinada de Dess-Martin ou a oxidacdo de
Swern.49'5°'51

Os rendimentos obtidos empregando a oxidacdo de Swern, periodinana de Dess-Martin
e IBX foram de 63, 71, 68%, respectivamente. Além dos rendimentos, considerando-se a maior
facilidade e praticidade de preparacdo do IBX, em relacdo a periodinana, e as condicdes
reacionais mais trabalhosas exigidas pela oxidacdo de Swern (destilacdo da base, SOCI; e
secagem do CH2Cl, e DMSO), concluimos que, nesse caso, o IBX tornou-se a melhor

alternativa.

4 DESS, D.B.; MARTIN, J.C. A useful 12-1-5- triacetoxyperiodinane (the Dess-Martin Periodinane) for selective
oxidation of primary or secondary alcohols and a variety of related 12-1-5 species.Am. Chem. Soc., 113, 7277-
7287, 1991.

4 REDDY, C.R.; DILIPKUMAR, U.; MALLESH, K_; et al. Total synthesis of (+)-cladospolide D. Tetrahedron:
Asymmetry, 27, 222-225, 2016.

S0 BARTLLETT, S.L.; BEAUNDRY, C.M. High-yielding oxidation of B-hydroxyketones to B-diketones using o-
iodoxybenzoic acid. J. Org. Chem., 76, 9852-9855, 2011.

5L FRIGERIO, M.; SANTAGOSTINO, M. A mild oxidizing reagente for alcohols and 1,2-diols: o-iodoxybenzoic
acid (IBX) in DMSO. Tetrahedron Lett., 35, 8019-8022, 1994.
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A sintese da cianoidrinas 79a e 79b a partir do aldeido 80 foi realizada em condigdes
cidas, com a geracdo, in situ, de acido cianidrico, com adi¢cdo de acido acético na solugédo
metandlica de NaCN, que foi posteriormente adicionada a solucdo do aldeido 80 em CH,Cl,.>?

A reacdo de adicdo nucleofilica do cianeto a carbonila de um aldeido é facilitada em meio
acido, isso porque ocorre a protonacao o oxigénio carbonilico, formando-se um ion carboxonio,
favorecendo a formacdo da cianoidrina. Ou seja, em meio &cido a obten¢édo da cianoidrina ocorre
por uma razao termodinamica, jd que nessas condi¢Ges o produto de adigdo encontra-se em
equilibrio com HCN e o respectivo aldeido, enquanto, comparativamente, em condicdes basicas,
0 equilibrio é estabelecido entre a cianoidrina e NaCN mais o aldeido. Como o primeiro
equilibrio possui menor constante de equilibrio, a formacdo da cianoidrina é favorecida em
condigdes acidas, suprimindo o deslocamento do equilibrio no sentido inverso, de formac&o de
HCN e aldeido.®

A racionalizacdo da estereoguimica da cianoidrina formada majoritariamente pode ser
feita empregando o modelo de Felkin-Anh, que é sustentado tanto por célculos tedricos quanto
por inimeros resultados experimentais. Esse modelo leva em consideragdo a inducédo assimétrica
na adicdo de um nucleéfilo a um composto carbonilico que contenha um centro quiral o a
carbonila.>*

Geralmente, a formacao do produto principal € resultado do ataque nucleofilico orientado
anti ao grupo estericamente dominante, que em nosso caso entende-se ser o grupo (NHBoc),
através de uma trajetéria de Burgi-Dunitz, que minimize as intera¢fes nao ligantes com os
substituintes adjacentes a carbonila no estado de transicdo, ou seja, 0 ataque se da,
preferencialmente, na trajetoria de menor repulsdo estérica, nesse caso proxima ao H. E esse
ataque nucleofilico é o que ocorre preferencialmente, mesmo que o respectivo conférmero (B,
Figura 26) seja 0 minoritario na mistura reacional. 1sso esta de acordo com o principio de Curtin-
Hammett, que afirma que sdo as energias relativas dos estados de transi¢cdo que direcionam a
seletividade de uma reagéo e néo as energias das conformagdes dos materiais de partida.>®

Dessa forma, as estereoquimicas dos produtos 79a e 79b de adi¢éo de cianeto ao aldeido,
em meio acido, podem ser racionalizadas de acordo com o modelo de Felkin-Anh apresentado
na Figura 26. Nessa, observa-se um provavel equilibrio existente entre os conférmeros A,

contendo uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, levando a um conférmero ciclico de 5-

52 FASSLER, A.; BOLD, G.; STEINER, H. A concise synthesis of aza dipeptide isosteres. Tetrahedron Lett., 39,
4925-4928, 1998.

%8 BRUCKNER, R. Organic Mechanisms: Reactions, stereochemistry and Synthesis. Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, 2010, 855p.

% MENGEL, A.; REISER, O. Around and beyond the Cram’s rule. Chem. Rev., 99, 1191-1224, 1999.

55 CLAYDEN, J.; Greeves, N.; Warren, S., Organic Chemistry. 2 ed.; USA, 2012.
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membros e B, que n&o apresenta esta interacdo®®. Assim, espera-se que empregando-se um grupo
N-protetor volumoso (Boc), a formagéo da ligagdo de hidrogénio seja dificultada, favorecendo
o conférmero B, que fornecera o produto Felkin-Ahn, 1,2-anti, como o intermediario chave para

a sintese da (-)-citoxazona.

H
+4 “NHBoc Ar on
Ar ~ NHBoc
H;CO - ..
a0, oy iON ¢NHH
A B
H,CO HO NHBoc Ar OH
mH Ar CN 0 OH
AN NC NHBoc — \©\/‘\
NHBoc H H  H T CN
NHBoc
1,2-syn (79b) 1,2-anti (79a)
anti-Felkin-Ahn Felkin-Ahn

Figura 26. Modelo Felkin-Ahn para a reacdo de adi¢do de cianeto a carbonila.

A formacdo das cianoidrinas, 1,2-anti (79a) e 1,2-syn (79b), com 89% de rendimento,
foi evidenciada pelo espectro de RMN de *H da mistura (Figura 27). Como os diastereoisdmeros
ndo puderam ser separados por cromatografia em coluna, apds varias tentativas, a
estereosseletividade da reacdo ndo pode ser determinada inicialmente. Entretanto, cabe destacar
nesse espectro a auséncia do sinal de hidrogénio de aldeido, bem como a presenca de dois sinais
simpletos alargados em 4,59 e 4,73 ppm, atribuidos aos hidrogénios hidroxilicos.
Adicionalmente, os sinais em 5,39 e 5,74 ppm, atribuidos aos sinais de NH, cujas integrais com
proporgdo de 1,84:1,0, sugerem o favorecimento na formagdo de um dos isdmeros em relagao

ao outro.

% DIAS, L.C.; GIACOMINI, R.; MEIRA, P.R.R,; et al. High 1,4-syn-induction in the addition of chiral
allyltrichlorostannanes to chiral aldehydes. Arkivoc, x, 240-, 2003.
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Figura 27. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da cianoidrina em mistura 1,2-anti
(79a) e 1,2-syn (79b).

Enquanto no espectro de RMN de *3C (Figura 28) dessa mistura, chama-se a atengdo para

0s sinais em 117,93 e 118,33 ppm, atribuidos aos carbonos nitrilicos, além de estar ausente o

sinal atribuido a carbonila de aldeido, que aparecia em 195,28 ppm no material de partida.
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Figura 28. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) da cianoidrina em mistura 1,2-anti
(79a) e 1,2-syn (79b).

A etapa seguinte consistiu em hidrdlise do grupo nitrila (79a e 79b), a &cido carboxilico
na presenca de HCI 15%, condi¢do que também proporcionou a remogao do grupo protetor Boc,
levando ao intermediario muito polar contendo grupos amino, hidroxilico e carboxilico, que foi
submetido a proxima etapa, sem prévia purificacdo.

Portanto, o intermedidrio aminoidréxiacido foi submetido a uma reacdo de N,O-
ciclizacdo ao ser tratado com NaOH e trifosgénio, um reagente que embora de alta toxicidade
proporciona vantagens como uma reacdo rapida e cujos subprodutos (fosgénio e HCI) sdo
eliminados facilmente por evaporagdo, mantendo-se o sistema aberto em capela de exausto.>’
Essa transformacéo forneceu os respectivos derivados oxazolidindnicos 82a e 82b.

Contudo, as tentativas de purificagdo das respectivas oxazolidinonas (82a e 82b), que
apresentaram fatores de retencdo iguais, se mostraram infrutiferas. Ao se empregar
cromatografia em coluna (silica gel), notava-se que nenhumas das fracGes coletadas

correspondia ao produto de interesse, segundo analise dos espectros de RMN.

5" OROSKO, E.V.M. Sintese e relacdes estrutura-atividade de dipeptidil-nitrilas inibidoras da Cruzaina, 2014,
150p., Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias, Instituto de Quimica de Séo Carlos, Universidade de Séo Paulo, Sao
Carlos, SP.2014.

47



Ao se repetir a reacdo, tentou-se realizar uma recristalizacdo, para a purificacdo da
mistura de oxazolidinonas, notando-se que tanto o sélido cristalizado, quanto a “agua mae” nao
continham o produto de interesse.

Para verificar a formacdo dos produtos de interesse, foi realizado um experimento de
RMN, empregando o produto bruto. No espectro de RMN de *H (Figura 29) de 82a e 82b, nota-
se a auséncia do sinal dos hidrogénios do grupo Boc, bem como a presenca de sinais dupletos
em 5,22 e 5,86 ppm, com 3] = 10,4 Hz, caracteristicos dos hidrogénios 4 e 5, de anel
oxazolidinona com configuracdo relativa cis, assim como outros dois dupletos em 5,96 e 6,08
ppm, com 3J = 3,4 Hz, caracteristicos dos hidrogénios 4 e 5 em com configurac&o relativa trans.
O espectro de RMN de 3C dessa amostra (Figura 30), apresentou sinais condizentes com o0s
esperados para a mistura desses compostos, cabendo destacar a presenca dos sinais de carbonos
carbonilicos caracteristicos de grupos carbamato e acido carboxilico em 169 e 180 ppm,

respectivamente. A andlise desses espectros confirmam a formacdo do mistura das

oxazolidinonas derivadas 82a e 82b, precursores da 5-epi-citoxaozona e da (—)-citoxazona.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) da mistura das oxazolidinonas
derivadas 82a e 82b
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Figura 30. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) da mistura das oxazolidinonas
derivadas 82a e 82b.

A partir da constatacdo da ocorréncia da reacao, a mistura das oxazolidinonas 82a e 82b
foi submetida a uma tentativa de recristalizacdo em éter etilico aquecido a 35 °C. Apos 0
processo, tanto o precipitado formado, quanto a “4gua mae”, cujo solvente foi removido, foram
submetidos aos experimentos de RMN, notando-se que nenhuma das amostras continha o
produto de interesse, 0 que sugere a formacdo de subprodutos de dificil identificacéo.

A seguir, o produto bruto 82a e 82b foi submetido a proxima etapa. A reacdo de
esterificacdo da funcéo carboxila foi feita utilizando SOCIl,/MeOH, para produzir a mistura dos
respectivos ésteres 83 e 84, cuja purificacdo por cromatografia em coluna, permitiu a separacao
desses diastereoisébmeros, obtidos com 12 e 27% de rendimento (trés etapas), respectivamente,
a partir da mistura das cianoidrinas 79a e 79b.

Além disso, a separacdo desses isdmeros oxazolidinénicos sugeriu que a etapa anterior
de adicdo de cianeto a carbonila do aldeido 80 levou as respectivas cianoidrinas 1,2-anti 79a e
1,2-syn 79b na proporcdo 1,0:1,84. Portanto, durante a reacdo de adigé@o de cianeto ao aldeido
80, houve favorecimento do conformero A (Figura 27) e, consequentemente, da formacéo do
produto anti-Felkin, a cianoidrina 1,2-syn que leva a (+)-5-epi-citoxazona. Enquanto o produto

de adicéo Felkin (1,2-anti) leva a (-)-citoxazona.
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No espectro de RMN de *H do diastereoisdmero 83 (Figura 31), verificou-se a presenca
dos sinais simpletos em 3,33 e 3,80 ppm, atribuidos aos hidrogénios metoxilicos, confirmando
a formac&o do respectivo éster metilico. Além dos sinais dupletos em 5,17 e 5,26 ppm, atribuidos
aos hidrogénios 5 e 4, respectivamente, cujas constantes de acoplamento 3J = 9,16 Hz, sdo
caracteristicas de hidrogénios adjacentes em anéis oxazolidindnicos de configuracao relativa
Cis.%8596061 Essa informagdo nos permite concluir que esse diastereoisdmero corresponde ao

precursor da (—)-citoxazona e foi obtido a partir da cianoidrina minoritéaria 1,2-anti 79a.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do éster 83, precursor da (-)-
citoxazona.

Enquanto o espectro de RMN de H do diastereoisdmero oxazolidindnico (84), precursor
da 5-epi-citoxazona (Figura 32), permite inferir a configuracdo relativa trans dos hidrogénios 4
e 5 pela constante de acoplamento 3J = 5,2 Hz, caracteristica para esse tipo de hidrogénios com

essa estereoquimica em anéis oxazolidinona.

% HOFFMAN, R. V.; MASLOUH, N.; CERVANTES-LEE, F.; High stereoselective synthesis of syn- and anti-1,2-
amino alcohols. J. Org. Chem., 67, 1045-1056, 2002.
S CIAPETTI, P.; TADDEI, M.; ULIVI, P.; CrCl, mediated allylation of N-protected a-amino aldehydes. A versatile
synthesis of polypeptides containing an hydroxyethylene isostere. Tetrahedron Lett., 35, 3183-3186, 1994.
0 DIAZ, G.; FREITAS, M. A. A,; RICCI-SILVA, M. E,; et al. Easy acess to Evans’Oxazolidinones. Stereoselective
synthesis and antibacterial activity of a new 2-oxazolidinone derivative. Molecules, 19, 7429-7439, 2014,.
61 KEMPF, D. J. Dipeptide analogs. Versatile synthesis of the hydroxyethylene isostere. J. Org. Chem., 51, 3921-
3926, 1986.
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Figura 32. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClIs) do éster 84, precursor da 5-epi-
citoxazona.

Finalmente, os intermediarios 83 e 84 foram individualmente submetidos a reacfes de
reducdo do grupo éster, empregando NaBH4/LiCl, produzindo os isdmeros (-)-citoxazona e (+)-
5-epi-citoxazona, com 90% e 92% de rendimento, respectivamente.

No espectro de RMN de *H dos compostos finais (Figuras 33 e 34), comprova-se a
ocorréncia da reacdo de reducdo pela auséncia dos sinais simpletos em 3,33 ppm, atribuido aos
hidrogénios metoxilicos do grupo éster presente no material de partida. Assim como o
aparecimento de sinais dupleto e duplo dupleto em 4,78 e 4,25 ppm, com 3J = 5,6 Hz, no espectro
de RMN de 'H da 5-epi-citoxazona (Figura 33), atribuidos aos hidrogénios 4 e 5. No espectro
de de RMN de H da (-)-citoxazona (Figura 34), notamos a presenca de sinais em 5,01 e 4,90
ppm, como o0 mesmo padrdo de desdobramento, mas com 3J = 8,44 Hz. Essas constantes de
acoplamento foram consistentes com as caracteristicas de estereoquimicas trans e cis de anéis
de oxazolidinonas descritas na literatura. Adicionalmente, apenas o mapa de contornos NOESY
(Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) da (-)-citoxazona (Figura 35) apresentou sinal de
correlagdo entre os hidrogénios 4 e 5, corroborando a configuracdo cis de seu anel
oxazolindinico. Além disso, cabe destacar a presenca dos sinais multipletos em 3,70 e 3,81 ppm
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(Figura 33) e em 3,44 e 3,26 ppm (Figura 34), atribuidos aos hidrogénios diastereotopicos 6 da

5-epi-citoxazona e da (—)-citoxazona, respectivamente.
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Figura 35. Mapa de contornos NOESY (400 MHz, CDCIs) da (—)-citoxazona.

