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FLAVIVIRCSES". Refere-se a presente invengdo a compostos inibidores
de serina protease sintétices tendo um eixe de simetrica Cp, possuindo na
porgac central uma estrutura do tipo 1,4:3,6-dianidromanitel e, nas porgbes
laterais, ligagoes peptidomimeéticas com amincacidos, come por exemplo,
lisina (Lis}, fenilalanina (Phe}, dentre outros, utilizades como base para a
preparacao de formulaghes antivirais capazes de cessar a proliferagao dos
virus responsaveis pela maiorfa das flaviviroses, como por exemplo,
hepatile C, Dengue e febre do oeste do Nilo.
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Relatdério Descritivo da Patente de Invencdo COMPOSTOS
INIBIDORES DE SERINA PROTEASE, PROCESS0O DE OBTENC@O E USO

PARA TRATAMENTO DE FLAVIVIROSES.
Campo da Invencgio

Refere-se a presente invengdo a inibidores de serina
protease sintéticos tendo um eixo de simetria C;, possuindo
na porgdo - central uma estrutura do tipo 1,4:3,6-
dianidromanitol e, nas vorgles laterails, ligagdes
peptidomiméticas com amincacidos, como por exemplo, lisina
(Lis), fenilalanina (Phe}, dentre outros. Egges novos
inibidcres de serina protease s80 a base para a preparacdo
de formulacg8es antivirais capazes de cessar a preliferacio
dos virus responsédvels pela maioria das flaviviroses, como

por exemplo, hepatite C, Dengue e febre do oeste do Nilo.
Fundamentos da Invengdo

A familia Flaviviridae compreende méis de 60 viroses,
muitas das cuais s8o patogénicas ao sef humanc. Dentre as
flaviviroses encontram-se o virus da Hepatite C, o virus da
Febre do Oeste do Nilo e o wvirus da Dengue. Infeccdo pelo
virus da Hepatite C é amplamente'reconhecidé come um grande
problema de saude piblica, com ma:is de 200 milhdes de
pessoas 1nfectadas ne mundo. Essa 1infecgdo normalmente
torna-se uma doenga crdnica conduzindo a uma disfuncdo
hepidtica e carcinoma hepatocelular. A atual terapia,
baseada em alfa interferon e ribavirina, ¢ parcialmente
efetiva e ¢ limitada pelos seus efeitos adversos (Houghton,
M.; Weiner, A.; Han, J.; Kuo, G.; Chco, Q.-L. Hepatclogy
1952, 14, 381-88. Bruix, J.; Cavalet, X.; Costa, J.;

Ventura, M.; Bruguera, M.; Castilleo, R.; Barrera, J.M.;
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Ercilla, G.; Sanchez-Tapias, J.M.; Vvall, ™.; Bru, C.:

Rodes, J. Lancet ii 1989, 1004-06. Wright, M.; Main, J.;
Thomes, H. C. Chem. Chemother. 2001, 12, 201-212).

Por muiltos ancos, a Febre do Ceste do Nilo tem sido
reconhecida como uma das mals amplamente distribuidas
viroses, afetando a Africa, a Europa, o Oriente Médio, o)
ceste da Asia, e em 1995, a Febre do Oeste do Nilo se
estabeleceu nos Estados Unidos. Em regides endémicas, a
doenca é assintomdtica ou simplesmente caracterizada por
febre, dor de cabeca, dores no corpo, mialgiz, etc...
EIntretanto, epidemias Thumanas tem side descritas com
sintomas severos como hepatite, meningite,' encefalite,
podendo conduzir & paralisia e coma, resultando em morte.
Atuvalmente, ndo hd uma vacina disponivel para ¢ controle da
doenca. © controle da populacgdc de mosguitos € a unica
estratégia pratica atualmente empregada, mas gue se torna
dificil em A&reas urbanas (Hayes, C. G. The Arboviruses:
Epidemiology &and Ecology; Vol. V, Monath, T.P., CRC, Boca
Raton, FL, 1989; pp.59-88. Pletrev, A. G.; Putnak, R.;
PNAS 2002, 99,

a

Speicher, J.; Wagar, E. J.; Vaughn, D.

—
=

3036-304%) .

0O Dengue é uma infeccdo aguda causada por um virus
que apresenta <4 sorotipos, .denominados Dengue 1 & 4. A
doenca originou-se na Asia, onde o virus circulava através
de mosguites como o Ae. albopictus em ciclos Silvestfes
envolverndo vertebrados e o homem. Com & disseminacdc a
partir da Africa do vetor Ae. aegypti, gque apresenta
caracteristicas de estreito relacicnamento a populacdes
humanas, surgiram os c¢iclos urbanos com transmissdo de
homem a homem e que vieram a alcangar as Ameéricas através
da colonizag&c 1ibérica. A doenca foi relatada. no século
XVIIT no costa leste dos Estados Unidos e se implantou de

forma endémica na América Central e Caribe, alcangando
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posteriormente a América do Sul. O wvirus da Dengue afeta

mals de 20 milhSes de pessoas anualmente, sendo, em grande
varte, responsévei pela mortalidade em Aareas troplcals e
sub-tropicals. Causam a febre da Dengue, Dengue hemorragica
e chogue. Atualmente n&o ha wvacina aprovada ou uma terapia
anti-viral efetiva para essa doencga (Worid Health
Organization, 1886, Report N117. Geneva: World Health
Organization. Yusof, R.; Cium, §.; Wetzel, M.; Murthy, H,
M. X.; Padmanabhan, R. J. Biol. .Chem. 2000, 275, 9963-
5569 .

O género Flavivirus compreende agentes com estrutura

ecsférica de 40 a 50 nm de didmetro e genoma de cadeia

gimples, de senso positivo e com aproximadamente 11 kb de

comprimento & pequenas diferencas no ndmero de nucleotideos
em relagdo ao tipo de wvirus. A porgdo codificante,
flargueada por regides 5° e 3’ ndo codificantes, induz uma
poliproteina precursora, com rouco menos  de 40090
aminoécidos. Apds o seu processamentoc em ucessivas
clivagensF envolvendo proteases virais e da célula este
polipeptideo. val dar origem a sete proteinas virais
maduras: Capb ' -C-K-E-NS1-NSZA-NSZR3-NS3-NS4A-NS4AB-NS5-3 .
além das proteases da célula hospedeira o virus da Dengue
codifica uma serino-protease (NS3pro) a qual € responsével
por clivagensg in cis e in trans no polipentideo precursor e
sua atividade € egsencial para © sucesgo da replicacgdo
viral. A NS3pro apresenta trés fungdes distintas: a) a
parte C-terminal apresenta uma atividade de tropfosfatase e
helicase, b) A varte N-terminal apresenta a fungdo protease
propriamente dita. A  NBZ3pro ¢ uma Serino prbtease
semelhante a tripsina e apresenta no seu sitic catalitico a
triade His5l-Asp75-Serl35. De uma maneira anidloga a
tripsina a NS3pro tem preferéncia de corte para residuos de

aa basicos {(i.e. Arg e Lys}) e reguer, vara atingir uma
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atividade proteclitica dtima, de outros co-fatores cue sdo
sﬁpridos pela proteina nac-estrutural NS23. 0O conjugado
proteico NSZ-NS3 foi demonstradc in vivo e este pode clivar
com grande eficiéncia a poliproteina nas jungdes NSZA/NS2E,
NS2B/ N83, DNS3/NS42 e NS4B/NSS assim como 1nos sitios
internos dentro da C, NS2A, NS3, and NS4A. O resto das
clivagens proteoliticas sdc catalisadas por proteases da
célula hospedeira {(furina e signalases). A atividade do co-
fator NS2 estd localizado na parte central da molécula, nos
40 aa do dominio hidrofdbico da molécula (Biedrzycka, A.;
Cauchi, M.R.; Bartholomeuzs, A.; Gorman, J.J.; Wright, P.J.
J. Gen. Virclogy, 1987, 69, 1317-1326. Chang, G-J. Dengue
and Dengue hemorrhagic fever. Eds: DJ Gubler & G Kuno, Cab
International, New York, 1897, wags: 175-188. Halstead,
S.B. Curr. Op. Infect. Dis., 1590, 3, 434-438. Speight,
G.; Cota, G.; Parker, M.D.; Westway, E.G. J. Gen.
Virology, 1988, 69, 23-34. Stocks, C.Z. Lobligs, M. J.
Virology, 1993, 69, 8123~-8126). A importédncia da interags&o
NSBpro/NSZ para atividade catalitica da protease do virus
da Dengue foi demonstirada através da expressdo das duas
prdteinas em E. Coli. Somente foi verificada a clivagem dos
substratos gquando as duas subunidades foram adicionadas a
reacdo. Assim, a NS3pro € um alvo molecﬁlar' ideal para
inibigdo da replicagdo do virus da Dengue.

