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SIGLAS E ABREVIATURAS

Ala - alanina;

BnOH - alcool benzilico;

BOC - terc-butoxi carbonil;

Brine - solucéo saturada de cloreto de sddio;

CBM - concentragao bactericida minima;

CCso - concentracéao citotdxica para inibir 50% das células;
CCD - cromatografia em camada delgada;

CEso - concentragao inibitéria de 50% da replicagao viral,
CIM - concentragao inibitéria minima;

DCC - diciclo-hexilcarbodiimida;

DIC - diisopropilcarbodiimida;

DIPEA - N,N-diisopropil etilenodiamina;

DLDH - Leuconostoc mesenteroides D-lactate dehydrogenase;
DMAP - 4-(dimetilamino) piridina;

DMF - dimetil formamida;

DMSO - dimetil sulféxido;

ES - espectro de massas;

IS - indice de seletividade (1S= CCs/ CEs);

IV - infra vermelho;

Lac - lactato;

Lis - lisina;

MMPs - matrix metaloproteinases;

MRSA - methicillin-resistant S. aureus;

MTT - [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazol];
NMM - N-metilmorfolina;

PDF - peptido deformilase

Pro - prolina;

PRSP - penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae;
Py - piridina;

Ser - serina;

THF - tetrahidro furano;

UV-VIS - Espectrometria na regido ultravioleta — visivel,
A - comprimento de onda.
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RESUMO

O presente trabalho apresenta a sintese de uma série de depsipeptideos
derivados de alanina e lactato como modelos para porcdo modificada do
pepidoglicano, Ala-Lac, de bactérias resistentes a vancomicina, utilizando
condigdes reacionais brandas e reagentes simples e de baixo custo.

o R Q Ry = H, alquil
Rg)J\N)ﬁ(O\HJ\om R, =H, CH3
H O R = alquil, aril, O-alquil
Ala-Lac

Os depsipeptideos foram sintetizados através de uma metodologia
envolvendo acoplamento de L-a-hidroxiacidos e L-aminoacidos N-protegidos,
seguido de desprotecgao.

Foram preparados uma série de compostos aromaticos e alifaticos
simples contendo a-nucledfilos como grupos oxima, hidroxilamina e acido
hidroxamico. E apresentada ainda a sintese de moléculas possuindo em sua
estrutura nucledfilos potentes e um grupamento basico. E finalmente, s&o
reportadas as preparacbes de derivados dinucleofilicos da prolina como
alternativa aos derivados da prolina sintetizados por Chiosis e Boneca para

clivagem seletiva e catalitica da ligagao Ala-Lac.

H
e SN (ome (N
N
R2 ’?l n
R, H HoN ! O
X=grupo basico Derivados da prolina

Nu = NOH, NHOH, CONHOH
Os compostos preparados nesta tese tiveram sua atividade anti-
herpética avaliada utilizando como modelos virais virus com genoma DNA:
herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1), cepas 29R (resistente ao aciclovir) e KOS.
Porém, apesar da baixa citotoxidade apresentada, os derivados estudados nao

se mostraram promissores frente as cepas 29R e KOS
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Abstract

This work presents a simple entry to an Ala-Lac derivative and other O-
acylated lactates as models to bacterial depsipeptide using mild conditions and
easily accessible reagents. These new compounds are targets to investigate
selective ester cleavage by hydrolytic agents.

j\ Ro Q Rq = H, alkyl
R3 N)\[(O\Hko& Rz =H, CHs
H O R3 = alkyl, aryl, O-alkyl
Ala-Lac

The depsipeptides were readily obtained by a three-step procedure
involving esterification, coupling of the resulting ester with the proper o-
functionalized acid and deprotetion.

A set of simple aromatic and aliphatic compounds carrying o-
nucleophiles as oxime, hydroxylamine and hydroxamic acid was synthesized.
Moreover, the synthesis of molecules carrying a potent nucleophile and a base

group is shown. Besides, di-nucleophiles based on proline scaffolds were also

prepared.
H
NS\ Nu
I UG

Rz E /HQ(&

R1 H2N 0
R
X= basic group Proline derivatives

Nu = NOH, NHOH, CONHOH
Finally, the antiviral activity of the compounds prepared, and their starting
materials, were evaluated by using herpex simplex virus type 1 (HSV-1), 29R
(acyclovir-resistant) and KOS strains. However, despite the low citotoxicity

observed, the derivatives were not antiherpes-promising drugs.
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1 INTRODUCAO

No decorrer das ultimas décadas, o desenvolvimento de farmacos
eficientes no combate a infecgdes bacterianas’ revolucionou o tratamento
meédico, ocasionando a reducao drastica da mortalidade causada por doengas
microbianas. Lamentavelmente, acompanhando o estabelecimento do novo
armamento quimioterapico do Homem contra as bactérias, estas também
desenvolveram defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o
consequente aparecimento de resisténcia. O fenbmeno da resisténcia
bacteriana® a diversos antibiéticos e agentes quimioterapicos impde sérias
limitagdes® as opgdes para o tratamento médico de varias infeccdes
bacterianas, representando uma ameaca assustadora para a saude publica
mundial. Esta resisténcia é proliferada muito rapidamente dentro do reino
bacteriano®® através de transferéncia genética, atingindo algumas das
principais bactérias Gram-positivas como enterococos, estafilococos e

estreptococos.

1.1 Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

De acordo com a constituicdo da parede celular, as bactérias podem ser
divididas em dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas.

Em 1884, Christian Gram, um bacteriologista dinamarqués, desenvolveu
um método empirico o qual consiste, essencialmente, no tratamento sucessivo
de um esfregacgo bacteriano com os seguintes reagentes: lugol, cristal violeta,
alcool e fucsina.®

Todas as bactérias, sejam Gram-positivas ou Gram-positivas, absorvem
o cristal violeta e o lugol, adquirindo a cor roxa devido ao complexo formado
pelas duas substancias no citoplasma da célula. As Gram-positivas nao sao
descoloridas apds tratamento com etanol, mantendo a coloragao roxa,
enquanto que as Gram-negativas sao descoradas. Alguns estudos sugerem
que o complexo cristal violeta-lugol ndo € removido do citoplasma das bactérias

Gram-positivas devido a menor permeabilidade ao alcool, resultante da



presengca de uma espessa parede celular. Em seguida, as duas classes de
bactérias sdo tratadas com fucsina, sendo que somente as Gram-negativas
adquirem a coloracdo vermelha do corante.® Desta forma, ao examinar ao
microscopio um esfregagco bacteriano corado pelo método de Gram, as
bactérias Gram-positivas apresentam cor roxa, ja as Gram-negativas revelam-

se vermelhas, (Figura 1).
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Figura 1 - Bactérias coradas pelo método de Gram.

1.2 Resisténcia Bacteriana e Antibidticos

O uso extensivo de penicilina apdés a Segunda Guerra Mundial®
desencadeou o surgimento de estreptococos resistentes, identificados como as
primeiras cepas de bactérias Gram-positivas ndo susceptiveis a antibidticos
penicilinicos, conhecidos como PRSP (penicillin-resistant Streptococcus
pneumoniae). Da mesma forma, os antibidticos de nova geragao langados no
mercado nos anos seguintes, como os analogos penicilinicos meticilina e
cefalosporina, além de tetraciclinas e eritromicinas (Figura 2), aos poucos
foram se tornando limitados, devido ao desenvolvimento de resisténcia multipla
em cepas de enterococos e estafilococos infecciosos. A ultima linha de defesa
contra a ameacga do Staphylococcus aureus surgiu a partir da descoberta do
antibiético glicopeptidico* vancomicina, isolado do fungo Amycolatopsis
orientalis pelo grupo Eli Lilly em 1956 (Figura 3). Com o nome originado da
expressao inglesa “to vanquish” (aniquilar, destruir), vancomicina tornou-se

quase uma lenda devido a sua performance herdica frente a cepas de S.



aureus resistentes a meticilina, conhecidos por MRSA (methicillin-resistant S.
aureus). E ativa primariamente® contra cocos Gram-positivos, sendo altamente
eficaz contra S. aureus, S. epidermidis, Clostridium difficile e Corynebacterium
sp., mas nao possui atividade contra bactérias Gram-negativas e
micobactérias. Vancomicina foi disponibilizada para uso clinico apés aprovagao
pela agéncia norte-americana reguladora de farmacos e alimentos (US-FDA),
em 1958. Nesta mesma época, outros agentes antiestafilococos como
cefalosporinas, meticilina, tetraciclina e eritromicina A também passaram a ser
utilizados, recebendo uma aceitagao clinica muito maior do que a vancomicina
sobretudo devido aos aparentes efeitos de toxicidade desta ultima.

Vancomicina tornou-se popular*1%-13

a partir do momento em que a sua pureza
foi aumentada, resultando na eliminagcao de muitos dos seus efeitos colaterais,
e ainda devido a incidéncia crescente de resisténcia bacteriana frente aos

outros agentes quimioterapicos.
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Figura 2 - Antibidticos classicos.

A consolidagdo da vancomicina como antibiético potente e invencivel
frente a bactérias Gram-positivas multirresistentes trouxe um periodo de certa
tranquilidade na incessante guerra contra microrganismos patogenos,
causando inclusive uma desaceleragdo® nos investimentos de empresas
farmacéuticas em programas de descobrimento e desenvolvimento de novos

agentes antimicrobianos. Entretanto, esta supremacia comecgou a sofrer abalos



com o aparecimento das primeiras cepas de enterococos resistentes a
vancomicina, conhecidos por VRE (vancomycin-resistant enterococci). Apesar
da natureza ndo patogénica dos enterococos com relagdo a pessoas sadias, 0
surgimento, em 1988, dos primeiros casos de resisténcia destas bactérias
causou enorme alarme, pois os enterococos sdo capazes de infectar?
pacientes imunodeficientes, tais como transplantados e vitimas de AIDS. A
ocorréncia de colonizagao intestinal de VRE em pacientes com longos periodos
de internacdo em hospitais pode nao resultar em sintomas infecciosos, mas
servira de reservatorio™ para transmissdo a outros pacientes. A bactéria pode
ser espalhada pelo contato direto ou indireto dentro de uma clinica de satde
ou hospital, bem como através de profissionais de saude que trabalham em
mais de uma instituicdo, e ainda por pacientes que sao transferidos e que ja
haviam sido infectados. Em uma situagao mais preocupante, o temor de que
genes causadores de resisténcia a vancomicina presentes nos VRE fossem
transmitidos para estafilococos do tipo MRSA foi recentemente confirmado'®

em trés casos isolados, sendo conhecidos como VRSA (vancomycin-resistant

HO
OH
0’0

S. aureus).

Figura 3 - Representacao estrutural do antibidtico glicopeptidico vancomicina,
destacando os sete aminoacidos AA-1,...,AA-7 e 0s cinco anéis aromaticos A, B,
C, D, E presentes.

Uma maneira preventiva de combater o avango de infecgdes causadas
por VRE e VRSA ¢é a implementacdo’ de medidas de decréscimo de fontes
destas bactérias. O controle das infecgdes a partir de agdes que possibilitem o

isolamento de pacientes infectados e a educacdo da populagido sobre os



métodos de transmissdo de VRE vém contendo a propagagao do
microrganismo. Restricdes na utilizagdo de antibioticos, além de diretrizes para
o emprego de agentes antibacterianos ajudam a diminuir o florescimento de
VRE no trato gastrointestinal. Porém, esta medida parece ser de dificil
execucgao, uma vez que o uso de antibidticos de maneira empirica € bastante
comum. De fato, o uso abusivo® de antibidticos para tratamento de infeccdes
virais, como caxumba, sarampo e gripe, e febres de etiologia desconhecida que
nao respondem a antibioticoterapia, além de inudtil, também promove o
surgimento da resisténcia.

Diante deste cenario alarmante, varios farmacos que hoje sdo campedes
mundiais de vendas correm o risco de se tornarem obsoletos devido ao
aumento da resisténcia bacteriana. Desta forma, a comunidade médica e
cientifica vém procurando compreender os fendmenos envolvidos no artefato
bacteriano responsaveis pelos mecanismos adaptados de resisténcia, de modo
a criar alternativas e novas estratégias para o combate a bactérias resistentes.
A demanda crescente por novas substancias'® capazes de inibir, em
concentracdes baixas, processos vitais de uma ou mais espécies de
microrganismos resistentes tem provocado uma verdadeira corrida em busca
de agentes antibacterianos de origem natural, semissintética ou sintética cada
vez mais eficientes. Apesar dos mais otimistas ja terem abandonado o antigo
sonho de encontrar uma substancia antibacteriana “perfeita” (invencivel frente
a patégenos multirresistentes, com amplo espectro de acdo e sem efeitos
colaterais), o descobrimento de novos antibidticos potentes e mais seguros
representa ndo s6 o avancgo por uma melhor qualidade de vida, mas também a
participacdo em um mercado em crescimento® que movimenta cerca de 25

bilhdes de dolares.

1.3 Mecanismos de Defesa Bacteriana e Resisténcia a

Antibidticos

Formalmente, o aparecimento de bactérias resistentes a antibibticos
pode ser considerado como uma manifestagdo natural regida pelo principio

evolutivo de que os organismos adaptam-se geneticamente a mudangas no
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seu meio ambiente. Como o tempo de duplicacdo das bactérias pode ser de
apenas 20 minutos, existe a possibilidade de serem produzidas muitas
geragcbes em apenas algumas horas, havendo, portanto, inumeras
oportunidades para uma adaptacdo evolutiva. A frequéncia de mutagdes
espontaneas para determinado gene em populagdes bacterianas ¢é
extremamente baixa, sendo de aproximadamente uma por 10°-10® células por
divisdo. Desta forma, a probabilidade é de que uma célula em cada 10 milhdes
ira, ao dividir-se, produzir uma célula-flha contendo uma mutagdo em
determinado gene. Todavia, como € possivel haver um numero de células
muito maior do que este numa infeccdo, a probabilidade’ de uma mutacao
produzir reversao da sensibilidade e resisténcia a determinados farmacos pode
ser muito alta em algumas espécies de bactérias. Apesar da presencga de
poucos microrganismos geneticamente modificados nédo ser suficiente para
produzir resisténcia, se uma populagado bacteriana infecciosa contendo alguns
mutantes resistentes a determinado antibiético for exposta a este farmaco, os
fenoticamente alterados terdo uma enorme vantagem seletiva. Na maioria dos
casos, a drastica redugdo da populagdo bacteriana obtida pelo agente
quimioterapico permite que as defesas naturais do hospedeiro possam lidar
efetivamente com os patdgenos invasores. Entretanto, isso n&o ocorrera se a
infecgao for causada por uma populacao de bactérias inteiramente resistentes
ao farmaco® ou se as defesas humanas estiverem momentaneamente
deficientes.

Dentre os diferentes mecanismos® de resisténcia descritos para
microrganismos, aqueles mais importantes encontrados em bactérias Gram-

positivas podem ser classificados®?!

em 3 grupos distintos: (i) destruicdo do
antibidtico (resisténcia a dalfopristina e penicilinas): enzimas catalisam a
degradacgao do antibiotico ou modificam grupos funcionais farmacologicamente
importantes presentes em sua estrutura, criando fungdes inativas para o
reconhecimento molecular; (ii) efluxo continuo do antibiético (resisténcia a
tetraciclinas e fluoroquinolonas): genes bacterianos mutantes superexpressam
proteinas transportadoras de membrana responsaveis pela entrada e saida de
substancias no meio citoplasmatico, fazendo com que a retirada do antibiético
para o meio extracelular seja mais rapida que a sua difusdo pela membrana

bacteriana, mantendo uma concentracdo insuficiente para atuar como



bloqueador de funcbdes celulares; (iii) reprogramacdo e modificacdo da
estrutura-alvo  (resisténcia a  eritromicina e vancomicina): alvos
macromoleculares do antibiético, como ribossomos, proteinas e constituintes
da parede celular, sao estruturalmente modificados a partir de genes que os
expressam, afetando o reconhecimento do farmaco pelo alvo e diminuindo a
sua poténcia. Utilizando um desses mecanismos, ou uma combinacdo deles,
cepas de bactérias vém derrotando até os antibidticos mais promissores,
independente da classe quimica a qual pertencam. Os exemplos abaixo
ilustram a rapida “ascensdao e queda” de novos antibidticos que eram
aguardados com otimismo, mas que pouco tempo depois de serem langados
no mercado tiveram casos de resisténcia associados.

A utilizacdo de uma combinagdo de quinupristina (um depsipeptideo
ciclico) e dalfopristina (um cetolideo peptidico) para o tratamento de infec¢des
por VRE foi aprovada pelo US-FDA em 1999 com o nome de Synercid (Figura
4a). Esses derivados de estreptograminas, também conhecidos®® como
pristinamicinas e virginiamicinas, inibem a sintese protéica a partir da interacéo
com ribossomos bacterianos. Entretanto, o tratamento com quinupristina-
dalfopristina tem um custo elevado e apresenta importantes efeitos colaterais,
além de ja ter sido relatada a existéncia de cepas de enterococos pouco
susceptiveis a este agente antimicrobiano. Os mecanismos de resisténcia®'??
observados passam por um sistema de efluxo ativo da combinacdo de
antibidticos, além da modificagdo estrutural da dalfopristina a partir da
acetilagcdo do grupo hidroxila em C17 pela enzima acetiltransferase na
presenca de acetilcoenzima-A.

(a) \N/ (b) o O
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Figura 4 - (a) Antibi6tico quinupristina-dalfopristina (b) Antibiéticos
fluoroquinolénicos ciprofloxacina e moxifloxacina.



Ja a classe das 4-quinolonas, primeiros antibidéticos genuinamente

sintéticos?"?®

conhecidos ha décadas, apresenta atividade antibacteriana a
partir de um mecanismo unico de inibicdo da DNA girase e da topoisomerase
IV, interferindo na replicagcdo do DNA bacteriano. Apesar das novas geragdes
de fluoroquinolonas proporcionarem boa disponibilidade oral e efeitos adversos
mais reduzidos que suas antecessoras®® (Figura 4b), o aparecimento de

resisténcia bacteriana®>?*

, em 1999, tém mantido essas substancias sob
intensa vigilancia. Dentre as defesas adaptadas das bactérias, incluem-se o

efluxo continuo do antibiético e a modificagao estrutural das topoisomerases.

1.5 Vancomicina: Modo de Acao e a Resisténcia Bacteriana

Apesar das recentes incidéncias de resisténcia de enterococos e
estafilococos a antibiéticos glicopeptidicos, atualmente a vancomicina (Figura
3) e o antibidtico-irméo teicoplanina®® (Figura 5), isolado de Actinoplanes
teichomyceticus, ainda sédo considerados como os ultimos recursos para o
tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram-positivas. Da mesma
maneira que os antibidticos penicilinicos, a vancomicina afeta o metabolismo
de construgao da parede celular das bactérias. Para tanto, ela liga-se a porgao
terminal D-Ala-D-Ala de um pentapeptideo encontrado em precursores de

26,27
(

peptidoglicano, interferindo na etapa de transpeptidacao Figura 6a).

Figura 5 - Antibiotico teicoplanina.



Peptidoglicano € um heteropolimero®’ formado por cadeias extensas de
polissacarideos e peptideos. Esta estrutura é responsavel pela rigidez e forma
da parede celular das bactérias, além de protegé-las da osmoélise® quando em
meio hipotdnico. A biossintese de um peptidogilcano é apresentada no
Esquema 1. Polimerizagao do lipideo Il catalisada pela enzima transglicosilase
produz o peptidoglicano imaturo, constituido de cadeias longas de
polissacarideos, os quais s&o transversalmente ligados por transpeptidases
para formar o peptidoglicano maduro.

Resisténcia bacteriana a vancomicina ocorre através da modificagcao
genética em microrganismos, que como resultado®® passam a sintetizar o
depsipeptideo D-Ala-D-Lac ao invés do dipeptideo D-Ala-D-Ala. A modificagao
do aminoacido terminal D-alanina por D-lactato introduz uma interacdo
eletrostatica repulsiva® no lugar da ligagdo de hidrogénio, conforme
apresentado na Figura 6. Em consequéncia, a afinidade da vancomicina pela
camada de peptidoglicano diminui em um fator superior a 1000 vezes, com os
niveis de resisténcia sendo diretamente proporcionais® aos de precursores de
peptidoglicano contendo a unidade terminal D-Ala-D-Lac. Embora a origem da
sensibilidade de enterococos frente a teicoplanina envolva mecanismos
diferentes do da vancomicina, essas caracteristicas de sensibilidade e
resisténcia frente aos dois glicopeptideos servem como base® para uma
classificagao clinica. Cepas que sao resistentes a vancomicina e teicoplanina
sdo classificadas como VanA, ja aquelas que sao resistentes a vancomcina,
mas sensiveis a teicoplanina, sédo classificadas como VanB. Existe ainda uma
terceira categoria**' de cepas de enterococos resistentes classificados como
VanC, apresentando resisténcia modesta frente a vancomicina a partir de
efeitos ainda pouco elucidados. Diferente das cepas VanA e VanB, onde o
mecanismo de resisténcia a vancomicina ocorre pela formacdo de uma unidade
terminal D-Ala-D-Lac no lugar de D-Ala-D-Ala, as do tipo VanC possuem a
por¢cao terminal do peptidoglicano modificada para D-Ala-D-Ser, causando
diminuicdo da afinidade da vancomicina pela parede celular ainda em

formacao.
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Esquema 1 - Sintese bioquimica do peptidoglicano.