Os dados espectroscéopicos desses compostos se mostraram concordantes com aqueles
relatados na literatura®®334 evidenciando a configuracio relativa dessas oxazolidinonas, que
haviam sido sugeridas pela andlise das constantes de acoplamento dos hidrogénios 4 e 5 no
espectro de RMN de 1H 58:61.62.63 ¢ dos mapas de contornos NOESY.

Além disso, os valores de rotacdo especifica apresentados pela (—)-citoxazona e pela (+)-
5-epi-citoxazona, [a]p?® —63,16° (¢ 0,1, MeOH) e [o]o® +21,3 (¢ 0,15, MeOH) se foram

proximos daqueles descritos na literatura, 3+ 6263 64

62 PARASKAR, A. S.; SUDALAI, A. Enatioselective synthesis of (—)-cytoxazone and (+)-epi-cytoxazone, novel
cytokine modulators via Sharpless asymmetric epoxidation and L-proline catalyzed Mannich reaction.
Tetrahedron, 62, 5756-5762, 2006.

8 TOKIC-VUJOSEVIC, Z.; PETROVIC, G.; RAKIC, B.; et al. Synthesis of (-)-cytoxazone and (+)-epi-
cytoxazone: the chiral pool Approach. Synth. Commun., 35, 435-447, 2005.

8 KIM, 1.S.; RYU, C.B.; ZEE, O.P.; et al.A concise synthesis of (-)-cytoxazone and (+)-epi-cytoxazone using
chlorosulfonyl isocyanate. Tetrahedron, 62, 9349-58, 2006.
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2.3. Conclusoes

A sintese da (—)-citoxazona e da (+)-5-epi-citoxazona foi satisfatoriamente realizada em
9 etapas, com 6 e 14% de rendimento global, respectivamente, por meio de uma rota
estereosseletiva a partir da D-4-hidroxifenilglicina como o material de partida.

O aldeido 73, foi obtido por meio de trés metodologias diferentes: oxidagdo de Swern,
oxidagdo com a periodinana de Dess-Martin e IBX, que proporcionaram o produto desejado com
63, 71 e 68% de rendimento, respectivamente.

A estereosseletividade da etapa de adicdo de cianeto ao aldeido 80, para a obtencao das
cianoalcoois 79a e 79b foi determinada em etapas posteriores a partir da separacdo da mistura
dos derivados oxazonolidindnicos 83 e 84, que indicou a formacéo preferencial do intermediario
cianoidrina 79b, produto de adi¢édo anti-Felkin (1,2-syn), em uma propor¢édo 1,84:1,0, que levou
a (+)-5-epi-citoxazona.

As condicdes reacionais empregadas, bem como a utilizacdo do aldeido 80
imediatamente na etapa de adi¢do de cianeto, se mostraram eficientes para evitar ou minimizar

a racemizacao do aldeido.
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CAPITULO 1
PARTE II

Sintese total estereosseletiva da (+)-5-epi-citoxazona a partir do D-manitol
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Paralelamente a primeira abordagem descrita acima, outra rota para obtencdo dos
isdmeros (—)-citoxazona e (+)-5-epi-citoxazona foi desenvolvida, partindo-se do D-manitol,
outro substrato quiral, comercialmente disponivel e de baixo custo. Essa abordagem sera

apresentada a seqguir.

3.1. Resultados e discussao

A andlise retrossintética apresentada no Esquema 19 mostra que a (+)-5-epi-citoxazona
poderia ser obtida por meio de uma reacéo de N,O-heterociclizagdo do aminoalcool 85 na tltima
etapa da sintese. O intermediario chave 85 poderia ser obtido por meio da abertura regiosseletiva
no carbono benzilico do sulfito ciclico 86 empregando azida de sodio, fornecendo o respectivo
azidoalcool, com inversdo do estereocentro e que apds reducdo do grupo azida fornecer o
aminoalcool respectivo 85. Por sua vez, o sulfito 86 poderia ser preparado através de uma reacdo
de sulfociclizacdo do diol 87a, o qual seria obtido a partir da olefina Z 88a, através de uma di-
hidroxilacdo estereosseletiva induzida pelo grupo pentilidenocetal volumoso. Por outro lado, o
alceno Z 88a, poderia ser obtido por meio de uma reacdo de olefinacdo de Wittig entre o (R)-
gliceraldeido cetal 90, derivado do D-manitol e o correspondente ilideo gerado in situ a partir do
sal de Wittig 89.
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)k N, O-heterociclizacdo aminacao
O NH regiosseletiva
\)M/ | e—
HO “ —

‘OCH, OCH;

S-epi-citoxazona 86

ﬂ sulfociclizacdo

+
di-hidroxilagdo

o PPh3Cl olefinagdo de .
/\)J\ e estereosseletiva
Wittig
H /
+

O N L ——] e —

~
OCH; OCH,
920 89
OH OH c
‘. _OH
HO/\i/'Y\/
OH OH

D-manitol OCH;

cloreto de 4-metoxibenzila

Esquema 19. Andlise retrossintética da (+)-5-epi-citoxazona a partir do D-manitol.
A sintese da (+)-5-epi-citoxazona iniciou-se pela obtencdo do dicetal 91 a partir do D-

manitol, empregando 3,3-dimetoxipentano, previamente obtido através do tratamento da pentan-

3-ona com trimetoximetano e acido p-toluenossulfénico, com 92% de rendimento (Esquema 20).
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Esquema 20. Rota sintética para a obtencdo da (+)-5-epi-citoxazona a partir do D-manitol.

A escolha da preparagdo do cetal 91 contendo grupos etila foi feita levando-se em
consideracao trabalhos previamente publicados, os quais indicam que os adutos de Wittig quirais
com esses grupos podem ser empregados em sintese assimétrica como auto-indutores de
quiralidade intramoleculares em reacGes de di-hidroxilacdo estereosseletiva das duplas
olefinicas vizinhas a este grupo.%® Ou seja, quando esses grupos volumosos se encontram

préximos de um centro proquiral podem influenciar sua reatividade e estereosseletividade.55

8 MULZER, J.; LANGER, O.; HIERSEMANN, M. et al. Chiral acetals as stereoinductors: Diastereoface selective
alkylation of dihydrobenzoxazine-derived amides enolates. J. Org.Chem., 65, 6540-6546, 2000.

86 ALEXAKIS, A.; MANGENEY, P. Chiral acetals in asymmetric synthesis. Tetrahedron Asymmetry, 1, 477-
511, 1990.
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Dessa maneira, 0 emprego desses cetais representa uma metodologia muito atrativa visto
que a maioria deles podem ser obtidos de materiais de partida de baixo custo e disponibilizados
comercialmente, como o D-manitol.®®

Os dados espectroscopicos obtidos para o intermediario 91 foram consistentes com 0s
dados descritos na literatura.®’

A etapa seguinte consistiu na preparacdo do (R)-gliceraldeido cetal (90), a partir de
reacdo de clivagem oxidativa do diol 91 empregando NalOs, uma mistura éter etilico/dgua como
solvente e BusNF como o catalisador de transferéncia de fase.

Buscando-se evitar ou minimizar a sua racemizacdo, o (R)-gliceraldeido cetal foi
imediatamente submetido a etapa de olefinacdo de Wittig, pelo tratamento com o respectivo
ilideo formado na reacdo do (4-metoxibenzil)-trifenilfosfonio (89) com t-BuOK empregando
como solventes a mistura CHCl/t-BuOH (1:1).%8

Para isso, o sal de Wittig 89 foi preparado empregando-se trifenilfosfina e cloreto de 4-
metoxibenzila. Sua formagdo pode ser evidenciada pela anélise do espectro de RMN de H
(Figura 36), no qual destaca-se o simpleto em 3,71 ppm atribuido aos hidrogénios metoxilicos.
O dupleto em 5,23 ppm, com constante de acoplamento igual a 13,7 Hz, caracteristica de

acoplamento geminal entre hidrogénio e fosforo, foi atribuido aos hidrogénios benzilicos.

67 SCHMID, C. R.; BRADLEY, J. D. 2,3-O-(3-pentilidene)-D-glyceraldehyde and 2,3-O-(3-pentilidene)-L-
glyceraldehyde: convenient glyceraldehyde surrogates obtained via a novel periodate-based oxidation system.
Synthesis, 1992, 587-592schi, 1992.

8 DIAZ-MUNOZ, G.; ISIDORIO, R. G.; MIRANDA, I. L.; et al. A concise and eficiente synthesis of
tetrahydroquinoline alkaloids using the phase transfer mediated Wittig olefination reaction. Tetrahedron Lett., 58,
3311-3315, 2017.
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Figura 36. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) do cloreto de (4- metoxi-benzil)-
trifenil-fosfonio (89).
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A reacdo de olefinagdo de Wittig produziu a mistura das olefinas 88a e 88b, Z/E (4:1),
com rendimento de 85%, nas trés etapas a partir do D-manitol. A separacdo da mistura por
cromatografia em coluna, que forneceu os isbmeros com rendimentos individuais de 68 e 17%,
respectivamente, confirmou a formacéo preferencial da olefina Z (88a).

Vedejs e Snobe® propuseram que o mecanismo envolvido nessa reagdo apresenta uma
etapa de cicloadicdo [2+2] irreversivel entre o ilideo e o aldeido, fornecendo a oxafosfetana, cujo
colapso leva a formacdo de produtos de alta estabilidade, a olefina e o 6xido de fosfina (Esquema
21). Sendo a etapa de decomposicao da oxafosfetana um processo estereoespecifico, ou seja,
oxafosfetana trans fornece olefina E e oxafosfetana cis leva a olefina Z.

(@]
R; R Il
ll)/\ 3 R R /P\
Ry 7 2 Ry /3 R, R; f|{3 R,
—_— R3/ | & —_—
0 o +
R R
Rl H 1 Rl/\\r 2
oxafosfetana

Esquema 21. Cicloadicédo [2+2] irreversivel de Vedejs (1973).

8 VEDEJS, E.; SNOBLE, K. A. J. Direct observation of oxaphosphetanes from typical Wittig ractions. J. Am.
Chem. Soc., 95, 5778-5780, 1973.
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A diastereosseletividade da olefinacdo de Wittig pode ser prevista de acordo com o ilideo
empregado, cuja classificacdo € feita de acordo com a natureza de seus substituintes, como é

mostrado na Figura 37.7

- VAN
R, = alquil — ilideo niio estabilizado z
R, 2
]|) _Rs R, < R, =aril ou alquenil == ilideo semi estabilizado i
Ry N 2
R, = carbonil ——> ilideo estabilizado ®
(éster), sulfona

~

Figura 37. Classificacdo da estabilidade e reatividade dos ilideos.

Geralmente, na auséncia de sais de Li, nota-se uma maior seletividade para a formacéo
do produto Z em relacdo ao produto E para ilideos ndo estabilizados, da mesma forma, ilideos
estabilizados proporcionam maior diastereosseletividade E.”

Entretanto, ilideos semi-estabilizados, como o empregado nesse trabalho, apresentam
menor seletividade, cuja previsio ndo é tdo simples.”® Apesar disso, a separacdo dos isémeros
obtidos por cromatografia em coluna, permitiu confirmar a formacdo preferencial do
diastereoisdmero Z em relagdo ao E, na proporcéo de 4:1.

A estereoquimica da olefina majoritaria Z 88a foi confirmada pela analise de seu espectro
de RMN de 'H (Figura 38), cuja constante 3Jus.+s = 11 Hz, relativa ao acoplamento dos
hidrogénios olefinicos Hs e Hs (numeragéo realizada fazendo analogia ao anel oxazolidin-2-ona
da 5-epi-citoxazona), sugerindo que esses hidrogénios se encontram do mesmo lado da dupla
ligacdo, o que foi corroborado pelo mapa de contornos NOESY (Figura 39), onde observa-se a

correlacdo entre estes hidrogénios olefinicos, confirmando a geometria Z da dupla ligacao.

" BYRNE, P.A.; GILHEANY, D.G. The modern interpretation of the Wittig reaction mechanism. Chem. Soc.
Rev., 42, 6670-6696, 2013.
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Os sinais observados no espectro de RMN de *C (Figura 40) da olefina Z (88a), se

mostraram consistentes com o esperado para essa molécula, cabendo ressaltar a presenca de

sinais de carbonos olefinicos em 127,53 e 133,96 ppm.
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Figura 40. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) da olefina 88a.

A andlise similar & anterior, dessa vez do espectro de RMN de *H do alceno minoritario
E (88b) (Figura 41), mostrou que os sinais atribuidos aos hidrogénios olefinicos apresentaram
3uans = 15,8 Hz, caracteristico de acoplamento entre hidrogénios olefinicos com

estereoquimica E.
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Na etapa posterior, a olefina majoritéaria (Z) (88a) foi submetida a uma reacdo de di-

hidroxilagdo estereosseletiva empregando OsOs e N-6xido de 4-metilmorfolina (NMO) para

obtencdo dos diois 87a e 87b, adotando-se a denominacdo de diol anti para o produto majoritario

87a.

A metodologia desenvolvida por VanRheenen et al., conhecida como di-hidroxilagéo de

Upjohn, fornece elevados rendimentos empregando quantidades cataliticas de OsO4 na presenca

de porcdes estequiométricas de um co-oxidante, um N-6xido de uma amina terciaria, como

NMO, que é responsavel por regenerar OsO4, que retoma o ciclo apresentado no esquema 22."

L VanRheenen, V.; Kelly, R.C.; Cha, D.Y. An improved catalytic OsO, oxidation of olefins to cis-1,2-glycols
using tertiary amine oxides as the oxidant. Tetrahedron Lett., 23, 1973-1976, 1976.
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Esquema 22. Ciclo catalitico da reacdo de di-hidroxilagdo empregando OsO4/NMO.

Cha e colaboradores (1983)7?, relataram a obtecdo de elevada estereosseletividade anti
empregando-se OsO4 e NMO, como co-oxidante, em reac¢Ges de di-hidroxilacdo de olefinas
contendo um grupo cetal quiral adjacente. As observacfes experimentais publicadas por esse
grupo apontaram que o diol formado preferencialmente, nessas reacfes, é aquele obtido da
aproximacéo do OsO4 pela face oposta ao grupo cetal volumoso, como ilustrado no Esquema 22.

Alguns desses dados interessantes publicados por Cha et al.” s&o mostrados na Tabela
1, demonstrando que a estereosseletividade anti (isto €, aproximacdo do OsO4 ocorre anti ao
grupo cetal) em reacGes de di-hidroxilacao de olefinas contendo um grupo cetal vizinho a dupla
ligacdo, empregando tetrdxido de ésmio.

2 CHA, J.K.; CHRIST, W.J.; KISHI, Y. On stereochemistry of osmium tetroxide oxidation of allylic alcohol
systems: empirical rule. Tetrahedron Lett., 24, 3943-3946, 1983.
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Tabela 1. Estereosseletividade em reacdes de di-hidroxilagdo empregrando OsOs realizadas por

OR OR y\ OR
0 0 0
o] 0 + 0
Z o OH
OH

Cha e colaboradores.’?

OH
R=H estequiométrica 6,3 : 1,0
catalitica 6,0 : 1,0
R = COC(Me)s estequiométrica 6,3 : 1,0
catalitica 6,1 : 1,0
R = Si(Ph)a(t-Bu) estequiométrica 8,0 : 1,0
catalitica 7,2 : 1,0

Baseando-nos nesses resultados obtidos por esses autores, decidimos preparar 0 (R)-
gliceraldeido cetal 90 aumentando o volume desse grupo, trocando-se 0s substituintes metila por
etila, objetivando avaliar um possivel aumento da diastereosseletividade na etapa de di-
hidroxilacdo em favor do diol anti 87a.

Apesar de termos empregado um substrato com grupo cetal contendo substituinte alquila
mais volumoso em relagdo ao empregado por descritos por Cha et al.”?, os resultados obtidos
foram similares aos desse grupo, o diol anti formou-se majoritariamente, na proporcao de 6:1
em relacdo ao diol syn, o que pode ser verificado ap0s a separacdo desses compostos, atraveés de
cromatografia em coluna.