Varios trabalhnos tém sido relatados sobre inibidores
de serina protease. Recentemente, £foil1 desenvoelvida uma
série de pepiideos sintéticos com atividade inibitdria para
protéase NS3. 0O Ki desses inibidores wvariou de 330 a 16 uM,
Porém, esﬁes compostos ndo foram testades in vive (Leung,
D.; Schroder, X.; White, H.; Fang, N.-X.; Stoermer, M. J.;

abbenante, G.; Martin, J. L.; Young, P. R.; Fairlie, D. P.

=

J. Biol. Chem., 2001, 276, 45762-45771). (Os wvalores de Ki

obtidos ainda s&o muito altos para gue um inibidor possa
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ser utilizado clinicamente. Valores de Ki na faixa de
nanomolar sio desejavels para uso clinico, por exemplo, os
inibidores da protease do virus HIV tem Kis na faixa de 10

a 20 nM. Uma vez gue se conhece a estrutura da protease e
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de posse destes resultados, é pessivel, através de calculos

QSAR, docking, linking e/ou building, seleciconar possiveis
inibidores enzimaticos.

Os trabalhos descritos por Pessi e colaboraderes sdo
relevantes na pescquisa de novos inibidores de serina
protease de HCV. (Ingallinella, P.; Fattori, D.; Altamura,
S.; Steinkﬂhler,. C.; . Kochq U.; Cicero, D.; Bazzo, R.;
Cortese, R.; Bianchi, E.; Pessi, A. Biochemistry, 2002, 41,
5843-5492. Ingallinella, P.; Bilanchi, E.; Ingenito, R.;:
Koch, U.; Steinkiihler, C.; Altamura, S.; Pessi, A,
Biochemistry, 2000, 39, 12898-12906) . Este grupo descreve a
obtencdo de iﬁibidores peptidicos e ndo-peptidicos, que
foram analisados por dicreoismo circular, técnicas de
R.M.N., dentre outras, para analisar seus mode de interacdo

com a enzima alve. 0s compostos mais ativos mostraram-se

promissores apresentando ICsg na faixa de 2-10uM.
SUMARIO DA INVENCAO
E objetivo da presente invengdc, prover novos e

eficazes idnibidores de serina protease (;-simétricos de

férmula geral I, a seguir:

=
prsl
it |§l
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R sendo -0- ou -~NH com configuragdes exo e endo,
respectivamente; % sendo os L-amincacidos: Ala, al, Phe,

Pro, ©Lis, His, OMeGlu, PiroGlu; e W sendo o grupo de
protecd&o di-t-butil-dicarbonato (Bocg).
Os termos “Ale”, "Val”, “Phe”, “Pro”, ™“Lis”, "“His*,

“OMeGlu” e “PiroGlu® conforme agui usades referem-se a

alanira, wvalina, fenilalanina, prelina, 1isina, histidina,
dcido 5-0~-metil- glutimico e adcido piroglutémico,
respectivamente, De forma geral, a abreviagéo dos

aminoécidos aqgui utilizados seguem a nomenclatura IUPRPAC.
DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQD

Como menciocnado anteriormente, a NS3pro €& uma serina
protease semelhante a tripsina apresentando no seu sitio
catalitico a triade Hig5l-asp75-Serl3:. Esse conhecimento
motivou a conhecer o comportamento dessa enzima e levou a
pesguisa de potenciais inibidores.

A determinacdo do modo como a serina protease atua
para possibilitar a hidrdlise de peptideos £ uma
caracteristica importante na pesquisa de eficazes
inibidores enzimaticos. Nesse .sentido,. Murthy e
colaboradores mostraram a estrutura cristalogrdfica de uma
complexo formado entre a NS3-pro e MbRRBI, um potente
inibidor de NS3-prc. {(Murthy, H.M.K.; Judge, X.; Delucas,
L.; Padmanabhar, R. J. Mol. Biel., 2000, 301, 75%9-767).
Fgse estudo de interacg8o enzima-substrato mostrou gue a
enzima em questdo € inibida por um mecanismo padrdc, também
vostulado para outras serina proteases, tal como ECV serina
protease. ({Laskowskili, M.J.; Kato, I. Annu. Rev. Biochen.,
1880, 42, 593-626). Foi demonstrado que & enzima NS3pro
hidreolisa substratos modelo contendo residuos de Lis e Arg,

e gue os residuos gue interagem com Lis/Arg do complexo,
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AsplZ28, Tvyris0 e Serl63d sdc absolutamente conservados.

(Ryan, M.D.; Monaghan, S.; Flint, M. J. Gen. Virol., 1998,
79, 947-859). A estrutura desse complexo Ifornece Dbase
razodvel para o planejamento de especificos inibidores de

serina protease.

Os estudos de modelagem molecular por T“docking”
simulandoc & 1interagdo entre o©s potencials inibidores e a

enzima NS3pro foram feitos pelo pacote de programas Insight

®

II 97.0 (DISCOVER ~, wersion 2.5.7 - User Guide. Part 1.
Accelyxys Inc.. San Diego. Costi. M. P.; Ferraxi, S. Curr.
Drug Targets, 2001, 2, 135. Xuntz, I. D.; Blaney, J. M.;

Oatley, 5. J.; Langridge, R.; Ferrin, T. Z. J. Mol. Biocl.,

1882, 161, 268). As estruturas cristalogridficas da NSipro,

‘tanto isclada como co-cristalizada com inipidores, foram

obtidas a partir de banco de dados conhecidaos das pessoas
vergadas na técnica, no caso a PDB (Protein Data Bank)
(Berman, E.M.; Westbrook, J.; Feng, 2Z.; Giliiland, G.;
Bhat, T. N.; Weissig, H.; Shindyalov, L. N.; Bourne, P. E.

Nucleic Acids Research, 2000, 28, 23%).

Essa metodologia tedrica permitiu projetar 0S
inibidores de serina protease da invencdo e gque satisfazem

a férmuia geral I.

A partir dos dados obiidos anteriormente passou-se,
entdo, a etapa de sintese dos inibidores de gerina protease

previstos pela férmula geral T.

A primeira etapa na obtencdo dos derivados da 1nvengdo
consistiu na protegdo dos grupamentos amina dos L-
amincacicdos utilizados como reagentes., A protegio dosz
grupamentos amina contra reagdes indese’dvels durante as
ctapas de sintese cu com visgzas de aumentar z solubilidace

dos compostos finais fol realizada com o reagente Di-t-
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reacionals de acordc com a tabela 1.

(Boc) ,

utilizando
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varias condicdes

(Feng, X.; Edstrom. A.

Tetrahedron Asymm., 199%, 16, 99-105. Li, H.: Sakamoto, T.;

desidratagdo do D-manitol

(9)Zol acoplado com os aa previamente protegidos,

(10)

em meio acido.