OH
HO HO
H,N
(a) % OH (b)
o] 0

o) o
|
O H, O H °
s NCONHF HO hy
NN ,"", o ; OH, <—~—— Interagdo

Repulsiva
§-L-AIa-D—GIu-L—Lis)J\N/\n/ \‘/g $-L-Ala-D-Glu-L- Lls)J\
D-Ala-D-Ala

Figura 6 (a) - LigacOes entre a vancomicina e a por¢do D-Ala-D-Ala terminal no
precursor de peptidoglicano (b) Interacdo eletrostatica repulsiva entre a
vancomicina e a por¢gao modificada D-Ala-D-Lac do peptidoglicano.
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1.6 Estratégias para Contra-Atacar a Resisténcia a Vancomicina

As estratégias iniciais para superar a resisténcia bacteriana a
vancomicina e a outros antibioticos glicopeptidicos foram inicialmente
concentradas na obtencao de novas substancias possuindo alta afinidade pela
porcdo terminal D-Ala-D-Ala e modificada D-Ala-D-Lac presentes,
respectivamente, em bactérias susceptiveis e resistentes a vancomicina.
Assim, pretendeu-se impedir a biossintese do peptidoglicano e bloquear® a
construcdo da parede celular. Desta forma, diversos produtos naturais,
sintéticos e semissintéticos tém sido identificados como potenciais agentes
antimicrobianos devido a elevada afinidade por modelos de peptidoglicano®®*
% contendo unidades terminais D-Ala-D-Ala ou D-Ala-D-Lac (Esquema 2).

NH,

O O
H O =

(e}

l X =NH: RCO-D-Ala-D-Ala
OH
—_—
/'\[(OH _— X =0: RCO-D-Ala-D-Lac
O

Esquema 2 - Sintese de modelos da porcéo terminal D-Ala-D-Ala e D-Ala-D-Lac.

Esses estudos revelaram que varios derivados de glicopeptideos ativos
contra bactérias Gram-positivas atuam através de mecanismos mais
complexos e menos conhecidos. Diversos efeitos secundarios podem contribuir
para o aumento da atividade antibacteriana de glicopeptideos, incluindo**"
processos de dimerizagdo ou oligomerizagao (envolvendo fenbmenos como a
multivaléncia, que amplifica a afinidade entre receptor e ligante) e/ou
ancoramento sobre a dupla camada celular fosfolipidica bacteriana (devido a
forte interacdo desta com uma longa cadeia hidrocarbbénica presente na
estrutura de alguns antibidticos glicopeptidicos). Entretanto, a atividade
antibidtica de determinados analogos de vancomicina e teicoplanina nao esta
necessariamente relacionada com a capacidade de promover interagées com

peptideos presentes no peptidoglicano. Assim, a inibicdo de proteinas
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responséaveis pela etapa de transglicosilagao®’*"%°

(Esquema 1) impede a
construgdo da parede celular bacteriana nos estagios iniciais. Ja antibioticos
estruturalmente diferentes dos glicopeptideos, como as quinolonas e os
macrolideos apresentados anteriormente na Figura 4, atuam a partir de
mecanismos® de destruicdo celular diferenciados, interagindo diretamente
sobre o DNA ou sobre ribossomos envolvidos na sintese protéica bacteriana e
sendo responsaveis por atividade bactericida pronunciada. Por outro lado, o
aparecimento de novas classes de antibidticos possuindo modos de acao até
entdo pouco estudados® e a possibilidade de ocorréncia de mdltiplas
interacbes atuando em sinergia conferem um grau de complexidade ainda
maior para esses sistemas e uma compreensdo ainda limitada sobre a
totalidade dos processos bioquimicos envolvidos na triade antibidtico-bactéria-
organismo humano. Deste modo, ndo é surpreendente encontrar exemplos de
derivados de glicopeptideos estruturalmente relacionados que apresentam
atividade antimicrobiana de mesma magnitude, mas a partir de modos de agéao
diferentes, assim como compostos bioativos estruturalmente diferentes que
atuam sob mecanismos similares, ocasionando sérias dificuldades em um
planejamento racional baseado somente no modo de agao.

Portanto, o descobrimento de novos agentes antibacterianos ativos
contra cepas de VRE e VRSA vem sendo realizado principalmente a partir de
modificacdes quimicas sobre a estrutura da vancomicina ou teicoplanina, bem
como pela preparagcdo de analogos de glicopeptideos mais simples.
Paralelamente, compostos estruturalmente diferentes de glicopeptideos, como
heterociclos de origem natural e sintética, vém sendo intensivamente
investigados e respondem por uma parcela significativa dos novos antibiéticos
atualmente em desenvolvimento. Basicamente, as principais estratégias
quimicas visando a obteng¢ao de antibacterianos podem ser classificadas em
quatro categorias: (i) compostos estruturalmente relacionados a vancomicina e
glicopeptideos; (ii) analogos de glicopeptideos estruturalmente mais simples;
(i) pequenas moléculas atuando em sinergia com vancomicina; (iv)
heterociclos estruturalmente diversos de origem natural ou sintética.

Este trabalho esta focado na preparagcao de pequenas moléculas que
possam atuar em sinergia com a vancomicina. Portanto, far-se-a uma breve

apresentacao desta metodologia.
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1.7 Pequenas Moléculas que Atuam em Sinergia com

Vancomicina

Muitas vezes, é vantajoso usar multiplas drogas para tratar uma infec¢ao
a fim de impedir a resisténcia bacteriana. Apesar de tratamentos empregando
combinagdes de antibidticos em doses subterapéuticas possibilitarem o
surgimento de cepas multirresistentes, é mais dificil® que bactérias
desenvolvam resisténcia a duas substancias com diferentes mecanismos que a
um unico agente, quando o tratamento é realizado de forma adequada. Uma
estratégia alternativa para superar a resisténcia bacteriana a vancomicina
envolve a sintese quimica de pequenas moléculas capazes de clivar
cataliticamente a ligagao D-Ala-D-Lac em bactérias resistentes, impedindo a
construcédo da parede celular. Esta metodologia baseia-se na hipotese de
reduzir a concentracdo de precursores de peptidoglicano contendo a unidade
terminal modificada e assim re-sensibilizar bactérias ndo susceptiveis ao
antibiético. Tais moléculas seriam utilizadas em conjunto com a vancomicina,
ou com derivados possuindo maior afinidade por precursores de

peptidoglicano, para o tratamento de cepas de VRE do tipo VanA ou VanB.

1.8 Triagem de Nucleodfilos Utilizando Quimica Combinatoria

1.8.1 Quimica Combinatoria

Nos ultimos anos, a quimica combinatéria vem atraindo uma enorme
atengdo da industria farmacéutica devido aos seus progressos no
descobrimento de novos farmacos. Atualmente, toda grande companhia
farmacéutica possui um programa envolvendo quimica combinatéria em seus
setores de desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Esta nova area da
ciéncia é considerada como sendo um dos mais importantes avangos para
quimica medicinal, além de ser uma importante ferramenta para pesquisa
basica.*’

O processo de descobrimento de um novo farmaco pode ser feito
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através de varias estratégias, todas envolvendo diversas etapas. O tempo total
envolvido em todo processo € de cerca de 15 anos, sendo que
aproximadamente um terco do periodo corresponde a identificacdo e
otimizagao do composto-protétipo. Em decorréncia do aumento significativo no
prazo de avaliagao clinica de candidatos a drogas ao longo das ultimas duas
décadas, os grupos envolvidos com estas pesquisas (particularmente as
grandes industrias farmacéuticas) atuam sistematicamente visando a
diminuicdo do tempo de desenvolvimento e otimizagdo da substancia candidata
a farmaco.”’

As bibliotecas (ou colecdes) combinatérias**** foram primeiramente
desenvolvidas para a sintese de peptideos e oligonucleotideos. Desde entéo, o
método foi expandido para incluir proteinas, oligbmeros sintéticos, pequenas
moléculas e oligossacarideos. A metodologia de preparacao € dependente do
tipo de biblioteca desejada. Bibliotecas de peptideos podem ser preparadas
tanto quimicamente quanto biologicamente, sendo que as colegbes de
pequenas moléculas, oligbmeros e oligossacarideos sdo geralmente criadas
por métodos sintéticos. Porém, com o avanco das reagdes quimicas
catalisadas por enzimas, algumas destas bibliotecas podem, em principio, ser
sintetizadas por metodologias biossintéticas. Em geral, bibliotecas
combinatorias sintéticas sao preparadas em fase sélida através de uma técnica
que foi primeiramente empregada por Merrifield na sintese de peptideos.

Colegdes combinatérias preparadas com o intuito de se identificar um
composto-prototipo, em geral, possuem milhares de substancias que séao
testadas sob a forma de misturas de componentes. Algumas colegbes sao
preparadas a partir da escolha de um composto polifuncionalizado (core), o
qual da origem a uma série de outros apds reagdes com um conjunto de
moléculas estruturalmente diversas, mas com a mesma

funcionalidade/reatividade.*’

14



1.8.2 Preparacdo de Pequenas Moléculas que Atuem em Sinergia com a

vancomicina

A fim de identificar substancias capazes de promover a clivagem da
por¢cao modificada do peptidoglicano, Chiosis e Boneca®® prepararam o corante
derivado de D-Ala-D-Lac 1 e realizaram uma triagem em colegbes de

nucledfilos utilizando quimica combinatéria (Esquema 3).
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Esquema 3 - Derivado colorido de D-Ala-D-Lac utilizado na triagem feita a partir
de nucledfilos preparados por quimica combinatéria capazes de hidrolisar a
ligacdo D-Ala-D-Lac.

Em uma biblioteca contendo 50000 tripeptideos N-acilados, observou-se
que os conjuntos ativos continham serina na por¢do amino terminal. Nenhum
outro nucledfilo (incluindo Thr, Lis, ou amino derivados) apresentou atividade,
sendo que somente trés sequéncias foram ativas: X-L-Lis-L-Ser-dimetiluréia
(onde X é variavel), X-D-Lis-D-Ser-dimetiluréia e L-Lis-D-Pro-L-Ser-dimetiluréia.
A presenga exclusiva da dimetiluréia (melhor grupo elétron doador da série)
chamou a atencédo, pois existiam 15 agentes acilantes na coleg¢do. Este fato
levou a crer que todas as sequéncias ativas continham um nucledfilo (Ser, na
porcdo amino terminal) e um eletrdfilo (Lis, Cu?*, NH) e que estes deveriam
estar orientados de forma a permitir o ataque nucleofilico do grupo hidroxil
presente na serina. Ademais, a nucleofilicidade da hidroxila poderia ser
intensificada através de uma ligacao de hidrogénio intramolecular formada com
o grupo dimetiluréia. O predominio da prolina em moléculas ativas sugeriu que
este aminoacido seria capaz de estar envolvido na inducdo da rigidez
conformacional a fim de pré-organizar os sitios ativos para catalise. Com a
finalidade de dar suporte as observacgdes estruturais deduzidas a partir dos
experimentos envolvendo quimica combinatoria, estudos de modelagem

molecular relacionados com o complexo formado entre o peptideo BnNH-L-Lis-
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D-Pro-L-Ser dimetiluréia 2 (Figura 7A) e D-Ala-D-Lac foram realizados. Estes
estudos computacionais indicaram que os residuos lisina e serina da molécula
estdo bastante proximos no complexo formado. Assim, a porcdo lisina
eletrofilica pode ligar-se ao lactato estabilizando o estado de transicéo
tetraédrico formado, enquanto a nucleofilicidade da hidroxila da lisina é
intensificada pela formagédo de uma ligagdo de hidrogénio com a carbonila do
grupamento CON(CH3), (Figura 7B).

Figura 7 - Peptideo 2 e estudo computacional realizado para formag&o de um
complexo entre o peptideo 2 e D-Ala-D-Lac.

O peptideo BnNH-L-Lis-D-Pro-L-Ser dimetiluréia 2 foi entado sintetizado e
testado, porém, a sua capacidade para clivar D-Ala-D-Lac em condicdes
fisiologicas foi apenas modesta, uma vez que somente 20% do depsipeptideo
foi hidrolisado em 24 h.

Os experimentos realizados utilizando quimica combinatéria ndo foram
capazes de produzir possiveis agentes terapéuticos. Porém, a andlise dos
peptideos identificados através desta técnica, além dos experimentos com
modelagem molecular, foram uteis para o reconhecimento dos elementos que
devem estar contidos em uma estrutura simples que possua propriedades
cataliticas capazes de clivar a porgéo terminal modificada do peptidoglicano:
presenca de um nucledfilo forte, de um eletréfilo capaz de “ancorar’ na
carboxila do lactato e de quiralidade.?® Por ser uma molécula quiral, conter
uma hidroxila primaria capaz de participar em uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular com o nitrogénio amidico (e assim gerar um nucledéfilo mais

potente) e ser facilmente acilado, o prolinol foi selecionado como um precursor
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adequado para gerar estruturas que preencham os requisitos apresentados
acima. Diante disto, foi preparada uma série homodloga de N-acil prolinol 3
(Figura 8).%°

OH

N n=0-5
HoN o) R=H, CHj

3

Figura 8 - Derivados de prolinol sintetizados por Chiosis e Boneca.

Os derivados de N-acil prolinol 3 tiveram suas atividades examinadas
contra cepas de Enterococcus faecium altamente resistentes a antibiéticos, os
quais possuem uma CIM (a concentracdo inibitéria minima) a vancomicina de
500 ug/mL.?° A atividade inibitoria desses protétipos 3 também foi medida em
conjunto com a vancomicina, sendo que o melhor resultado de CIM foi obtido
pela associagado entre a vancomicina e o N-acil prolinol 4 (CIM = 62,5 ug/mL).

Isto representa uma diminuigdo de 8 vezes da CIM.?®
O
N
NS
5 (@]

4

Figura 9 - N-acil prolinol que apresentou os melhores resultados de CIM.

A combinagdo de 50 mM do prolinol derivado 4 e de 62,5 ug/mL de
vancomicina gerou um decréscimo de trés unidades logaritmicas na atividade
bactericida, quando comparada com a obtida para 250 ug/mL do antibiético ao
ser testado isoladamente. Ja a modificagdo da concentragdo da vancomicina
para 250 ug/mL na associagdo com 50 mM de 4 resultou no descréscimo de
quatro unidades logaritmicas na atividade bactericida.?® Entretanto, os
derivados de prolinol mostraram-se ineficazes como agentes bacteriostaticos e

bactericidas ao serem avaliados na auséncia da vancomicina.?®
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1.9 Sintese de Agentes Hidroliticos Mais Eficientes — Efeito a

A estratégia utilizada por Chiosis e Boneca, a qual se baseia em
empregar pequenas moléculas com capacidade de hidrolisar seletivamente e
cataliticamente a ligagdo D-Ala-D-Lac e atuar em conjunto com a vancomicina,
parece ser bastante promissora. Porém, os derivados sintetizados com essa
finalidade ndo se mostraram nada cataliticos. Para diminuir a CIM para a
vancomicina de 500 ug/mL (0,345 mM) para 62,5 pug/mL relativo as cepas de
Enterococcus faecium foram necessarios 50 mM do melhor agente hidrolitico
apresentado. Ou seja, para aumentar em oito vezes a atividade da vancomina
frente a esta cepa seria necessaria a presenca de um agente hidrolitico em
uma concentragao molar 145 vezes maior. Portanto, a preparacédo de agentes
hidroliticos mais eficientes que possam atuar em conjunto com a vancomicina &
de grande apelo. Dentro desta alternativa, a utilizagdo de nucledlifos possuindo
efeito a parece ser uma estratégia interessante.

O efeito a € definido como o aumento da reatividade de nucledfilos que
possuem pares de elétrons ndo compartilhados sobre o atomo adjacente ao
centro nucleofilico quando comparados a um nucledfilo comum, ou seja,
nucledfilo que ndo apresenta efeito o, mas que tenha a mesma basicidade.** A
explicacado deste tipo especial de efeito tem sido um desafio continuo para os
pesquisadores desde que este fendbmeno foi identificado por Edwards e
Pearson.*

Dentre as espécies que exibem esta reatividade inusitada, estdo
incluidas as hidroxilaminas 5, os acidos hidroxadmicos 6 e as oximas 7 (Figura
10).

)N\HOH o] NOH
R R R)J\NHOH RJ\R'
5 6 7

Figura 10 - Exemplos de a-nucledfilos.

Diferentes fatores podem influenciar a reatividade nucleofilica e sao

importantes para o efeito . E provavel que o atomo eletronegativo que esta na
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posicdo o com o seu par de elétrons livres contribua diretamente para o
aumento da nucleofilicidade de alguns, senao todos, nucledfilos. A explicagéao
mais freqientemente proposta para o efeito o € a de que pares de elétrons
sobre os atomos na posicao o aumentam a nucleofilicidade pela elevagao da
densidade eletrbnica efetiva no centro de reagdo. Pode-se ainda argumentar
que a remocgao parcial dos elétrons de Y no nucledfilo X-Y (Figura 11) por
doacdo ao substrato S no caminho que leva ao estado de transi¢do cria uma
deficiéncia eletronica sobre Y. Esta deficiéncia eletrénica pode ser estabilizada
pela doacao eletronica de X. O resultado sera um aumento na densidade

eletrbnica efetiva sobre Y e, consequientemente, na nucleofilicidade de X-Y.%®

o | & o | =
Figura 11 - a-Nucledfilos.

Em termos de teoria dos orbitais moleculares, a idéia mais aceita seria
de que o estado fundamental do nucledfilo é desestabilizado pela repulsao dos
orbitais ocupados p, dos atomos adjacentes, levando a um aumento de energia
do orbital ocupado de maior nivel (HOMO) que participa da reagdo. Assim, o
orbital HOMO do nucledfilo interagiria fortemente com o centro eletrofilico,
resultando na diminuicdo da repulsao entre orbitais p, e, consequentemente,

gerando uma maior reatividade.

1.10 Metodologias Sintéticas para Sintese de Depsipeptideos

Nesta secdo, serdo apresentadas algumas metodologias sintéticas
descritas na literatura para a preparagcdo dos depsipeptideos que serao

utilizados como modelo da porgao alterada do peptidoglicano.
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1.10.1 Sintese dos Depsipeptideos Modelo

Foram identificados uma série de derivados de Ala-Lac que poderao ser
utilizados para o reconhecimento de moléculas capazes de promover a
hidrolise da porcédo indesejada do peptidoglicano, cuja estrutura basica €
apresentada na Figura 12.

R4 = H, alquila

0 R, 0
Rs)J\[TI)\[‘(O\HJ\OR.] R2 = H, CH3
H O

R = alquila, arila, O-alquila

Figura 12 - Derivados de Ala-Lac que poderédo ser utilizados como modelos
miméticos de bactérias Gram-positivas que possuem o peptidoglicano
modificado.

1.10.1.1 Sintese dos Depsipeptideos em uma Etapa

O depsipeptideo 8 pode ser preparado, em uma unica etapa, através de
uma substituigdo nucleofilica. Desta forma, reacdo entre os comercialmente
disponiveis acido hipurico 9 e acido 2-cloropropiénico 10, na presenca de
trietilamina (EtsN) e CH3CN, fornece o depsipeptideo 8 como uma mistura de

isdmeros, em apenas 30% de rendimento (Esquema 4).*

o o 0 0
O
OH cl TEA N %OH
N + —_—
©)J\ I /ﬁ“/ \HJ\OH CHBCN lll/\g/
H O
9 10 8

Esquema 4 - Sintese, em uma etapa, do depsipeptideo alvo 8.
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1.10.1.2 Metodologia Geral para Sintese dos Depsipeptideos

Devido ao baixo rendimento descrito na literatura para a sintese do
composto 8 em uma unica etapa e em virtude deste procedimento gerar
misturas racémicas, tém sido propostas rotas sintéticas gerais para preparagao
dos modelos da por¢ao modificada do peptidoglicano alterado apresentados na
Figura 12.