A separacgdo desses isdmeros demandou muito esfor¢o. Apds otimizacdo do sistema de
eluicdo (hexano:acetato de etila 75:25) para cromatografia em coluna e recolhendo-se fragdes
com cerca de 1 mL cada (para cerca de 500 mg de produto), foi possivel obter fracbes puras de
cada isémero e as fragbes contendo mistura foram ressubmetidas a novas purificacdes. Esse
processo permitiu a separagdo completa dos estereoisdmeros e possibilitou confirmar a formagéo
dos didis anti e syn na proporcao 6:1 com rendimentos de 72 e 12%, respectivamente.

A confirmacdo da formacdo dos diol majoritario 87a iniciou-se pela analise do seu
espectro no 1V (Figura 42), onde se observa uma banda larga de estiramento de ligagdo O-H em
3440 cm™,
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Figura 42. Espectro no infravermelho do diol 87a.

No espectro de RMN de *H (Figura 43) do diol 87a destacam-se, um sinal dupleto em
2,22 ppm e um simpleto em 3,21 ppm, atribuidos aos hidrogénios hidroxilicos, o que foi
confirmado através do espectro de RMN de H (Figura 44) realizado ap6s adicdo de gotas de
D>0 a amostra. Além disso, nota-se a auséncia de sinais olefinicos do alceno de partida em 5,59

e 6.65 ppm, respectivamente.
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A sequir, o diol anti 87a foi tratado com cloreto de tionila e trietilamina fornecendo o
respectivo sulfito ciclico 86, com 79% de rendimento.

Sulfitos ciclicos sdo synthons quirais eletrofilicos muito versateis, que representam
ferramentas poderosas para o controle de estereosseletividade de diois quirais adjacentes e
podendo ser considerados sinteticamente equivalentes ou superiores aos epoxidos, frente a varios
nucleofilos.” ™

No espectro no IV desse composto 86 (Figura 45), chama a atencéo a auséncia de bandas
caracteristicas de estiramento O-H, bem como a presenca de uma banda intensa em 1217 cm™,
atribuida a estiramento de liga¢do do grupo S=0O, além da banda atraibuida a estiramento de

ligacdo S-O em 683 cm™.
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Figura 45. Espectro no Infravermelho do sulfito 86.

Além disso, o espectro de RMN de *H do sulfito 86 (Figura 46), mostra sinais duplicados
devido a formacdo de uma mistura de diastereoisbmeros provenientes do centro estereogénico
no atomo de enxofre. Entretanto, a mistura ndo traz consequéncias negativas para o proposito da

sintese, pois na etapa seguinte, a mistura desaparecera com a abertura do mesmo.

3 MEGIA-FERNANDEZ, A.; MORALES-SANFRUTOS, J.; HERNANDEZ-MATEO, F.; et al. Synthetic
applications of cyclic sulfites, sulfates and sulfamidates in carbohydrate chemistry. Curr. Org. Chem., 14, 401-

432, 2010.
" GARCIA-GRANADOS, A.; LOPEZ, P.E.; MELGUIZO, E; et al. Epoxides, cyclic sulfites, and sulfate from
natural pentacyclic triterpenoids: theoretical calculations and chemical transformations. J. Org. Chem., 68, 4833-

4844, 2003.
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Figura 46. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDClIs) do sulfito 86.

A fim de evitar degradacéo, devido a sua alta reatividade, o sulfito 86 foi imediatamente
submetido a proxima etapa, sem prévia purificagao.

A abertura regiosseletiva do anel do sulfito 86 empregando azida de sédio,”"® forneceu
0 azidodlcool 92. A regioseletividade dessa reacdo de substituicdo nucleofilica pode ser

explicada pela formacéo preferencial de um pseudocarbocétion benzilico estabilizado.

® MARCH, J. Advanced Organic Chemistry. New York: Wiley, 1985.
8 SMITH, J.G. Synthetically useful reactions of epoxides. Synthesis, 8, 629-656, 1984.
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A caracterizacdo do intermediario azidoalcool 92 se iniciou pelo seu espectro no 1V
(Figura 47), no qual destaca-se a presenca da banda intensa em 2109 cm relativa ao estiramento
de ligacdo n=N da azida. Além da banda caracteristica de estiramento da ligagdo O-H em 3422

cm,
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Figura 47. Espectro no infravermelho do azidoalcool 92.

No espectro de RMN de *H do azidoalcool 92 (Figura 48), destaca-se o sinal dupleto em
2,15 ppm, atribuido ao hidrogénio hidroxilico, além do sinal atribuido ao hidrogénio benzilico,
que agora é visualizado em menor deslocamento quimico, 4,72 ppm, confirmando a abertura do

anel sulfito.
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A partir do azidoalcool 92 obteve-se o respectivo aminoalcool (85) por meio da reducdo
do grupo azido empregando PPhs/H>O, um protocolo conhecido como reacdo de Staudinger,
cujo mecanismo € apresentado no esquema 23. O processo se inicia pelo ataque do par de
elétrons da trifenilfosfina ao grupo azida, formando a respectiva fosfoazida, que ap6s perder uma
molécula de N2, fornece uma iminofosforana. Esta Ultima, leva a amina de interesse, em meio

aquoso, com a formagcéo do d6xido de trifenilfosfina, um subproduto de elevada estabilidade.”’

TLIN, F.L.; HOYT, H.M.; HALBEEK, H.V.; et al. Mechanistic investigation of the Staudinger ligation. J. Am.
Chem. Soc., 127, 2686-2695, 2005.
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Esquema 23. Mecanismo da reduc¢édo do grupo azido.

A obtencdo do aminodlcool 85 pode ser confirmada, pela analise do espectro no IV
(Figura 49), onde destaca-se a auséncia da banda de estiramento de ligacdo n=n da azida em

2109 cm* e a presenca das bandas em 3366 e 3299 cm™ relativas a amina primaria.
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Figura 49. Espectro no infravermelho do aminoalcool 85.

No espectro de RMN de 'H do aminoalcool 85 (Figura 50), chama a atencio o sinal
dupleto atribuido ao hidrogénio benzilico, que aparecia em 4,72 ppm no espectro do azidoalcool
de partida, e agora é observado em 4,18 ppm, uma regido menos desblindada, bem como o sinal

simpleto largo em 2,25 ppm integrado para 3 hidrogénios, atribuido aos hidrogénios dos grupos
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OH e NH.. O que foi corroborado pela auséncia desse sinal no espectro de RMN de *H (Figura

51) realizado apds adicdo de gotas de D»O, confirmando a reducdo do grupo azida.
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A etapa seguinte, consistiu na reacdo de N,O-heterociclizacdo empregando trifosgénio,
cuja formacéo de HCI in situ proporcionou a concomitante desprote¢éo do grupo cetal, evitando
a realizacdo de uma etapa adicional de desprotecdo desse grupo, fornecendo o derivado
oxazolidinona 93, com 86% de rendimento. O mecanismo desse processo é apresentado no

esquema 24.

af ()08/-)201

Cl” "0 XO™ Cl

Esquema 24. Mecanismo para a reacdo de ciclizacdo, seguida da hidrélise do grupo

cetal, para a sintese de 93 empregando trifosgénio.

O espectro no IV desta oxazolidinona (93) (Figura 52), apresentou uma banda larga em
3328 cm?, referente ao estiraramento de ligagdo OH, sugerindo que na reacdo de N,O-ciclizagéo
0 grupo cetal sofreu hidrolise.
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Figura 52. Espectro no 1V da oxazolidinona 93.

A anélise do espectro de RMN de H (Figura 53) do intermediario 93, confirma a
ocorréncia da desprotecao do grupo cetal concomitantemente com a ciclizagdo devido a auséncia

dos sinais tripletos, atribuidos aos hidrogénios metilicos do grupo cetal, que apareciam em 0,85
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e 0,91 ppm, do sinal quarteto em 1,56 ppm e do duplo quarteto em 1,65 ppm atribuidos aos
hidrogénios metilénicos do grupo cetal do aminoalcool 85 de partida. Também cabe destacar a
presenca do sinal dupleto atribuido a H4 em 4,83 ppm, cujo 3Juars = 4,8 Hz € caracteristica de

acoplamento entre os hidrogénios 4 e 5, em anéis oxazolidinona, com configuracao relativa

trans.
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Figura 53. Espectro de RMN de *H (400 MHz, acetona-ds) da oxazolidinona 93.

Adicionalmente, cabe destacar a presenca do sinal de carbonila de grupo carbamato em

160,53 ppm, no espectro de RMN de 3C (Figura 54), confirmando a ocorréncia da reacdo de
ciclizacéo.
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Figura 54. Espectro de RMN de *3C (100 MHz, acetona-ds) da oxazolidinona 93.

Finalmente, etapas consecutivas em one-pot de clivagem oxidativa do diol 86
empregando NalO4 e reducédo do aldeido resultante com NaBHa, levou a (+)-5-epi-citoxazona,
com 79% de rendimento (duas etapas).

O valor de rotacdo especifica desse composto [a]p?®’ +27,5° (¢ 0,4, CH3OH), foi
préximo dos descritos na literatura.®®

Além de confirmar a estereoquimica da (+)-5-epi-citoxazona, os dados de rotacdo
especifica, nos permitiram inferir que a estratégia sintética adotada para evitar ou minimizar a
racemizacdo do (R)-gliceraldeido cetal 90, empregado-o sem prévia purificacdo, foi eficiente.

Por sua vez, para a sintese da (—)-citoxazona, considerou-se que a reacdo de inversdo de
Mitsunobu da hidroxila no carbono 5 do aminoalcool 85, seja uma opgéo viavel, segundo a
analise retrosintética (Esquema 25). As etapas seguintes serdo similares aquelas feitas para a

sintese da (+)-epi-citoxazona.
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Esquema 25. Analise retrossintética da (—)-citoxazona a partir do aminoalcool 85.

Com essa nova proposta, a seguir, realizou-se a reacao de N-Boc protecdo do aminoalcool

85 produzindo o N-Boc derivado 88, Esquema 26.

(Boc),0
HO NHz N32CO3
“ dioxano:agua THE
(2:1) D e\ -
— >

HO_ -
T

OCH,

(-)-citoxazona

HO
924

OCH;

THF, H,0
LiOH
0°C

- - -----

NHBOC

OCH,

Esquema 26. Rota sintética para a obtenc¢do da (—)-citoxazona a partir do aminoalcool 85.

A obtencdo do novo derivado N-Boc protegido 95, foi evidenciada pela analise do

espectro de RMN de 'H (Figura 55), em que se obseva a presenca de um sinal simpleto, integrado

para 9 hidrogénios em 1,41 ppm, atribuido aos hidrogénios terc-butilicos do grupo protetor Boc.
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A primeira tentativa de reacdo de inversdo de Mitsunobu no intermediario 95 foi
realizada empregando di-isopropilazodicarboxilato (DIAD) e &cido benzéico, como nucledfilo
em THF anidro. Apos cerca de 20 horas de reacdo a temperatura ambiente verificou-se que o
material de partida ndo havia sido consumido, sendo recuperado ap6s purificacdo por
cromatografia em coluna.

Uma nova tentativa foi realizada, desta vez, a reacdo sendo feita sob refluxo. Apos 18
horas, notou-se, pela analise em CCD, que o material de partida ndo havia sido consumido, sendo
quase totalmente recuperado (cerca de 98%).

Posteriormente, empregou-se acido 4-nitrobenzoico, um acido mais forte em relagdo ao
acido benzoico, sendo a reacéo realizada sob refluxo e acompanhada por CCD. Novamente, néo
se obteve o produto de interesse, recuperando-se o material de partida. As mesmas condi¢fes
foram repetidas outras vezes, infelizmente, os resultados foram infrutiferos.

Acredita-se que o impedimento estérico causado pelos grupos volumosos adjacentes ao
carbono carbinolico do composto 95 (Figura 57) tenham dificultado a sua aproximagédo do
intermediario fosfonio 99, impossibilitando a ativacdo do grupo OH, através da formacgéo do
intermediario 100, que através de uma reacdo de substituicdo levaria ao composto 103, com

inversao do respectivo centro quiral.
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Figura 57. Mecanismo da reacéo de inversdo de Mitsunobu.’®

8SZE, T.Y.; TOY, P.H. The Mitsunobu Reaction: Origin, Mechanism, Improvements, and Applications. Chem.
Asian J., 2, 1340-1355, 2007.
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3.2. Conclusoes

A sintese da (+)-5-epi-citoxazona foi realizada em 10 etapas a partir do D-manitol por meio
de uma rota estereosseletiva inedita, com 17% de rendimento global.

A primeira etapa-chave dessa rota, a reacdo de olefinagdo de Wittig, forneceu a olefina Z
seletivamente (Z:E 4:1), com 70% de rendimento.

A segunda etapa-chave, uma di-hidroxilacdo com inducdo de diastereosseletividade
intramolecular devido a aproximacdo preferencial do OsO4 pela face oposta ao grupo cetal
volumoso vizinho a dupla ligacdo da olefina Z (88a), proporcionou o controle dos centros
assimétricos requeridos para construcdo do esqueleto da molécula-alvo, levando ao diol 87a
preferencialmente (87a:87b 6:1), com 72% de rendimento.

As tentativas de obtencdo da (—)-citoxazona a partir do aminoalcool 85 se mostraram
infrutiferas. A baixa reatividade do derivado N-Boc 95 protegido pode estar associada ao
impedimento estérico exercido pelos grupos volumos adjacentes ao carbono carbindlico,
dificultando a sua aproximacdo do intermediario fosfénio 99, impossibilitando a ativacdo do
grupo OH.

Comparativamente a rota sintética que partiu da D-4-hidroxifenilglicina, essa se mostrou
mais inovadora, sendo utilizadas abordagens inéditas para a sintese da (+)-5-epi-citoxazona, as
quais se mostraram muito eficientes para controlar 0s centros estereogénicos.

Por outro lado, ambas as rotas desenvolvidas nesse trabalho se mostraram eficientes e
viaveis, do ponto de vista econdmico, em relacdo a maioria das rotas descritas na literatura, visto
que estereosseletividades foram alcancadas por meio da utilizacdo de grupos protetores
volumosos, que ja seriam requeridos e que passaram a desempenhar também a funcdo de

estereoindutores.
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CAPITULO 2

Ensaios antibacterianos dos compostos e intermediarios preparados frente as cepas de

Staphylococcus aureus isoladas de animais com mastite bovina
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4.1. Introducao

As bactérias do género Staphylococcus podem ser encontradas, naturalmente em
mucosas dos sistemas respiratorio, digestivo e urogenital de seres humanos e animais, tendo sido
descritas mais de trinta espécies de Staphylococcus spp., das quais algumas estdo diretamente
ligadas a uma gama de infecgdes.” Cerca de 30 a 40% das pessoas possuem essa bactéria, que
é considerada um patdgeno oportunista.®

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, geralmente transmitida por alimentos
contaminados, causando uma grande variedade de doengas em seres humanos e animais, como
infecces alimentares e em glandulas mamarias (mastites), por exemplo.”

Essa bactéria é considerada um dos maiores patdgenos causadores de infeccBes
clinicas,®2®! como infecgbes da pele e de sua estrutura, infecgdes osteoarticulares, septicemia,
endocardite infecciosa, pneumonia, infeccdes oculares e infecges do sistema nervoso.’®82
Mesmo com a terapia cirirgica e antibidtica, as infeccGes da corrente sanguinea estdo associadas
a uma mortalidade significativa.®®

S. aureus, ao contrario de diversas outras bactérias Gram-positivas, ndo € capaz de formar
esporos, mas ainda assim demonstra um grande potencial patogénico, sendo capaz de produzir
enzimas catalisadoras da conversao de fibrogénio soltvel em fibrina insoltvel, fazendo com que
0 sangue coagule ao redor da bactéria, protegendo-a dos mecanismos de defesa do organismo
hospedeiro, particularmente do processo de fagocitose, ocasionando a formacdo de lesGes e
abcessos.88 Além disso, os processos controlados pelos patdgenos, envolvendo a formacao de
secrecdes, causam o recrutamento e destruicdo de células imunes, transformando as lesGes de
abcessos em exsudados purulentos, por meio dos quais os Staphylococcus se disseminam para
produzir novas lesdes e infectar novos individuos.8!