Kato, M.; Kikugawa, Y. A. Synth. Comm., 19%5, 25, 4045-52.
Adamczyk, M.; Reddy, R. E.; Rege, D. Synth. Comn., 2000,
30,  3281-90C. Barcelo, G.; Senet, J.-P.; Sennyey, G.
Synthesis, 1986, ©27-32. Le Nguyen, D.; Seyer, R.; Heitz,
A.; Castro, B. J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 138853, 1025-
31. Keller, 0.:; Keller, W. E.; wvanLook, G.; Wersin, G. COrg.
Synth., 1985, 63, 160-70. QOckawa, 2A.;: Soai, K. J. Chem.
Socc. Perkin Trans. 1, 1887, 1485-7-. =E1 Marini, A.;
Roumestant, M. L.; Viallefont, P.; Razafindramboa, D.;
Bonato, M. Follet, M. Synthesis, 1992, 1104-08. Yoshifuji,
S.; Tanaka, K.-I.; ¥awal, T.; Nitte, Y. Chem. Pharm. Bull.,
‘1886, 34, 3873-78. Hogg, J. H.; Ollmann, I. R.; Haeggstrom,
J. Z.; Wetterholm, A.; Samuelsson, B.; Wong, Chi-Huey.
Biocog. Med. Chem., 1995, 3, 1405-1415}.
Tabela 1. Protecdo dos L-aminocdcidos com Boc

N2 aa protegidos Condigfes BPE., =C apts
1 Lys-BoC NaHCO,;, THF/H,0 - +11.5 (CHEC1;, c 1.C)
2 ARla-Boc NaQH, tBuQL/H.O 17-78 -24.5(2CcOH, o 2.0
3 val-Boc NalOH, tBuOE/H:C 75-76 +12.9 (CECL;, < 1.0)
4 Phe-Bcc NaOH, CBDOH/}{};O HE-&5 +23.2 (Bt0Z, < 1.0)
o His-Boc Eti¥, dioxane/H.0 165-166 +95.5 {CHCL,, ¢ 1.0}
6 Pro-Bac NaCH, EBuOH/=H,0 120-122 -85.5 (CHCI1y, ¢ 1.0)
7 OMeGlu-Bac NaHCO;, dioxanea/H,0 75-74 +8.4 ICHC.;, ¢ 1.0}
8 .. PiroGlu-BocC NaHMDS, THF i11-112 -22.2 (CECl,, ¢ 1.0}

A préxima etapa conéistiu na preparagdo do composto
simétrico, 1,4-3,6-dianidro-D-manitol, o isomanide {8), por

O i1somanide

descritos

na tabela 1, havendo a formag¢do de derivados de interesse,

os ésteres do isomanide (lla-g). A Zormacdo dos ésteres foi
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obtida pelo tratamento do composte (10) com 2,0 eg. dos
regpectivos aa protegidos e 2,0 eq. de
dicloexilcarbodiimida (DCC} a temperature ambiente por 12nh,

em um solvente orgdnicc ndo polar como © diclorometanc. O

5 objetive principal nessa etapa de acoplaménto seria a
vtilizacdo de condigdes gue evitasse a racemizacdo, © que
foi conseguido, obtendo assim, compostos oticamente puros.
(Wiggins, L. ¥. J. Chem. Soc., 1945, 4. Benciton, N. L.;
Lee, Y. C.; Chen, F. M. F. Int. J. Pep. Proteins Res.,

10 1983, 41, 587-594. Barany, G

Soc., 1985, 107, 4836-4542) .

.7 Albericio, F. J. Am. Chem.

CHyOH
HO————H G, H R H
B 2-8 B
HO~———H Bl DCC, CHLCl,
! _._._.._’.-

H——+———OH ._ -
H————OH H b H OR
CH,OH 9 Ila-g

14
Tabela 2. Obtencgdo dos compostos lla-g
Composto R PE., °C as?’ {e, 1,0) CHCL,
1lla Ala-Boc 105-106 +85,0
11b Var-Boc - +85, 70
llc Phe-Boc 55-5¢6 +105,3
114 Hig-Boc T4-75 +72,2
1le Pro-Boc - +26,3
11€ OMeGlu-Boc - +91,9
1lg PiroGlu-boc - +21,3
15 Uma nova série de compostos inibidores fol obtida

utilizando o mesmc materia’l de partida descrito acima, o D-
manitol. O isomanide (9) fol convertido ao di-tosilado (12)

por reacdo com cloreto de p-toluenosulfonila em piridina

LE N X ]



por 5h & temperatura ambiente e mais 1h a 100 °c. O
tratamento do di-tosilado (12) com azida de sddic em N, N-
dimetilformamida a 120°C peor 2h forneceu a di-azida (13),
com inversdo de configuracio. Redugdo da di-azida (13) com

5 rvaladic sobre carbono em etancl vor 12h utilizando wuma
pressdo de 40psi resultou na di-amina (14}, que foi o
substrato para a formacdo de novas amidas simétricas
derivadas de i1scomanide (1lba-g) mostrado no esgquema 1
(Archibald, 7., G.; Baum, K. Synth. Comm., 1889, 19, 1493-

10 1498. Hockett, R. C.; Fletcher Jr., H. G.; Sheffleld, E.
L.; Goepp Jr., R. M.; Scltzberg. J. Chem. Soc., 1946, &8,
930-935. ¥uszmanr, J.; Medgyes, G. Carbohyd. Res., 1980,

85, 25%-269).

Egscuema 1. Sintese dos compostos ntermedidrios para a

obtenc¢éo da di-amina 14.

[
3]

CH,OH

HO et HO H
HO~——d—H : TsCl
1 Py, t.a.5h
H——0H ——— ; —_——
H———OH H >
CH,OH 9 12
10
- KO
NaN;, DME ~3 9 10%PUCEOH e O
2h, 120°C 40 psi, 12h
—_— —_—
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A etapa chave dessa _sintese foli =2 reagdo de
aconlamento da di-zmina (14) com os aa protegidos, que fol
obtida pelc uso de condicdes Cléssiéas de formagdo de
ligacdo jpeptidica, 0. seja, um reagente carbodiimida, o
hidrocloreto de 1-{3-dimetilaminopropil)-3-etilcabodiimida
(EDC) em presenga de l-hidroxibenzatriazol (HOBL) é N-

metilmorfelina (NMM) (Tabela 3).

=
.\\\\\
anil

g
\\\\\\
w0

1/3-8, THF, EDC,
HOBt, NMM, 12h, t.a.

S-S o T
" NHy i PN—R
14 ' 15a-g
Tabela 3. Obtencdo dos compostos l5a-g
Composto R Pf., °C a”’ (¢, 1,0) CHCL,
15a Lis-Boc 85-86 -3¢
15b Val -Boc 198-199% -16,7
15c "Phe-Boco 203-204 +35,35 (DM}
154 His-Roc 115-116 +46,8
15e Pro-Boc 87-~88 -54,7
18E CMeGlu-Boc 659-70 -
15g PircGiu-boc 164-165 -13,3

Un novo composto dipeptidee formado a partir da

amida {(15e)} fol obtido podendo originar a uma nova serie de

compostos peptidicos potenciais 1inibidores de serina
protease. 0O derivado (15e} fol desprotegido wusande uma
solugdo de ECL em éter a temperatura ambiente por 4h,

obtendo assim, a amina livre (16). Usando as mesmas
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condigdes de acoplamento descritas acima para z formagio de
nova ligagdo peptidica, ou seja, EDC, HOBL e NMM 4
temperatura ambiente por 12h, trocande o solvente THF por
DMF, obteve-se o dipeptideo (17) por acoplamento da amina
livre (16) com o fenilalanina Boc-protegida {4}, conforme

mostrado no esquema 2 & seguir:

Esquemz 2. Sintese do derivado dipeptideo 17.
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A  presente invengdo seréd descritz detalhadamente
através dos exemplos apresentados abaixo. E necessario
frisar que a invengdc ndo esta limitada & esses exemplos e
inclui wariagdes e modificacgdes dentro deos limites nos

‘quals ela se aplica.

Exemplo 1: Obtengdo do N-t-Butoxicarbonil-L-lisira

(composto 1).

"y &



10

20

25

e L& R L] [ ] [ ] » » -
LI L] &« r B « & »P» ® 7
. ¥ » " * 2 o B A - - 8 *
aw L] ¥ & S4p & B L] LA )
. L] LI ) [ L] » a
» [ 3] T ] "] TFR s .

Di-t-butildicarbonate (20,5 mmol, 4,34qg) dissclivido em
THE (8mL} foi adicionade & uma solugde de L-lisina {lg,
6,84 mmbl) previamente dissclvida em solugdc aquosa de
NaHCO, 10% (50 mL). A mistura fol mantida sob agitacdo
magnética a temperatura ambliente por 1Zh., Apds esse
periode, o solvente foi evaporado em vacuo e o pH da
mistura fo: ajustado a 2 usande uma solucdo acuosa de HCL

10% e o produto fol extraido com acetato de etila {3 x

200mL} . 2 fase orgdnica foil lavada com solugdo saturada de
cloreto de sddio (200mL}, séca com sulfate de sddio e
evaporada em vacuc, fornecendo ¢ produto 1 (2, 06g). 'H RMN

d (ChCl;, 400 MHz): 8,02 (br s, 1H, -NH), 6,23 (br s, 1lH,
NH}, 4,31-4,11 {(m, 1H, -CH}, 3,13-3,06 {(m, 2H, -CHz}, 2,00-
1,73 (m, 4H, -CEz), 1,45 (s, 9H, -CHi), 1,43 (s, %9H, -CHi),

1,28-1,26 (m, 2H, -CH;). o’ = +11,5 (¢, 1.0) CHCl,.