Uma metodologia bastante usual para acilagcdo de alcoois, incluindo
alcoois terciarios, consiste na reagao do alcool com um anidrido ou cloreto de
acido na presenca de uma quantidade equivalente de Et3N e uma amino

piridina como catalisador (geralmente DMAP) (Esquema 5).*®

R R
R DMAP R e ®
+ (RCO),0+ EtsN ——M> +
o T ROORO+ BN —ZEEm KO+ RCO; HNEL

Esquema 5 - Acilacdo de alcoois com anidridos de acido.

Apesar de ser um excelente método para acilacdo de alcoois, essa
metodologia é muitas vezes inadequada para esterificagdo de &acidos
carboxilicos devido a trés fatores: necessidade de formacdo do anidrido;
presenca de quantidade equivalente de base (EtsN); e finalmente, em casos
onde o material de partida é valioso, metade da por¢gdo RCO,H é desperdicada
na reacdo.*®

Esses problemas podem ser solucionados pela incorporacdo de uma
carbodiimida (DCC,*® DIC,*® e EDC®, entre outras®) na reacdo. A presenca de
um equivalente da carbodiimida permite iniciar a sintese com apenas um
equivalente do acido carboxilico o qual pode ser completamente convertido em
éster. No entanto, alguns subprodutos podem ser formados (Esquema 6).

Dessa forma, acido carboxilico A reage com a carbodiimida formando o
intermediario O-acilisoureia B, o qual pode ser visto como um éster carboxilico
contendo um bom grupo de saida. Em seguinda, o intermediario B & deixado
reagir com um alcool formando o éster almejado C e a uréia D como
subproduto.

Reacdes laterais da O-acilisoureia B podem, ainda, levar a produtos

desejados e indesejados. Assim, O-acilisoureia B pode reagir com um o acido
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carboxilico A levando ao anidrido E, o qual através de uma reagdo com
moléculas do alcool presentes no meio reacional resulta no composto desejado
C. E ainda, a isouréia B pode sofrer rearranjo a fim de formar a N-acilureia F
(Esquema 6). A utilizagdo de solventes com baixa constante dielétrica como
diclorometano e cloroférmio podem minimizar a formacéo de F.*"

O R. _R 0

N=C=N Ry~ -R
N=C=N
R1)J\OH - R1)J\O’ H
A
O
H A
O O RN’ )J\ O O
R,OH Ry “OH
rAoRe RN SR RN R,
C B E
0 0 R,OH
R\NJ\N,R R\NJ\N,R
H H H H o) ., 9
b Q 0 D |?1)J\0’R2 Ry” “OH
o L, ) )
H H
F

Esquema 6 - Mecanismo de acoplamento de alcoois e acidos carboxilicos
utilizando carbodiimida.

Assim, os depsipeptideos 11 podem ser preparados via acoplamento
entre um derivado de aminoacido 12 e um derivado de lactato 13 utilizando-se

carbodiimidas como agentes de acoplamento (Esquema 7).

0 O . R O
GPHN\HJ\ + R'\HJ\ carbodiimida - GP. )ﬁ(o\ﬁj\
OH OR" N OR"
R OH H 0O R
12 13 11

Esquema 7 - Sintese geral de depsipeptideos.
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1.11 Metodologias para Sintese dos Agentes Hidroliticos e

Ocorréncias Naturais

Nesta secdo, serdo apresentadas algumas metodologias sintéticas
descritas na literatura para sintese dos agentes hidroliticos identificados como
possiveis promotores da hidrolise seletiva da ligagdo Ala-Lac. E ainda, seréo
abordadas algumas ocorréncias naturais de compostos contendo grupos

oxima, hidroxilamina e acidos hidroxamico com atividade farmacoldgica.

1.11.1 N-Hidroxilaminas

Um grande numero de metodologias sintéticas para preparacdo de N-
hidroxilaminas sdo reportadas na literatura. Serdo apresentadas aquelas que

foram consideradas como mais promissoras para sintese destes compostos.

1.11.1.1 Substituicdo Nucleofilica em a-Haloacidos

Tratamento de o-bromoacidos ou ésteres 14 com hidroxilamina, na
presenca de base, produz o correspondente N-hidroxi-a-aminoacido derivado
15. Apesar dos rendimentos reportados para os produtos obtidos atraves desta
metodologia serem ruins (abaixo de 35%), os materiais de partida s&o
facilmente adquiridos pela bromacido de acidos carboxilicos ou através da
reacado de a-aminoacidos com acido nitroso na presenca de KBr. Melhores
rendimentos para reagdo podem ser conseguidos utlizando ésteres t-butilicos
dos a-bromo aminoacidos. Além disso, o método € estereoespecifico e permite

a conversdo de L-aminoacidos em D-N-hidroxilaminoacidos (Esquema 8).°%°°

0 o) 0
Base R
R 5 R& —_ "
\”%ko& j)ko& + NHOH “Br %O&
NH2 Br R = H, CH3 NHOH
14 R, = H, Alquila 15

Esquema 8 - Sintese de N-hidroxi-a-aminoacidos a partir de substitui¢céo
nucleofilica de a-bromoacidos ou ésteres.
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N-Hidroxi-a-aminoacidos sdo uma classe de aminoacidos incomuns 0s
quais vém sendo identificados como componentes de antibiéticos peptidicos,
como a hadacidina isolada de culturas microbianas de Penicillium
frequentans®. Além disso, N-hidroxilaminoacidos sdo intermediarios
importantes para preparagéo de pirazinas N-0xidos de ocorréncia natural como

a emimicina (Figura 13)°.

HO”

Q
N
H (0]
3 L]
N
\)J\OH o~ N
H
hadacidina emimicina

Figura 13 - N-hidroxilaminas de ocorréncia natural.

De modo semelhante aos a-aminoacidos, N-hidroxi-o-aminoacidos
apresentam carater anfétero e, portanto, sdo solluveis em acidos minerais e
bases diluidas. O valor de seus pK sao aproximadamente 2,2 (pKj) € 5,6 (pK>)
para funcao carboxila e hidroxilamina, respectivamente. Os valores de pKk> dos
correspondentes a-aminoacidos sdo de 3 a 4 unidades de pK maiores,
enquanto os valores de pK; sdo da mesma ordem de magnitude. Este
decréscimo na basicidade da fungdo NH,OH, quando comparada a basicidade
do grupamento NH,, pode ser explicada pelo efeito indutivo do grupo hidroxila
vizinho (efeito a) ou pela formagao de uma ligagao de hidrogénio intramolecular

entre o grupo hidroxila e o grupo carboxila como em 16.%3

R R
H. OH Ho -0
vy Y
OH O o_ .0
H
16

Figura 14 - Formacéo de ligacdo de hidrogénio intramolecular.

Alternativamente, N-hidroxi-a-aminoacidos também podem ser obtidos

%6-58 anisaldeido

através da reacdo de alquilacdo entre benzaldeido oxima,
oxima®* ou furfuraldeido oxima 17 e o a-bromo &cido ou éster 18,>° os quais
produzem a nitrona 19 que é, entao, hidrolisada com HCI concentrado, em 50-

75 % de rendimento global (Esquema 9).
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0 NH,OH.HCI R. _NOH 0
)J\ Base ~ Br
R™ "H 17 OR; R = 4-CH3;0Ph
Ri 18 Ph, furila
o) ? o) R4 = H, alquila
- ~&~ R, =H, CH
%OH 2. NH,OH OR; 2 3
R1 R1

19

Esquema 9 - Sintese de N-hidroxi-a-aminoacidos a partir da nitrona 19.

1.11.1.2 Adicéo de Cianeto em Aldoxima e Cetoximas

A preparacao de um conjunto significativo de aldoximas geradas in situ e
cetoximas é descrita na litetatura a partir do tratamento destas com NaCN,
seguido de hidrolise.>® Deste modo, a ciano hidroxilamina 20 é preparada pelo
tratamento do respectivo aldeido ou cetona 21 com cloreto de hidroxilamonio
em meio basico e subsequente adicdo de cianeto. Hidrélise acida do ciano
derivado 20 com &cido cloridrico concentrado resulta nos a-hidroxilaminoacidos
22 (Esquema 10).

0
1.NHOHHCH  HOANS ON HCI37% HOHN%
R R2 2 NaCN ou HCN Ri Re R1, Rz =H, alquila R; RZOH
ou (CH3)3SICN
21 20 22

Esquema 10 - Formacéo de N-hidroxi-a-aminoéacidos através da adi¢do de
cianeto em aldoximas ou cetoximas e posterior hidrolise &cida.

A grande vantagem desta metodologia € que sdo empregados reagentes
de baixo custo e bastante acessiveis. Porém, os produtos sao produzidos como
misturas racémicas e os rendimentos sdo frequentemente menores que 50%
em decorréncia da formacao de subprodutos durante a hidrélise da ciano

hidroxilamina.
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1.11.1.3 Reducéo de Oximas

Uma metodologia geral para sintese de hidroxilaminas, incluindo N-
hidroxi-a-aminoacidos, € a de redugdo das correspondentes oximas. Na
reducao, reagentes brandos devem ser empregados com objetivo de evitar a
formagdo das correspondentes aminas. Desta forma, cianoborohidretos sao
provavelmente os reagentes mais adequados para evitar a redugdo a
aminas.>%60:¢1
Reacao entre o cetoacido 23 e cloreto de hidroxilamdnio, na presencga de

6264 broduz a oxima 24 que por sua vez é

acetato de sédio e metanol aquoso,
reduzida com cianoboroidreto de sodio ou lito para gerar o o-

hidroxilaminoacido 25 (Esquema 11).%°

O _OH NHOH
oH _ NH,OHHCI N NaBH;CN o
R AcONa,MeOH R)\I(OH ou LIBHsCN R
0 0
0 R = H, CHs
23 24 25

Esquema 11 - Preparacao de N-hidroxilaminoacidos 25 por redu¢cao com BH3;CN'.

A reducado de oximas é extremamente dependente do pH. Em pH 3, é
formada uma hidroxilamina monoalquilada. Ao proceder-se a reacao em pH 4,
contudo, o produto majoritario € uma hidroxilamina dialquilada (Esquema
12) 60,61

PH 3 R”NHOH
RANOH BH:CN | R=alquila,arila
MeOH/HCI
pH4 _ R7ONTR
OH
Esquema 12 - Dependéncia do pH reacional nas redu¢cdes de oximas com
BH3;CN'.

A formacdo da N-hidroxilamina di-alquilada provavelmente ocorre
através do mecanismo apresentado no Esquema 13. Contudo, se o pH
reacional for diminuido suficientemente a fim de levar a uma reducao rapida da

oxima para N-hidroxilamina mono-alquilada, a etapa de producgédo da di-alquil-
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N-hidroxilamina torna-se desfavorecida.®’

OH
BH,CN N I

RCH=NOH T> RCHZNHOH + RCH=NOH ——> RCHzN_jCHNHOH

H+ R Ky H+

A OH
BH;CN-
RCH,NCH,R  =<——2— NH,OH + RCH,N=CHR

Esquema 13 - Mecanismo para reducao de oximas com BH;CN".

Este método possui a vantagem de poder ser utilizado para gerar uma
grande diversidade de N-hidroxilaminas aromaticas e alifaticas. E importante
salientar que N-hidroxilaminas polifuncionais, obtidas pela redugdao das
respectivas oximas com cianoboroidreto de sédio, tém sido extensivamente
empregadas como precursores de nitronas, importantes intermediarios na
sintese de produtos naturais a partir de reagdes de cicloadicao
intramolecular.%64:6.67

A geragao de N-alquil hidroxilaminas a partir da redugido de oximas
também pode ser realizada pela utilizacdo de borano/tetrahidrofurano,>

borano/piridina®® e borano/trimetilamina®.

Hidrogenacéao catalitica de aril cetoximas fornece as respectivas aminas,
enquanto que aldoximas geram hidroxilaminas N,N-dissubstituidas.®® Portanto,

este método ndo € adequado para sintese de N-alquil hidroxilaminas.

1.11.2 Acidos Hidroxamicos

A década passada parece mostrar o ressurgimento do interesse pelos
acidos hidroxamicos em decorréncia da identificagdo de uma série destes
derivados como bioativos, incluindo sider6foros microbianos, inibidores da
zinco protease de relevancia oncoldgica e anti-inflamatéria e o antibidtico
fosfidomicina, um poderoso agente antimalarial.®®
A seguir sdo apresentadas algumas ocorréncias de acidos hidroxamicos

bioativos.
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1.11.2.1 Sider6foros

Ferro, enquanto nutriente essencial, nao esta prontamente
disponibilizado em ambientes aquaticos, terrestres ou em hospedeiros animais.
Entretanto, os microrganismos tém desenvolvido varias estratégias para
adquirir ferro e, ao mesmo tempo, proteger-se dos efeitos tdxicos potenciais. A
estratégia mais eficaz € a produgdo e utilizagdo de sideréforos (do grego
sideros = ferro, foros = transportador).

Um método bastante simples e eficiente de proteger os animais de
infeccdes bacterianas ou fungicas é privar o organismo da absorc¢ao de ferro.
Um suprimento adequado de ferro pode ser critico para muitos microrganismos
patogénicos, visto que a transferrina tem uma afinidade muito grande pelo
metal.

A grande ocorréncia de malaria, por exemplo, que representa um dos
maiores problemas de saude no mundo, tem levado ao desenvolvimento de
novos agentes antimalariais. Nesse contexto, um consideravel numero de
quelantes de Fe(lll), cujos sitios de complexagao sao hidroxamatos, tém sido
propostos como agentes terapéuticos. Estes s&o capazes de acessar as
células infectadas e remover ferro dos parasitas intracelulares interrompendo,
desta forma, o ciclo da doenca.

Também no tratamento da tuberculose, célera e lepra, os sideréforos
tém alcancado desempenho satisfatério na interrupcao do ciclo da doenca.

Um outro aspecto interessante na aplicagao clinica de sideroforos é a
elevacdo da poténcia dos antibidticos classicos, se conjugado a estes
sideroforos. O objetivo aqui € adquirir a vantagem da alta seletividade dos
siderd6foros que, quando conjugados, utilizam captacao especifica de ferro para
a entrada nas bactérias.

Os sideréforos também apresentam papel importante na atividade
inibitéria de corrosdo de metais, principalmente ferro. Também sao reportados
a utilizagdo de siderdfilos na biodegradagdo da madeira e no branqueamento

da polpa de papel.”
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(H2C)4~N—OH

07 Ry

Figura 15 - Estrutura geral das micobactinas,os quais sao sideré6foros
responsaveis pelo crescimento das micobactérias.

1.11.2.2 Inibidores da enzima conversora de angiotensina

A enzima conversora de angiotensina (ECA) é reponsavel pela clivagem
do dipeptideo carboxi terminal presente no decapeptideo angiotensina | a fim
de produzir o potente vaso constritor angiotensina Il. Compostos que inibem
esse processo tém sido caracterizados como agentes capazes de diminuirem a
pressdo sanguinea de seres humanos e animais hipertensivos. Estudos
utilizando analogos do anti-hipertensivo captopril, o qual € um derivado da
prolina, contendo grupos acidos (como acidos hidroxamicos) revelaram que a

sua atividade anti-hipertensiva ndo é modificada.””
R

HS/\;/&o ©
H,C

R = OH Captopril
R = NHOH

Figura 16 - Captopril e acido hidroxamico derivado do captopril.

1.11.2.3 Inbidores da peptido deformilase (PDF)

Peptido deformilase (PDF) é uma enzima essencial para o crescimento
bacteriano, pois promove a remocgao de grupos formil N-terminais de

polipeptideos recém-sintetizados. Por n&do ser encontrada em células
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mamarias, essa enzima torna-se alvo atrativo para o desenvolvimento de novos
antibidticos. Cabe salientar que, inibidores da deformilase ainda nao foram
utilizados como drogas antibacterianas e, portanto, compostos preparados a
fim de inibir tal enzima nao sdo propensos a formacao de resisténcia cruzada
com agentes bacterianos.

A maioria dos inibidores de PDF apresentam uma estrutura comum
contendo um grupo quelante+peptidomimético. Embora compostos possuindo
diferentes quelantes possam inibir a enzima, somente aqueles contendo acidos
hidroxdmicos ou N-formil hidroxamatos mostram atividade antibacteriana

apreciavel.”

o) N

HOHN 0 J O}L

Figura 17 - Potente inibidor de PDF derivado de prolina acido hidroxamico
contendo moderada atividade anti-bacteriana.

1.11.2.4 Inibidores de Matrix metaloproteinases (MMPSs)

Matrix metaloproteinases (MMPs) tém sido reportadas como tendo um
papel essencial em inUmeras doengas, como problemas cardiacos e cancer. O
desenvolvimento de ambas as patologias, geralmente nos primeiros estagios, &
favorecido pela ativagao proteolitica de varias MMPs. Por estas razdes, inibicao
das MMPs vém sendo estudadas como um promissor alvo terapéutico para
falha cardiaca e cancer.

Recentemente, Becher e colaboradores’ descreveram a preparacdo de

um conjunto de a-aquil-amino-B-sulfona hidroxamatos como potentes inibidores

de MMPs.
© 0
©/ \©\9 R Rq=H, CHy Ph
S NHOH
o)

R, = alquila, alquilarila

Figura 18 - Potentes inibidores de MMPs.
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1.11.2.5 Metodologias para Sintese de Acidos Hidroxamicos

Indmeras metodologias sao descritas na literatura para preparagao de
derivados de &cidos hidroxamicos.”* Reddy e colaboradores’ reportaram a
sintese de uma série de derivados de acidos hidroxamicos pelo tratamento de
aminoacidos protegidos 26 com cloroformiato de etila (27), na presenca de
EtsN como base e THF como solvente, seguido de adigcdo de hidroxilamina

previamente liberada pelo seu tratamento com Et;N (Esquema 14).

w9 o THF/Et;N Ho O j\
/N —3> N
R R
26 27 H O
|
_N
P :QJ\NHOH NHOH.HCI
: THF/EtzN

Esquema 14 - Metodologia geral para sintese de derivados de acidos
hidroxamicos.

Alternativamente, Giacomelli e colaboradores’ reportaram a sintese de
um conjunto de N-amino acidos hidroxamicos protegidos 28 a partir dos seus
respectivos aminoacidos protegidos 26 utilizando diclorometano ou DMF como
solvente e ftriclorotriazina 29 como agente ativante. Os rendimentos obtidos

para transformacao sao excelentes (Esquema 15).

Cl<_N__ClI
Y
'T' 0 N\fN , NMM lTl 0
N 29 N _OH
GP/ \HJ\OH Cl _ GP/ \HJ\N
R DMAP, NH,OH.HCI R H
26 t. amb., CH,CI, ou DMF 80-98% o8

Esquema 15 - Rota sintética alternativa para sintese de derivados de acidos
hidroxamicos utilizando TCT.

E, ainda, derivados de acidos hidroxamicos 31 podem ser preparados

através da hidroxilamindlise dos seus respectivos ésteres (Esquema 16).”%%

j\ NH,OH j\
L} 1
AN R TBae ™ g N OH *+ ROH

|

H

31 30

Esquema 16 - Sintese de derivados de acidos hidroxamicos via hidroxilamindlise
de ésteres.
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2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS DA TESE

2.1 Sintese de Modelos de Peptidoglicano Alterado

A preparagcao do derivado de Ala-Lac (32) utilizado por Chiosis e
Boneca®® para mimetizar a parede celular de bactérias Gram-postivas
resistentes a vancomicina e identificar pequenas moléculas que apresentem
capacidade hidrolitica € mostrado no Esquema 17. Transesterificacdo do D-
lactato de metila (33) na presenga de 2-(trimetilsilil)etanol (TMSE-OH) forneceu,
apos purificagdo por cromatografia em coluna, o trimetilsilil lactato (34), em
85% de rendimento. O silil derivado 34 foi entdo deixado reagir com o fluoreto
acido 35 — preparado pelo tratamento da Boc-D-Ala (36) com fluoreto cianurico
[2,4,6-trifluoro-1,3,5-triazina] em piridina - na presenca de N,N-
diisopropiletilamina  (DIPEA) e  quantidades  catalitcas de  4-
(dimetilamino)piridina (DMAP) para produzir, apos purificagdo por
cromatografia, o trimetilsililetil lactato (37) (90% de rendimento). Este, por sua
vez, reagiu com o fluoreto de p-nitrobenzoila 38 (preparado a partir do acido p-
nitrobenzodico (39) pelo mesmo procedimento descrito na sintese do fluoreto
acido (35) promovido por DIPEA e quantidades cataliticas de DMAP para
fornecer, ap6s purificagdo por cromatografia em gel de silica, o trimetilsilil p-
nitrobenzoil derivado de D-Ala-D-Lac (40). Subsequente desprotecdo do grupo
trimetilsililetil com fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) e purificagdo do produto

por cromatografia em gel (Sephadex) forneceu o p-NO,Bz-D-Ala-D-Lac (32).
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preparacdo do derivado p-NO,Bz-D-Ala-D-Lac 32.