Devido ao uso execessivo de antimicrobianos para tratamento de infeccGes, muitas
bactérias se adaptaram e desenvolveram mecanismos de defesa, mesmo contra os farmacos mais
eficientes, como inativacdo enzimatica, modificacdo dos alvos desses compostos e reducdo da

concentracdo do farmaco dentro da célula bacteriana por meio de alteragdo da permeabilidade

" SILVA, J.G.; ALCANTARA, AM.; MOTA, R.A. Mastite bovina causada por Staphylococcus spp. resistentes a
meticilina: Revisdo de Literatura. Pesq. Vet. Bras., 38, 223-228, 2018.

80 KAWADA-MATSUO, M.; KOMATSUZAWA, H. Factors affecting susceptibility of Staphylococcus aureus to
antibacterial agents. J Oral. Biosci., 54, 86-91, 2012.

8 TONG, S. Y.; DAVIS, J.S.; EICHENBERGER, E.; et al. Staphylococcus aureus ifections: epidemiology,
pathophysiology, clinical manifestations, and management. Clin. Microbiol. Ver., 28, 603-661, 2015.

8 ONDUSKO, D.S.; NOLT, D. Staphylococcus aureus. Pediatrics in Review, 39, 287-298, 2018.

8 THOMER, L.; SCHNEEWIND, O.; MISSIAKAS, D. Pathogenesis of Staphylococcus aureus bloodstream
infections. Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis., 11, 343-364, 2016.

8 GOULD, D. J. Staphylococcus aureus: a review of the literature. Clin. Nurs., 4, 5-12, 1995.
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de sua membrana ou aumento da expressao das bombas de efluxo, que proporcionam saida da
substancia antibacteriana da célula.®®

Além disso, essas bactérias estdo diretamente associadas a infecgdes nosocomiais
(infeccdes hospitalares), especialmente as bactérias resistentes a antibioticos. Apesar de nao ser
um problema recente, a infeccdo nosocomial levanta grande preocupacéo ainda nos dias atuais,
devido a sua morbidade, mortalidade e pela elevacdo dos custos hospitalares. Os S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA), que correspondem ao maior grupo de bactérias Gram-positivas
multifarmaco resistente, emergiram apos a década de 1950, correspondem a um dos principais
agentes causadores de infec¢des nosocomiais, levando em consideragéo a frequéncia, gravidade
e persisténcia dessas infeccdes, que estdo associadas a elevadas taxas de mortalidade.28°8

Antibidticos como vancomicina, daptomicina, clindamicina e linezolida foram
aprovados para tratamentos de cepas MRSA, entretanto, algumas cepas ja apresentaram
resisténcia a esses farmacos, que esta associada a falha terapéutica, causando elevacdo da
mortalidade. Isso evidenciou a grande necessidade pelo desenvolviemento de novos tratamentos
imunoldgicos para combater a crise de satide publica realacionada as infecgdes por MRSA .8

Outra preocupacdo, do ponto de vista de saude publica, tem origem na existéncia de
espécies de Staphylococccus causadores de mastite bovina contagiosa, com alta ocorréncia de
casos subclinicos ndo apresentam alteragdes macroscépicas na glandula mamaria do animal ou
no leite. A ocorréncia desses casos pode proporcionar a contaminacédo do leite e equipamentos,
que podem transmitir o patgeno para outros animais e para seres humanos.’®

Outra possibilidade alarmante é a transmissdo de Staphylococcus de bovinos para
trabalhadores e vice-versa, que ja foi verificada. Existem relatos de cepas encontradas em
bovinos, que se mostraram resistentes a antimicrobianos que ndo sdo empregados em
tratamentos de mastite, como meticilina. Ou seja, essas resisténcias foram adquiridas pelos
animais através do contato com seres humanos e, por sua vez, essas cepas contendo genes
resistentes podem ser transferidas aos seres humanos em possiveis contaminacdes do leite.”

Os grandes riscos oferecidos por bactérias como S. aureus requerem o desenvolvimento
de novas pesquisas a respeito dessas infec¢fes para o desenvolvimento de vacinas, de novos
farmacos e terapias imunoldgicas.

Nesse ambito, alguns compostos sintetizados em nosso laboratério vém sendo testados

frente a cepas de S. aureus, isolados de animais acometidos pela mastite bovina.

8 HANDZLIK, J.; MATYS, A.; KIEC-KONONOWICZ, K. Recent Advances in Multi-Drug Resistance (MDR)
Efflux Pump Inhibitors of Gram-Positive Bacteria S. aureus. Antibiotics, 2, 28-45, 2013.
8 MONTEIRO, J.A. Infeccdes nosocomiais. Alguns aspectos. Acta Medica Portuguesa, 6, 135-140, 1993.
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4.2 Resultados e discussio

4.2.1. Determinagio de Concentracio Inibitoria Minima (CIM) frente as cepas de Staphylococcus

aureus

Os intermediarios 85, 93 e a (+)-5-epi-citoxazona foram submetidos a testes
antibacterianos para determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) frente as cepas de
Staphylococcus aureus 8923, 8907, 8908, 9000 e 9005 isoladas de animais com mastite bovina,
cedidas pela Embrapa/CNPGL - Juiz de Fora — MG.

Para isso, os ensaios foram realizados pela metodologia padronizada de microdilui¢ao
em caldo, em microplacas de 96 cavidades®’ com modificagdes. Cada composto foi submetido
a uma dilui¢do seriada, onde a 100 pL de meio de cultura BHI foram adicionados 100 pL do
composto a 4 mg/mL; desta solucdo, 100 pL foram retirados e homogeneizados com 100 pL de
meio de cultura na cavidade seguinte, e assim sucessivamente, obtendo-se assim uma série de
concentragdes do composto variando de 1,0 mg/mL a 0,015 mg/mL, como é mostrado na Figura
57. A esta gama de concentracdes, foram adicionados 100 pL de suspensdo bacteriana ajustada
para concentragdo final de 10° UFC/mL. Como controle negativo, foi utilizado o solvente
dimetilsulfoxido na concentracdo maxima de 5% (DMSO; Vetec®), sem o composto € como
controle positivo foram adicionados 10 puL de cefoperazona (Figura 58) (CEFAVET; SESPO
LTDA).

A microplaca foi mantida em estufa de crescimento a 37 °C por 24 h. Apds incubagdo,
foram adicionados 20 pL de resazurina 0,5 mg/mL. As microplacas foram incubadas por mais 2
h. A determinacao da CIM foi qualitativa e visual, uma vez que os po¢os com bactérias viaveis
sao de coloragdo rosea e os pogos com bactérias ndo viaveis sao de coloracao azul. Considera-
se o valor do CIM a concentra¢do do pogo com coloragdo azul seguido por um poco com

crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em duplicata.

87 CLSI, W. Clinical and laboratory standards institute methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for
bactéria that grow aerobicall. Approve Standard M7-A7, CLSI, seventh ed., PA, USA, 2012.
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1,00 mg/mL <—
0,50 mg/mL <—
0,25 mg/mL <—

Controle de meio

Controle negativo:

0,12 mg/mL <— DMSO (5%)

0,06 mg/mL <— Controle positivo:
cefoperazona (10

0,03 mg/mL  <— uL) (Figura 59)

0,015 mg/mL <—

0,007 mg/mL <—

OCH,

93 OCH,

S-epi-citoxazona

Figura 57. Fotografia da microplaca empregada no ensaio para determinacao

qualitativa e visual da CIM.

HO___O

NN
N
N\ O
H,C OH
N

Figura 58. Estrutura da cefoperazona.®

Aligiannis e colaboradores®® consideram como forte atividade antimicrobiana, resultados

que apresentam CIM até 0,50 mg/mL, como atividade moderada CIM entre 0,6 ¢ 1,50 mg/mL e

8 National Center for Biotechnology information. PubChem Compound Database. Disponivel em
<https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/cefoperazone#section=Top> acesso em: 31 de janeiro de 2019.

8 ALIGIANNIS, N., KALPOUTZAKIS, E., MITAKU, S.et al. Composition and antimicrobial activity of the
essential oil of two origanum species. J. Agri. Food Chem., 49, 4168-4170, 2001.
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como fraca atividade CIM acima de 1,60 mg/mL. Dessa forma, baseado nos resultados obtidos
para o intermedidrio aminodlcool 85 (Tabela 2), que apresentou CIM de 0,25 mg/mL para S.
aureus 8923, 9000 e 9005, e de 012 mg/mL para S. aureus 8907 e 8908, esse possui elevado
potencial antibacteriano. Avaliagdes complementares de atividade antibiofilme e de toxicidade
para células mamarias dos animais serdo realizadas para dar continuidade aos ensaios de

avaliagdo da viabilidade de utilizagcdo desses compostos como antibacterianos.

Tabela 2. Determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) da (+)-5-epi-citoxazona e

dos intermediario 85 e 93 frente aos isolados de Staphylococcus aureus.

CIM (mg/mL)
Isolados de  Cefoperazona o 40 o 40
S. aureus HO NH NH
. HO ‘
85  OCH,
OCH; 93 OCH,
S-epi-citoxazona

8923 0,06 > 1,00 > 1,00 0,25
9000 0,06 > 1,00 > 1,00 0,25
9005 0,06 > 1,00 > 1,00 0,25
8907 0,06 > 1,00 > 1,00 0,12
8908 0,06 > 1,00 > 1,00 0,12

* Controle positivo

Além disso, a (—)-citoxazona sera submetida aos ensaios de atividade antibacteriana, bem
como os intermedidrios sintetizados em ambas as rotas desenvolvidas, dos quais 10 sdo inéditos.

Esses resultados serdo posteriormente publicados em artigos cientificos.
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4.3.

Conclusoes

Os resultados preliminares de concentragdo inibitéria minima (CIM) apontaram que o
aminoalcool 85 possui grande potencial antibacteriano, apresentando CIM de 0,25 mg/mL para
S. aureus 8923, 9000 e 9005 e de 0,12 mg/mL para S. aureus 8907 e 8908 e serd submetido a
avaliagdes complementares de atividade antibiofilme e de toxicidade para as células mamarias

dos animais para dar continuidade ao estudo de avaliag¢do de atividade antibacteriana.
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CAPITULO 3
PARTE EXPERIMENTAL
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5. Material e Métodos

Todas as reac¢des foram monitoradas por CCD utilizando placas de silica gel Merck.

As purificagbes foram realizadas com cromatografia em coluna utilizando silica gel
Merck (70-230 ou 230-400 mesh).

O hexano empregado nas purificacdes cromatograficas foi destilado.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um equipamento Thermo Scientific
Nicolet 380 FT-IR em regido de alta frequéncia (4000 a 600 cm™).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono
(RMN *3C) foram obtidos em um espectrometro Bruker Avance 400 MHz e em espectrometro
Burker DPX Avance 200 MHz.

Os deslocamentos quimicos foram medidos em rela¢éo ao sinal de tetrametilsilano como
padrdo interno.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos empregando-se espectrdmetro
Bruker Micro Tof (resolucdo = 10.000 FWHM) sob ionizagéo por eletrospray (ESI) e por meio
de andlises LC-MS/MS empregando um sistema Shimadzu Nexera UHPLC acoplado ao
espectrometro de massas de alta resolucdo ESI-QTOF Bruker maXis ETD.

As temperaturas de fusdo foram determinadas em um aparelho MQAPF-301 e nao foram
corrigidas.

A rotacdes especificas foram medidas em polarimetro PerkinElmer 341.

5.1.Purificacéo de solventes

5.1.1. Tetraidrofurano

Em um frasco ambar foram adicionados 300 mL de THF sobre peneira molecular 3 A
ativada (20% m/v). O sistema foi fechado com septo e deixado em repouso por 48 horas. Em
seguida, o solvente foi transferido para um baldo de fundo redondo de 500 mL e adicionou-se
uma pequena quantidade de sddio. A mistura foi mantida sob refluxo por uma hora. Decorrido
esse periodo, adicionou-se benzofenona, deixando o sistema sob refluxo até que a mistura

adquirisse coloragdo azul. O solvente foi destilado e armazenado sobre peneira molecular 3 A.%

% ARMAREGO, W. L. F.; PERRIN, D. D.; Purification of Laboratory Chemicals, 4" ed.; Pergamon Press:
Oxford, 1996.
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5.1.2. Diclorometano

Em um baldo de 500 mL foram adicionados 300 mL de diclorometano e 3 g de hidreto
de célcio. Deixou-se o sistema sob refluxo durante 3 horas, em seguida o solvente foi destilado

e armazenado sobre peneira molecular 4 A.%°

5.1.3. Trietilamina e di-isopropiletilamina (DIPEA)

Em um baldo de 100 mL adicionou-se 50 mL da respectiva amina juntamente com 0,5 g

de CaH.. O sistema foi refluxado por 3 horas, destilado e armazenado sobre peneira molecular.®

5.1.4. Dimetilformamida

Em um baldo de 250 mL adicionou-se 2,5 g de MgSOs e 100 mL de dimetilformamida.

O sistema foi refluxado por 48 h, destilado a vacuo e armazenado sobre peneira molecular 4 A.%°

5.1.5. Dimetilsulfoxido

Em um baldo de 250 mL adicionou-se 100 mL de DMSO juntamente com 2,5 g de CaHo,
o sistema foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente durante a noite. E ap0s ser destilado

sob presséo reduzida, o solvente foi armazenado sobre peneira molecular 4 A.%°

5.1.6. Metanol, etanol e terc-butanol

Em um baldo de 500 mL adicionou-se 300 mL do respectivo alcool, 1,5gde Mge 0,5 g
de I2. O sistema foi refluxado até a descoloracéo e o total consumo do Mg. Entdo, o solvente foi

destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A.%°

5.1.7. Acetato de etila

A um baldo de 500 mL adicionou-se 300 mL de acetato de etila e 3 g de CaH,. O sitema

foi refluxado por 3 h e o solvente destilado e armazenado sobre peneira molecular 4 A.%°
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5.2. Procedimentos sintéticos referentes ao CAPITULO 1 - PARTE |

5.2.1. Preparacdo do (2R)-[(terc-butoxicarbonil)amino](4-metoxifenil)acetato de metila
(74)

Em um baldo de 100 mL adicionou-se D-4-hidroxifenilglicina (2 g; 11,9 mmol), dioxano
(22 mL), &gua (11 mL), solucdo aquosa 0,5 M de Na>COs (26 mL) e di-terc-butildicarbonato
(2,59 g; 11,9 mmol) a 0 °C. O sistema foi mantido a esta temperatura por 5 minutos. A mistura
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 h. Acidificou-se até pH 2-3, extraiu-se
com acetato de etila (3x20 mL). A fase organica foi seca com Na>SO4 anidro, concentrada sob
pressdo reduzida, obtendo-se o aminoacido protegido, que foi imediatamente utilizado na etapa
seguinte.