Exemplo 2: Obtencdo do N-t-Butoxicarbonil-L-prolina

{composto &) .

L-Prcoclina (17,3% mmol, 2g) e hidrdxido de sddio (20,1
mmo L, 0,807g} foram dissolvidos em uma mistura de t-
butanol-agua (30 mL, 1:1, wv/v}. A essa solugdo foi
adicionadoe di-t-butildicarbonate (21,1 mmol, 4.36g}) em uma
porgdo. A mistura foi mantida son agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 12h. Apds esse periocdo, a fase
aquosa foil tratada com solugdo aguosa de acido acetico 20%
ajustando o pH da mistura & 3 e o produto foi extraidoc com
acetato de etila (3 = 200mL). A fase orgarica foi lawvada
com solugdo saturada de cloreto de sddio (200mL), séca com
sulfato de sddio e evaporada em vacuo. O produto foi

recristaiizadeo em cloreofdrmio/hexano a 0°C fornecendo o©

produto 6 (2,27g). 'H RMN & (CDCl., 400 MHz): 9,24 {(br s,

X S ]
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1H, -0ou)y, 4,27-4,20 {m, 1H, -CH), 3,50-3,48 (m, 2H, -CHj;),

2,12-1,84 {m, 4H, -CHz}, 1,43 (s, B8H, -CH.). PF 120-122°C,
ap’’ = -85,5 (¢, 1.0) CHCl,.

Exemplo 3: Obtengdo do N-t-Butoxicarbonil-L-azlanina

{composto 2).

C compcsto 2 fol obtide de &acordo com o Pprocesso
descrito para o composto 6. RMN “H & (CDCl., 400 MEz): 9,38
(br s, 1H, -0H), 5,13 (br s, 1H, -NH}, 4,31-4,1% f(m, 1E, -
cH), 1,43 (s, 9H, -CH3), 1,41 (s, 3H, -CHs). PF 77-78°C. o5®
= -24,5 (¢, 2,0} AcOE.

Exemplo 4: Obtencdo do N-t-Butoxicarbonii-L-valina

{composto 3.

0 composto 3 foi obtido de acordoc com © Processo
descrito para o© composto 6. 'H RMN 6 {CDCl;, 400 MHz):
10,25 (br s, 1H, -0H), 5,12 (br s, 1H, -NH), 4,21-4,10 (m,
1K, -CH), 2,16-2,00 {(m, 1H, -CH), 1,42 (s, 9E, -CE;}, 0,97-

0,9% (m, 6H, -CHs). PF 75-76°C. wy®° = +12,9 (¢, 1,0) CHCI;.

Exemplo 5 Obtenc¢io co N-t-Butoxicarbonil-I-

fenilalaninra (composto 4).

C composte 4 fol obtide de acordoc com © Drocesso
descrito para o composto 6. 'y RMN B {CDCl;, 400 MEz): (1:2
mistura de rotdmeros) 8,10 (br s, 1H, -NH)}, 7.27-7,25 I(m,
5H, -CH)., 6,21 {(br s, 1H, -NH), £,%8 (br s, 1H, -NH), 4,60
{m, 1H, -CH), 3,17-2,90 {(m, 2H, -CHy}), 1,40 (s, BE, -CH.},

1,30 {s, 3E, -CHz). PF 68-69°C. oy?’ = +23,2 (c, 1,0) EtOH.
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Exemplo 6: Obtengdo do N-1-Bis[-t-Butoxicarbonil]-L-

histidina {composto 5).

Uma sgolugdo de di-t-butildicarbonato (16,1 mol, 3,54qg)
em dioxana (3,2 mL} fol adicionada & uma suspensdo de L-
histidina (6,44 mmol, 1g) e trietilamina (19,33 mmol, 2,7
ml,) em &Agua (3,2 mL). A mistura foi mantida sob agitacdo
magnética a temperatura ambiente por 12h. Ao final desse
periodo, Agua fol adcionada (6mL} e a fase agquosa foi
lavada com éter dietilico (3 x 50mL) e acetatoc de etila (3
x  50mL). 0 volume total foi aumentado para 200mL com
acetato de etila e a solugdc fol acidificada a pH 3 com
solucdo aquosa de HC1I 10%. O produto foi extraido com
acetato de etila (3 x 200mL) e a fase orgénica fol lavada
com solugdo saturada de cloreto de sddio (200mL), séca com
sulfato de sédio e evaporada em vacuo, obtendo-se o produto
5 (1,65g). 'H RMN § (CDCl;, 400 MHz): 8,15 (s, 1H, -CH),
7.19 (s, 1H, -CH), 5,47 (br s, 1H, -NH), 4,48 (s, 1H, -CH),
3,20-3,08 (m, 2H, -CHz), 1,59 {s, 9H, -CH;}, 1,46 (s, 9H, -

CHy) . PF 165-166°C. o’ = +95,5 {c, 1,0) CHCls.

Exemplo 7: Obtengdo do &cido N-t-RButoxicarbonil-5-0-

metil-L-glutdmico {(composto 7).

A uma solugdo de dcido 5-O-metil-L-glutdmico (6,20
mmol, lg)} em Agua (18 mL) foi adicienado NaHCO: (13,6 mmol,
1,14qg) a gec, seguido poxr uma solugdo de di-t-
butildicarbenato (6,57 mmol, 1,42g) em dioxana (18 mL). A
mistura foli mantida sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente por 12h. A fase aquosa foi lavada com éter
dietilico (3 x 20 mL). O volume total foi aumentado para

200mL com acetato de etila e a solugdo fol acidificada a pH
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3 com Solucéo agquosa de HC1 10%. O produto foil extraido com
acetato de etila {3 x 200mL) e a fase orgénica foi lavada
com solugdo saturada de cloreto de sdédio {ZOOmL), sé&ca com
sulfato de sdédio e evaporada em vacuo, obtendo-se o produto
{1,56g). 'H RMN & (CDCl;, 400 MHz): 8,74 (br s, 1H, -NH),
4,33-4,22 (m, 1H, -CH), 3,70 (s, 3H, -CH3), 2,48-2,03 {(m,
A4H, -CHp), 1,43 (s, 9H, -CHiy). PF 75-76°C. uwy ' = +8,4 (c,
1,0y CHC1,.

Exemplce 8: Obtengdo do acido N-t-Butoxicarbonil-L-

piroglutdmico (composto 8).

0 composto 8 foi obtideo a partir do acido N-t-
Butoxilcarbonil-O-benzil-L-piroglutémico (4,23 mmol, 1,35g}
{que foi obtido a partir do Acido L-piroglutédmico em
2etapas) por tratamento com PA/C (0,310g} em acetato de
etila (30 mi). A mistura foil vigorogamente agitada sob uma
atmosfera de H; a 40 psi por 1lh. A mistura foi filtrada
sobre celite retirando assim o catalisador e concentrada em
vACcuo forneceu o) produto qgue foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel. O produto fol cobtido
em 90% de rendimento (0.872g}. 'H RMN & (CDCly, 400 MHz):
8,11 (br s, 1H), 4,66-4,63 (m, 1H, -CH), 2,70-2,36 (m, 4H,
CHy), 1,49 (s, 9H, -CHy). '*C RMN: 175,8 (-C=0}, 174,0 (-
c=0), 149,3 (-C=0), B4,0 (-Cg), 58,7 (-CH), 31,1 (-CHz)},

27,8 (-CH.y, 21.4 (-CH,;}. ESBMS m/z 228 (M - 1)}y, PrFr 111-
112°C. ap®® = - 21,3 (¢, 1,0) CHCL,.
Exemplo G Processo geral para a obtencao dos

derivados ésteres (compostos lla-g).
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Isomanide (9) (2 mmol) e o correspondente aa protegido
{(2-8) (4 mmol} foram dissolvidos em CHyCl,; anidreo (10 mbL).