O acesso ao composto 32, apesar de eficiente, envolve a utilizagao de

reagentes de custo elevado (Tabela 1)

, condi¢des reacionais complexas que

incluem separagbes cromatograficas em gel de silica e SEPHADEX, e

reagentes indesejados (preparagédo de fluoretos de acido), além de 4 etapas

preparativas e 6 transformacgdes sintéticas. Assim, pretende-se desenvolver

metodologias para preparacdo de derivados miméticos do peptidoglicano

modificado Ala-Lac, empregando reagentes baratos e de mais facil acesso,

utilizando condi¢des sintéticas mais simples e um numero menor de etapas

reacionais.

Tabela 1 - Pre¢co de alguns reagentes utilizados na rota sintética desenvolvida

por Chiosis e Boneca para sintese dos depsipeptideos modelos.

Reagente Abreviatura Pureza Quantidade R$"

N,N-DIISOPROPILETILAMINA DIPEA — 50 mL 99,00
ISOPROPOXIDO DE TITANIO - 97% 100 mL 180,00
FLUORETO DE TETRABUTILAMONIO TBAF 98% 10g 240,00
(R)-LACTATO DE METILA _ 97% 59 324,00
SEPHADEX(R) LH-20 25-100 uM SEPHADEX — 25¢g 460,00
4-(DIMETILAMINO)PIRIDINA DMAP 99% 100g 550,00
2-(TRIMETILSILIL)JETANOL TMSE-OH 99% 10g 658,00
ACIDO TRIFLUOROACETICO TFA 99% 100 mL 920,00
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Na identificagdo dos agentes hidroliticos potenciais para clivagem da
porcao alterada do peptidoglicano (D-Lac) em meio aquoso, Chiosis e Boneca
utilizaram o depsipeptideo p-NO,Bz-D-Ala-D-Lac (32) o qual possui uma banda
de absorcdo intensa na regido do ultravioleta (275 nM)®*. Neste trabalho,
porém, Os possiveis agentes hidroliticos serdao determinados através da
geracdo de D-Lac produzido pela conversdo deste para piruvato
simultaneamente com a reducdo de NAD® para NADH. Esta reacdo é
catalisada pela enzima Leuconostoc mesenteroides D-lactato desidrogenase
(DLDH).®" J& os derivados contendo L-Lac serdo avaliados pelo mesmo
procedimento, utilizando-se um kit especifico para este isébmero. Assim,
pretende-se promover a preparagdo de uma grande quantidade de candidatos
a modelos miméticos da porgdo modificada do peptidoglicano, através de
metodologias gerais, sem que haja necessidade da presenga um grupo

cromoférico em cada molécula.

o) 0O
NAD* + \)‘\O Enzima \H)}\O + NADH
OH O

Esquema 18 - Doseamento de lactato.

Vale ressaltar que os aminoacidos D- possuem valores comerciais muito
mais elevados do que os L- aminoacidos. Portanto, criar rotas sintéticas gerais
com estes aminoacidos mais viaveis economicamente, e posteirormente

estendé-las para os seus enantibmeros, é a melhor estratégia.

2.2 Sintese de Agentes Hidroliticos Mais Eficientes

Devido aos resultados nada cataliticos obtidos para moléculas
preparadas por Chiosis e Boneca, a sintese de agentes hidroliticos mais
eficientes que possam atuar em conjunto com a vancomicina mostra-se de
grande apelo.

Estudos computacionais preliminares realizados em nosso grupo de
pesquisa indicaram que compostos dinucleofilicos de cadeia aberta contendo

a-nucledfilos®? seriam capazes de levar a resultados de hidrélise da porgéo
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modificada indesejada (D-Lac) mais promissores. Desta forma, o grupamento
amino presente nas moléculas a serem preparadas podera ancorar na
carboxila do depsipeptideo através de interacao idnica facilitando o ataque do
a-nucledfilo na carbonila do grupo acil da por¢ao alanina, liberando a porgéo
lactato indesejada.

Deste modo, pretende-se sintetizar moléculas dinucleofilicas simples
contendo um grupo basico e um a-nucledfilo.

De maneira analoga aos compostos de cadeia aberta, planeja-se
aumentar a atividade dos derivados de N-acil prolinol, similares aos preparados
por Chiosis e Boneca, sintetizando derivados de N-acil prolinas contendo

grupos a-nucleofilicos.

2.3 Objetivos Gerais da Tese

Os objetivos gerais deste projeto consistem em:

1. Preparar agentes hidroliticos mais eficientes, como compostos
dinucleofilicos de cadeia aberta e derivados semelhantes aos
sintetizados por Chiosis e Boneca possuindo em suas estruturas o-
nucleodfilos potentes. Pretende-se que estas substancias atuem em
conjunto com a vancomicina para assim re-sensibilizar bactérias

resistentes a este antibidtico;

2. Desenvolver metodologias sintéticas para preparacdo de derivados
miméticos de peptidoglicano modificado, Ala-Lac, empregando
reagentes baratos e de mais facil acesso, condigdes de sintese quimica

mais favoraveis e um niumero menor de etapas reacionais;
3. Avaliar a capacidade hidrolitica dos compostos sintetizados frente aos

depsipeptideos identificados como modelos miméticos para a porcao

modificada do peptidoglicano (D-Ala-D-Lac).
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4. Avaliar a potencialidade dos compostos preparados frente a alvos

diversos.

2.4 Objetivos Especificos da Tese

1.

Identificar e desenvolver rotas sintéticas de facil acesso para
preparagao de derivados da prolina, bem como agentes hidroliticos de
cadeia aberta, contendo a-nucledfilos como oximas, N-hidroxilaminas e
acidos hidroxamicos, através de adigbes nucleofilicas, substituicdes

nucleofilicas e reducgdes.

Sintetizar depsipeptideos derivados da alanina e lactato a partir de
reagdes de acoplamento envolvendo L-a-hidroxiacidos e L-aminoacidos
N-protegidos e tentar estender as metodologias desenvolvidas para a

sintese de depsipeptideos a partir dos seus respectivos D-isbmeros.

Determinar a capacidade hidrolitica dos compostos preparados frente

aos modelos miméticos desenvolvidos.

Avaliar a atividade anti-herpética e a citotoxicidade dos compostos
preparados utilizando como modelos virais virus com genoma DNA:
herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1), cepas 29R (resistente ao aciclovir)
e KOS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos Depsipeptideos

A literatura apresenta inumeras metodologias para sintese de
depsipeptideos, sendo que a mais comum €& a utilizacdo de substratos
protegidos na forma de seus derivados O-benzilados através da utilizagdo de

agentes de acoplamento®®* 35,85

, seguido de hidrogendlise™". E ainda, pela
substituicdo de cloretos de &cidos carboxilicos com 2-hidroxiacidos*’, bem
como pela reacdo dos ésteres benzilicos derivados dos acidos 2-

bromocarboxilicos e um acido carboxilico, seguido de hidrogendlise®®.

3.1.1 Tentativas de Sintese dos Depsipeptideos em uma Etapa

Em uma primeira analise da estrutura modelo apresentada na Figura 19,
sugeriu-se o derivado 8 como primeiro alvo sintético para modelos de Ala-Lac
(Esquema 19). Esta escolha ocorreu devido a possibilidade desta molécula ser
preparada em uma unica etapa sintética a partir de uma reacgao de substituicdo
nucleofilica envolvendo reagentes acessiveis e baratos. Além disto, buscou-se
promover uma simplificacao estrutural. Apesar do inconveniente de se obter um
racemato, a mistura podera ser utilizada para definir a capacidade de
reconhecimento dos agentes hidroliticos a um dos isbmeros no momento da
clivagem da por¢ado modificada.

)O]\ Ro O R4 = alquila
R3 NWO\HJ\OR‘I Rz = H, CH3
H O

R3 = alquila, O-alquila

Figura 19 - Estrutura geral dos depsipeptideos a serem preparados.

37



Como fora comentado na secéo 1.10.1.1, Murphy e Bunting*’ reportaram
a preparagao do derivado 8 a partir do ataque nucleofilico do acido hipurico (9)

sobre o acido 2-cloropropidnico 10.

0] O O
OH i Et CN O
N 3 N OH
©)J\ l /ﬁ( N \HJ\OH X | /ﬁ(
H O H O
Cl
9 10 8

Esquema 19 - Sintese do depsipeptideo derivado do &cido hipurico em uma
etapa.

No entanto, tentativas de sintese do depsipeptideo 8 através das
condicdes descritas por Murphy e Bunting®’ (trieltilamina, acetonitrila, refluxo —
Esquema 19) ndo levaram ao composto almejado. Desta forma, tentou-se
variar as condicbes experimentais, conforme a Tabela 2, a fim de serem
obtidos melhores resultados.

E bem sabido que KF apresenta comportamento de base quando em
solugcao de acidos carboxilicos em solventes apréticos, bem como quando
dissolvido em 4&cidos carboxilicos na auséncia de solvente.®” Este
comportamento é explicado pela formagao de uma ligagdo de hidrogénio entre
a hidroxila da porgéo acido do acido organico e o ion fluoreto, gerando assim
anion carbonil altamente reativo.

Assim, tentou-se promover a presente reagao na auséncia de solvente,
porém sem sucesso (reagdao 01). Este fato pode ser explicado pela n&o
homogeinizagdo do KF, uma vez que o ponto de fusdo do acido hipurico é 189-
191 °C®. No entanto, ndo foi possivel realizar o experimento numa temperatura
que possibilitasse a fusao do acido, uma vez que seria necessario a utilizacao
de banhos de Oleo especiais. Logo, optou-se por utilizar solventes aproticos
como CH3CN e DMF (reagbes 02 e 03). A solubilidade do KF em DMF é
aproximadamente 3%, a 130 °C, sendo reportado como suficiente para estas
reacoes.’” Na verdade, a funcdo do solvente é de apenas solvatar os fons
potassio formados e possibilitar que os ions F~ consigam chegar ao interior da
solugdo.®” Verifcou-se ainda a possibilidade de utilizar o decréscimo na
proporcdo de acido hipurico, pois uma quantidade substancial de material de

partida estava sendo recuperado apés o tratamento aquoso, dificultando uma
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possivel identificacdo do depsipeptideo 8 caso este fosse formado (reagdes 02-
06). Porém, o produto almejado n&o foi obtido mesmo aumentando-se a
temperatura e o tempo reacional (reagdo 07). Na tentativa de aumentar a
quantidade de ions fluoreto na solugdo, empregou-se TBAB (brometo de
tetrabutilaménio) como catalisador de transferéncia de fase (reacdo 08).
Contudo, o acido de partida foi novamente recuperado. Foram realizados ainda
reagcdes empregando-se outras bases, como carbonato de potassio e piridina
em diferentes solventes (reagdes 09-13), todavia ndo foi observado formagéao

do depsipeptideo.

Tabela 2 - Condi¢8es reacionais empregadas para preparacao do depsipeptideo
8 em uma etapa.

Reacao Solvente Base Temp. Tempo (h) 9:10 Aditivo
(°C)

01 - KF 130 4 20:1 -
02 CH;CN KF 130 4 20:1 -
03 DMF KF 130 4 20:1 -
04 DMF KF 130 4 5:1 -
05 DMF KF 130 4 2:1 -
06 DMF KF 130 4 1:1 -
07 DMF KF 150 40 1:1 -
08 DMF KF 130 4 1:1 TBAB
09 DMF K>CO3 25 24 1:1 -
10 DMF K>CO3 150 12 1:1 -
11 CH;CN K>CO3 95 6 1:1 -
12 Acetona K>CO; 60 6 1:1 -
13 THF Py 25 20 1:1 -

3.1.2 Tentativas de Sintese do Depsipeptideo em Duas e Trés Etapas

Assim, buscou-se promover a preparacdo do derivado 8 por meio de
rotas alternativas em duas etapas. A primeira delas foi baseada na preparagao

da azalactona 41% (ndo isolada), pela reacéo entre o acido hipurico (9), acido
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acético e anidrido acético, com subsequente ataque nucleofilico do acido L-
lactico 42 na azalactona 41, para fornecer o depsipeptideo alvo 8. No entanto,

recuperou-se o acido de partida 9.
o HO\)L
OH c
SRR %%’ @ ¥
H (0]
9

Esquema 20 - Tentativa de preparagao do depsipeptideo derivado do &cido
hipurico em duas etapas.

Devido a ndo obtencdo do depsipepetideo 8 pela estratégia em duas
etapas, tentou-se prepara-lo através de uma rota sintética em trés etapas.
Deste modo, preparou-se o cloreto acido 43 pelo tratamento do acido hipurico
(9) com cloreto de tionila em diclorometano (formacdo de um 6leo vermelho-
laranja), seguido de reagc&o com L-lactato de etila (44) e subsequente hidrolise
seletiva do grupo etil. Porém, novamente, a presente metodologias n&o foi

capaz de produzir o composto desejado 45 (Esquema 21).

OH a HO\)L Et
CH,Cly

9

Esquema 21 - Tentativa de preparacdo do depsipeptideo 45 via cloreto acido.

Portanto, devido a impossibilidade de preparacdo dos depsipeptideos
alvos, foi necessario partir para uma rota sintética mais elaborada envolvendo a
utilizagcao de agentes de acoplamento seguido de hidrélise seletiva.

Desta forma, reagao entre o acido hipurico (9) com os comercialmente

disponiveis L-lactatos de etila e metila (44 e 46), utilizando DCC como agente
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de acoplamento e DMAP como base, em diclorometano, a temperatura
ambiente, resultou na formagao dos depsipeptideos protegidos inéditos 45 e

47, respectivamente (Esquema 22).

0] O 0]
0]
OH DCC/DMAP o
HO T . N : OR
H O : H O~
9 R = CH2CH3 44 R = CH2CH3 45

R = CHj 46 R = CHj 47

Esquema 22 - Preparacgao dos ésteres 45 e 47 utilizando DCC como agente de
acoplamento.

Os espectros de RMN-"H para os depsipeptideos 45 e 47 apresentam
um dubleto em 1,53 ppm e um quarteto em 5,20 ppm referentes a incorporagao
da porgao lactato, e ainda um duplo dubleto em 4,2-4,4 ppm relativo ao grupo
CH, diastereotdpico (Espectro 1, Espectro 4 - anexo).

A hidrdlise de ésteres para formagao dos respectivos acidos carboxilicos
€ uma das transformagbes organicas mais comuns e corriqueiras em
laboratério. E bem sabido que ésteres sdo facilmente clivados em meio acido e
alcalino. No entanto, frequentemente encontramos ésteres que sdo sensiveis a
condigdes hidroliticas. Deste modo, inumeras metodologias as quais
empregam condi¢des brandas,”® bem como neutras (através de ataques
nucleofilicos do tipo Sx2),%" tém sido desenvolvidas.

A Tabela 3 apresenta as condi¢gbes reacionais empregadas para as
reacdes de hidrdlise seletiva do grupo metil e etil éster do depsipeptideo 45 e
47 (Esquema 23).

@AETO%OR % @*Eﬁgogﬂm

R= CHQCH3 45
R = CHjs 47

Esquema 23 - Tetantiva de hidrélise seletiva do éster etilico 45 e metilico 47.

Primeiramente, tentou-se o emprego de hidroxido de litio em diferentes
solventes (ou misturas de solventes) a fim de realizar a hidrélise seletiva do

éster metilico (ou etilico). Porém, os depsipeptideos de partida foram
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recuperados nestas reagdes (reagdes 1-3, Tabela 3). Empregou-se entéo
bases mais fortes como KOH e NaOH, porém acido hipurico foi formado como
produto da hidrélise (BzGli-LacOR) apds tratamento reacional, em decorréncia
das condigbes basicas drasticas utilizadas (reagdes 4 e 5, Tabela 3).

Esteres estericamente desimpedidos podem sofrer ataque nucleofilico
do tipo SN, de nucledfilos como haletos, cianeto, t-butdxido, tiolatos, aminas e
tiocianatos.”' Desta forma, a utilizagdo destes nucledfilos poderia ser
interessante numa hidrdlise seletiva entre ésteres metilicos e etilicos na
presenca de ésteres isopropilicos. Assim, investigou-se a utilizagdo de brometo
de litio em piridina ou LiBr em DMF (reagdes 6-7), porém o material de partida

foi recuperado em ambas as tentativas.

Tabela 3 - Condi¢des experimentais empregadas para as tentativas de sintese do
depsipeptideo 48.

Condigao Solvente Reagente Temp. (°C) | Tempo (h) Composto
01 H,O/MeOH/THF LiOH 0 1 45 ou 47
02 THF/MeOH LiOH 0 24 45 ou 47
03 EtOH LiOH 0 24 45 ou 47
04 MeOH/H,0 NaOH 25 4 9
05 MeOH/THF KOH 5 1 9
06 Py LiBr Refluxo 3,5 45 ou 47
07 DMF LiBr Refluxo 2 45 ou 47

Apesar do depsipeptide 8 ser um modelo mais simples, as tentativas de
sintese deste composto, ou de seu respectivo L-enantibmero 48, através das
metodologias descritas anteriormente ndo foram capazes possibilitar a
obtengcdo do produto desejado. Assim, partiu-se para a preparagdo do
depsipeptideo derivado da BOC-alanina, uma vez que este modelo possui uma
estrutura mais proxima a encontrada na por¢cao modificada terminal do
peptidoglicano Ala-Lac.

Acoplamento da BOC-L-Ala (49) com lactato de metila (46), utilizando
DIC como agente de acoplamento e DMAP como base, levou a formagao de
um oleo transparente, com 70% de rendimento, o qual foi caracterizado como o
éster metilico inédito 50 (Esquema 24).

O espectro de RMN-'H para o éster metil derivado 50 apresenta um
multipleto em 1,30-1,60 ppm atribuido as metilas (integracéo relativa de 15

hidrogénios), um singleto em 3,74 ppm (3 hidrogénios) referente a metoxila, um
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quarteto em 4,37 ppm (1 hidrogénio) atribuido ao grupo CH vizinho ao
nitrogénio, um singleto largo em 4,99 ppm (1 hidrogénio) o qual desaparece na
presenca de D,0O, sendo, portanto, referente ao NH e um quarteto em 5,15 ppm

(1 hidrogénio) atribuido ao grupamento metino préximo ao oxigénio (Espectro 7

- anexo).
o] o] o] 0
DIC
PSS U I S P -
H O =
49 46 50

Esquema 24 - Preparacdo do metil éster 50 empregando DIC como agente de
acoplamento.

O depsipeptideo modelo 51 foi entdo obtido pela clivagem seletiva do
éster metil derivado 50 através de refluxo em DMF na presencga de brometo de
litio (substituicao SN2)91, sendo o produto isolado em 50% de rendimento

(Esquema 25).

9 o 1. LiBry DMF/A Q o
@) : > e
| 2 - M3 | z
H O - H O =

50 51

Esquema 25 - Desprotecao seletiva do éster metil utilizando LiBr.

O espectro de |V para o composto apresenta o desaparecimento do sinal
referente ao estiramento de C=0 em 1713 cm™ e a formagdo de um pico em
1677 cm™ caracteristico de estiramento de C=0O de acidos carboxilicos
(Espectro 32 - anexo). Por sua vez, o espectro de RMN-"H para o derivado
desprotegido mostrou a auséncia do singleto da metoxila em 3,74 ppm.

Apesar do depsipeptideo modelo ter sido preparado pela hidrélise
seletiva do grupo éster metilico, buscou-se uma rota alternativa para
preparacdo destes compostos modelo, uma vez que o rendimento obtido para

esta desprotecgao foi apenas moderado.
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3.1.3 Sintese dos Depsipeptideos Através da Preparacdo dos Respectivos
Esteres Benzilicos

E bem sabido que ésteres benzilicos sdo faciimente desprotegidos
através de hidrogenacado catalitica, bem como seletivamente hidrogenados
quando ha presenca de outros ésteres na molécula.

Uma vez que dispunhamos de uma boa quantidade do metil éster 47,
optou-se em promover a preparagdo do benzil éster derivado 52 pela
transesterificacdo do depsipeptideo derivado 47. No entanto, refluxo do
depsipeptideo 47 em tolueno, na presenca de alcool benzilico e DMAP ou
refluxo em THF, utilizando Ti(iPrO),*®, produziu uma mistura de produtos

(Esquema 26).