A seguir, adicionou-se-a um baldo de 25 mL, 4-hidroxi-D-fenilglicina N-Boc protegida
(1,9 g; 7,2 mmol), K2CO3z anidro (1,99 g; 14,4 mmol), DMF (10 mL) e CHal (3,6 mL; 57,6
mmol). O sistema foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente por 8 horas. O sistema
reacional foi neutralizado com solu¢do aquosa 1,0 M de HCI (30 mL), em seguida foi lavado
com solucdo saturada de NaHCOs (30 mL) e a fase aquosa extraida com éter etilico (3x30 mL).
A fase organica foi lavada com brine, seca com Na.SO4 anidro, concentrada sob pressao reduzida
e purificada por cromatografia em coluna (hexano:acetato de etila 85:15), fornecendo o produto
de interesse como um sélido amarelado com 94% de rendimento, em duas etapas.
Caracteristica: sdlido amarelado
Rf= 10,5 (hexano:AcOEt 70:30)
Ts = 65,5-66,6 °C
TtLit = 66-67 °C*
IV (cm™) ¥ max: 3375, 2977, 2839, 1743, 1706, 1611, 1586, 1510, 1462, 1438, 1392, 1366, 1305,
1244, 1214, 1158, 1112, 1052, 1028, 914, 894, 852, 832, 797, 781, 763.
RMN de 'H (400 MHz, CDCls) §(J/Hz); 7,27 (d, J= 8,25 Hz, H4 ¢ H4"); 6,86 (d, J = 8,48 Hz,
H5 e H5’); 5,50 (s, 1H, NH); 5,25 (s, 1H, H2); 3,78 (s, 3H, H7); 3,70 (s, 3H, H8); 1,42 (s, 9H,
H11).
RMN de '3C (100 MHz, CDCls): 172,11 (C1); 159, 93 (C9); 155,06 (C6); 129,27 (C3); 128,63

(C4 ¢ C4°); 114,54 (C5 ¢ C5°); 80,30 (C10); 57,30 (C2); 55,51(C7); 52,80 (C8); 22,55 (C11).
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HRMS (ESI): m/z [M+Na]" calculado para C15H2:NOs: 318,1312; encontrado, 318,1320.
[a]p?? :=93,8 (c 1,3; CHCl5)
[a]o®® : —95,3 (¢ 1,2; CHCI3)®

5.2.2. Preparacéo do (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-fenilpropanoate de etila (77)

(0]
NECP WS N
6 10 CH;
6' 15‘( 12
(0] 12

N
12

Em um baldo 25 mL, contendo o cloridrato de L-fenilglicina etil éster (2 g; 8,7 mmol),
adicionou-se dioxano (22 mL), agua (11 mL), solucdo aquosa 0,5 M de Na,COz (26 mL) e di-
terc-butildicarbonato (2,59 g; 11,9 mmol) a 0 °C. O sistema foi mantido a esta temperatura por
5 minutos. A mistura permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 h. Acidificou-se
até pH 2-3, extraiu-se com acetato de etila (3x20 mL). A fase organica foi seca com Na,SOs,
concentrada sob pressdo reduzida e o produto foi purificado por cromatografia em coluna
(hexano:acetato de etila 85:15), fornecendo o produto de interesse, com 96% de rendimento.
Caracteristica: sélido branco
Rf= 0,67 (hexano:AcOEt 7:3)

T¢=67,4-68,7 °C

IV (cm™) T max: 3357; 3004; 2970; 1739; 1702; 1509; 1455; 1391; 1365; 1289; 1255; 1219;
1152; 1018; 853; 750.

RMN de H (400 MHz, CDCls) 6 (J/Hz); 7,38-7,19 (m, 3H, H6, H6’, H7); 7,19-7,05 (m, 2H,
H5, H5%); 5,02 (d, J = 7,52 Hz, 1H, NH ); 4,55 (dd, J = 13,6, 6,4 Hz, 1H, H2); 4,14 (q,J=7,1
Hz, 2H, H8); 3,21-2,91 (m, 2H, H3); 1,41 (s, 9H, H12); 1,21 (t, J = 7,1 Hz, 3H, H9).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): 172,00 (C1); 155,23 (C10); 136,28 (C4); 129,49 (C6 ¢ C6”);
128,60 (C5 e C5”); 127,07 (C7); 79,92 (C11), 61,40 (C8); 54,63 (C2); 38,53 (C3); 28,42 (C12);
14,22 (C9).
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5.2.3. Preparacéao do (S)-4-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-oxo-5-fenilpentanoato de etila (78)

5 L 10

;

6

8 4 3 2 1 O/\CH3

ol A7 HN__O 1
5 127 14

A um baldo de 25 mL adicionou-se o éster (74) (0,218 g; 0,78 mmol), THF (6 mL),
acetato de etila (0,152 mL; 1,56 mmol) e NaHMDS 1 mol L (1,56 mL) a—78 °C. O sistema foi
mantido a esta temperatura por 40 min. Em seguida removeu-se o banho de gelo e a mistura
reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente sendo monitorada por CCD. Apds 2
horas e meia, observou-se o total consumo do material de partida. Entdo adicionou-se 10 mL de
H-0 e extraiu-se com acetato de etila (3x10 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com
Na>SO4 e concentradas a pressdo reduzida. O residuo foi purificado empregando cromatografia
em coluna (hexano:acetato 90:10) obtendo-se o produto de interesse com 40% de rendimento.
Caracteristica: solido branco
R = 0,30 (hexano:acetato de etila 8:2)

Tr=63,3-64,2 °C

IV (KBr, cm™?) v max: 3325; 2917; 1744; 1720; 1681; 1522; 1450; 1366; 1313; 1263; 1141;
1031; 849; 700.

RMN de *H (400 MHz, CDCls) §(J/Hz); 7,36-7,12 (m, 5H, H7, H7’, H8, HS8’, H9); 5,10 (d, J
= 7,8 Hz, 1H, NH): 4,57 (d, J = 7,12 Hz, 1H, H4); 4,17 (q, J = 7,2 Hz, 2H, H10); 3,52 (d, J =
16 Hz, 1H, H2); 3,45 (d, J = 16 Hz, 1H, H2); 3,16 (dd, J = 14 e 6 Hz, 1H, H5); 2,97 (dd, J = 14
e 6 Hz, 1H, H5); 1,40 (s, 9H, H14); 1,26 (t, J = 7,2 Hz, 3H, H11).

RMN de '3C (400 MHz, CDCls): 220,05 (C3); 167,02 (C1); 155,84 (C12); 136,37 (C6); 129,41
(C8 e C8’); 128,81 (C7 e CT7’); 127,13 (C9); 80,29 (C13); 61,55 (C10); 60,63 (C4); 46,99 (C2);
37,02 (C5); 28,37 (C14); 14,18 (C11).

HRMS (ESI): m/z calculado — [M + Na]* : 358,1630; encontrado: 358,16009;
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5.2.4. Preparacao do (1R)-2-hidroxi-1-(4-metoxifenil)etil)carbamato de terc-butila (81)

! 5
3 8
5 2 1 OH
0]

4' =
HN

Em um baldo de 100 mL adicionou-se NaBH4 (0,413 g; 10,92 mmol), LiCl (0,463 g;
42,44 mmol), etanol anidro (55 mL) e o éster 74 (0,806 g; 2,73 mmol). A mistura foi mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente por 18 h. Adicionou-se HCI 1,0 M (30 mL) e 4gua destilada
(30 mL). Extraiu-se com éter etilico (3x30 mL). A fase organica foi lavada com NaHCO3 (30mL)
e brine, seca com Na>SOs, concentrada sob pressdo reduzida e o residuo recristalizado em etanol,
levando ao produto de interesse como um solido branco com 92% de rendimento.
Caracteristica: solido branco
Rf= 0,4 (hexano:AcOEt 1:1)
Tf=130,4-131,3°C
TrLit = 130-131 °C*
IV (cm™) T max: 3373, 2983, 2937, 1682, 1613, 1585, 1514, 1462, 1390, 1366, 1350, 1319, 1303,
1284, 1266, 1245, 1167, 1111, 1090, 1052, 1030, 934, 910, 871, 837, 822, 782.
RMN de 1H (400 MHz, CDCls) & (J/Hz): 7,21 (d, J= 8,52 Hz, H4 ¢ H4’); 6,87 (d, J = 8,55 Hz,
H5 e H5%); 5,27 (s, 1H, NH); 4,71 (s, 1H, H2); 3,78 (s, 5H, H7 e H1); 2,67 (s, 1H, OH); 1,42 (s,
9H, H10).
RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 159,24 (C8); 156,27 (C6); 131,86 (C3); 127,84 (C4 ¢ C4’);
114,29 (C5 e C57); 80,01 (C9); 66,86 (C1); 56,62 (C2); 55,39 (C7); 28,46 (C10).
HRMS (ESI): m/z [M + Na]* calculado para C14H2:NOs : 290,1357; encontrado: 290,1367.
[a]o® : —40,1 (c 1,0; CHCl3)
[a]o® : —43,59 (¢ 1,09; CHClI3)*
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5.2.5.

5.2.6.

Preparacéao do IBX (1-hidroxi-1,2-benziodoxol-3(H)-ona-1-0xido)

0

: {Lon
\
O

(0]

Em um baldo de 50 mL contendo uma suspensao de &cido 2-iodobenzdico (3g; 12,1
mmol) em solucdo de H2SO4 0,73 mol L (25 mL), adicionou-se KBrOs (2,67g; 16 mmol)
lentamente. A mistura foi agitada a 70 °C por 4 h, em seguida resfriada em banho de gelo e o
solido filtrado e lavado com H20 (50 mL) e etanol (10 mL), fornecendo o agente oxidante IBX
como um solido branco com 81% de rendimento.

Tf=231,4-232,5°C
TrLit = 233 °C*

Preparacdo da periodinana de Dess-Martin

AcO OAc

M-0Ac
\
&5

(0]

Em um baldo de 25 mL contendo uma solugdo de IBX (1,0; 3,6 mmol) em anidrido
acético (5 mL) adicionou-se o &cido p-toluenossulfénico (0,004 g; 0,025 mmol). A mistura foi
mantida sob agitacdo a 80 °C por 2 h e deixada em repouso por 2 dias. A seguir o produto foi
filtrado sob atmosfera de argbnio e lavado com éter etilico anidro fornecendo o agente oxidante
como um solido branco com 83% de rendimento.

Tf=132,8-134,1 °C
TrLit = 133-134 °C*®
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5.2.7. Preparacéo do (R)-1-(4-metoxifenil)-2-oxoetil]carbamato de terc-butila (80)

H(7:0 2
3
5 2_1H

5.2.7.1. Oxidagao de Swern

Em um baldo de 50 mL contendo a solugdo de cloreto de oxalila (0,16 mL; 1,96 mmol)
em CH2Cl, (14 mL), sob agitacdo a —78 °C e atmosfera inerte, adicionou-se DMSO (0,14 mL;
2,07 mmol) gota a gota. Ap6s 30 min em agitagdo a mesma temperatura, adicionou-se a solugdo
do alcool (3) (0,35 g; 1,31 mmol) em CH2Cl2 (10 mL) lentamente, observando a formacéo de
uma coloracdo amarela. O sistema foi mantido nas mesmas condi¢fes por mais uma hora. A
seguir aumentou-se a temperatura do sistema para —35 °C, temperatura em que 0 sistema
permaneceu sob agitagdo por mais uma hora. Ap0s isto, adicionou-se di-isopropiletilamina
(DIPEA) (0,35 mL; 2 mmol) lentamente, observando o sumico da coloragéo amarela, tornando
0 sistema transparente. Entdo a mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 10 mina 0 °C.
Ao término adicionou-se CH2Cl, (5 mL) e solucdo saturada de NH4CI (5 mL), as fases foram
separadas e a fase aquosa extraida com CH2Clz (3x7 mL). As fases organicas foram reunidas,
secas com Na>SO4 e concentradas. O residuo foi purificado empregando coluna filtrante de silica
gel (hexano:acetato 95:5), fornecendo o aldeido com 63% de rendimento

5.2.7.2. Oxidacdo empregando periodinana de Dess-Martin

Em um bal&o de 25 mL contendo a periodinana de Dess-Martin (0,31 g; 0,74 mmol) em
CHCl; (3 mL), adicionou-se a solucdo do alcool (81) (0,100g; 267,15 mmol) em CH2Cl, (13
mL) e &gua (0,013 mL) rapidamente. O sistema foi mantido sob agitagdo, atmosfera inerte e a
temperatura ambiente por uma hora e meia. Ao término a mistura reacional foi diluida com
CHxCI> (5 mL) e filtrada em coluna de silica gel, fornecendo o aldeido de interesse, apos

evaporacédo do solvente, em 71% de rendimento.
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5.2.7.3.0xidacdo empregando IBX (1-hidroxi-1,2-benziodoxol-3(H)-ona-1-6xido)

Em um baldo de 25 mL contendo a solugédo do alcool (81) (0,200 g; 0,75 mmol) em
CH3CN adicionou-se o IBX em uma por¢do. A mistura reacional foi agitada e refluxada durante
2 h. Ao término, o sistema foi resfriado a temperatura ambiente e filtrado sob celite e o filtrado
foi lavado com solucéo saturada de NaHCOs (5 mL), em seguida com solugéo saturada de NaCl
(5 mL) e, finalmente, a fase organica foi seca com Na>SO4, concentrada e purificada em coluna
filtrante (hexano:acetato de etila 95:5), fornecendo o produto, como um 6leo amarelado com
68% de rendimento.

Caracteristica: 6leo viscoso amarelado

Rf= 0,73 (hexano:acetato de etila 6:4)

IV (cm™) ¥ max: 3370, 2976, 2918, 2848, 1734, 1697, 1606, 1512, 1454, 1368, 1335, 1310, 1265,
1212, 1158, 1051, 1022, 891, 833.

RMN de IH (400 MHz, CDCls) & (J/Hz): 9,43 (s, 1H, H1); 7,14 (d, J= 8,04 Hz, H4, H4"); 6,85
(d, J= 8,48 Hz, H5, H5); 5,64 (s, 1H, NH); 5,18 (s, 1H, H2); 3,72 (s, 3H, H7); 1,35 (s, 9H,
H10);

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 195,28 (C1); 160,12 (C8); 155,17 (C6); 129,33 (C4, C4*);
125,75 (C3); 114,96 C5, C5); 80,36 (C9); 64,31 (C2); 55,49 (C7); 28,45 (C10).

5.2.8. Preparacao do 2-ciano-2-hidroxi-1-(4-metoxifenil)etil)carbamato de terc-butila
(79a e 79b)

Em um baldo de 10 mL adicionou-se NaCN (0,019 g; 0,4 mmol), metanol anidro (0,2
mL) e acido acético (0,02 mL; 0,43 mmol) sob agitacdo. Apos cinco minutos sob agitacéo a
temperatura ambiente, esta solucéo foi adicionada a solugéo do aldeido (0,042 g; 0,16 mmol) em
CHCI> (0,5 mL), a 0°C, sob atmosfera inerte e agitagdo vigorosa. Apds a adicdo, a mistura
reacional foi mantida sob agitacéo a temperatura ambiente por aproximadamente 6 h. Ao término
tratou-se o sistema com solucéo saturada de NaCl (1 mL), solucdo saturada de NaHCO3z (1 mL)
e agitou-se por mais cinco min. As fases foram separadas e a fase aquosa extraida com CH2Cl>

(3x5 mL). As fases organicas foram reunidas, secas com Na>SO4 e concentradas. O residuo foi
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purificado em coluna cromatografica (hexano:acetato de etila 80:20; 70:30), fornecendo a
mistura das cianoidrinas com 55% de rendimento.

Caracteristica: sdlido amarelado

Rf: 0,25 e 0,29 (hexano:acetato de etila 7:3)

IV (cm™) T max: 3379, 2982, 2932, 2837, 1666, 1613, 1509, 1364, 1302, 1244, 1158, 1083, 1021,
893.

RMN de H (400 MHz, CDCls) § (J/Hz): 7,30 (m, 4H, H5, H5"); 6,90 (m, 4H, H6, H6"); 5,74
(s, 1H, NH); 5,39 (s, 1,84H, NH); 4,88 (m, 2H, H2); 4,73 (s, 0,91H, H3); 4,59 (s, 2,03H, H3);
3,795 (s, 3,37H, H8); 3,790 (s, 2,80H, H8); 1,45 (s, 9,34H, H11); 1,43 (s, 9,44H, H11);

RMN de *C (100 MHz, CDCls): 160,04 (C9); 159,97 (C9); 157,42 (C7); 156,25 (C7); 128,60
(C5, C5%); 128,17 (C5, C5°); 127,57 (C4); 118,33 (C1); 117,93 (C1); 114,61 (C6,C6°); 114,45
(C6,C6°); 81,74 (C10); 81,24 (C10); 67,95 (C2); 65,54 (C2); 58,80 (C3); 55,35 (C8); 55,33 (C8);
28,25 (C11); 28,23 (C11).

HRMS (ESI): m/z [M + Na]* calculado para C1sH20N2NaOs : 315,1321; encontrado: 315,1313.

5.2.9. Preparacédo dos (4R,5R)- e (4R,5S)-4-(4-metoxifenil)-2-oxooxazolidina-5-

carboxilatos de metila (83 e 84)

N W
4 Hﬁ%o 4 Hﬁ\l{)
83 0 g4 O

Em um baldo de 10 mL contendo a mistura das cianoidrinas 79a e 79b (0,054 g; 0,184
mmol) adicionou-se a solugdo de HCI 15% (3 mL). O sistema foi refluxado por 1 h. Ao término
evaporou-se a solucao aquosa e o residuo foi imediatamente submetido a proxima etapa.