A esse sclugdc fol adicicnado DCC {4 mmol, 0,605g) a 0::C, e
a mistura foi mantida sob agitacdoc magnética a temperatura
ambiente por 12h. Apds esse periode, o solvente foi

evaporade em vacuo e o produto purificade por cromatografia

em -coluna de silica gel. 0Os correspondentes produtos foram

cbtido em cerca de 40% de rendimento.
2—tert—Butoxicarbonilamino—propionico acido 6-{2-t-
butoxicarbonilamino-propioniloxi)-hexahidrofure[3, 2-
blfuran~3~-1il ester (1la). 'H RMN & (CDCl., 400 MHZ}; 5,10
{(br s, 2H, -CH), 4,69 (s, 2H, -CH), 4,37 {(br s, 2H, -CH},
4,03-4,01 {m, Z2H, -CHa),. 3,81—3,77 {m, 2H, -CHz)}, 1,43 (s,
18H, ~CH:), 1,39 (d, 6H, J = 7,18 Hz, -CHy). *C RMN: 173,0
(-C=0), 155,3 (-C=0), 80,6 {(-CH), 80,2 (-Cqgq), 74.6 (-CH},
70,8 (-CHyz), 49,6 (-CH), 28,7 (-CHi), 19,0 (-CHs). ESMS m/z
489 (M + 1). IV (XBr) v cm': 3347, 2979, 2888, 1747, 1683,
1517, 1303, 1252, 1160, 1074, 978. Mnalise calculada para

Cy3H1eN2090: C, 54,00; 11, 7,43:; N, - 5,73. Encontrada: C,

105;106°C.

2-tert-Butoxicarbonilamino-3-metil-butirico acido 6-
(2-t-butoxicarbonilamino-3-metil-butoxi)-hexahidrofuro[3, 2-
blfuran-3-i1 ester (11b). 'H RMN & (CDCls, 400 MHz): 5,04-
5,00 {m, 2H, -CH}), 4,66 (s, 2H, -CH), 4,25 {(br s, 2H, -CH),
3,89-3,85 {(m, 2H, -CHy), 3,76-3,72 (m, 2H, -CHy), 2,15-1,98
{m, 2ZH, -CHH}), 1,44 (s, 18H, -CH;), 0,90 (&4d, 12H, J = 6,7
Hz, J = 28,3 Mz -CH). **C RMN: 172,1 (-C=0), 155,9 (-C=0),
80,6 ({(-CH), 80,1 {(-Cqg)y, 74,6 (-CH), 70,7 ({(-CHs), 58,9 (-
CHy, 31,6 (-CH), 28,7 (-CHi}, 19,3 (-CHa), 17,9 (-CHy). ESMS
m/z 545 (M + 1). IV (CH,Cly) v cm™: 2970, 2932, 1742, 1710,
1504, 1365, 1308, 1246, 1162, 1095, 1017. Andlise calculada

LR R ]

'53,96; H, 7,56: N, 5,36. op’' = + 89,0 (¢, 1,0) CHCl,, PF =



10

15

20

25

30

18

para CieHaN,O10: C, 57,34; H, 8,14; N, 5,14. Encontrada: C,
57,33; H, 8,20; N, 5,42. op’’ = + 85,1 (c, 1,0) CHCly. O
produto apresenta-se como um ¢oleo incolor,
2-tert-Butoxicarbonilamino-3-fenil-propionice acideo 6-
(2-t-butoxicarbonilamino-3-fenil-propioniloxi) -

'H O RMN 8

hexahidrofuro{3,2-b]furan-3-11 estér (1lc) .
(CbCls, 400 MHz): 7,30-7,13 {m, 10H, -CH}, 5,04-5,01 {(m,
2H, -CH), 4,65 (s, 2H, -CH), 4,18 (m, 2H, -CH), 3,94-3,90
(m, 2H, -CHz), 3,64-3,62 {(m, 2H, -CHy), 3,10 (m, 4H, -CH),

1,41 (s, 18H, -CHy). **C RMN: 171,7 (-C=0), 155,3 (-C=0},

- 136,3 (-Cqg), 12%,7 (-CH}, 128,9 (-CH}, 127,4 (-CH), 80,6 (-

CH), 80,3 (-Cq), 74,6 (~CH), 70,5 (-CHy), 54,8 (-CH), 38,8
(-CHy), 28,7 (-CH;). ESMS m/z 641 (M + 1). IV (KBr) v cm':
2976, 2931, 1750, 1710, 1624, 1500, 1451, 1365, 1247, 1163,
1055, Anélise calculada para CigHaaN:0ip: C, 63,74; H, 6,92;
N, 4,37. Encontrada: C, 63,39; H, 7,01; N, 4,22. op’ = +
105,23 {c, 1,0} CHCly. PF = 55-56°C.
2-tert-Butoxicarbonilamino~3-metil-imidazdlico acido
6—(2—t—butoxicarbonilamino—3—metil—iﬁidazoliloxi)—
hexahidrofuro[3,2-b] furan-3-il egter (11d) . H RMN 8
(CDCl;, 400 MHz): & 7,96 (s, 2H, -CH), 7,15 (s, 2H, -CH),
5,68-5,66 (m, 2H, -CH}), 5,08 (s, 2H, -CH), 4,65 (s, 2H, -
CH), 3,99-3,88 {m, 2H, -CHz), 3,80-3,75 (m, 2H, -CH;}, 3,08
(br s, 4H, -CH), 1,59 {s, 18H, -CHa), 1,42 (s, 18H, -CHi}.
Y“c RMN: 171,6 (-C=0), 155,6 (-C=0), 147,2 (-C=0), 138,8
{(Cqg), 137,2 (-CH), 115,1% (-CH), 85,% ({-Cqg), 80,6 [(-CH),
80,1 (-Ca), 74,7 (-CH), 70,6 (-CHz), 53,5 (-CH), 30,6 (-
CH,}, 28,6 (-CH3), 28,2 (-CH3;). ESMS m/z 821 (M + 1). 1V
(KBr) v cm-1: 3388, 2979, 2932, 175%%, 1712, 1490, 1391,
1289, 1254, 1159, 1055, 21011, 843, Andlise calculada para
C3gHugNgO14: €, 55,60; H, 6.,88; N, 10,24. Encontrada: CC,

LA RN ]
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5,2%: H, 7,08: N, 10,01. op?* = + 72,2 {(c, 1,0) CHCli. PF=
75

-]
[ie9

=2C.

2-tert-Butoxicarbonilamino-3-metil-pirreolidinico acido

6-(2-t-butoxicarbonilamino-3-metil-pirrelidiniloxi) -

hexahidrofuro[3,2-b]furan-3-i1 ester (lle). 'H RMN &
(CDC1;, 400 MHz): 5,12-5,10 (m, 2H, -CH), 4,68-4,67 (s, 2H,
-CH), 4,28-4,27 {m, 2H, -CH), 4,08~4,07 {(m, 2H, -CHjy),
3,94-3,92 (m, 2H, -~CHz), 3,54-3,45 (m, 4H, -CH;}, 2,21-1,83
(m, 8H, -CH»), 1,43 (s, 18H, -CHy). “C RMN: 172,8 (-C=0),
154,2 {(-c=0), 82,1 {(~CH), 80,6 ({(-Cqgq), 74,6 {(-CH), 71,1 (-
CHy), 59,2 (-CH), 46,9 (-CHp), 28,8 (-CHz), 25,3 (-CHp),
23,8 {-CH;). ESMS m/z 539 (M - 1). Andlise calculada para
CogtyolNo019:  C, 57,76; H, 7,46; N, 5,18. Encontrada: CC,
57,40; H, 7,08; N, 4,89. op" = + 16,3 (c, 1,0} CHCly. O
produto apresenta-se come um ¢leo incolor.
Z2-tert-Butoxicarbonilamino-pentanedidico acido 1-[6-
{(2-t-butoxicarbonilamino-4-metoxicarbonil-butiriloxi) -
hexahidro-furo[3, 2-b] furan-3-il 5—metil ester (11f). 'H RMN
8 (CDC1l,;, 400 MHz): O 5,15-5,07 {m, 2H, -CH), 4,70 ({s, ‘2H,
-CH}, 4,40 (br s, 2H, -CH), 4,03 {(m, 2H, -CHz), 3,81 {(m,
2H, -CHy), 3,67 (s, 6H, -0CHs}, 2,46-2,36 {m, 4H, -CH,),
2,21-2,18 (m, 2H, ;CH;), 2,02-1,95 {m, 2H, -CHy), 1,43 (s,
181, -CH,;). PC RMN: & 173,5 (-C=0), 171,8 (-C=0), 155,6 (-
C=0), 80,5 (-CH), 80,2 (-Cq), 74,6 (-CH), 70,7 (-CHy), 53,2
(-CH}, 52,0 {-OCHi}, 30,2 {(~-CHy}), 28,5 {(-CH3), 27,8 (-CH:).
ESMS m/z 633 (M + 1). IV (CHCl:}) v cm 3348, 2877, 2931,
1738, 1713, 1632, 1583, 1515, 1445, 1366, 1251, 1166,
Anadlise calculada pava CogHyaN:0.4: ¢, 51,65; U, 6&,67; N,
4,63. Encontrada: C, 52,01; H, 6,98; N, 4,66. op* = + 91,9
{c, 1,0} CHCls. O produﬁo apresenta-se como um d&leo