0 0 Tit\PrO)4, DMAP 0 0
o\)J\ Tolue THF O\)J\
N Y ook - Y O/\©

47 52

Esquema 26 - Tentativa de preparacdo do benzil depsipeptideo por
transesterificacao.

Assim, partiu-se para a preparacao do L-lactato de benzila (53) a fim de
proceder o acoplamento deste com acido hipurico (9) nas mesmas condigdes
nas quais os ésteres etilico e metilico 45 e 47 foram sintetizados.

Erdos e Salazar® reportaram, em 1953, a esterificagdo do alcool
benzilico com uma série de acidos carboxilicos, entre eles o acido lactico,
utilizando acido clorossulfénico (HSO3Cl) como catalisador. Tal artigo indicou
que a utilizacdo do catalisador para reagao entre alcool benzilico e acido-L-
lactico (42) gerou L-lactato de benzila (53) em 62% de rendimento. Ja a mesma
reacao realizada na auséncia do catalisador levou ao produto esperado em
apenas 35%. Ao repetir o presente procedimento utilizando HSO;CI
(previamente destilado), notou-se através de analise de ressonancia magnética
de hidrogénio a formacdo de um subproduto que ndo foi possivel de ser
caracterizado, além do alcool benzilico de partida e o lactato de benzila

esperado. A fim de consumir todo material de partida, adicionou-se uma
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quantidade extra de acido lactico a mistura reacional mantendo-se a mesma
sob refluxo. Desta forma, todo alcool benzilico foi consumido, sendo o produto
isolado como um dleo viscoso com 35% de rendimento.

Apesar do acido clorosulfonico ser disponivel comercialmente, optou-se
em repetir a reagdo do acido lactico com alcool benzilico utilizando-se acido
sulfarico como catalisador.®® Inimeras vantagens podem ser apontadas pelo
emprego do HySO4 ao invés de HSO3Cl, como menor valor comercial,
facilidade de aquisicdo, e maior estabilidade.

Deste modo, acido L-lactico (42) e o alcool benzilico foram mantidos sob
refluxo em cloroféormio na presengca de quantidades cataliticas de acido
sulfurico. Apds 90 minutos de reagao uma quantidade extra de acido lactico foi
adicionada a mistura reacional com o objetivo de garantir o maior consumo
possivel de alcool benzilico. Apés tratamento reacional, a mistura formada foi
submetida a destilagdo a pressao reduzida para resultar na formagao do L-

lactato de benzila (53) em 70% de rendimento (Esquema 27).

o) O
H,SO,/CHCI
HO\)J\OH . HO/\© 2904 3 HO\_)J\O/\©
H Refluxo :

42 53

Esquema 27 - Preparacéo do L-lactato de benzila 53.

O maior consumo do acido latico 42 no meio reacional quando
comparado com o alcool benzilico pode ser explicado pela formagdo de um
polimero derivado do &acido latico em decorréncia do ataque intermolecular
entre as moléculas deste composto. De fato, € notada a presenga de um
produto polimérico branco juntamente com o éleo formado antes da destilagao.

O espectro de RMN-"H para o L-lactato de benzila (53) apresenta um
singleto em 5,20 ppm (integragao relativa a 2 hidrogénios) o qual é atribuido ao
grupo metileno benzilico, além de um singleto em 7,37 ppm (integracao relativa
a 5 hidrogénios), e ainda um dubleto em 1,42 ppm acoplado a um quarteto em
4,32 ppm (°J= 6,8 Hz) atribuidos ao grupo CH e CHs, respectivamente
(Espectro 9 - anexo).

Portanto, acoplamento da BOC-L-Ala (49) com lactato de benzila (53),

utilizando DIC como agente de acoplamento e DMAP como base, levou ao
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lactato de benzila derivado 54 (Esquema 28).
o}

0 0 0
DIC
3 R SO
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53

49 54

Esquema 28 - Preparacao do benzil éster depsipeptideo 54 derivado da alanina.

O espectro de RMN-"H para o éster benzilico derivado 54 apresenta um
multipleto em 1,08-1,54 ppm atribuido as metilas (integracédo relativa a 15
hidrogénios), um quarteto em 4,14 ppm (1 hidrogénio) atribuido ao grupo CH
vizinho ao nitrogénio, um singleto em 5,20 ppm (3 hidrogénios) referente aos
hidrogénios metilénicos e ao grupamento metino proximo ao oxigénio, e ainda
um siglete em 7,46 ppm atribuido aos 5 hidrogénios da fenila (Espectro 12 -
anexo).

Subsequente desprotegdo do grupo benzila por meio de hidrogenagao
catalitica utilizando Pd-C 10% gerou o depsipeptideo modelo 51, em 86% de
rendimento (Esquema 29).

A formagéo do grupo acido em 51 é confirmada pelo desaparecimento
do pico em 7,45 ppm no RMN-'H relativo ao grupo fenila, bem como pelo
singleto em 5,2 ppm referente ao grupo metileno. E ainda, pela presenca de um
multipleto com integragao relativa a 15 hidrogénios (CH3; e grupo BOC) entre
1,10-1,50 ppm, um quarteto em 4,03 ppm atribuido ao CH vizinho ao nitrogénio
(integracao relativa a um hidrogénio) e um quarteto em 4,93 ppm referente ao

grupo metino préximo ao oxigénio (Espectro 28).

0O O H, o] @)
%o*wLmO%OAQ woier Aoty oo
H O = H O =

54 51

Esquema 29 - Sintese do depsipeptideo modelo 51 por hidrogenacdao catalitica.

Além do maior rendimento obtido para preparacdo do depsipeptideo 51
por hidrogenacao catalitica, este método mostra-se muito mais interessante do
que o de hidrdlise seletiva utilizando brometo de litio em DMF, uma vez que o

tratamento e as condigdes reacionais sao mais simples.
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Sendo assim, a rota sintética utilizada para sintese do depsipeptideo

modelo 51 via formagdo dos seus respectivos ésteres benzilico 55 (a-e) foi

estendida para a preparagdo de uma série de depsipeptideos 56 (a-c). Vale

ressaltar que com exceg¢ao do depsipeptideo derivado do acido piroglutdmico

55a 0 qual teve sua preparacdo reportada através de uma patente®® (ndo
apresentada dados de sua preparacdo), todos os demais depsipeptideos O-
benzilados e desprotegidos preparados sdo inéditos. E importante destacar

ainda que os depsipeptideos sao obtidos como unico diastereoisbmero, pois a

condigao sintética empregada n&o favorece a epimerizagédo do CH a.

o)
HO:QJ\OH + H

e

H,SO,

refluxo

ot
P —

42 53 R\H/OH
o) y @ o)
R\[I/O\)J\ on 2 R\H/O\_)J\O beC
: Pd-C 10 % : -
o - o - DMAP/CH,Cl,
56 (a-c) 55 (a-e)
R= © ” $ EtOCH, | PhCH, NCCH, | BzZNHCH,
a b c d e
Rend.(% 55)
Acoplamento 60 53 48 50 35
Rend. (% 56) .
hidrogenagéao 85 93 95 - -
Rend. (%) _ _
Global** 51 57 46

* ndo inédito - patente
** rendimento global medido a partir dos ésteres benzilicos derivados a partir de 52.

Esquema 30 - Metodologia geral para sintese de depsipeptideos modelo.
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Todos os benzil depsipeptideos 55 e depsipeptideos 56 foram
caracterizados por RMN e [V. Os deslocamentos para os hidrogénios
referentes aos depsipeptideos obtidos através de andlises de RMN-'H sao
apresentados na Tabela 4. Ja os depsipeptideos O-benzilados 55 sao
caracterizados pela presenca de um singleto fino em 5,20 ppm o qual esta

sempre em conjunto com o CH da porg¢ao lactato.

Tabela 4 - Deslocamentos de RMN-'H para os depsipeptideos 56a-c.

CH; (porc¢ao lactato) CH (porcéo lactato) R

a 1,50 (d, J =7,0 Hz) 5,20 (q, J = 7,0 Hz) 2,20-2,55 (2 CH,)
4,49 (CH)
6,45 (NH)

b 1,51 (d, J =7,0 Hz) 5,20 (q, J =7,0 Hz) 1,23 (CH3)
3,63 (CHy)
4,13 (CH,)

c 1,53 (d, J = 6,8 Hz) 5,20 (J = 6,8 Hz) 3,69 (CHy)
7,30 (Ph)

Portanto, apesar das inumeras metodologias descritas para preparagao
de depsipeptideos, Chiosis e Boneca® optaram por uma rota sintética muito
mais complexa envolvendo um maior numero de etapas (secéo 2.1), utilizando
reagentes de custo elevado, além de materiais de partida que necessitam de
condicdes sintéticas especiais, e ainda condi¢des reacionais complexas. De
fato, a metodologia ora apresentada mostrou-se geral para preparagédo de um
conjunto representativo de possiveis agentes miméticos de Ala-Lac sem que
haja a necessidade de utilizagdo de outros agentes ativadores como N-
hidroxisuccinimida® ou 8-hidroxiquinolina®. Estes depsipeptideos modelos
poderdo ser utilizados na avaliacdo e identificacdo de compostos nucleofilicos
potenciais capazes de clivar seletivamente a ligagéo éster no depsipeptideo D-
Ala-D-Lac liberando a porgdo modificada (lactato) do peptidoglicano. E ainda, o
meétodo podera ser estendido para sintese dos respectivos enantidmeros nao
naturais e, entdo, a capacidade de agentes hidroliticos quirais clivarem a

ligacéo depsipeptidica podera ser avaliada.
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3.2 Agentes Hidroliticos de Cadeia Aberta Contendo o Grupo

Hidroxilamina

Estudos computacionais realizados indicaram que compostos
difuncionalizados de cadeia aberta contendo nucledfilos potentes como um a-
nucledfilo e um grupo com carater basico seriam capazes de levar a resultados
de hidrélise mais promissores. Alternativamente, o grupamento amino poderia
ancorar na carboxila do depsipeptideo através de interagao ibnica facilitando o
ataque do a-nucledfilo na carbonila do grupo acil. Assim, a porgao lactato
indesejada seria liberada (Esquema 31). E ainda, a presenca de um segundo
nucleodfilo, ou base, na molécula ajudara a tornar o par de elétrons mais

disponivel para o ataque nucleofilico (Figura 20).

NuH

0 é )
Nu +
f\NJﬁ(@ oNHR, — > f\NJ\[( VN\CRHR, + How)ko-
H o H o

Esquema 31 - Clivagem da porgéo Lac por agentes hidroliticos de cadeia aberta.

H
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Figura 20 - Estrutura geral de moléculas contendo um nucleéfilo e grupo que
atue como base.

N-Hidroxilaminoacidos também foram identificados como possiveis
agentes hidroliticos capazes de promover a clivagem da ligagdo éster
(liberando assim a porcado lactato) uma vez que esses sao poderosos
nucleofilos (seg¢ao 1.10.2) (Figura 21).

HO\N/H 6

Figura 21 - Estrutura geral de N-hidroxilaminoé&cidos.

Desta forma, procurou-se preparar moléculas dinucleofilicas simples
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contendo um grupo amino, ou carboxilato, € um a-nucledfilo (N-hidroxilaminas,

oximas e N-hidroxilaminoacidos).

3.2.1 Preparacdo de N-Hidroxilaminas por Substituicdo Nucleofilica SN,

Bultaeu e colaboradores®® reportaram, através de uma patente, a
preparacdo da N-hidroxilamina 57 derivada do cloreto de N,N-dietiletilamina 58
(comercialmente disponivel) pelo ataque nucleofilico tipo SN, da hidroxilamina.
sobre o carbono, na presenca de carbonato de potassio. Subseqlente
dissolugdo da mistura formada em acetato de etila, seguido de lavagens com
bicarbonato e destilacdo a pressédo reduzida levou a formagdao de um dleo

transparente viscoso.

Esquema 32 - Tetantiva de sintese da amino-N-hidroxilamina por substituicdo
nucleofilica.

A amostra apresenta odor caracteristico de aminas e adquire facilmente
a coloracdo amarela quando exposta a atmosfera ambiente. Adicdo de HCI
gasoso resultou na formagao de um precipitado branco bastante higroscopico.

O espectro de RMN-"H, realizado em CDCl; como solvente, apresentou
um tripleto em 1,15 ppm com integracéo relativa a 3 hidrogénios acoplado a um
quarteto em 2,60 ppm (2 hidrogénios) atribuidos aos grupos CH; e CHo,
respectivamente, e um singleto em 4,84 ppm com integracéo relativa a 2
hidrogénios. No entanto, o espectro de RMN-"°C apresentou apenas dois
sinais, sendo o primeiro em 12,15 ppm referente ao grupo metila e o segundo
em 43,74 ppm relativo ao grupo metileno. Portanto, o sinal em 4,84 ppm no
espectro de ressonancia de hidrogénio pode ser atribuido a agua presente na
amostra devido a sua caracteristica higroscépica.

O EM para a amostra apresenta uma série de fragmentos com alto peso
molecular (até m/z ~500) em uma certa periodicidade (m/z ~ 73-75). Este € um

indicativo de uma possivel polimerizacdo de um derivado de amina formado.
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3.2.2 Preparagéao de N-Hidroxilaminas via Nitronas

Inumeros métodos sado descritos na literatura para preparacédo de N-
hidroxilaminoacidos.®> Numa primeira andlise, pensou-se em promover a
sintese desses compostos pela substituicdo direta (SN2) de acidos a-bromo
carboxilicos com hidroxilamina. No entanto, devido aos rendimentos reportados
para preparagdo dos compostos por tal metologia serem muito baixos (< 30%
rendimento), e em virtude das dificuldades encontradas na sintese da N,N-
dimetilaminohidroxilamina por substituicdo nucleofilica (se¢cao 3.2.1), tal rota foi
descartada.

Uma metodologia que parece ser bastante conveniente para preparagao
desses compostos é a utilizagdo da nitrona do (Z)-benzaldeidoxima 59, uma

56-58
(

vez que a seletividade da N-alquilagcéo é bastante elevada Esquema 33).

)

1. HCI 37°/ HOHN
N N R1—> @vN o \KJ\OH
orR, 2 "2.NH,OH

R1

Esquema 33 - Preparagdo da nitrona derivada da benzaldeido oxima para sintese
de N-hidroxilaminas.

Buehler®® promoveu um estudo com (E)- e (Z)-benzaldeidoxima e
concluiu que reacgdes de haletos de alquila com (Z)-benzaldeidoxima levam
sempre a N-alquilagcdo, enquanto a reagdo desses haletos com (E)-
benzaldeidoxima produzem predominantemente O-alquilacdo. A explicacao
para estes fatos é de que na (Z)-benzaldeidoxima o anel aromatico exerce um
forte impedimento estérico sobre o oxigénio impedindo o seu ataque
nucleofilico. Por sua vez, na (E)-benzaldeidoxima o nitrogénio torna-se
impedido pelo anel, enquanto o oxigénio esta livre para o ataque nucleofilico.
(Figura 22). Porém, as proporgbes de N- versus O-alquilagdo nao séo
meramente reversas quando utiliza-se (E)-benzaldeidoxima ao invés da (Z2)-
benzaldeidoxima. Como resultado da conjugagao do nitrogénio com o anel
aromatico em ambos os isdmeros, N-alquilacdo parece ser facilitada, e,

portanto, pode proceder através de um estado de transigdo cuja energia de
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ativagao é consideravelmente menor em comparagao com aquele resultante da
O-alquilagado. Além disto, a utilizagdo de modelos moleculares indica que a
aproximagao dos haletos na N-alquilagdo da (Z)-benzaldeido oxima parece ser
bem menos impedida do que a aproximagao dos haletos do (E)-isbmero para

O-alquilacdo.*®

R R' R R'
N ,....gjn,x \N/O—unngjuux
|
e ON
(Z)-benzaldoxima (E)-benzaldoxima

Figura 22 - Ataque nucleofilico da (2)- e (E)-benzaldoximas em haletos de alquila.

Porém, devido a facilidade pela qual (Z)-benzaldeidoxima 59 isomeriza
para o seu (E)-isbmero, o qual é termodinamicamente mais estavel, a formacéao

1.5 Goto e

de quantidades substanciais do produto O-alquilado € inevitave
colaboradores® resolveram este problema através da utilizagdo da (Z)-2-
furaldeidoxima (60) a qual é termodinamicamente mais estavel do que o seu
respectivo (E)-isdbmero. Esta maior estabilidade é explicada pela formacgao de
uma ligagao de hidrogénio a qual confere ao (Z)-isbmero uma energia de 5,5

Kcal/mol mais estavel do que a forma (E) (Figura 23).%°

\ [ N

0 o

Figura 23 - Formacao de ligacdo de hidrogénio na (Z2)-furfuraldoxima 60 torna
este isdbmero o termodinamicamente mais estavel.

60

(2)-Furfural oxima 60 foi, portanto, preparada pela reagao entre cloreto
de hidroxilaménio e furfuraldeido 61, utilizando hidréxido de s6dio como base.
No entanto, tentativas de alquilacdo da oxima 60 com &cido-2-bromoacético
(62) levaram a recuperacao da (Z)-furfural oxima (60). Como fora reportado por
Buehler e Brown57, sais de sodio de acidos bromocarboxilicos sdo menos
reativos do que seus respectivos ésteres. Além disto, o acido 62 € bastante
higroscopico. Esta propriedade pode ter dificultado a formagédo da nitrona

desejada, uma vez que sua formagao é reduzida na presenga de agua que

52



impede a formacgao do etéxido de sddio utilizado como base.

O 62

o I _NH,OHHCI_ (f B'\\)J\/@H/ o. N “coon
\ / H " NaEon P Y

61

Esquema 34 - Tentativa de reacédo entre a Z-furfural oxima (60) e 4cido-2-
bromoacético (62).

Por sua vez, alquilagdo do 2-bromoacetato de etila (63) com (Z)-furfural
oxima (60), utilizando-se etdoxido de sodio em etanol anidro gerou a nitrona
esperada inédita 64 como um solido cristalino, em 75% de rendimento

(Esquema 35).

0
O 63 )
o) NN
\ NN Br\)I\OEt ®) / COEt 1. HCL\37%
OH EtOH/Na/N, \ / 2. NH{
60 64

Esquema 35 - Preparacédo da nitrona 64 e tentantiva de hidrolise.

O espectro de RMN-'H para nitrona 64 apresenta um tripleto em 1,30
ppm acoplado a um quarteto em 4,28 ppm os quais sédo atribuidos ao grupos
metila e metileno, respectivamente. Bem como, um singleto em 4,74 ppm, com
integracéo relativa a 2 hidrogénios, o qual & atribuido ao grupo CH,. E ainda,
trés multipletos referentes aos hidrogénios do anel em 6,52 ppm, 7,25-7,50
ppm, 7,65 ppm (com integragdo de um hidrogénio para cada um deles), e
finalmente, um multipleto em 7,86 ppm referente ao CH vizinho ao nitrogénio
(Espectro 56 - anexo).

A nitrona formada 64 foi entdo submetida a tratamento com acido
cloridrico concentrado, a 80 °C, por sete minutos, seguido de elevagéo do pH
para 5,5 com hidréxido de aménio. Porém, obteve-se a oxima de partida
juntamente com um composto nao identificado. Tentativas de purificagdo por

recristalizacéo levaram a decomposi¢cao do produto.
0

NN
@J COEt 4 Hna7%
\ 2. Nbf
64

Esquema 36 - Tentativa de hidrélise da nitrona 64.
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N-Hidroxi-a-aminoacidos sdo estaveis quando mantidos na forma de
solidos. Em solugao, eles sofrem descarboxilacdo oxidativa dependente do pH
na qual resulta na formagao da oxima correspondente®, o que pode explicar o
nao obtencao do produto esperado.

R R

H. H +1/20
ot o
| -Hzo

OH O OH

Esquema 37 - Descarboxilagdo de N-hidroxi-a-aminoéacidos.
3.2.3 Adicao de Cianeto em Aldoxima e Cetoximas

A preparagdo de um conjunto de N-hidroxilaminoacidos € descrita na
litetratura a partir do tratamento de aldoximas e cetoximas com NaCN, seguido
por hidrélise da nitrila.>® Desta forma, reagdo entre cloreto de hidroxilamonio e
acetona, na presenca de acetato de sddio, seguido de adi¢cdo de cianeto de
sodio a 0 °C e subsequente agitacdo por 3 dias, a temperatura ambiente,
forneceu, apos adigdo de agua e tratamento com acetato de etila, seguido de
cristalizacao em acetonal/éter de petroleo, a ciano hidroxilamina 65, em 45% de
rendimento (lit.”® = 60%). Adicdo de HCI concentrado sobre o derivado 65, a 0
°C, e posterior refluxo da solugao formada por 8 h gerou, apods filtragdo do
sélido formado e lavagem com acetona, o N-hidroxilaminoacido 66, em 24% de
rendimento (lit.>*® = 45%) (Esquema 39). Tentou-se, ainda, preparar por meio
desta rota sintética, sem sucesso, N-hidroxilaminoacido derivado do

formaldeido.