Em um baldo de 10 mL contendo intermediario 7 (0,071 g; 0,28 mmol) adicionou-se éter
etilico (2 mL) e uma solucdo de NaOH (0,086 g; 2,15 mmol) em H>O (5 mL) a 0 °C. A mistura
foi mantida sob agitacdo nessa temperatura por 10 min. Em seguida adicionou-se trifosgénio
(0,125 g; 0,42 mmol). O sistema foi mantido nessa temperatura ao longo de toda a reacéo, que
foi acompanhada por CCD. Ao término o pH foi ajustado para 2-3 e a mistura foi extraida com
acetato de etila (3x10 mL). As fases organicas foram reunidas, secas e concentradas. E o residuo
submetido a proxima etapa.

Em um baldo de 10 mL contendo intermediario 82 (0,082 g; 0,35 mmol) adicionou-se
MeOH anidro (1 mL) e em seguida SOCI; (0,076 mL; 1,05 mmol) a 0 °C. Ao término da adigdo,

a temperatura foi elevada a temperatura ambiente e depois a 68 °C e a reacdo foi acompanhada
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por CCD. Ao término a mistura reacional foi resfriada, tratada com solucéo saturada de NaHCO3
(3 mL) a 0 °C e extraida com acetato de etila (3x10 mL). As fases organicas foram reunidas,
secas e concentradas. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna (hexano:acetato de
etila 75:25; 70:30 e 60:40).

5.2.10. (4R,5R)- 4-(4-metdxifenil)-2-oxooxazolidina-5-carboxilato de metila (83)

Caracteristica: sdlido amarelado

Rf: 0,36 (hexano : acetato de etila 25:75)

Tr=104,2-105,1 °C

IV (cm™) T max: 3375; 2954; 2841; 2035; 1741; 1612; 1516; 1251; 1182; 1025; 837.

RMN de H (400 MHz, CDCl3 ) & (J/Hz): 7,21 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H9, HY’); 6,88 (d, J = 8,7
Hz, 2H, H10, H10°); 5,32 (s, 1H, NH); 5,26 (d, J = 9,16 Hz, 1H, H5); 5,17 (d, J = 9,16 Hz, 1H,
H4); 3,80 (s, 3H, H12); 3,33 (s, 3H, H7).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 166,75 (C6); 160,38 (C11); 157,73 (C1); 128,17 (C9 ¢ C9°);
126,96 (C8); 114,14 (C10 ¢ C10°); 78,17 (C5); 57,89 (C4); 55,34 (C12); 52,10 C7).

HRMS (ESI): m/z [M + Na]" calculado para C12H13NNaOs: 274.0686 ; encontrado: 274.0689.
[a]p?? :—82.,9 (c 0,25; MeOH)

[a]o? : —94,5 (c 1,0; MeOH) 3

5.2.11. (4R,55)- 4-(4-metoxifenil)-2-oxooxazolidina-5-carboxilato de metila (84)

Caracteristica: solido amarelado

Rf: 0,56 (hexano:acetato de etila 25:75)

Tf=91,8-92,6 °C

IV (M) T max: 3245; 3142; 2962; 2925; 2840; 1722; 1614; 1586; 1512; 1414; 1304; 1249;
1229; 1172; 1093; 1021; 954; 830.

RMN de H (400 MHz, CDCls ) § (J/Hz): 7,29 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H9, H9’); 6,93 (d, J = 8,6
Hz, 2H, H10, H10°); 5,48 (s, 1H, NH); 4,92 (d, J = 5,2 Hz, 1H, H5); 4,75 (d, J = 5,2 Hz, 1H,
H4); 3,86 (s, 3H, H12); 3,82 (s, 3H, H7).

RMN de *C (100 MHz, CDCls): 168,99 (C6); 160,55 (C11); 157,43 (C1); 130,86 (C8); 127,52
(C9eC9); 114,95 (C10 e C10%); 80,77 (C5); 58,89 (C4); 55,62 (C12); 53,27 (C7).

HRMS (ESI): m/z [M + Na]" calculado para C12H13NNaOs: 274.0686; encontrado: 274.0687.
[a]p? : +83,4 (c 0,33; MeOH)

[a]o? : +90 (c 1,0; MeOH)®3
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5.2.12. Preparacao da (+)-5-epi-citoxazona e da (-)-citoxazona

11 11

5 5
9' 7 4 ", 9 7 4

g ' 0 g 0
HNK< HN\\<
(—)-citoxazona 0 5-epi-cit0xazona0

Em um baldo de 10 mL contendo NaBH4 (0,003 g; 0,1 mmol) e LiCl (0,004 g; 0,1 mmol)
adicionou-se metanol anidro (0,5 mL) a 0 °C. A seguir adicionou-se a solugdo do respectivo
intermediario (83 ou 84) (0,010 g; 0,025 mmol) em MeOH anidro (0,5 mL). A temperatura do
sistema foi elevada a temperatura ambiente, permanecendo sob agitacdo a esta temperatura por
2 h e sendo acompanhada por CCD. Ao término, adicionou-se H20 (1 mL) e extraiu-se com
acetato de etila (3x3mL). As fases organicas foram reunidas, secas e concentradas. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna (hexano:acetato de etila 25:75).

5.2.12.1. (-)-citoxazona

Caracteristica: solido branco

Rf: 0,30 (hexano:acetato de etila 25:75)

Ts=120,5-121,3°C

IV (cm™) T max: 3441; 3238; 2960; 2928; 2841; 1709; 1611; 1513; 1401; 1249; 1174; 1047, 1026;
992.

RMN de IH (400 MHz, CDCl3) & 7,21 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H9, HY’); 6,91 (d, J = 8,7 Hz, 1H,
H10, H10%); 5,18 (s, 1H, NH); 5,01(d, J = 8,44 Hz, 1H, H4); 4,90 (ddd; J = 8,44; 7,6 ; 4 Hz, 1H,
H5); 3,82 (s, 3H, H11); 3,44 (m, 1H, H6); 3,26 (m, 1H, H6).

RMN de *C (100 MHz, CDCls): 160,21 (C1); 148,12 (C10); 127,89 (C8 e C8); 127,24 (C7);
114,45 (C9 e C9’); 80,27 (C5); 62,07 (C6); 57,30 (4); 55,38 (C11).

HRMS (ESI): m/z [M + Na]" calculado para C11H13NNaOs: 246,0737; encontrado: 274,0735.
[a]o® 63,16 (c 0,1; MeOH)

[a]o?® :—65,7 (¢ 0,1; MeOH)®3

5.2.12.2. (+)-5-epi-citoxazona

Caracteristica: solido branco.

Rf= 0,38 (hexano:acetato de etila 25:75)

Tf=161,3-162,3°C

IV (cm™) ¥ max: 3328; 2935; 1733; 1692; 1610; 1514; 1425; 1384; 1299; 1243; 1176; 1028; 831.
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RMN de *H (400 MHz, acetona-ds) : 57,33 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H9, H9"); 6,95 (d, J = 8,7 Hz,
2H, H10, H10%); 4,78 (d, J = 6,4 Hz, 1H, H4); 4,35 (t, J = 6,0 Hz, 1H, OH); 4,29-4,21 (m, 1H,
H5); 3,86-3,80 (M, 1H, H6); 3,79 (s, 3H, H11); 3,75-3,66 (M, 1H, H6).

RMN de 13C (100 MHz, acetona-ds): ) 160,71 (C1); 159,13 (C10); 133,98 (C7); 128,49 (C8
e C8°); 115,13 (C9 e C9°); 85,69 (C5); 62,52 (C6); 57,76 (C4); 55,68 C11).

HRMS (ESI): m/z [M+Na]" calculado para C11H13NNaOa: 246,0737; encontrado: 246,0730.
[a]p? : +21,3° (c 0,15; CH3OH);

[a]o® : +32,0° (C 0,4; CHsOH)®

5.3. Procedimentos sintéticos referentes ao CAPITULO 1 - PARTE Il

5.3.1. Preparo do 3,3-dimetoxipentano

2 4
1 3 5
H;CO OCH;

Em um baldo de 100 mL adicionou-se 9,4 mL de pentan-3-ona (89 mmol) em seguida,
adicionou-se 20,0 mL de metanol anidro, sob atmosfera inerte. A seguir adicionou-se 12,0 mg
de acido p-toluenosulfénico (PTSA) e 10,16 mL de trimetilortoformato lentamente. O sistema
permaneceu sob refluxo (64 °C) por 4 h. Ap0s isso, a reacao foi interrompida adicionando-se de
10 mL de hexano e uma porcao de NaOH. O sistema permaneceu sob agitacdo magnética por 30
min. A seguir, o residuo foi destilado para obtencdo do composto de interesse, recolhido a 120
°C.

Caracteristica: liquido incolor.

RMN de 1H (400 MHz, CDCls) : 3,15 (s, 6H, OCHs); 1,59 (q, J= 7,5 Hz, 4H, H2 e H4); 0,82
(t, J=7,5Hz, 6H, H1 e H5).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 104,24 (C3); 47,71 (OCHs); 24,40 (C2e C4); 797 Cle
Cb).
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5.3.2. Preparacéo do (1S,25)-1,2-bis((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)etano-1,2-diol (91)

Em um bal@o de 100 mL adicionou-se D-manitol (5,0 g; 27,45 mmol), DMF (25 mL) e
acido canforsulfénico (0,25 g; 0,686 mmol). Em seguida adicionou-se 3,3-dimetoxipentano
(9,07 g; 68,63 mmol) e o sistema foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente e atmosfera
inerte por 24 h. Adicionou-se éter etilico (25 mL) e solucdo saturada de NaHCO3 (25 mL). A
fase aquosa foi entdo extraida com éter etilico (2x30 mL). As fases organicas foram lavadas com
solucéo saturada de NaCl, secas com Na>SOs e concentradas sob pressao reduzida. O residuo foi
purificado empregando cromatografia em coluna, em ordem gradiente de polaridade
(hexano:AcOEt 90:10; 80:20; 70:30), obtendo-se o produto de interesse com 92%.
Caracteristica: sdlido branco.

Rf= 0,70 (hexano:AcOEt 1:1)

T¢=87,9-88,4°C

IV (cm™) T max: 3407; 3280; 2941; 2880; 1454; 1356; 1266; 1196; 1175; 1123; 1078; 1043; 987;
913; 763.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) : §4,20-4,10 (m, 4H, H3 e H3"); 3,97-3,87 (m, 2H, H2 e H2’);
3,76 (t, J = 6,3 Hz, 2H, H1 e H1"); 2,72 (d, J = 6,7 Hz, 2H, OH); 1,71-1,57 (m, 8H, H5, H5",
H5a e H5a%); 0,94-0,85 (m, 12H, H6, H6’, H6a e H6a’).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls): 113,49 (C4 e C4’); 76,46 (C2 e C2°); 71,82 (Cl e C1");
67,57 (C3 e C3); 29,79 e 23,13 (C5, C5°, C5a e C5a’); 8,40 e 8,22 (C6, C6’, Coba e C62’).
HRMS (ESI): m/z [M + Na]" calculado para C16H300s: 341.1935 ; encontrado: 341.1938.
[a]p?67: +7,6° (¢ 5,0, CH30OH);

[a]o®: +7,8° (¢ 5,0, CH30H) &7
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5.3.3. Preparacéo do cloreto de (4-metoxi-benzil)-trifenil-fosfonio (89)

cl +1IZ},1Ph
1~ ph

Em um baldo de 100 mL adicionou-se trifenilfosfina (2,17 g; 8,29 mmol), acetonitrila
(45 mL) e cloreto de 4-metdxibenzila (0,86 mL; 6,38 mmol). O sistema foi mantido sob agitacédo
e refluxo por 18 h. O solvente foi evaporado e o residuo purificado por cromatografia em coluna,
em ordem gradiente de polaridade (CH2Cl2/CH3OH 95:5; 90:10; 80:20) fornecendo o produto
de interesse com 97% de rendimento.
Caracteristica: solido branco
Rf= 0,66 (diclorometano:metanol 9:1)
Tr=236,3-237,6 °C
TtLit = 236-242 °C%
IV (cm™) U max: 3652; 3297; 2782; 1634; 1601; 1503; 1433; 1241; 1172; 1106; 1021, 996; 845;
743; 714; 681.
RMN de H (200 MHz, CDCls): §7,89-7,53 (m, 15H, H-Ph); 6,98 (dd, J = 7,2; 2,6 Hz, 2H,
H3, H3”); 6,63 (d, J=8,1 Hz, 2H, H4, H4"); 5,24 (d, J = 13,7 Hz, 2H, H1); 3,71 (s, 3H, H6).
RMN de *3C (50 MHz, CDClz): ) 6159,67 (C5); 134,99 (d, J =1,55 Hz, C5 e C5°); 134,32 (d,
J=19,6 Hz, C8 ¢ C8’); 132,61 (d, J =5,3 Hz, C10 e C10’); 130,16 (d, J = 12,3 Hz, C9 e C9’);
118,73 (C4 e C4’); 117,04 (d, J = 84,5 Hz, C2); 114,27 (d, J = 2,9 Hz, C7); 55,27 (C6); 30,03
(d, J=46,1 Hz, C1).
HRMS (ESI): m/z [M - CI]* calculado para C26H24OPCI: 383,1559; encontrado: 383,1551.

1 KETCHAM, R.; JAMBOTKAR, D.; XARTIXELLI, L. The preparation of cis-4-nitro-4’-methoxystilbene via the
Wittig reaction. The Journal of Organic Chemistry, 27,4666-4667, 1962.
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5.3.4. Preparacédo do 2,3-O-(3-pentilideno)-(R)-gliceraldeido (90)

5.3.5.

Em um baldo de 50 mL adicionou-se o cetal 91 (0,527 g; 1,65 mmol), fluoreto de
tetrabutilamonio (0,009 g; 0,036 mmol), éter etilico (6 mL) e &gua destilada (3 mL). Em seguida
adicionou-se periodato de sodio (0,765 g; 3,3 mmol) em pequenas por¢des durante 20 min,
mantendo-se a mistura sob agitacdo a temperatura ambiente por 4 h. Apds isso, adicionou-se
uma solucgéo saturada de NaHCO3 (10 mL), extraiu-se com acetato de etila (3x15 mL). As fases
organicas foram lavadas com brine, secas com Na>COgz anidro e concentradas sob presséo
reduzida fornecendo o (R)-gliceraldeido cetal (10), que foi utilizado na etapa seguinte sem prévia
purificacéo.

Caracteristica: liquido incolor.

RMN de H (400 MHz, CDCls): § 9,74 (2H, d, J = 4 Hz, H-1); 3,80 — 4,30 (3H, m, H-2 e H-
3); 1,50 - 1,80 (4H, m, H-5 e H-5); 0,80 — 1,00 (6H, m, H-6 e H-6).

RMN de *C (100 MHz): 6 201,83 (C=0); 115,50 (C4); 80,18 (C-2); 65,90 (C-3); 29,03 e 29,46
(C-5eC5%),8,13e8,31 (C-6e C-6).

Preparacao das olefinas 88a e 88b

88a 88b

Em um baldo de 50 mL contendo o aldeido 90 adicionou-se t-butoxido de potassio (0,481
g; 4,29 mmol), o sal de Wittig (7) (1,987 g; 4,29 mmol) e (CH2Clz anidro (18 mL) a0 °C. O
sistema foi agitado vigorosamente a esta temperatura por uma hora. A mistura ficou amarela
apos a adicdo do solvente e foi clareando com o decorrer da reacdo, ficando incolor ao término
da reagdo. O sistema foi diluido em diclorometano (10 mL) e lavado com H>O destilada (15
mL). A fase aquosa foi extraida com diclorometano (3x10 mL). As fases organicas foram lavadas
com solugéo saturada de NaCl (10 mL), secas com Na>SOa4 e concentradas sob pressao reduzida.
O residuo foi purificado empregando cromatografia em coluna (hexano:AcOEt 97:3; 95:5),

obtendo-se o0 isdmero Z com 70% de rendimento, nas duas etapas.
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5.3.5.1.(5,2)-2,2-dietil-4-(4-metoxiestiril)-1,3-dioxolano (88a):

Caracteristica: oleo viscoso, transparente e incolor.