incolor.,
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2—tert—Butoxiéarbonilamino—Bwmethil—S—oxo—
pirrolidinice acido 6-(2-t-butoxicarbonilamino-3-metil-5-
oxo-plrrolidiniloxi) -hexahydrofuro([3,2-b] furan-3-yl ester
(11g). 'H RMN & (CDCls, 400 MHz): 5,13-5,11 {m, 2H, -CH),
4,74-4,73 {m, 2H, -CH), 4,68-4,64 (m, 2H, -CH}, 4,03-3,98
(m, 2H, -CHy), 3,76-3,74 (m, 2H, -CHy), 2,66-2,34 (m, 8H, -
CHs), 1,48 (s, 18H, =-CHi). Yc RMmN: 173,5 (-C=0}, 170,6
(C=0), 148,2 ({(-C=0), 83,8 (-Cag), 80,2 (-CH), 74,4 (-CH}Y,
70,1 {-CHs}, 58,9 (-CHy, 31,1 (-CH,), 27,8 {(-CH;), 21,8 (-
CH,}). ESMS m/z 569 (M + 1)}. Andlise calculada para
C2¢HygN2012:  C, 53,45; H, 6,38; N, 4,93. Encontrada: C,
53,16; H, 6,40; N, 5,25. oy = + 21,3 {c, 1,0) CHCl;. O

produte apresenta-se come um Gleo incolor.

Exemplo 10: Obtencdo do 1,4:3,6-Dianidro-2,5-di-0-p-~

tosil-D-manitol (composto 12).

A wuma solugdo de i1somanide (13,68 mmol, 2g). em
piridina anidra (24 mL} foi adicionado, gota-a-gota, sob
aglitagdc magnética e a temperatura ambilente, uma solugdo de
p-TSC1l (27,36 mmol, 5,2g} em piridina {(40mL). A mistura
reacional permaneceu em agitacdo por 5h quando foi aquecida
a 100°C por 1lh. A mistura fol resfriada e vertida em uma
solugdo de HCL 2N e gelo. 0O produte foi extraido com
acectato de etila (3 x 200mL) e a fase orgénica foi lavada
com solugdo saturada de cloreto de sdédio (200mL)}, séca com
sulfato de sddio e evaporada em vacuo. 0O prcduto bruto foi
recristalizado em MeOH fornecendo cristais brancos (3.72g)
em 60% de rendimento. 'H RMN & (CDCl;, 400 MHz): 7,80 (d,
4", J=8,1 Hz}, 7,32 (d, 4H, J=8,1 Hz), 4.,75-4,90 (m, 2H},
4,40-4,50 (m, 2H), 3,94 (dd, 2H, J=6,6 Hz, J=9,5 Hz), 3,72
(@d, 2H, J=7,6 Hz, J=9,5 Hz), 2,41 (s, 6H). **C RMN: 130,3

waad
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(-CH), 128,3 (-CH), 80,3 {(-CH)Y, 78,4 (-CH), 70,5 (-CHy),
22,0 (-CH3). op® = +94,2 {c, 1,0) CHCls. PF 92-93°C.
Exemplo 11: Obtengdo do 1,4:3,6-Dianidro-2,5-diazido-

2,5-dideoxi-L~1ditol {composto 13).

A uma solugdoc do di-tosilado 12 (2,20 mmol, 1g} DMF
anidro (20 mL} foi adicionado NaN: (6,85 mmol, 0,445g), e a

mistura reacional permaneceu em agitagdo por for 2h a

120°C. A mistura foi resfriada, filtrada, o filtrado foi
evaporado em vAcuo, e ao residuo fol adicionado CHC1,
(200mL) . Os sails s50lidos foram filtrados, o filtrade foi

lavade com &gua, seco com sulfato de sodio e evaporado em

vacuo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel fornecendo o produto como um o6leo
amarelo claro (0.258g) em 60% de rendimento. n rRMN &
(CDCls, 400 MHz): 4,64 (s, 2H, -CH), 4,00-3,85 (m, 6H, -

"CH,/-CHY. 'C RMN: 86,0 (-CHY, 71,8 (-CHy}, 65,7 (-CH)}. ESMS

m/z 195 (M - 1). ap?® = +98,0 {(c, 1,0} CHCl,.

Exemplo 12: 1,4:3,6-dianidre-2,5-dlamino-2,5-dideoxi-

L-iditol (composto 14).

pd/C 10% {(0,127mmol, 0,140g) foi .adicionado a uma
soluc8c do composto di-azida 13 (1,27 mmol, 0,25g)
previamente aissolvido em  EtOH (10 mL) . A mistura
permaneceu sob agitacgdo em uma atmosfera de H; a 40 psi.

Apds 12h o catalisador foil removido por filtracdo, e lavado

com EtOI. O solvente fol evaporado em vacuo fornecendo o

produte como um sdlido higroscdpico em 93% de rendimento.
H RMN 8 (CDCl,, 400 MHz): 4,43 (s, 2H, -CH), 3,90 (dd, 2H,
J=4,4 Hz, J= 8,1 Hz), 3,66 (d4d, 2H, J=1,% Hz, J=9,1 Hz);
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3,50 (dd, 2H, J=1,9 Hz, J=4,4Hz), 1,43 (br s, 4H, -NH;). '°C
RMN: 89,0 (-CH)}, 75,0 (-CHy), 58,0 (-CH). ESMS m/z 143 (M

- 1), op®’ = + 42,1 (e, 1,0) CHCl; PF 64-65°C.

Exemploe 13: Processo geral para a oblengdo dos

derivados amidas (compostos 15a-g).

A uma soluglc do aa prdtegido (1/3-8) (2,65 mmol} em
THF {10 ml) foram adicionados EDC (2,66 mmol, 0,510g); HOBt
(2,66 mmol, 0,331lg) e N-metil morfolina (3,31 mmol, 0,36
mL} . Apds agitacgdo nmgnétiﬁa por 15 min., a di-amina 14
(1,33 mmol) .foi. adicionada e a mistura reacional foi
agitada por 12h. O solvente fol evaporado em vVAacuc € O
residuoc obtido fol diluido em CHCl,;, lavado com solucdc de
HCl 0.1wW, égua; solugdo de NaHCO; 0.5N, e solucdo saturada
e NaCl. A fase orginica fol seca em sulfatoc de soédioc o
evaporada em vAcuo. 0 preoduto foi purifcado poY

cromatografia em coluna de sgilica gel fornecendo todos os

predutos, como s6lidos brancos, em cerca de 40% de
rendimento. . _

(35, £3) -bis-N- (N-tert-Butoxicarbonil-L-lisine)-1,4-
dioxabiciclo[3.3.0]octano (15a). "H RMN & (CDCly, 400 MHz):

4,67 {(br s, 2H, -CH), 4,49 (s, 2H, -CH), 4,37 {(br s, 2H, -
CH), 3,96-3,93 (m, 4H, -CHp), 3,10-3,04 (m, 4H, -CH,),
1,89-1,60 (m, 8H, -CHy), 1,42 (s, 36H, -Cl), 1,30-1,26 (m,
4H, -CHy). "¢ RMN: 172,7 (-C=0), 156,3 (-C=0), 155,8 (-
C=0), 86,3 (-CH), 79,8 (-Cq), 79,1 (-Ca), 72,1 (-CHy), 56,3
(-CH), 54,2 (-CH), 39,9 (-CHp), 32,1 (=CHa), 29,5 (-CHs),
28,4 (-CHsz), 28,3 (-CHy), 22,6 (-CHy). ESMS m/z 799 (M - 1).
Andlise calculada para CiplgaNgOi,: C, 56,98; H, 8,56; N,
10,49. Encontrada: C, 56,65; H, 8,75; N, 10,11. op?® = - 3,6
{c, 1,0) CHCl,. PF = 85-86°C.
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{38, 68)-bis-N-( N-tert-Butoxicarbonil-L-valina}-1,4-

dioxabiciclo[3.3.0]loctanc (15b). 'H RMN 8 (MeOD, 400 MHz):
4,50 (s, 2H, -CH), 4,30-4,28 (m, 2H, -CH), 4,00-3,96 (m,
2H, -CH), 3,84-3,81 (m, 41, -CH)), 1,97-1,95 (m, 2H, -CH),
1,45 (s, 18H, -CHs), 0,95 (&, 12H, J = 6,4 Hz, -CHj;). ¢
RMN: 173,0 (-C=0), 156,4 (-C=0)}, 86,1 (-CH), 79,1 (-Cq),
71,3 (-CHp)}, 59,9 (-CH), 56,5 ({(-CH), 30,8 (-CH), 27,3 (-
CHi), 18,3 (-CH3), 17,5 ({(-CH3). ESMS m/z 541 (M - 1}.