A formacao da ciano N-hidroxilamina 65 foi confirmada pela presenca de
um pico fino de baixa intensidade no espectro de infra vermelho em 2238 cm’™
relativo a presencga da nitrila na molécula, bem como do pico largo em 3360
cm' e um pico fino em 3269 cm™ atribuidos aos grupos OH e NH,
respectivamente. Ja o N-hidroxilaminoacido 66 foi caracterizado pelo
desaparecimento do sinal do CN e pela formagdo de um pico largo em 3200-
2600 cm™. Ambos compostos tiveram seus pontos de fusdo comparados a

valores da literatura® (Tabela 5).
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Esquema 38 - Preparacdo do N-hidroxilaminoacido 66.

Tabela 5 - Pontos de fus&o para os compostos 65 e 66

Composto P.f.(°C) P.f. lit. (°C)>
65 104-105 98-99
66 170 -171 170 - 171

No entanto, tentativa de sintese da cianoamino N-hidroxilamina 67 via
adicdo de NaCN, ou de NaCN+NaHSO; (a fim de favorecer a adicédo de
bissulfito analoga a adigdo em carbonilas seguido de substiuicdo nucleofilica)
sobre a amino oxima 68 (preparada pela reacao entre a dimetilamino acetona
69 e cloreto de hidroxilaminénio, em metanol, utilizando acetato de s6dio como
base) néo resultou no produto esperado, recuperado-se o material de partida

(Esquema 39).

9 | | |
N NHOHHCL /N\)\\ _OH . N NHOH
AcONa, MeOH N NaCM* NakSOs CN
68 67

69

Esquema 39 - Tentativa de adi¢cédo de cianeto na dimetilamino acetoxima (68).

Apesar do método descrito para preparagao do derivado N-hidroxilamino
acido 66 ser interessante, a presente metodologia nao foi empregada para
sintese de outros N-hidroxilamino acidos. Este fato é decorrente do baixo
rendimento global obtido para sintese do derivado 66, bem como do insucesso
na sintese do N-hidroxilamino acido 70 derivado do formaldeido, e ainda em

consequéncia da incapacidade de preparagcao da cianoamino N-hidroxilamina

67.
0 o)
H)J\H % HOHNQJ\OH
70

Esquema 40 - Tetantiva de preparagao de 70 derivado do formaldeido.
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3.2.4 Preparacédo de Oximas e Reducéao para N-Hidroxilaminas

Como fora exposto na secao 1.11.1.3, as reducdes de oximas para
hidroxilaminas devem ser realizadas utilizando-se agentes redutores brandos a
fim de evitar reducdo total com consequente formacdo das aminas
correspondentes. Cianoborohidreto de sodio é atualmente o agente redutor
mais utilizado nessas redugdes, uma vez que uma grande diversidade de
hidroxilaminas aromaticas®®®"1%01%1 = gjifaticas®® e ciclicas'® podem ser
geradas. Por sua vez, hidroxilaminas polifuncionais obtidas pela reducéo das
respectivas oximas com NaBH3;CN tém sido extensivamente empregadas como
precursores de nitronas, importantes intermediarios na sintese de produtos

naturais a partir de reagdes de cicloadigao intramolecular.®%646¢7

3.2.4.1 Oximas e Hidroxilaminas Aromaticas

Uma série de oximas aromaticas foram preparadas pelo método
convencional, ou seja, tratamento do respectivo aldeido ou cetona com cloreto
de hidroxilamdnio na presenga de uma base, geralmente acetato de sédio, em
meio alcodlico aquoso, a temperatura ambiente, sendo obtidos rendimentos

bons a excelentes (Tabela 6).

o)
| Ny H NH,OH.HCI | Y7 SNOH
R Y EtOH/H,0 R Y
1 AcONa 1
R2 R2
59, 71-75

Esquema 41 - Sintese geral de oximas aromaticas 59, 71-75.

Tabela 6 - Rendimento reacional para preparagdo das oximas 59, 71-75.

Composto R, R, Y Rend. (%)
59 H H CH 78
71 (CH3):N H CH 83
72 OCH3 H CH 80
73 OH OCHj5 CH 80
74 OCH,0 CH 80
75 H | H N 90
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Todas as oximas aromaticas foram caracterizadas por IV e ponto de
fusdo por comparagao a valores da literatura®19%1%°,

Ja a formacdo da N-benzil hidroxilamina foi realizada a partir de duas
estratégias. A primeira delas (estratégia A)** baseou-se na redugao das aril (e
heteroaril) oximas 59, 71-74 com cianoborohidreto de sédio, em meio alcodlico,
utilizando uma solug¢ao de acido cloridrico em metanol 1:1. O pH da solugao foi
controlado utilizando-se um pHmetro ou através da mudanga de coloragao
causada pela presenca do indicador alaranjado de metila. Observou-se que a
mudanca de coloracdo se dava num intervalo de pH reacional 0,7-2,1 e que,
mesmo apods 24 horas de agitacdo da solugdo reacional, o potencial
hidrogenibnico ndo era acrescido mais do que uma unidade, ndo havendo
necessidade de mais adigao de HCI. Os rendimentos reacionais para a sintese
dos N-hidroxilamino derivados por meio desta metodologia foram de bons a
excelentes (Tabela 7).

Na segunda estratégia (B)®> as oximas formadas pela reacdo do
respectivos aldeidos 76-80 com cloreto de hidroxilambnio n&do foram isoladas.
O agente redutor (NaBH3;CN) foi adicionado no inicio da reagéo, porém o pH
reacional foi mantido acima de 6 durante a formagao das oximas. Em seguida,
0 meio reacional foi acidificado com acido cloridrico concentrado até pH = 1,5.

Apesar dos rendimentos obtidos para preparacdo das N-aril
hidroxilaminas pelo método B serem menores do que os rendimentos globais
(considerando a etapa de formagdo da oxima e posterior redugado), esta
estratégia pode ser adequada quando o objetivo é apenas a obtencédo das N-
hidroxilaminas, bem como se os aldeidos de partida forem comercialmente

disponiveis, de baixo custo ou facilmente preparados.

1. NH,OH.HCI o
MeOH/H,0
AN pH=16,0

NOH  NaBHiCN, 3h NHOH  NaBH.CN H

R MeOH/H,O R ~ HCLpH=15 R;
R pH <3
2 Ry R
59,71-74  ESTRATEGIA A 81-85 ESTRATEGIA B 76-80

Esquema 42 - Estratégias utilizadas para preparacdo das N-aril hidroxilaminas
81-85
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Tabela 7 - Rendimento reacional

através das estratégias A e B.

para sintese de N-aril hidroxilaminas 80-84

Composto R, R, Rend. A (%) Rend. global® (%) Rend. B (%)
81 H H 75 58 45
82 (CH3)oN H 87 72 30
83 OCH;, H 95 76 40
84 OH OCH,3 85 68 -
85 OCH,0 80 72 -

a.

rendimento isolado apds purificagdo, considerando-se a etapa de obtengdo da oxima e posterior
redugao.
" reagao nao foi realizada

E interessante destacar que os espectros de IV para as N-aril
hidroxilaminas apresentadas na Tabela 7 mostram um pico fino em cerca de
3200 cm™, além de alguns picos largos e finos na regido compreendida entre
3500-2700 cm™. Ja os espectros de IV de N-hidroxilaminas isoladas na forma
de seus respectivos hidrocloretos apresenta um pico largo que se estende de
3500 a 2000 cm™. O espectro de RMN-'H para as N-aril hidroxilaminas mostra
o desaparecimento do singleto relativo ao grupo metino (entre 7,0 — 8,2 ppm) e
0 aparecimento do singleto referente ao grupo metileno (entre 3,9 — 4,2 ppm).

E importante ressaltar que a reducdo de oximas utilizando
cianoborohidreto de sodio como redutor € dependente do pH reacional.
Reducdo da benzaldeidoxima (59) resultou na formagédo da N,N-dibenzil
hidroxilamina (86) (Esquema 43). Todavia, a extensao da presente metodologia
para sintese de uma série de N,N-hidroxilaminas substituidas ndo levou aos
produtos esperados.®®®’ Portanto, o método parece ser restrito a determinados
compostos.

O espectro de ressonancia magnética de hidrogénio para a N,N-dibenzil
hidroxilamina (86) apresenta um singleto em 3,80 ppm referente aos grupos
CH,. Ja o espectro de RMN-"H para a N-benzil hidroxilamina (81) mostra o
sinal atribuido ao grupo metileno em 4,00 ppm, consistente com o efeito de

protecao do grupo benzila (Espectro 82 - anexo).

XN NaBH3;CN N
OH HCI/MeOH OH
pH >4

59 86

Esquema 43 - N,N-Di-benzil hidroxilamina (86).
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Apesar do método de redugdo de oximas aromaticas utilizando
cianoborohidreto de sdédio ter levado as N-aril hidroxilaminas desejadas,
tentativas de reducao da piridina carboxima (75), a fim de gerar a respectiva N-
hidroxilamina 87, nas mesmas condicdes utilizadas para a formagao das N-aril
hidroxilaminas 81-85 através de redugbes, estratégias A e B, bem como
empregando-se acido p-toluenossulfénico/THF ao invés da mistura HCI/MeOH,
resultaram na recuperagdo do material de partida (Tabela 8, reagdes 1 e 2).
Fato similar foi observado quando empregou-se HCI concentrado ou acido
acético glacial em THF utilizando-se NaBH3;CN (Tabela 8, reacdes 4 e 5). Por
sua vez, utilizacdo de NaBH4, como redutor no lugar de NaBH3;CN promoveu o
consumo total do reagente com provavel formagdo da respectiva amina 88

(espectro de IV semelhante ao do reagente comercial)'® (Tabela 8, reacdo 5,

Esquema 44).
\ _OH
| NHOH | X NH,
—_— —_—
7 N = N s N
75 87 88

Esquema 44 - Reduc¢ado da oxima 75 para respectiva amina 88 com NaBH,.

A formacdo da N-hidroxilamina almejada foi possivel somente pela
reacao da piridina oxima 75 com NaBH3CN numa mistura de acido acético/THF
na razdo de 2:1, mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente, por 6h."%" No
entanto, a piridina metil N-hidroxilamina 87 foi obtida como uma mistura
complexa de compostos. Assim, subsequente dissolucdo da mistura em
diclorometano e adigdo de acido cloridrico gasoso resultou na formagéo do seu
respectivo hidrocloreto 89 o qual foi separado por filtragcdo. Todavia, o

rendimento foi de apenas 25% (Tabela 8, reacdo 6, Esquema 45).

Tabela 8 - Condicdes experimentais utilizadas para preparacédo da piridina metil
N-hidroxilamina (87).

Reagéao Redutor Acido/Solv. | Temp. (°C) | Tempo (h) | Comp. obtido Rend. (%)
1 NaBH;CN | HCI/MeOH 25 24 75 0
2 NaBH;CN | TsOH/THF 25 24 75 0
3 NaBH;CN AcOH 25 24 75 0
glacial
4 NaBH;CN HCI/THF 25 24 75 0
5 NaBH, HCI/MeOH 75 6 88 >80
6 NaBH;CN | AcOH/THF 0-5 4 89 25
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Apesar de existirem duas patentes'®®'%°

as quais descrevem a sintese
da piridina metil N-hidroxilamina na forma livre, seus dados espectrais nao
foram reportados. O espectro de ressonancia magnética de hidrogénio para o
hidrocloreto da piridina metil N-hidroxilamina 89 foi realizado em D,0O. Porém,
foi necessaria a adicdo de gotas de DMSO-ds no tubo de RMN a fim de
deslocar o sinal da agua deuterada, uma vez que o singleto em 4,72 ppm, com
integracéo relativa a dois hidrogénios, atribuido ao grupamento metileno da
molécula, é encoberto pelo pico referente ao D,O (Espectro 76 - anexo).

O espectro de infra vermelho para o composto 89 apresenta uma banda
larga que se estende de 3100 a 2000 cm™ (Espectro 78 - anexo), caracteristica

de N-hidroxilaminas isoladas na forma de seus hidrocloretos.

1. NaBH;CN
| N SNOH  AcOH/THF 2:1 | X" “NHOH
_N 2.HClgas _N.HCI
75 89

Esquema 45 - Preparacéo do hidrocloreto da piridina metil N-hidroxilamina (89).

Com a finalidade de aumentar o rendimento para obtengdo da piridina
metil N-hidroxilamina (87), tentou-se desenvolver uma rota sintética alternativa.
Esta rota baseia-se na reacdo entre a O-benzil hidroxilamina (90) e piridina
carboxialdeido (91) a fim de gerar a O-benzil oxima (92). Subsequente reducéo
de 92 a O-benzil hidroxilamina (93) empregando condi¢gbes brandas, seguido

de hidrogenacéo catalitica levaria a piridina metil N-hidroxilamina desejada 87

(Esquema 46).
X HCI.HoN AN
| _ o s o/\© Base (j\/N
N > N ~ \O
H
91

90 92
lRedugéo

X ‘Hidrogenagéo | ~ H
| _ NHOH ‘ N/ N\O/\©

N

87 93

Esquema 46 - Método alternativo para sintese da piridina metil N-hidroxilamina
(88).
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Apesar da O-benzil hidroxilamina (90) ser disponivel comercialmente'™,

esta foi preparada em duas etapas pela aquilagdo da acetoxima (94), seguido
de hidrélise da N-isopropilideno-O-benzil oxima (95).""

Portanto, formacado da oxima 94 foi realizada pela reacao entre cloreto
de hidroxilamonio e acetona, utilizando-se acetato de sddio anidro como base.
Inumeras oximas foram preparadas e descritas na presente tese empregando-
se essa metodologia, todavia o isolamento de 94 apresentou um
comportamento singular. Em virtude do baixo numero de carbonos na
molécula, extracbes com diclorometano ou acetato de etila ndo foram capazes
de remover a oxima desejada do meio aquoso durante o tratamento reacional.
Porém, ao repetir-se a sintese em maior escala, percebeu-se a formagao de 2
fases incolores no baldo reacional. A mistura foi entdo separada num funil de
separacao e a simples evaporagao da fase menos densa resultou na oxima
almejada 94 (Esquema 47).

Posterior reacdo entre 94 e cloreto de benzila, utilizando etdéxido de
sédio como base, levou a N-isopropilideno-O-benzil oxima (95) a qual foi
hidrolisada com acido cloridrico concentrado para gerar O-benzil hidroxilamina
(90) (Esquema 47). Apesar do método utilizar reagentes e solventes de baixo
custo e comercialmente disponiveis, o rendimento reacional global é baixo
(7,8%). Além disto, faz-se necessario a separacéo dos subprodutos formados
na etapa de reacdo entre a acetoxima e o cloreto de benzila por coluna em
silica. Possivelmente, a utilizagdo de brometo de benzila poderia aumentar o

rendimento da substituicdo nucleofilica e diminuir a formagao de subprodutos.

cl
_N
0 NH,OH.HCI _ NOH g N 0 j/
M “konam PN EtONa
94 95
_NHy.HCl
©/\O 2
-~

90

HCI

Esquema 47 - Sintese da O-benzil hidroxilamina (90).
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O espectro de RMN de hidrogénio para 90 apresenta um singleto em
509 ppm o qual & atribuido ao grupo metileno da molécula, além dos
hidrogénios aromaticos 7,31 ppm. E interessante destacar que, apesar do
espectro da O-benzil hidroxilamina (90) ter sido realizado em agua deuterada
(Espectro 85), enquanto o espectro para N-benzil hidroxilamina (81) ter sido
obtido em CDClI3 (Espectro 65 - anexo), ha um deslocamento de mais de 1 ppm
a campo baixo (CH; de 81 = 3,80 ppm). Este fato € explicado pelo forte efeito
de desblindagem que um atomo de oxigénio exerce sobre o grupo metileno
quando comparado a um atomo de nitrogénio.

O-Benzil piridina oxima (92) foi entdo preparada pela reagcao entre a
piridina carboxialdeido (91) e O-benzil hidroxilamina (90).""? O espectro de
RMN-"H para o composto 92 apresenta um singleto com integragdo de dois
hidrogénios em 5,24 ppm referente ao grupo metileno, além de um singleto em
8,26 ppm relativo ao CH=N, e de um singleto atribuido aos hidrogénios
aromaticos em 7,51 ppm, e de multipletos referentes aos hidrogénios da
piridina em 7,11, 7,52, 7,72 e 8,52 ppm (Espectro 64 - anexo).

No entanto, tentativas de reducéao utilizando as condi¢cdes descritas para
as aril oximas 59, 70-74 e piridina carboxima (75) (NaBH3CN/HCI/MeOH;
NaBH3;CN/THF/AcOH) ndo levaram ao composto desejado 94 sendo a oxima

de partida 92 recuperada (Esquema 48).

N
| HCLHN. /\© EtONa | D
NP N
H

91
Esquema 48 - Tentativa de preparacéao da piridina metil-O-benzil-hidroxilamina
(93).

A/
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3.2.4.2 Oximas e Hidroxilaminas Alifaticas

Como ja foi discutido na sec¢ao 3.2.4.1, um dos métodos mais utilizados
para preparacdao de N-hidroxilaminas € a redugdo com cianoborohidreto de
sddio da sua respectiva oxima, a qual é preparada pela reagao do aldeido
correspondente e hidroxilamina em meio basico. Geralmente, sao reportados
bons a excelentes rendimentos reacionais para redugdo empregando esse
agente redutor.

No entanto, a redugdo da aminoxima 68 para respectiva N-hidroxilamina
99 utilizando NaBH3;CN n&o foi observada, sendo o material de partida

recuperado em todas as reagdes testadas (Esquema 49).

Nvg NH,OH-HCI | J
~ O >
AcONa, MeOH NHOH

69

Esquema 49 - Tentativa de reducdo da dimetilamino oxima 68 com NaBH;CN.

Por sua vez, o hidrocloreto de N-isopropil-hidroxilamina (97)
(comercialmente disponivel) foi preparado pela reducéo da respectiva oxima 94
(obtida a partir da acetona) (Esquema 50), utilizando cianoboridetro de sédio,
em um unico baldo reacional. No entanto, o rendimento global para esta
transformacao foi de apenas 15%.

O espectro de IV e ponto de fusdo para o produto obtido da sintese

representada no Esquema 50 esta de acordo com o valor encontrado na

literatura'311°
o 1. NH,OH.HCI NHOH.HCI
)J\ NaOAc _
2. NaBHsCN

Esquema 50 - Preparagao da N-isopropil hidroxilamina (97).

Acido glioxilico oxima (98) foi preparado através do respectivo aldeido
acido 99 pelo procedimento descrito para formacdo de oximas, com 90% de

rendimento. Contudo, sua respectiva N-hidroxilamina 70 é reportada como
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sendo muito instavel. Uma vez que o N-hidroxilamino acido parece ser um a-
nucledfilo potente e bastante interessante de ser estudado, optou-se por
estoca-lo na forma de sua respectiva oxima 97 e prepara-la momentos antes

de um estudo de capacidade hidrolitica.

O 0] o]
H NH,OH.HCI NaBH;CN
OH NaOAc | OH o™ OH
@) NOH NHOH
99 98 70

Esquema 51 - Preparacao do acido glioxilico oxima (97).

De um modo geral, os rendimentos reacionais obtidos nas redugdes de
oximas alifaticas foram baixos. Este fato pode ser atribuido a dois fatores: o
primeiro deles diz respeito a maior solubilidade que N-hidroxilaminas alifaticas
apresentam em agua quando comparadas as N-hidroxilaminas aromaticas. Na
reducdo com cianoborohidreto de sodio € necessaria a realizagdo de
tratamento aquoso para eliminar o sal de boro formado como subproduto na
reacdao. Uma alternativa para contornar esse problema seria preparar as

respectivas oximas O-benziladas''®'"

, a partir da O-benzil-hidroxilamina 90, as
quais podem ser reduzidas (sem maiores problemas de solubilidade em agua
devido ao maior numero de carbonos na molécula) e entdo submetidas a
hidrogendlise. Porém, em virtude dos resultados obtidos na rota alternativa de
preparacao da piridina metil N-hidroxilamina 87 através dessa metodologia
(Esquema 48), tal procedimento nao foi testado.