Rf= 0,31 (hexano:AcOEt 95:5)

IV (cm™) U max: 2972; 2937; 2881; 1728; 1606; 1510; 1461; 1356; 1251; 1170; 1074; 1031; 914;
841; 766.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 67,22 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H9, H9’); 6,87 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
H10, H10%); 6,65 (d, J = 11,5 Hz, 1H, H4); 5,59 (t, J = 10,3 Hz, 1H, H5); 4,94-4,85 (m, 1H, H2);
4,15 (t, J = 7,0 Hz, 1H, H1); 3,80, (s, 3H, H12); 3,61 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H1); 1,76-1,56 (m, 4H,
H6, H6”); 1,00-0,83 (m, 6H, H7, H7).

RMN de '3C (100 MHz, CDCls): §159,28 (C9); 133,96 (C4); 130,20 (C9, C9°); 129,02 (C8);
127,53 (C5); 113,89 (C10, C10%); 113,41 (C3); 72,95 (C1); 70,50 (C2); 55,40 (C12); 30,22;
30,06 (C6, C6°); 8,41; 8,16 (C7,C7’).

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para C16H2303: 263,1647 ; encontrado: 263,1695.
[a]p?>® : —5.45° (¢ 1.1, CHClI3)

5.3.5.2.(S,E)-2,2-dietil-4-(4-metoxiestiril)-1,3-dioxolano (88b):

Caracteristica: oleo viscoso, transparente e incolor.

Rf= 0,25 (hexano:AcOEt 95:5)

IV (cm™?) U max: 2972; 2939; 2882; 1720; 1603; 1511; 1462; 1247; 1171; 1076; 1030; 916.
RMN de 1H (400 MHz, CDCls): 67,32 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H9, H9"); 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
H10, H10%); 6,61 (d, J = 15,8 Hz, 1H, H4); 5,99 (dd, J = 15,8; 7,8 Hz, 1H, H5); 4,70-4,58 (m,
1H, H2); 4,14 (dd, J = 8,0; 6,1 Hz, 1H, H1); 3,80 (s, 3H, H12); 3,63 (t, J = 8,1 Hz, 1H, H1);
1,76-1,62 (m, 4H, H6, H6’); 0,99-0,90 (m, 6H, H7, H7).

RMN de *C (100 MHz, CDCls): §159,28 (C9); 133,96 (C4); 130,20 (C9, C9); 129,02 (C8);
127,53 (C5); 113,89 (C10, C10%); 113,41 (C3); 72,95 (C1); 70,50 (C2); 55,40 (C12); 30,22;
30,06 (C6, C6”); 8,41; 8,16 (C7, C7).
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5.3.6. Preparacéo dos diois 87a e 87b

Em um baldo de 50 mL contendo a solucdo da olefina 88a (0,593 g; 2,26 mmol) em
acetona (19 mL) e H20 (2,7 mL), adicionou-se 4-metilmorfolina N-6xido (0,303 g; 2,59 mmol)
e em seguida a solucdo de tetréxido de ésmio (0,017 g; 0,067 mmol) em &gua (0,45 mL). A
mistura foi agitada a temperatura ambiente por 7 h. A seguir, a mistura foi tratada com solucao
saturada de sulfito de sodio (10 mL) e mantida sob agitacdo por 10 min. O sistema foi diluido
com H20 (10 mL) e extraido com CHCl> (3x10 mL). As fases organicas foram reunidas, secas
com NaxSOs e concentradas. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna

(hexano:acetato de etila 75:15) levando ao respectivo diol em 81% de rendimento.

5.3.6.1. (1S,2S)-1-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-2-(4-methoxifenil)etano-1,2-diol
(87a):

Caracteristica: 6leo viscoso incolor.

Rf= 0,5 (hexano:AcOEt 6:4)

IV (cm™?) U max: 3439; 2972; 2939; 2883; 1610; 1510; 1462; 1247; 1173; 1076; 1032; 913; 831.
RMN de *H (400 MHz, CDCls) : 67,30 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H9, H9’); 6,88 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
H10, H10%); 4,73 (d, J = 5,6 Hz, 1H, H4); 4,04-3,97 (m, 1H, H5); 3,89-3,82 (m, 2H, H1); 3,79
(s, 4H, H12, H2): 3,21 (s, 1H, H13); 2,22 (d, J = 3,2 Hz, 1H, H14); 1,67 (dq, J = 7,4; 3,0 Hz,
2H, H6’ ); 1,58 (q, J = 7,4 Hz, 2H, H6); 0,92 (t, J = 7,4 Hz, 3H, H7’); 0,86 (t, J =7,4 Hz, 3H,
H7).

RMN de C (100 MHz, CDCls): 159,67 (C11); 131,86 (C8); 128,40 (C9 e C9’); 114,05 (C10
e C10%); 113,30 (C3); 76,98 (C4); 75,53 (C5); 75,22 (C2); 67,39 (C1); 55,43 (C12); 29,73 e
29,20 (C6 e€C6’); 8,34€ 8,21 (C& e CT’).

HRMS (ESI): m/z [M + Na]" calculado para C16H24NaOs: 319,1521; encontrado: 319,1515.
[a]p?64 : +0,83 (c 1,2; CH30H).
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5.3.6.2. (1R,2R)-1-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-2-(4-methoxifenil)etano-1,2-diol
(87b):

Caracteristica: 6leo viscoso incolor.

Rf= 0,59 (hexano:AcOEt 6:4)

IV (cm™?) U max: 3340; 3058; 2971; 2938; 2881; 1611; 1511; 1437; 1245; 1172; 1118; 1078;
1033; 920; 721; 694.

RMN de *H (400 MHz, CDCls): 67,27 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H9 e H9"); 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
H10 e H10%); 4,79 (t, J = 5,2 Hz, 1H, H4); 4,16-4,06 (m, 1H, H5); 3,79 (s, 3H, H12); 3,80-3,74
(m, 1H, H2); 3,69-3-55 (m, 2H, H1); 3,09 (d, J = 5,5 Hz, 1H, H13); 2,77 (d, J = 6,0 Hz, 1H,
H14); 1,66 (dg,J=7,4;2,7 Hz, 2H) e 1,58 (q, J = 7,4 Hz, 2H) H6 ¢ H6’; 0,91 (t, J = 7,4 Hz, 3H)
e0,85(t,J=7,4Hz,3H) H7 e H7".

RMN de *3C (100 MHz, CDCls): §159,44 (C11); 132,58 (C8); 127,38 (C9 ¢ C9°); 114,11 (C10
e C10%), 113,23 (C3); 75,52 (C4), 75,26 (C5); 74,46 (C2); 66,79 (C1); 55,44 (C12); 29,74 e
29,15 (C6 e C6’); 8,26 € 8,24 (C7 e CT’).

5.3.7. Preparacao do (1S,2R)-2-azido-1-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-2-(4-
metoxifenil)etanol (92)

Em um baldo de 25 mL contendo o diol 87a (0,139 g; 0,46 mmol), trietilamina (0,28 mL;
2,01 mmol) e CH2Cl> (2 mL), adicionou-se a solucéo de cloreto de tionila (0,039 mL; 0,54 mmol)
em CH2Cl> (0,4 mL) a 0 °C, observando uma coloracdo marrom avermelhado. O sistema foi
mantido sob agitagdo nesta temperatura por 10 min. A seguir, a mistura foi diluida com éter
etilico (10 mL), lavada com &gua gelada (10 mL) e solucdo saturada de NaCl (10 mL). As fases
orgénicas foram reunidas, secas com NaSO4 e concentradas e o produto foi imediatamente
submetido a préxima etapa.

Em um bal&o de 25 mL contendo o sulfito 86 (0,166 g; 0,48 mmol) adicionou-se NaN3
(0,056 g; 0,86 mmol) e dimetilformamida (3 mL). A mistura foi agitada sob atmosfera inerte, a
100 °C por 2 h. Ao término, a mistura foi resfriada com banho de gelo e tratada com H20 (5

mL). A mistura foi extraida com acetato de etila (3x5 mL), as fases organicas foram reunidas,
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lavadas com solucéo saturada de NaCl (10 mL), secas com NaSOs e concentradas. O produto
bruto foi purificado por cromatografia em coluna (hexano:acetato de etila 90:10) fornecendo o
azidoalcool 92 com 56% de rendimento (duas etapas).

Caracteristica: 6leo amarelo

Rf= 0,31 (hexano:AcOEt 8:2)

IV (cm™) U max: 3421; 2978; 2937; 2899; 2109; 1616; 1512; 1471; 1247; 1176; 1075; 1031; 911;
777,

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 57,30 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H9, H9’); 6,92 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
H10, H10%); 4,71 (d, J = 3,9 Hz, 1H, H4); 4,8-3,87 (m, 3H, H5, H2, H1); 3,82 (s, 3H, H12); 3,79-
3,67 (m, 1H, H1); 2,15 (d, J = 6,3 Hz, 1H, OH); 1,71-1,53 (m, 4H, H6, H6"); 0,97-0,80 (m, 6H,
H7, H7’).

RMN de *3C (100 MHz, CDCls): §160,02 (C11); 129,70 (C8); 128,89 (C9 ¢C9’); 114,57 (C10
e C10%); 113,49 (C3); 75,00 (C4); 75,66 (C5); 66,62 (C1); 66,45 (C2); 55,52; 29,64 e 29,22 (C6
e C6’); 8,45€ 8,21 (C7 ¢ C7).

HRMS (ESI): m/z [M + Na]" calculado para C1sH23NsNaO4: 344,1586; encontrado: 344,1585.
[a]p?64: —69,17° (c 1.2, CH30H).

5.3.8. Preparacao do (1S,2R)-2-amino-1-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-2-(4-

metoxifenil)etanol (85)

Em um baldo de 25 mL adicionou-se o azidoalcool (92) (0,90 g; 0,28 mmol),
trifenilfosfina (0,14 g; 0,56 mmol), THF (1 mL) e 4gua (0,5 mL). A mistura reacional foi agitada
a 50 °C por 3 horas e meia. Finalmente, a mistura reacional foi lavada com CH>Cl para remocéo
do 6xido de trifenilfosfina e a fase aquosa foi concentrada e o residuo purificado com
(diclorometano:metanol 95:5) fornecendo o aminoéalcool (85) com 92% de rendimento.
Caracteristica: solido amarelado
Rr= 0,44 (diclorometano:metanol 9:1)

T =94,8-95,6 °C
IV (cm™?) U max: 3365; 2968; 2939; 2890; 1614; 1510; 1462; 1232; 1173; 1076; 1032; 909; 831.
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RMN de H (400 MHz, CDCls): § 7,25 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H9, H9" ); 6,87 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
H10, H10’); 4,05-3,96 (m, 2H, H4, H5); 3,94-3,84 (m, 2H, H2, H1); 3,79 (s, 3H, H12); 3,78-
3,68 (m, 1H, H1); 2,25 (s, 3H, NH2, OH); 1,73-1,61 (m, 2H, H6); 1,57 (q, J = 7,4 Hz, 2H, H6);
0,91 (t,J=7,4,3H,H7); 0,85 (t,J =7,4 Hz, 3H, H7).

RMN de *C (100 MHz, CDCls): §159,21 (C11); 134,87 (C8); 128,12 (C9 € C9’); 114,23 (C10
e C10%); 113,07 (C3); 76,56 (C4); 75,60 (C5); 66,37 (C2); 55,87 (C12); 55,47 (C1); 29,64 e
29,15 (C6 € C6’); 8,47 € 8,24 (C7e CT’).

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para C16H26NO4: 296,1862; encontrado: 296,1858.
[a]o?7 : +5.0° (c 0.6, CH30H)

5.3.9. Preparagéo da (4R,5S)-5-[(1R)-1,2-di-hidroxietil]-4-(4-metoxifenil)-1,3-oxazolidin-
2-ona (93)

Em um bal&o de 25 mL contendo o aminoalcool (85) (0,082 g; 0,28 mmol), agua (2 mL)
e éter etilico (3mL), adicionou-se a solu¢do aquosa de NaOH (0,086 g; 2,16 mmol) em agua (4,5
mL) a 0 °C. A mistura foi agitada por 10 min nessa temperatura e em seguida adicionou-se o
trifosgénio (0,127 g; 0,43 mmol). A mistura permaneceu sob agitacdo por 1,5 h. Ao término, o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia em
coluna (diclorometano:metanol: 9,5:0,5 e 9:1), fornecendo o derivado oxazolidinona com 86%
de rendimento.
Caracteristica: solido branco.
Rf= 0,48 (diclorometano:metanol 9:1)
Tf=81.2-82.2°C
IV (cm™) T max: 3328; 2935; 1733; 1692; 1610; 1514; 1425; 1384; 1299; 1243; 1176; 1028; 831.
RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds): 57,23 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H9, H9"); 6,87 (d, J =8,7 Hz,
2H, H10, H10°); 4,83 (d, J = 4,8 Hz, 1H, H4); 4,39-4,32 (m, 1H, OH); 4,22 (t, J = 4,92, 1H, H5);
3,79-3,73 (m, 1H, H6); 3,70 (s, 4H, H12, OH); 3,60-3,46 (m, 2H, H7).
RMN de 3C (100 MHz, acetona-ds): 6 160,54 (C1); 158,89 (C11); 135,19 (C8); 128,60 (C9 e
C9%); 115,04 (C10 e C10%); 84,53 (C5); 73,48 (C7); 63,36 (C6); 57,26 (C4); 55,68 (C12).

HRMS (ESI): m/z [M + H]" calculado para C12H1sNOs: 254,1028; encontrado: 254,1024.
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[a]o®7 : +24.56° (¢ 0.57, CH3OH).

5.3.10. Preparacao da 5-epi-citoxazona

11

H,CO0 8 ¢ on
5

g -0
HN\<O

Em um bal&o de 25 mL contendo a oxazolidinona (93) (0,033 g; 0,135 mmol), éter etilico
(0,5mL) e agua (0,25 mL), adicionou-se o fluoreto de tretrabutilamdnio (0,0007g; 0,0029 mmol)
e o periodato de sodio (0,083 g; 0,36 mmol) lentamente. A mistura foi mantida sob agitacéo a
temperatura ambiente por uma hora e meia. Ao término, adicionou-se solucdo saturada de
NaHCO3 (2 mL), extraiu-se com acetato de etila (3x5 mL), as fases organicas foram reunidas,
secas com NaxSO4 anidro e concentradas. O composto foi imediatamente sobmetido a proxima
etapa, sem prévia purificacao.

Em um bal&o contendo o aldeido, adicionou-se NaBH4 (0,0061 g; 0,162 mmol) e metanol
anidro (1 mL) a 0 °C. A mistura foi mantida sob agitacdo por 10 mina 0 °C e por 1 h a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de H2O destilada
(3 mL) e a mistura foi extraida com acetato de etila (3x5 mL). As fases organicas foram reunidas,
secas com Na>SOa4e concentradas. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna (acetato
de etila/éter de petroleo 7,5:2,5 e 9:1), levando a 5-epi-citoxazona com 79% de rendimento (duas
etapas).
Caracteristica: solido branco.
Rf= 0,38 (hexano : acetato de etila 25:75)
Tf=161,3-162,3°C
IV (cm™) ¥ max: 3328; 2935; 1733; 1692; 1610; 1514; 1425; 1384; 1299; 1243; 1176; 1028; 831.
RMN de H (400 MHz, acetona-ds): 67,33 (d, J = 8,7 Hz, 2H, H9, H9"); 6,95 (d, J = 8,7 Hz,
2H, H10, H10%); 4,78 (d, J = 6,4 Hz, 1H, H4); 4,35 (t, J = 6,0 Hz, 1H, OH); 4,29-4,21 (m, 1H,
H5); 3,86-3,80 (m, 1H, H6); 3,79 (s, 3H, H11); 3,75-3,66 (M, 1H, H6).
RMN de 3C (100 MHz, acetona-ds): 6160,71 (C1); 159,13 (C10); 133,98 (C7); 128,49 (C8 e
C8’); 115,13 (C9 e C9°); 85,69 (C5); 62,52 (C6); 57,76 (C4); 55,68 C11).
HRMS (ESI): m/z [M+Na]" calculado para C11H13NNaOa: 246,0737; encontrado: 246,0730.
[a]0?®7 : +27,5° (c 0,4; CH3OH)
[a]o? : +32,0° (¢ 0,4; CH3OH)®
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5.3.11. Preparacao de (1R,2S)-2-((R)-2,2-dietil-1,3-dioxolan-4-il)-2-hidroxi-1-(4-
metdxifenil)etil)carbamato de terc-butila (95)
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Em um balao de 100 mL contendo o aminoalcool (85) (0,097 g; 0,328 mmol), adicionou-
se dioxano (3 mL), agua (1,5 mL), solucdo aquosa 0,5 M de Na,COs (1 mL) e di-terc-
butildicarbonato (0,078 g; 0,360 mmol) a 0 °C. O sistema foi mantido a esta temperatura por 5
min. A mistura permaneceu sob agitacao a temperatura ambiente por 24 h. Acidificou-se até pH
2-3, extraiu-se com acetato de etila (3x5 mL). A fase organica foi seca com NaSOs, concentrada
sob pressdo reduzida e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna (hexano:acetato
70:30), levando ao aminoé&cido protegido com 88% de rendimento.