"Andlise calculada para CgHagMN:QOg: C, 57,55; H, B8,54; N,

10,32! Encontrada: €, 57,31; H, 8,81; N, 10,51. afﬁ = -
16,7 (¢, 1,0) CHCl;. PF 198--199°C. _

(38, 68)-bia-N-(N-fert-Butoxicarbonil-L-fenilalanina)-
1,4-dioxabiciclo[3.3.0]octano (1lc). *H RMN & (DMSO, 400
MHz): 8,16 (br s, 2H, -NH), 7,24-7,15 {(m, 10H, -CH), 6,87
{bx s, 2H, -NH), 4,22-4,10 {(m, 4H, -CHz), 4,08-4,00 (m, 2H,
-CHY, 3,83-3,80 {m, 21, -CH), 3,64-3,62 (m, 2H, -CH}, 2,88-
2,72 (m, 4H, -CHy), 1,29 (s, 18H, -CHi),. B3 rRMN: 172,1 {h
C=0), 155,6 (-C=0), 138,2 (-Cqgj), 128,6 (~CH}, 128,5 (-CH),
126,7 (-CH), 86,3 (-CH), 78,6 (-Cq), 71,8 (-CH;), 56,3 (-
CH), 56,0 {(-CH), 38,4 (-CH;), 28,5 (-CHs;). ESMS m/z 6&39 (M

+ 1). BAndlise calculada para CiiHagN:Og: C, 63,93; H, 7,26;

N, 8,77. Encontrada: C, 63,57, H, 7,33; N, 8,97. an?® = 4+ B

35,5 {c, 1,0) DMF. PF = 203-204°C.

(33, 68} -his~-N-{N-1-Bis[-tert-Butoxicarbenil] -L-
histidina)-1,4-dioxabiciclo[3.3.0)octane (114}, ' rRMN 8
(CDC1,, 400 MHz): & 8,00 (s, 2H, -CH), 7,17 (s, 2H, ~CH} ,
4,41 (s, 21, -CH), 4,33 (s, 2H, -CH), 3,89-3,85 {m, 2H, -
CHz), 3,63-3,60 {m, 2H, -CH;), 3,04-3,00 {(m, 2H, -CH),
2,90-2,86 (m, 4H, -CH;), 1,58 (s, 18H, -CH3}, 1,40 (s, 18H,
-CH;) . ’C RMN: 171,3 ({(-C=0), 156,0 (-C=0}, 146,7 {(-C=0),
138,9 (Cg), 136,7 (-cH)}, 114,77 ({(-CH), 86,1 (-CH}, 85,7 (-

Ccqy, 79,9 (-Cq), 72,5 (-CH,), 56,2 (-CH), 54,0 (-CH), 30,7
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(-CH,), 28,2 (-CHs}, 27,8 (~CHs). BSMS m/z 817 (M - 1}.

Andlise calculada para CsigHysNgOiz: €, 55,73; H, 7,14; N,
13,68.Fncontrada: C, 55,53; H, 7,18; N, 13,42. op*® = + 46,8
(c, 1,0) CHCl,. PF = 115-116°C.

(35S, 65)-bis-N- (N-tert-Butoxicarbonil-L-prolina)-1,4-
dioxabiciclo{3.3.0)octanc (15e). 'H RMN & (CDC1l,, 400 MHz):
4,49-4,36 (m, 4H, -CHz}, 4,22 (s, 2H, -CH), 3,92 (s, 2H, -
CH), 3,70-3,67 {(m, 2H, -CH), 3,40-3,33 {m, 4H, -Ci;}), 2,00-
1,86 (m, 4H, -CHp), 1,68-1,60 (m, 4H, -CHy), 1,45 (s, 18H,
~-CHy) . C RMN: 171,9 (-C=0), 155,9 (-C=0), 86,2 (-CH), 80,6
(-Cqg), 72,3 ({-CHy}, 60,3 {(-CH), 56,2 (-CB}), 47,1 ({(-CHz},
28,3 {(-CH3), 22,6 (-CHy), 21,0 (-CHy}. ESMS m/z 539 (M - 1}.
Andlise calculada para CzeHeaaNaQs: €, 57.98; H, 7,86; N;
10,40. Encontrada: C, 57,75; H, 8,16; N, 10,31. wp™® = -54,7
(c, 1,0) CHCl;. PF 87-88°C.

(38, 68)-bis-N-(N-tert-Butoxicarbonil-L-5-metil acido
glutdmico)-1,4-dioxabiciclo[3.3.0]octano {15f). 'H RMN &
{CDC1y, 40C MHz): & 4,53 {(bxr s, 2H, -CH), 4,40 (s, 2H, -
CH), 4,15-4,10 {(m, 2H, -CH), 3,9%-3,97 (m, 2H, -CHz), 3,70
(s, 3H, -CH;), 2,53-2,39 (m, 4K, -CHy)., 1,93-1,87 (m, 4H, -
CHy), 1,44 (s, 18H, -CH3;). ’C RMN: & 173,8 (-C=0), 171,7 (-
Cc=0), 156,2'(—c=0), 86,3 (-CH), 80,1 (-Ca), 72,2 (-CHp),
56,4 (-CH), 53,5 (-CH), 51,9 (-OCH;), 30,2 (-CH,), 28,3 (-
CHy), 27,89 (-CHz). FESMS m/z 631 (M + 1). Analise calculada
para CogHsgN:O42: C, 53,32; H, 7,35; N, 8,88. Encontrada: C,
53,02; H, 7,65; N, 8,86. wap® = (¢, 1,0) CHCl;. PF 69-
70°C.

{335,68)-bis-N-(L-1 - tert- Butoxicarbonil acido
piroglutdmico)-1,4-dioxabiciclo[3.3.0]octano (15g). 'II RMN
& {CHC1l:, 400 MHz): 7,00 (br s, 2H, -NH), 4,52-4,48 (m, 4H,
CHZ), 4,35-4,3% (m, 2H, -CH), 3,99-3,96 {(m, 2H, -CH), 3,76-
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3,68 (m, 2B, ~CH), 2,75-2,64 {m, 2H, —CHg},.2,49—2,41 {m,
21, -CHa), 2,30-2,22 (m, 2H, -CH;), 2,16-2,08 {m, 2H, CH:},

1,49 (s, 18H, -CH3). ESMS m/z 565 (M - 1). ap®® = -13,3 (c,

1,0) CHCl;. PF 164-165°C.

Exemplo 14: Obtencdo do (38, 68)-bis-N-{L-preclina)-

1,4—dioxabiciclo[3.3.0]octaho {(composto 16} .

A uma solugdo do composto 1%e (0,725 mmol, 0,39g) em
CHyCl, {6 mL} foi adicionado HCL (2,83 mmol, 1,45 mL,

solucdo 2M em éter}. & mistura fol agitada a temperatura

ambiente por 4h, quando o precipitado formade foi filtrado

e purificado por cromatografia em coluna de silica gel,

1

obtendo-se o produto 16 (0.204g } em 83% de rendimento. H

RMN o (MeOD, 400 MHz): 4,56 (br s, 2H, -NH), 4,35-4,28 {(m,

211, -CH), 4,24-4,18 (m, 2H, -CH}, 4,03-3,%6 {m, 2H, -CHa},

3,82-3,75 {(m, 2H, -CH), 3,40-3,32 (m, 2H, -CH), 2,50-2,40
(m, 4H, -CH,), 2,07-1,95 (m, 8H, -CHp). °C RMN: & 168,4 (-
c=0), 86,4 (-CH), 71,7 (-CH2), 59,72 (-CH)}, 56,8 (-CH),
46,2 {(-CHz), 29.9 (-CH;), 23,8 (-CH;). ESMS m/z 339 (M + 1).
Andlise calculada vara CigHeNaOs: ¢, 56,79; H, 7,74; N,
16,56. Encontrada: C, 56,48; H, 7,65; N, 16,23. ay’° = -1,3

{c, 0,26) ELOH. PF 185-186°C.