O segundo fator relativo a alquil derivados pode estar relacionado a
maior instabilidade que as N-hidroxilaminas alifaticas apresentam quando
comparadas as aromaticas, pois as suas degradagdes sdo muito mais

aceleradas na presenca de oxigénio e temperatura ambiente.

3.2.5 Preparacéo de Acidos hidroxamicos

Como fora abordado na sec¢do 1.9 Sintese de Agentes Hidroliticos Mais
Eficientes — Efeito o, acidos hidroxamicos sédo potentes a-nucledfilos e podem

ser utilizados como alternativa as N-hidroxilaminas devido as suas maiores
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estabilidades. E ainda, acidos hidroxamicos sdo compostos com grande
potencialidade com relacdo a atividade bioldgica. %"

Os acidos hidroxamicos foram preparados a partir do método descrito
por Reddy e colaboradores’. BOC-Alanina (49) foi deixada reagir com
cloroformiato de etila (27), na presenga de ftrietlamina e THF anidro, para
formar o anidrido misto 100. Subsequente adicdo de cloreto de hidroxilamonio
sob o anidrido ativado gerou o acido BOC-Ala hidroxdmico (101) em 54% de

rendimento (Esquema 52).

H o H o O
| ) |
oyt Aon ¢, TR Nyt oo

o : Cl OEt o :
49 27 100
v NHOH.HCI
\{/O\H/N\E)J\NHOH THF/Et3N
O =
101

Esquema 52 - Sintese do BOC-alanina acido hidroxamico (101).

O espectro de RMN-'H para o &cido hidroxamico 101 mostra um
multipleto em 1,25 ppm referente aos hidrogénios das metilas, bem como um
multipleto em 4,17 ppm referente ao grupamento metino, e os referentes aos
hidrogénios ligados aos heteroatomos em 5,67, 8,14 e 10,39 ppm (Espectro 87
- anexo).”* 118

Tentou-se ainda estender a presente metodologia para a sintese de
acidos amino hidroxamicos a partir de aminoacidos n&o protegidos como
alanina, prolina e glicina. Todavia, foram observadas formag¢des de misturas as
quais nao foram possiveis de serem identificadas. Possivelmente pode estar
ocorrendo uma reagao entre uma segunda molécula do aminoacido e o
anidrido misto formado com consequente produc¢ao de um di-peptideo.

Deste modo, a necessidade dos aminoacidos estarem N-protegidos para
que a reagao ocorra é primordial.

Apesar das dificuldades encontradas, o método mostrou-se interessante
para aplicacdes em sistemas mais complexos.

Alternativamente, o acido BOC-Ala hidroxamico (101) foi preparado pela
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metodologia destrita por Giacomelli’”* e colaboradores. Logo, reacgdo entre o
BOC-Ala 49 e cloreto cianurico 29, em diclorometano sem prévio tratamento,
levou a formagao do produto desejado 101, em 80% de rendimento (Esquema
53). Portanto, esta parece ser a rota mais adequada para preparagao de acidos

hidroxamicos.

Cl~_N__CI
\ﬁ N NMM

'Tl o) N\fN ’ |T| O
29

o °: DMAP, NH,OH.HCI o °:

49 t. amb., CH,Cl, ou DMF

Esquema 53 - Preparacédo do acido BOC-Ala hidroxamico por uma rota
alternativa.

Vale ressaltar que o grupo protetor BOC do acido hidroxamico 101
podera ser facilmente clivado em meio acido levando a formacgdo do
correspondente acido amino hidroxamico. Este derivado preenche o requisito
de composto contendo em sua estrutura um oa-nucledfilo juntamente a um
grupo basico. Devido a alta reatividade esperada para esta molécula, ela

podera ser preparada momentos antes de um estudo de capacidade hidrolitica.
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3.3 Derivados da Prolina como Agentes Hidroliticos

De maneira analoga aos compostos de cadeia aberta, planeja-se
aumentar a capacidade hidrolitica dos derivados de N-acil prolinol similares aos
preparados por Chiosis e Boneca (Figura 24) sintetizando derivados de N-acil
prolina contendo grupos fortemente nucleofilicos como as fungdes oxima, acido

hidroxamico, hidroxilamino e amino.

OH
N n=0-5

HoN o R=H, CH,

Figura 24 - Derivados da prolina preparados por Chiosis e Boneca.

O Esquema 54 apresenta uma série de rotas sintéticas as quais podem
ser utilizadas para preparagdo dos compostos alvo (representados em azul).
Em vermelho, sdo apresentadas a prolina e seus derivados adquiridos de fonte

comercial.

NHOH OCH,
O °N -~ O °N
(0]

HOHNJ\) ° H3COJ\)

108 107
R1 = CH3
R2 =H
O\/NOH H Ry=H <—>7<0R1 R, =H NHOH NHOH
/) - - —_— —

N N R;=BoC N R, = BOC N N

! | e) R O | O | (@]

BOC BOC 2 BOC H

103 102 105 106

R1 =Bn
R2 =H

O\//NOH OﬂOBn O\«OH O\«NHOH
BOCHN 9] o) RHN O
" o BOoHN. Ao o

109 110 111 R=BOC
112 R=H

Esquema 54 - Rotas sintéticas para preparagado dos derivados de prolinas.
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3.3.1 Preparacao da Prolina Oxima (104)

Apesar do BOC-prolinal (102) ser comercialmente disponivel, este
reagente nao foi adquirido pelo nosso grupo de pesquisa por se tratar de um
composto facilmente degradavel. Assim, buscaram-se procedimentos para sua
preparacao.

Inimeras metodologias sé&o descritas na literatura para sintese do BOC-
prolinal (102). Logo, o aldeido 102 pode ser obtido pela oxidacdo do BOC-
prolinol (113) utilizando Py.S03"'%'#2  cloreto de oxalila'®"®® ou cloreto
isocianurico'?®. Alternativamente, o intermediario 102 pode ser preparado pela
reducdo de reagentes comercialmente disponiveis, como BOC-prolina metil
éster (114) com DIBAL-H'?""®" ou com NaBH,'?*'?*'32 ¢ ainda a partir da
reducdo da BOC-prolina (115) com 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (116)">.

Embora o BOC-prolinol (108) também tenha sido adquirido de fonte
comercial, a formagado do BOC-prolinal (102) via redugédo do respectivo acido
115 tornou-se a rota mais atraente, uma vez que o acido 115 possui menor
valor comercial quando comparado ao alcool 113 e ao éster 114. Ja a redugao
dos derivados da prolina protegidos na forma de ésteres s&o geralmente
efetuadas com hidretos. Além destes redutores geralmente possuirem um valor
comercial elevado, essas reagdes demandam maiores cuidados como
necessidade de baixa temperatura. Além disso, Taddei e colaboradores'®
descreveram uma metodologia bastante interessante para preparagdo de
aldeidos, incluindo o BOC-prolinal (102). Esta baseia-se na reagao de um acido
carboxilico com o complexo 116, formado entre NMM (117) e 2-cloro-4,6-
dimetoxi[1,3,5]triazina (118), a fim de formar o éster ativado 119. O éster entdo
€ reduzido ao aldeido por hidrogenacéo catalitica utilizando Pd-C 10%

(Esquema 55).

68



NS e
~ 0°C
NO ¢ N7 DOCH, m*\ N” SOCH,
0
117 118 116 Y
R” “OH
OCHs
j\ H, N N _ 3h
R H Pd-C 10 % R\Y( 0°C
OCH3

119

Esquema 55 - Preparadacao de aldeidos via reducéo de acidos carboxilico.

Portanto, preparagdo da BOC-prolinal (102) por redugdo de seu
respectivo acido 115, seguido de formacdo da oxima 103 e subsequente
hidrolise do grupo protetor BOC, levara ao derivado de prolina desejado 104,

em trés etapas, (Esquema 56, em destaque).

OCH3 OH
'.“

BOC o BOC

114 \ l 113

oy G

BOC O Boc O
115 102 103 104

Esquema 56 - Rota sintética escolhida para sintese da prolina oxima (104).

Ainda que a triazina 118 seja disponivel comercialmente, sua
preparacdo foi reportada por Copp e colaboradores™* pelo tratamento do
cloreto cianurico 29 com trés equivalentes de bicarbonato de sddio utilizando-
se uma mistura de metanol e dgua como solvente, a 30 °C, com 60% de
rendimento (Esquema 57). O produto foi obtido como um sélido branco o qual
deve ser armazenado a baixa temperatura. Desta forma, o composto é estavel

por um longo periodo. Sua caracterizagédo foi realizada pela comparagao de

69



seu ponto de fusdo com o descrito na literatura (P.f. = 77-78 °C; P.f. Iit.** = 78-
79°C).
Cl Cl
N N NaHCO;5 N

I MeOH/H,O '
Cl)\N/)\CI e H A

29 118

Esquema 57 - Preparacéo da 2-cloro-4,6-di-metoxi-1,3- triazina (118).

Subsequente reacdo entre 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (118) e
NMM 117, a 0 °C, em THF anidro, levou a rapida formagéo do intermediario
ativado 116 como um sélido branco (nao isolado). Adigcdo de BOC-prolina 115
dissolvida em THF anidro a mistura reacional, a 0 °C, forneceu o éster ativado
derivado da prolina 119. Hidrogenacgao catalitica do éster 119 utilizando-se uma
bexiga de hidrogénio por 24 h, a temperatura ambiente, resultou no aldeido
protegido 102 (Esquema 58), em 50% de rendimento. A reagao foi repetida
utilizando-se THF sem prévia secagem, porém apds o tratamento reacional,

recuperou-se o acido de partida 115 (Esquema 58).

OCHj,4 jD\CHs
R s QR S
N | 0°C NN ]
h cn)\N)\oc:H3 « N° OCHs o
117 118 116 Q‘@
Boc O
OCH
Pd-C 10 % 3 3h 115
H H,/24 h N -
N -2 o— N 0°C
| EtOH N______<
Boc © o N
50% BOC O OCH,
102 119

Esquema 58 - Preparacdo do Boc-aldeido via reduc¢éo do acido 115.

A formacédo do BOC-prolinal (102) foi acompanhada por CCD. Foram
utilizados BOC-prolina (115), BOC-prolinol (113) (obtidos de fonte comercial), e
uma amostra do éster ativado 119 (aliquota retirada antes da hidrogenacao)
como padrdes para comparacao e controle da formacéao do produto esperado.

A Figura 25 apresenta um desenho relativo a placa cromatografica resultante
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do experimento. Cada espécie pode ser faciimente identificada quando a placa
de silica é eluida com uma mistura de acetato de etila/hexano 40:60% e

posteriormente revelada em iodo.
AcOEt:Hexano

40:60
[ ] BOC-prolinal  (102)
[ ] BOC-prolinol  (113)
® éster ativado 119
---@--1--4------| BOC-prolina  (115)

Figura 25 - Representacao gréafica da placa cromatogréfica utilizada para
controle da formacao do BOC-prolinal (102).

O espectro de infravermelho para o aldeido 102 apresenta dois picos
intensos em 1738 cm™'e 1695 cm™' atribuidos aos estiramentos das carbonilas,
bem como um sinal intenso na regido de 1380-1420 cm™ referente aos
estiramentos simétricos e assimétricos de CHsz (Espectro 90 - anexo). A
literatura apresenta uma variagao para os picos referentes a carbonila. Pettit e
colaboradores'® reportaram estes sinais em 1785 cm™ e 1705 cm™, enquanto
Reed e Katzenellenbogen'®* descreveram em 1734 cm™ e 1686 cm™. Ja os
demais sinais se repetem nos dois artigos.

Reed e Katzenellenbogen124 promoveram um estudo para identificacao
de possiveis rotameros para o aldeido protegido 102 utilizando RMN-'H. Neste
estudo, os espectros foram medidos variando-se a temperatura de -50 a +50
°C. Foi reportado que o produto 102 coexiste na forma de uma mistura de
rotdmeros numa proporcao de 3:2 em decorréncia da dificuldade de rotacdo em
torno da ligagado C-N da porcao carbamato. De fato, tal proporg¢ao foi observada
na sintese do BOC-prolinal (102) (Figura 26).
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Figura 26 - Hidrogénio de aldeido para os rotameros do BOC-prolinal (102) (RMN-
'H 400 MHz,CDCl5).

No entanto, os sinais respectivos ao hidrogénio do aldeido apresentam
uma integragao relativa a 0,6 hidrogénio. Além dos hidrogénios dos rotameros
do aldeido, o espectro de RMN-'H para o composto 102 apresenta dois
singletos em 1,35 ppm e 1,40 ppm com integracdo relativa a 9 hidrogénios,
referentes ao grupo protetor BOC, um multipleto em 1,70-2,40 ppm (4
hidrogénios) atribuidos a dois grupos metilenos, um multipleto em 3,26-3,58
ppm relativos ao grupo CHy vizinho ao nitrogénio da pirrolidina e um singleto
em 4,00 ppm com integracgédo relativa a 1 hidrogénio, o qual é atribuido ao CH.
E ainda observado a presenca de um quarteto em 1,21 ppm com constante de
acoplamento de 7,2 Hz (integracdo relativa a 3 hidrogénios) o qual esta
acoplado a um tripleto em 4,15 ppm (integracao relativa a 2 hidrogénios)
(Figura 27). Estes sinais sdo atribuidos a presenga de BOC-prolinato de etila
formada a partir do ataque nucleofilico de moléculas do etanol utilizado como

solvente na reducéao sobre o éster ativado 119 (Esquema 58).
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Figura 27- Espectro de RMN-'H (400 MHz em CDCI3) para BOC-prolinal (102).

O derivado 102 foi também caracterizado por espectrometria de massas
(EM) e os resultados foram comparados aos encontrados na literatura.'®* As

principais fragmentagdes sdo apresentadas abaixo (Figura 28).
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Figura 28 - Propostas para as principais fragmentacdes do BOC-prolinal (102).

Foram utilizadas outras bases, como DMAP e trietilamina, no lugar da
NMM na presente reacido, porém recuperou-se o acido de partida em todos os
casos.

A prolina oxima protegida 103 foi entdo preparada pela reagao entre a
prolina aldeido protegida 102 e cloreto de hidroxilamdnio utilizando acetato de
sddio como base, com 55% de rendimento. No entanto, o aldeido de partida
pareceu ser menos reativo do que os demais aldeidos e cetonas apresentados
neste trabalho, pois se fez necessario a utilizacao de refluxo numa mistura de

etanol/agua por 24 horas. Uma possivel explicagdo para tal fato pode estar
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relacionado a presencga de grupos volumosos a a carbonila no aldeido 102.

H NH,OH.HCl O\//NOH
N NaOAc/MeOH/H,O N
| I
BoC © refluxo BOC

102 103

Esquema 59 - Preparacdo da BOC-prolina oxima (103).

A formacgao da oxima 103 foi acompanhada por CCD (Figura 29).

° BOC-prolinal (102)
[ ] BOC-prolinaldoxima (103)

-_.l__l._-

Figura 29 - Representacao gréafica da placa cromatogréfica utilizada para
controle da formacé&o da BOC-prolinaldoxima (103)

O espectro de IV para o composto 103 apresenta um pico largo em 3360
cm’” relativo ao OH da oxima, um pico de intensidade média em 1746 cm™ o
qual é atribuido ao estiramento de carbonila do grupo BOC e um pico de

intensidade forte em 1698 cm™ referente a C=N (Figura 30).
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Figura 30 - Espectro de IV (cm™, filme) para BOC-prolina oxima (103).
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Apos deixar o 6leo formado sobre a bancada por alguns dias, notou-se a
formacdo de um sodlido branco com ponto de fusdo 158-159 °C. Apesar do
derivado 103 ter sido caracterizado como um 6leo,'® ao analisar os espectros
de IV para as amostras soélida e liquida, percebe-se que com excecao dos
sinais em cerca de 2350 cm™ (CO,) e de um pico intenso em 1679 cm™
presentes no espectro da amostra solida, os IVs das duas amostras sao muito
semelhantes (Figura 30 e Figura 31).
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Figura 31 - Espectro de IV (KBr, cm™) para BOC-prolina oxima (103).

O espectro de RMN-'H realizado para a amostra 103 sélida em CDCls
apresenta um dubleto em 1,48 ppm referente as metilas do grupo BOC, um
multipleto em 1,80-2,45 ppm com integragao de 4 hidrogénios atribuidos a dois
metilenos, um multipleto com integragdo de 2 hidrogénios em 3,25-3,60 ppm
referente ao CH; vizinho ao nitrogénio da pirrolidina, um singleto em 4,30 ppm
(1 hidrogénio) atribuido ao CH, um multipleto largo de 7,30-8,00 ppm (1
hidrogénio) referente ao CH=NOH e um multipleto largo em 9,5-10 ppm
atribuido ao OH (Figura 32). O espectro de RMN-'H também foi realizado em
D,0O (Figura 33).

Assim, o 6leo amerelo obtido parece estar se transformando num sdélido

com maior pureza.
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Figura 32 - Espectro de RMN-'"H em (400 MHz, CDCl;) para BOC-prolina oxima
(103) amostra sélida.
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Figura 33 - Espectro de RMN-'H em (400 MHz, D,0) para BOC-prolina oxima 103
amostra soélida.
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O espectro de RMN-"3C para a BOC-prolina oxima (103), amostra sélida,
apresenta os sinais referentes aos grupos metilenos em 23,62, 30,95, 46,74
ppm, além de um sinal em 27,61 ppm referente a trés metilas do grupamento
BOC, bem como o sinal relativo ao grupo metino em 58,65 ppm e do carbono
quaternario em 82,13 ppm. Finalmente, os sinais atribuidos ao carbono ligado
ao nitrogénio da fungédo oxima em 155,84 ppm e do carbamato em 172,57 ppm.
(Figura 34). Percebe-se, ainda, a presenca de um sinal em menor intensidade
préximo a cada carbono descrito. Estes sinais podem ser atribuidos a formacao

dos respectivos rotametos.
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Figura 34 - Espectro de RMN-*C em (100 MHz, D,0O) para BOC-prolina oxima
(103) amostra so6lida.

A BOC-prolina oxima (103) foi também caracterizada por EM, sendo os
seus fragmentos bastante similares aos citados na literatura.’™ As propostas

das principais fragmentagdes sdo apresentadas abaixo (Figura 35).
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Figura 35 - Propostas de fragmentacdes no EM para o BOC-prolina oxima (103).

Finalmente, clivagem do grupo protetor BOC com acido trifluoroacético

em diclorometano forneceu a prolina oxima (104) inédita.

O\//NOH TFAICH,Cly 1:1_ O\//NOH

I}l 3h,25°C l?l
BOC H

103 104

Esquema 60 - Preparacdo da Prolina Oxima (104).

A hidrélise do grupo BOC é confirmada pelo desaparecimento do
singleto em 1,45 ppm referente aos 9 hidrogénios relativo ao grupo C(CHj3)s,
bem como através da diminuicéo significativa dos picos em torno de 1400 cm™
no espectro de infravermelho atribuidos aos estiramentos de grupos metilas
(Figura 36).
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Figura 36 - Espectro de IV (cm™, filme) para a prolina acido oxima (104).
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O espectro de RMN-"H para o derivado 104 apresenta um multipleto em
2,10-2,30 ppm, com integracdo relativa a trés hidrogénios, referentes a dois
grupos CHj;, um multipleto em 2,45-2,72 ppm relativo a um hidrogénio do
grupamento metileno, um multipleto em 3,45-3,65 ppm, com integracéao relativa
a dois hidrogénios, atribuido ao CH; vizinho ao nitrogénio da pirrolidina € um
mutiplete em 4,27-4,35 ppm com integracdo de um hidrogénio referente ao

grupo metino.
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Figura 37 - Espectro de RMN-'H (400 MHz, D,0) para a prolina oxima (104).

3.3.1.1 ObservacOes Sobre a Utilizacdo de NaBH3CN nas Reducbes de

Oximas

Foram realizadas inumeras reagcbes de redugdo empregando

cianoborohidreto de sddio como agente redutor. Assim, pretende-se discutir
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algumas particularidades da utilizagdo deste agente redutor.

O emprego de um redutor brando como o NaBH3CN na preparagao de
N-hidroxilaminas se faz necessario, uma vez que a utilizagcdo de redutores
como NaBH, leva a formacgao da respectiva amina.