Caracteristica: solido branco.

Rf= 0,40 (hexano:acetato 70:30)

IV (cm™) D max: 3417; 2973; 2934; 1686; 1613; 1511; 1463; 1366; 1296; 1166; 1077; 1037; 917.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): 6 (J/Hz): 7,23 (d, J=8,8 Hz, 2H, H9 ¢ H9’ ); 6,88 (d, J = 8,8
Hz, 2H, H10 e H10” ); 5,53 (d, J = 6,6 Hz, 1H, NH); 5,53 (d, J = 5,7 Hz, 1H, H4); 4,14-3,96 (m,
2H, H5, H2); 3,96-3,85 (m, 2H, H1); 3,79 (s, 3H, H12); 2,33 (s, 1H, OH); 1,85-1,54 (m, 4H, H6
e H6%); 1,41 (s, 9H, H15); 0,93 (t, J=7,4,3H) e 0,88 (t, J = 7,4, 3H) (H7 e H7").

RMN de '3C (100 MHz, CDCls): 6159,17 (C11); 155,76 (C13); 132,43 (C8); 127,99 (C9 e
C9%); 114,27 (C10e C10%); 113,12 (C3); 79,92 (C14); 76,51 (C4); 76,46 (C5); 75,13 (C2); 66,60
(C1); 55,49 (C12); 29,82 € 29,29 (C6 ¢ C6’); 28,55 (C15); 8,37 € 8,25 (C7 e C7’).

HRMS (ESI): m/z [M+Na]* calculado para C21H33NNaOsg: 418.2200 ; encontrado: 418.2192.
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6.1. Espectros no infravermelho referentes ao CAPITULO 1 - PARTE |
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Anexo 1. Espectro no infravermelho do éster 74.
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Anexo 2. Espectro no infravermelho do éster 77.
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Anexo 4. Espectro no infravermelho do aldeido 80.
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6.2. Espectros no infravermelho referentes ao CAPITULO 1 - PARTE Il
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Anexo 11. Espectro no infravermelho do sal de Wittig 89.
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Anexo 12. Espectro no infravermelho do sal da Z-olefina 88a.
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Anexo 13. Espectro no infravermelho do sal da E-olefina 88b.
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6.3. Espectros de RMN referentes ao CAPITULO 1 -PARTE |
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Anexo 16. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do éster 74.
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Anexo 19. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do éster derivado da L-fenilalanina.
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Anexo 20. Espectro de RMN de *H do produto de homocondensagéo do acetato de etila (200

MHz, CDCls).
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Anexo 21. Subespectro DEPT (100 MHz, CDClz) do B-cetoéster 78.
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Anexo 22. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do alcool 81.
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Anexo 23. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) do alcool 81.
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Anexo 24. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do alcool 81.
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Anexo 25. Subespectro Dept (100 MHz, CDCls3) do aldeido 80.
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Anexo 26. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCls3) da mistura das oxazolidinonas derivadas 82a

e 82b.
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Anexo 27. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do éster 84.
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Anexo 28. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) do éster 83.
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Anexo 29. Espectro de RMN de *C (100 MHz, acetona-de) da 5-epi-citoxazona.
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Anexo 30. Subespectro DEPT (100 MHz, acetona-ds) da 5-epi-citoxazona.

129



H9 H10

H9’H10’NH HJ::L
H4
LV (OHiP jHe
H6 5 |
HIl—22 &

H5 \©\4/5( 3
OH=< NN, &

HI-(IK 4.2

H4w 0 -]

NH —

H10 3
HI0 ) N .

H9 I’

b I

Anexo 31. Mapa de contornos NOESY (400 MHz, acetona-d6) da 5-epi-citoxazona.

H11

H9 H10

H9’ ]10’
H6
H11%

H;COU0R 8 ¢_OH
H ©\4/5(
9' 7
O 8' -
H4j O

lss £
[=¥
0 L6.0
[
* L6.5
a
]
H10., H10° ‘é ﬁ» 7.0
H9, HY
£7.5
T T T T T T T T T T T T
0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5
ppm

Anexo 32. Mapa de contornos COSY (400 MHz, acetona-ds) da 5-epi-citoxazona
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Anexo 33. Mapa de contornos HMQC (400 MHz, acetona-ds) da 5-epi-citoxazona.
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Anexo 34. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) da (-)-citoxazona.
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6.4. Espectros de RMN referentes ao CAPITULO 1 - PARTE II
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Anexo 35. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) do 3,3-dimetoxipentano.
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Anexo 36. Espectro de RMN de *3C (50 MHz, CDCls) do 3,3-dimetoxipentano.
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Anexo 37. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do diol 91.
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Anexo 38. Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) do diol 91.
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Anexo 39. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do diol 91.
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Anexo 40. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do aldeido 90.
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Anexo 41. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIs) do aldeido 90.
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Anexo 42. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCl3) do aldeido 90.
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Anexo 44. Subespectro DEPT (50 MHz, CDClIs) do sal de Wittig (89).
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Anexo 45. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) da olefina 88a.
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Anexo 46. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIs) do diol 80a.
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Anexo 47. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do diol 80a.
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Anexo 48. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDClIs) do diol minortitario (80b).
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Anexo 49. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) diol minoritario (80b).
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Anexo 50. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) diol minoritario (80b).
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Anexo 52. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do sulfito 86.
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Anexo 53. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDClIs) do azidoalcool 92.
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Anexo 54. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCls) do azidoalcool 92.
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Anexo 55. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIs) do aminoéalcool 85.
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Anexo 56. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCl3) do aminoalcool 85.
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Anexo 57. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCIs) do aminoalcool N-Boc protegido 95.
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Anexo 58. Subespectro DEPT (100 MHz, CDCIs) do aminoalcool N-Boc protegido 95.
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6.5. Espectros de massas de alta resolucéo referentes ao CAPITULO 1 - PARTE |

Intensidade Relativa (%)

100 4 179,0753
80 +
- OCH;,
60 1 NHBoc
40
20
151,0854
1 318,1320
135,0774 I
0 —b— — T T T T
150 200 250 300
m/z
Anexo 59. Espectro de massas (ESI-MS) do éster 74.
100 - 358,1609
—_~ 80 -1
3
2 O O
© .
3 9% OCH,CHs
o NHBoc
© ]
3
o 40
@
c
2
£ 359,1642
20 4
1302,0795
0 e L L S B

r—— —
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
m/z

Anexo 60. Espectro de massas do p-cetoéster 78.
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Anexo 61. Espectro de massas (ESI-MS) alcool 81.
Intens. +MS, Dissect, 7.4-7.7min #855-881
X109
1 149.0596 -H+Na - 0.0001 H5;CO
1.0 * ’ OH
0.8+ CN
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Anexo 62. Espectro de massas (ESI-MS) da mistura de cianoidrinas 79a e 79b.
Intens:_;; +MS2(525.1484), 15.0-60.0eV, Dissect, 6.2-6.4min #713-725
%1027
1.25] 2740687
1 H,CO o)
] 3 \©\IOCH3
1.004
0.75? z 0
o.5o§ HNK<
0.25; O
. —
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Anexo 63. Espectro de massas (ESI-MS) do éster 84.
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+MS2(525.1483), 15.0-60.0eV, Dissect, 5.7-5.9min #670-682

x1043
] 2740689
4+ |
3; - l’o
] HN\<
21
] 0
"
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Anexo 64. Espectro de massas (ESI-MS) do éster 83.
Intenos‘i_ +MS2(469.1570), 15.0-60.0eV, Dissect, 5.0-5.1min #588-595
x10%
3 2460730 H;CO ol
2: \©\/(
] -0
] HN\\<
12 0O
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z
Anexo 65. Espectro massas (ESI-MS) da 5-epi-citoxazona.
Intenosd: +MS2(469.1579), 15.0-60.0eV, Dissect, 5.0-5.1min #583-590
x10%]
] 2460735
" H3CO\©\///OH
2: .,
] - 0
] HN\\<
12 0
o:‘ —_—————————————
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z

Anexo 66. Espectro massas (ESI-MS) da (—)-citoxazona.
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6.6. Espectros de massas de alta resolucéo referentes ao CAPITULO 1 - PARTE I
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Anexo 67. Espectro massas (ESI-MS) do diol 91.
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Anexo 68. Espectro massas (ESI-MS) do sal de Wittig 89.
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Intensidade relativa (%)

10000 4 263,1695
8000
6000 - ﬁ; OCH,
4000
2000
0

T
263

m/z

Anexo 69. Espectro massas (ESI-MS) da olefina 88a.

Intens. +MS2(319.1515), 15.0-60.0eV, Dissect, 7.1-7.2min #819-824
319.1515
80004 *
6000
40004
2000
"1000 200 300 ‘400 500 800 700 800 900  miz
Anexo 70. Espectro massas (ESI-MS) do diol 87a.
Intens. ] +MS2(344.1578), 15.0-60.0eV, Dissect, 9.3-9.4min #1071-1076
15001 344.1585
] PY
10005
500
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Anexo 71. Espectro de massas (ESI-MS) do azidoalcool 92.
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Intenst_;: +MS, Dissect, 4.7-5.0min #556-580
X103 279.1593
o] -H+NH4 - 0.0001 HO  NH,
1 296.1858 \
3] L 3 !
] (0]
3 193.0860
23 *
] /5 OCH,
17
] i l 591.3636
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Anexo 72. Espectro massas (ESI-MS) do aminoéalcool 85.
Intenoi., +MS, Dissect, 4.1-4.3min #482-504
X1 254.1024
61 -H+NH4 - 0.0001
4_
2 1946815 5071976
150,0911
0 371.0299
" 100 2000 300 400 500 800 700 800 200 miz
Anexo 73. Espectro massas (ESI-MS) da oxazolidinona 93.
Intenss; +MS2(813.4509), 15.0-60.0eV, Dissect, 9.7-9.9min #1118-1134
%102
4
] 4182192 OH
] “NHBoc
31 o)
b (0]
27
] 3621567
Y 318.1669
] H,CO
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Anexo 74. Espectro massas (ESI-MS) do aminoélcool N-Boc protegido 95.
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Abstrack {—}Cytoxazone, orginally isolated from cultures of a Streptomyces species has an
oxazolidin-2-one 4,5-disubstituted ring. Itis known that this natural product presents a cytokine
modulator effect through the signaling paﬂ'mray of Th2 cells (type 2 cytokines), which are involved
in the process of growth and differentiation of cells. From this, the interest in the development of
research aimed at the total synthesis of this molecule and its analogs has remained high, which can be
confirmed by the large number of publications on the topic, more than 30 to date. This review focuses
on the various creative methods for the synthesis of {—)-cytoxazone and its congeners. The assessment
of the preparation of this oxazolidinone and related structures serves as a treatise on the efforts made
in the synthesis of this important class of compound from its first total synthesis in 1999,

Keywords: (—)-cyvtoxazone; organic synthesis; stkereoselective synthesis; biological activity;
antimicrobial activities; ov tokine modulator

1. Introduction

This meview focuses on the various total sy nthesis strategies for the preparation of (- Foytoxaz one
and its congeners. The assessment of the preparation of this ovazolidinone and related structures
serves as a treatise on the efforts made in the synthesis of this class of compounds. Emphasis is placed
on the literature since the first total synthesis in 1999 until mid-2016. Readers may also consult bwo
excellent surveys of the building of oxazolidin-2-one rings by Rozwadowska et al. [1] and Zappia [2].

1.1. Compaounds Containing 2-Oxazolidinone Structural Units and Biological Applications

New synthetic antimicrobial agents have been discovered from the preparation of a library of
compounds of the oxazolidin-2-one family (Figune 1) by DuPont nesearchers [3,4], specifically exerting
a bacteriostatic effect during in itro and in 7'oo assays, using human pathogenic bacteria [3].

O
J.L Ry = alkyl or aryl
O Nry R;=H or aryl
R3 =0Hor NHZ
Ry Rj3

Figure 1. Antimicrobial oxazolidin-2-ones.
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New Approach for the Stereoselective Synthesis of (+)-epi-Cytoxazone

Izabel L. Miranda,” Suélen K. Sartori,® Marisa A. N. Diaz® and Gaspar Diaz-Muiioz**

“Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais,
31270-901 Belo Horizonte-MG, Brazil

*Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Vicosa,
36570-900 Vigosa-MG, Brazil

The stereoselective total synthesis of (+)-epi-cytoxazone was performed satisfactorily in
8 steps, in 17% overall yield, via a novel route from 2,3-O-(3-pentylidene)-(R)-glyceraldehyde.
The bulky group alkene-ketal allowed intramolecular control of the target molecule’s asymmetric
centers in the dihydroxylation step by promoting the approach of OsO, to the face opposite to

that of the ketal group.

Keywords: cytoxazone, epi-cytoxazone, 2.3-O-(3-pentylidene)-(R)-glyceraldehyde, Wittig

olefination, stereoselective dihydroxylation

Introduction

Oxazolidinones comprise a class of natural and
synthetic compounds that exhibit antibacterial activity
against a wide range of Gram-positive bacteria,'? such
as methicillin- and vancomycin-resistant Staphylococci,
vancomycin-resistant Enterococci, and penicillin-resistant
anaerobes and Pneumococci. However, oxazolidinones
have limited efficacy against Gram-negative bacteria.”
Their mechanism of action, although not fully understood,
is thought to be initiated by inhibition of the early stages
of protein synthesis.'

New synthetic antimicrobial agents were discovered
by DuPont researchers from a library of compounds
containing the oxazolidin-2-one nucleus, analogous to that
of (—)-cytoxazone (Figure 1).** These compounds exhibited
high bacteriostatic effect on human pathogenic bacteria in
in vitro and in vivo tests.?

Although natural sources of compounds that contain
the oxazolidin-2-one nucleus are very rare,” Kakeya et al.®
were able to isolate a novel compound belonging to this
class, (4R.5R)-5-hydroxymethyl-4-p-methoxyphenyl-

1.3-oxazolidin-2-one, ((—)-cytoxazone, Figure 1), from

Streptomyces bacteria. Nakata and co-workers’ and Mori
and Seki® performed the first asymmetric total syntheses
of (—)-cytoxazone and thus confirmed its absolute
configuration.

*g-mail: gaspardm @gqui.ufmg.br

0" "NH
HO— '<— N

OCH,

Figure 1. Chemical structure of (—)-cyloxazone.

(—)-Cytoxazone is a natural product that is important
for the therapeutic arsenal currently available to treat many
diseases. An example of its importance lies in its cytokine-
modulating effect, associated with immunotherapeutic
activities, as reported by Kakeya ef al.’

Discovery of the biological potentialities of cytoxazone
by Kakeya’s research group has leveraged the development
of studies aimed at the synthesis of this compound, which
is evidenced by the large number of publications on this
topic, addressed in two important reviews published by
Zappia ef al.® and Miranda et al.'

Like cytoxazone, 4-epi- and 5-epi-cytoxazone
epimers have attracted the attention of the scientific
community because of their pharmacological properties.

Some interesting examples are given in racemic and
enantioselective synthesis studies.'"'

Lu et al."* developed a new protocol for the synthesis
of (+)-epi-cytoxazone that consists of a cascade of
organocatalytic reactions between a sulfur ylide and a
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