Exemplo 15: Obtengdc do (383, 6S)-bis-N,0-{(N-tert-
Butoxicarboni1—L—prolina—N—tert—Butoxicarbonil—L—.

fenilalanina)--1,4-dioxabiciclo[3.3.0}octanc (composto 17).

A uma solugdo do composto 4 (0,885 mmol, 0,234g) em
DMF anidro (5 mL) foram adicionados EDC (0,171lg, 0,885
mmol), HOBt (0,885 mmol, 0,111g), e N-metil morfolina (0,12

mL, 1,10 mmol). Apds agitacdo magnéticé por 15 min.,
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composte 16 (0,44 mmol, 0,151lg) em DMF {3mL) foil adicionadc
e a mistura fol agitada por 12h. O solvente foi evapcorado
em vacuo e o residuo foi diluido em (CHCl,, lavado com
solugdo de HC1 0.1N, &agua, solucgdo de NaHCO; 0.5N e solugdo
saturada de NaCl, seco com sulfato de s6dic e concentrado

em vacuo. O produto foili purificado por cromatografia em

coluna de silica gel fornecendo o produto as um sdlido

amarelo (0,184g) em 50% de rendimento.'H RMN & (CDCl;, 400
MH=z): 7,35-7,15 {m, 10H, -CH), 4,72-4,57%7 (m, 4H, -CH;},
4,45-4,44 (m, 2H, -CH), 4,34-4,25 {m, 2H, -CH), 4,00-3,93
{m, 2H, -CH}), 3,70-3,67 {m, 2H, -CH}, 3,60-3,43 {(m, 4H, -
Cil,),  3,03-2,86 {m, 4H, -CH,), 2,25-2,16 {(m, 4H, -CH,),

1,90-1,84 (m, 4H, -CH.), 1,38 (s, 18H, -CHs;). “C RMN: §

174,99 (-C=0), 172,99 (-C=0}, 155,2 {(C=0}, 136,1 {-Cg}, 129,3
(-CH), 128,55 (-CH}, 126,9 (-CH), 86,2 ({(-CH), 79,8 {-Cqg},
72,5 (-CHy), 60,0 (-CH}y, 56,5 (-CH), 53,5 (-CH}, 47,4 (-
CHy), 39,0 (-CH;), 28,3 (-CH.}, 27,0 (=-CHz), 25,1 ({(-CHjy).
BSMS m/z 833 (M + 1}. Analise ca culada para CaullggNgOig: C,
63,44; H, 7,26; N, 10,09. Encontrada: C, 63,10; H, 7,15; N,
9,84. op*® = -24,5 (¢, 1,0) CHCl;y. PF = 68-69°C.

A descrigdo acima da presente invengdo bem como o©s
exemplos foram apresentados caom o propdsito de ilustracgdo e
ndo  limitam a invencio a forma aqui revelada e
exemplificada. Em conseqiiéncia, variagdes e medificacBes

compativeis com os ensinamentos acima, e a habilidade ou

conhecimento da teécnica relevante, estdo dentro do escopo

da presente invengdo. As modalidades acima descritas e
exemplificadas tém a intengdo de melhor éxplicar os modos
conhecidos para a prdatica da invengdo e para permitir que
os técnicos na 4drea utilizem a invengdo em tais, ou outras,
modalidades e com wvarias modificacgdes necessérias pelas

aplicagbes especificas ou usos da presente invencdo. E a
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intengdo que a praesente invengéo inclua todas as

modificag@es e variagfes da mesma, dentrc do

descrito no relatdrio e nas reivindicagfes anexas.

escopo

e W
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REIVINDICACOES

1. Compestos inibidores de serina protease tendo um
elxoc de simetria C,, caracterizado por possuirem na porc¢do
central uma estrutura do tipo 1,4:3,6-dianidromanitol e,
nas porgdes laterais, ligagdes peptidomiméticas com

aminoacidos, de férmula geral:

Z

e

R \
W

ey

R sendo -0- ou -NH com configuraces exo e endo,

respectivamente; 2 sendo os L-amincacidos alanina, valina,

.fenilalanina, prolina, lisina, histidina, acido 5-0-metil-

glutmico e acido piroglutl@mico, respectivamente; e W sendo
o grupo de protegdo di-t-butil-dicarbonato (Boc).
2. Compostos de acordo com o 7reivindicade em 1,

caracterizado pelo fate dos ditos compostos serem ésteres

do iscmanide.

3. Compostes de acorde com o reivindicade em 1,
caracterizado pelo fato dos'ditos compostos serem amidas do
isomanide.

4. Compostos de acorde com o reiwvindicado em 1,
caracterizado pelo fato dos ditos compostos serem

dipeptideos.
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5. Processo de obtengdo de compostos de acordo com ©
reivindicado em 2, caracterizado, caracterizado por
compreender :

a} etapa de protecdo dos grupamentog amina dbs L~
aminocAcidos wutilizados como reagentes realizada com o©
reagente .Di~t—butil—dicarbonato (Boc) , formando oS5
compostos aa protegidos;

b) etapa de preparacdo do composto simétrico, 1,4-3,6-
dianidro-D-manitol, o isomanide, por desidratagdo do D-
manitcl em melc acido;

c) etapa de acoplamento do igsomanide com os compostos
aa Dpreviamente protegidos com formacgdc dos égteres do
isomanide, pelo tratamento do D-manitol com os respectivos
compostos aa protegides e dicloexilcarbodiimida (DCC) em
solvente orgé&nico ndo polar.

6. Processo de obtencdoc de compostos de acordo com ©
reivindicado em 3, caracterizado por compreender:

a} etapa de preparagdo do composto simétrico, 1,4-3,6-
dianidro-D-manitol, ¢ 1isomanide, por desidratagde do D-
manitol em meio &cido;

b) etapa de conversdo do isomanide ac di-tosilade por
reagdo com cloreto de p-toluenosulfonila em piridina;

c}) etapa de tratamento do di-tosilado com azida de
86dio em N,N-dimetilformamida fornecendo di-azida, com
inversd@o de configuragdo; _

d) etapa de reducdo da di-azida com mpaladio sobre
carbono em etanol resultando em di-amina, com formagdc de
amidas simétricas derivadas do isomanide;

7. Processo de obtengdo de compostos de acordo com o
reivindicade em 4, caracterizadoc por compreender:

a) desprotecdo da amida Pro-Boc usando uma solugdo de

HC1 em éter com obtengdo de uma amina livre;
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b} obtencdo do dipeptidec por acoplamento da amina

livre com o fenilalanina Boc-protegida.

8. Uso dos compostos de acordo com o reivindicado em

1, caracterizado pelo fato dos ditos compostos serem base

na preparagdo de formulacgdes antivirails para o© tratamento

de flaviviroses.

9. Usc de
caracterizado pelo
C.

10. Usoc de
caracterizado pelo
oeste do Nilo.

11, Uso de

caracterizado pelo

acordo com

fato das ditas

acordo com

fato das ditas

acordo com

fato das ditas

o} reivindicado em 8,

flaviviroses ser hepatite

o} reivindicado em 8,

flaviviroses ser febre do

o reivindicado em 8,

flaviviroses ser dengue,
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RESUMO

Patente de Invencdo: COMPOSTOS INTRIDORES DE SERINA

a
PROTEASE, PROCESSO DE ORBTENCAOC E USO PARER TRATAMENTO DE

=
=W

FPLAVIVIROENS.,

Refere-se a presente l1lnvengdo a compostos inibidores
de serina protease sintéticeos tendo um eixo do sim@tria Ca,
possuindo na porcdo cenﬁral uma esbtrutura do tipo 1,4:3,6-
dianidromanitol e, nas porcdes laterais, ligacdes
peptidomiméticas com aminodcidos, coma por exemplo, lisina
(Lis), fenilalarina (Phe), dentre outros, utilizados como

base para a preparagic de formulacdes antivirais capazes de

cessar e proliferagdo dos virus responsédvels pela maioria

das flavivirosgses, como po¥x exempla, hepatite C, Dengue e

febre do ceste do Nilo.
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