Outro aspecto importante diz respeito a utilizagdo de indicadores como
alaranjado de metila para o controle do pH reacional durante a redugédo. O
ponto de viragem deste indicador em meio aquoso € 3, sendo esta a faixa ideal
para as reducbes de oximas as respectivas hidroxilaminas utilizando
cianoborohidreto como redutor.>>%%%! Assim, em pH abaixo de 3 a solugdo
inicial laranja-amarela geralmente torna-se rosa. As reagdes de redugido com
NaBH3;CN foram acompanhadas com pHmetro. Desta forma, observou-se que
as reducgdes ocorrem em pH da solugédo (misturas de metanol ou etanol e agua)
na faixa de 1-2, intervalo este que corresponde a mudancga de coloragdo da
solugdo do indicador alaranjado de metila nas misturas de alcool/agua
utilizados como solvente. O pH reacional eleva-se apds algumas horas de
reacdo. Porém, o fator preponderante para este fato parece ser decorrente da
evaporagao do HCI utilizado e ndo do consumo do reagente, uma vez que é
necessario que o sistema reacional esteja aberto para permitir a evaporagao do
H, formado devido ao excesso de redutor empregado.

No entanto, foram encontradas particularidades e dificuldades nas
reducdes das amino oximas. A particularidade diz respeito a coloragao que a
mistura reacional assume nas solugcdes de oximas contendo grupos amino
(compostos 68, 71 e 75), uma vez que a solugdo torna-se vermelha quando o
pH esta inferior a 3, mas o ponto de viragem é facilmente notado.

Foram observados, nos espectros de infravermelho de algumas reagdes
envolvendo amino oximas, a presenca de picos na regido de 2550-2250 cm™,
0s quais podem ser atribuidos a ligagbes envolvendo atomos de boro e
nitrogénio.137 Portanto, especula-se que estejam sendo formados complexos
bidentados estaveis envolvendo o redutor NaBH3;CN e as amino-oximas de
cadeia aberta e que este seja o fator responsavel pela ndo formagao das amino
N-hidroxilaminas. Este fato também pode explicar o baixo rendimento
encontrado na reducdo da piridina oxima 75. J& a redugdo da 4-(N,N-
dimetilamino) benzaldoxima (59) n&o foi afetada por tal efeito, pois

provavelmente a rigidez causada pela presenca do anel aromatico tenha
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impedido a formacao do complexo bidentado estavel, levando a um complexo

monodentado'*® de menor estabilidade.

\B,,/
N @_\ "NOH
S \

SN NoH \ N, .NOH

/B\\
7 HoN
complexos bidentados Complexo monodentado

Figura 38 - Proposta de complexos bidentados e monodentados.

Como alternativa para explicar o presente fenbmeno pode-se propor um
estudo computacional envolvendo a redugdao de amino oximas a fim de
promover uma comparagao entre a estabilidade das amino oximas quando
complexadas com NaBH3CN na forma de ligantes bidentados e as demais
oximas complexadas na forma monodentada, em meio acido. Desta forma, tal
estudo poderia ajudar a entender as dificuldades encontradas na reducéao. E
ainda, poderiam ser propostas condigdes experimentais favoraveis para a
formagdo das amino N-hidroxilaminas desejadas, classe esta de compostos
pouco estudada.

Portanto, esses resultados de redugcbes de amino oximas com
cianoborohidreto de sodio desencorajaram a extensdao do presente método
para preparacdo da prolina N-hidroxilamina. Assim, se faz necessario buscar
métodos alternativos para preparacdo de derivados de prolina contendo o
grupamento hidroxilamina ou intensificar os esforgcos na sintese de prolinas
com grupos nucleofilicos que sejam mais estaveis e facilmente preparados

como acidos hidroxanicos.

Proposta para Preparagéo da Prolina N-hidroxilamina (120)

Devido as dificuldades encontradas nas reducdes de oximas contendo
nitrogénio aminico livre em sua estrutura para N-hidroxilaminas, a preparacéo
da N-hidroxilamina prolina (121) via redugdo com NaBH3;CN foi descartada.

Assim, propde-se uma rota alternativa para obtencdo da N-hidroxilamina

120 a qual baseia-se na reducdo da prolina oxima 103 utilizando-se B;Hs em
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meio basico'813°

e subsequente hidrélise do grupo protetor BOC com acido
trifluoroacético (Esquema 61).

Apesar do cianoborohidreto ser o agente redutor mais adequado para
formagao das N-hidroxilaminas através das respectivas oximas, a vantagem de
utilizar diborano € a possibilidade de promover a redugcdo em meio basico.
Deste modo, o grupo protetor BOC nao sofreria clivagem durante a reacgao e,

portanto, a possibilidade de formagdo de um complexo estavel com boro seria

diminuida.
[ A NOH 1Bt [\ NHOW TFAGHCL 11 [\ NHOH
N 2. NaOH, A N 3h,25°C N
| )
BOC BOC H
103 121 120

Esquema 61 - Preparacdo da prolina N-hidroxilamina (120).

3.3.2 Preparacéo do Acido Prolina Hidroxamico (106)

O acido BOC-prolina hidroxdmico (105) foi sintetizado pela método de
descrito por Reddy e colaboradores,” ou seja, pela formagdo do anidrido misto
ativado 122, nao isolado, preparado pela reagcao entre a BOC-prolina (115) e
cloroformiato de etila (27) utilizando THF anidro como solvente, seguido de
adicdo de hidroxilamina previamente liberada pelo tratamento do seu

respectivo cloridrato com trietilamina (Esquema 62).

NH,OH.HCI
Et;N/DMF

(0] OEt l NHOH
OH Py THF O—( NH,OH M
N Cl OEt EtsN [}j o) N

| (@)
Boc O BOC O BOC

115 27 122 105 60%

Esquema 62 - Sintese do acido BOC-prolina hidroxamico (105).

Giacomelli e colaboradores’ apresentaram um método de preparacao
de acidos hidroxamicos pelo reagdo entre aminoacidos protegidos e cloreto
cianurico seguido de hidroxilamina em diclorometano (seg¢ao 1.11.2.5). Duas

vantagens podem ser apontadas para utilizacdo desta metodologia: nao
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necessidade de secagem do solvente; possibilidade da utilizagdo de um
reagente menos sensivel a agua do que o cloroformiato de etila. Portanto, o
acido hidroxadmico 105 foi alternativamente preparado pela reacado entre a
BOC-Pro 115 e cloreto cianurico 29, em diclorometano sem tratamento, em

80% de rendimento.

Cl_N_Cl
YOS
on NN MM NHOH
29 ¢
\ DMAP, NH,OH.HCI Y%
0 , NH;0H.
BOC t amb., CH,Cl, ou DMF BOC
115 80% 105

Esquema 63 - Sintese do acido hidroxamico 105 pela rota alternativa.

Acidos hidroxamicos s3o ligantes potentes os quais formam complexos
estaveis com Fe(lll), de coloragdo geralmente roxa, em meio acido (Esquema
64). Logo, uma metodologia bastante comum para identificagcdo qualitativa da
presenca ou formacdo de acidos hidroxamicos € a utilizacdo de solugdes

acidas de FeCl3. "0

Quantitavamente, a formagdo de compostos de
coordenacgao entre acidos hidroxadmicos e Ferro(lll) pode ser acompanhado por
espectrometria UV-VIS pelo surgimento de uma banda com Amax = 540 nm."’

3RCONHOH + FeCl; ———»  Fe(RCONHO); + 3 HCI

Esquema 64 - Teste para identificacdo de acidos hidroxamicos com FeCl;

O teste do FeCl; realizado para o composto 105 confirmou a presenca
da funcdo acido hidroxdmico na molécula. E ainda, seu ponto de fusao foi
comparado com valor encontrado na literatura (P.f. = 168-169 °C; P.f. lit.”" =
164-167 °C).

O acido BOC-prolina hidroxdmico (105) foi também caracterizada por
EM sendo os seus sinais comparados aos encontrados na literatura.”' As

propostas de fragmentagdes sdo apresentadas abaixo (Figura 39).

/\+ O Q @(NHOH %NHOH @\H Q}\WNHOH
' B

OH
57 70 114 129 157 170 174

Figura 39 - Propostas de fragmenta¢des para o acido BOC-pro hidroxamico
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(108).
Clivagem do grupo protetor BOC utilizando uma mistura de
diclorometano/acido trifluoroacético 1:1 resultou no acido L-prolina hidroxdmico

desejado 106 isolado como um éeo transparente, em 95% de rendimento.

NHOH NHOH
(R TFA/CH,Clp 1:1 M
N 3h,25°C N

| (@) |
BOC H ©

105 106

Esquema 65 - Sintese do acido prolina hidroxamico (106).

Novamente, teste do cloreto férrico para o derivado 106 indicou a
presenca de acido hidroxamico na molécula. O espectro de RMN-'H para o
acido prolina hidroxamico mostrou o desaparecimento do singleto relativo ao
grupo BOC em 1,45 ppm, além da presenca de quatro multipletos: em 1,84,
2,18, 3,18 e 3,26 ppm atribuidos a trés grupos metilenos, e um duplo dubleto
em 3,95 ppm (J = 2,8 e 6,4 Hz) referente ao hidrogénio metinico (Figura 40). O
espectro de infravermelho para o composto 106 mostra o desaparecimento do
pico em 1400 cm™ caracteristico de estiramento simétrico e assimétrico das
metilas presentes no grupo BOC. No entanto, da mesma forma que fora
observado para o espectro de |V da prolina oxima 104, o referido espectro
apresenta um pico em cerca de 1730 cm’” juntamente com um sinal em 1674
cm'1, além de uma banda larda em 2200-3000 cm™ caracteristica de acido a

qual pode ser atribuida ao contra ion TFA (Figura 40).
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Figura 40 - Espectro de RMN-'H (400 MHz, D,O) para o acido prolina hidroxamico
(106).
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Figura 41 - Espectro de IV, em filme, para o acido prolina hidroxamico (106).

85



O acido prolina hidroxdmico 106 foi também caracterizado por EM sendo
que o sinal m/z 131 foi comparado comparado a literatura.”' As propostas de

fragmentacdes sdo apresentadas abaixo (Figura 42).

((ﬁH (NHZ [\ (HNHZ NHOH
\ N N NS
O o+ +e O H H O

43 44 70 113 131

Figura 42 - Propostas de fragmenta¢des para o acido prolina hidroxamico (106).

3.3.3 Tentativa de Acilacdo dos Derivados da Prolina

Almquist e colaboradores’’ reportaram a acilacdo do acido prolina
hidroxdmico (106) via éster-succinimida. Desta forma, a prolina oxima (104) e o
acido prolina hidroxamico (106) foram submetidos a tratamento com BOC-
alanina (49) e acido glioxilico oxima (98), utilizando DIC como agente de
acoplamento e DMAP como base, com o objetivo de formar os respectivos
analogos de dipeptideos 123-126. Porém, nenhuma das reagbes apresentadas
no Esquema 65 foi capaz de gerar os dipeptideos desejados sendo obtidas
misturas de compostos. Isto indica que os dois grupos nucleofilicos presentes

na molécula competem para o acoplamento.

49 OH
B CHN
HONvg %/D%A D%Dﬁp BOCHNVK
CH,Cl, CH,Cl;,
R=C=NOH 123 R=C=NOH 104 R=C=NOH 125
R = CONHOH 124 R =CONHOH 106 R = CONHOH 126

Esquema 66 - Tentativas de acoplamento da oxima 104 e do 4cido hidroxamico
106.

Neste ponto é importante ressaltar que apesar dos insucessos nas
reagcdes de acoplamento, a prolina oxima (104), bem como o acido prolina
hidroxdmico (106), sdo moléculas que preenchem os requisitos de compostos
contendo em sua estrutura um a-nucledfilo com um grupo basico.

Logo, o desenvolvimento de rotas alternativas para preparacao destes
derivados da prolina contendo além de um a-nucledfilo um grupo basico ligado

a porgéao nitrogénio do anel pirrolidina é de grande apelo.
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3.3.4 Acilagcédo dos Derivados da Prolina por uma Rota Mais Viavel

Assim, foi proposta uma rota mais viavel para adicdo de derivados de
aminoacidos no nitrogénio da prolina utilizando-se algumas das metodologias
descritas neste trabalho. Esta estratégia sintética consiste em utilizar um
derivado da prolina O-protegida e assim proceder o acoplamento de
aminoacidos N-protegidos no nitrogénio do anel pirrolidina utilizando agentes
de acoplamento. Esta seria uma maneira de se evitar uma competicdo entre
grupos nucleofilicos no acoplamento. Apos a formagéo do dipeptideo, a porgéo
acida da prolina pode ser transformada nos a-nucledfilos obtendo-se, apos
desprotecao dos aminoacidos acoplados a prolina, os compostos contendo um
grupo basico e um grupamento nucleofilico semelhantes aos derivados
preparados por Chiosis e Boneca.

Portanto, acoplamento da benzil prolina (127) (comercialmente
disponivel) com aminoacidos N-protegidos, seguido de hidrogenagao catalitica,
formagdo do correspondente acido hidroxdmico 128, e clivagem do grupo
protetor, forneceria os acidos amino hidroxamicos desejados 129 (Esquema
67).

OBn OBn OH NHOH
— —_— —_—
N N N N
0] BOCHN 0 BOCHN 0] RHN 0]
H HCl ﬁ/&o ﬁ/&o ﬁ/&o

R1 R1 R1
127 128 R=BOC ]
129 R=H

Esquema 67 - Rota sintética proposta para sintese de N-acil prolina derivados.

Deste modo, prolina benzil éster (127) foi deixada reagir com BOC-L-
alanina (49), na presenca de DIC e quantidades cataliticas de DMAP, em
diclorometano anidro, para resultar, apos filtracdo da uréia derivada da
carbodiimida e purificagdo por cromatografia em gel de silica, BOC-Ala-Pro
benzil éster (130), como um Oleo transparente, em 74% de rendimento

(Esquema 68).142143
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OBn OH DIC/DMAP OBn
+ —_—
<;>kw( BOCHN\/)QO cH.Ch, \
O : BOCHN 0
HCI Y&O
127 49 130
Esquema 68 - Sintese do derivado BOC-Ala-Pro benzil éster (130).

O espectro de RMN-"H para a BOC-Ala-Pro benzil éster (130) apresenta
um multipleto em 1,22 ppm com integracdo relativa a trés hidrogénios,
atribuidos ao grupo metila, um em 1,27 ppm singleto com integragao relativa a
nove hidrogénios, referente ao grupo BOC, um duplo dubleto em 5,05-5,15
ppm (2J = 12 Hz) atribuido ao grupamento metileno diastereotdpico da porgcao
benzil, além dos demais hidrogénios da porgdo prolina e hidrogénios
aromaticos (Espectro 99 - anexo). Por sua vez, o espectro de infravermelho
para o composto 130 mostra trés carbonilas, em 1745, 1707 e 1650 cm™
(Espectro 100 - anexo).

Hidrogenodlise do éster benzilico 130 utilizando Pd-C 10% como
catalisador forneceu o acido correspondente 131, como um sdlido branco, em
93% de rendimento.'*

A formagédo do BOC-Ala-Pro (131) é confirmada pelo desaparecimento
do sinal relativo ao CH; do grupo benzil no espectro de ressonancia de

hidrogénio, bem como do sinal atribuido ao anel aromatico.

OBn  pg.c10% OH
N H,/MeOH N
2
BOCHN._A, © BOCHN. A, ©
130 131

Esquema 69 - Preparacdo da BOC-Ala-Pro (131) por hidrogenacao catalitica.

Em seguida, prepararou-se o composto 132 pela reagao entre o BOC-L-
Pro-L-Ala (130) e acido cianurico, em diclorometano, seguido de adicdo de
cloreto de hidroxilaménio na presenca de DMAP. O produto foi caracterizado
por UV, uma vez que 132 forma um complexo com Fe(lll), em meio acido, cujo

Amax = 544 nm.
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OH )C\' NH,OH.HCI NHOH
N + N N DMAP o

. N
BOCHN o © PR CHCly, 25 °C BOCHNY§O O

131 29 132

Esquema 70 - Sintese da BOC-Ala-Pro acido hidroxamico (132).

Por sua vez, a preparagao da Ala-Pro oxima (133) podera ser realizada
a partir da redugcdo do acido 131, através da metodologia descrita para
preparagao da BOC-prolinal (102) (se¢édo 3.3.1 Preparacao da Prolina Oxima
(104)), seguido de formagao da oxima 134 e clivagem do grupo protetor BOC

(Esquema 71).

RHNV§O OH RAN__ g : RHN o
131 134 R:BOC:|
133 R=H

Esquema 71 - Rota sintética alternativa para sintese da Ala-Pro oxima derivados.

3.3.5 Alquilacéao dos Derivados da Prolina

Basu e colaboradores ' reportaram uma metodologia para sintese de B-
aminoo do tipo aza-Michael de aminas em alcenos promovida por silica para cr
esteres pela adigd omatografia em camada delgada.

® nao ter

Apesar do método desenvolvido por Basu e colaboradores'
sido reportado para preparagdao do derivado de prolina 135, o acido di-
hidroxamico 136 parece ser interessante de ser preparado por essa rota.
Portanto, adicdo de Michael da prolina metil éster (137) seguido de

hidroxilamindlise dos ésteres levaria ao composto desejado (Esquema 72).

OCH; OCH3 NHOH
'T‘ HCI — > O N — O N
0]

o) o)
H H3COM HOHNJ\)
137 135 136

Esquema 72 - Rota sintética para preparagao do acido di-hidroxamico 136.
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Desta forma, neutralizagdo do cloridrato do prolinato de metila (137) com
carbonato de potassio em diclorometano, seguido de adi¢do da mistura sobre
silica para CCD (previamente ativada por aquecimento a pressao reduzida)
contendo acrilato de metila (138) em excesso, a 60 °C, resultou na formagéo do
di-éster derivado da prolina 135, apds purificagao num filtro de silica, como um

oleo transparente. No entanto, o rendimento foi de apenas 37% (Esquema 73).

(@]
OCHs 138 OCH,
N HCI | 9% 0 N
| E—
o) SiO 0
H 2 HSCO)K/‘

137 135

Esquema 73 - Sintese do di-metil éster 135 por adicdo de Michael.

E importante salientar que apesar do composto 135 ja ter sido descrito

146,147 50 foram encontrados dados fisicos nem detalhes de sua

na literatura,
preparacao.
O espectro de RMN-"H para 135 apresenta os sinais das metilenas em
1,74, 1,83, 2,02, 2,34, 2,45, 2,67, 2,97 ppm cada qual com integracao relativa a
dois hidrogénios, além de dois singletos em 3,57 e 3,64 ppm com integragao
relativa a trés hidrogénios, referentes as metoxilas. Ndo foi observado a
formagao de rotdmeros para o composto 135 (Espectro 94 - anexo).
Subsequente adicdo de hidroxilamina, previamente liberada pela adicao
de KOH sob o seu hidrocloreto, e recristalizacdo do produto obtido resultou
num sélido branco. Dissolugdo de uma pequena quantidade deste sélido em
etanol/HCI, na presenga de duas gotas de solugéo de cloreto de ferro(lll),
forneceu uma solugdo azul-roxa intensa a qual indica presenca de acido
hidroxamico. Porém, apesar do espectro de ressonancia magnética de
hidrogénio para o derivado de acido hidroxdmico obtido na presente reacao
mostrar o desaparecimento dos picos relativos as metilas do composto de
partida, sua caracteristica € de uma mistura de produtos. A explicagao para tal
fato pode estar relacionada com a alta reatividade que tal molécula possui em
solugdo. Desta forma, o acido di-hidroxamico 136 pode estar sendo formado e

rapidamente degradado em solugao.
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NHOH
5 O\«OCHS NH,OH.HC] o Q\«
N KOH/MeOH
o)
H3COM © HOHNM

135 136

Esquema 74 - Tentativa de sintese do acido di-hidroxamico 136 derivado da
prolina.
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3.4 Perspectivas e Propostas

Proposta de Acilacdo dos Derivados da Prolina por Uma Rota Alternativa

O Esquema 75 pode ser apontado como alternativo para sintese de
derivados da prolina contendo em sua estrutura um nucledfilo e uma base.
Preparacdo da O-benzil-oxima-BOC-Pro (137) éster pela reagdo entre o
prolinal protegido 107 e O-benzil hidroxilamina (90), seguido de hidrélise do
grupo BOC, produzira a O-benzil-oxima-Pro (138) a qual podera ser utilizada

para preparacao de uma série de compostos alvo 139 e 140 (Esquema 75).

O Qg == G

BOC O Boc O
115 102 137

N
O\/ " - /NOBH — ()\/Nu

|
HZNMO i Nu._
R
139 138 140

Esquema 75 - Esquema alternativo para preparacdo de composto alvo 139 e 140.
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3.5 Ensaios Bioldgicos

Apesar do continuo desenvolvimento de pesquisas na area dos
antivirais, poucos farmacos vém sendo aprovados pelas autoridades
governamentais para uso clinico, e a maioria desses compostos tem aplicagdes
limitadas a poucas doencas. A obtencdo de novos farmacos antivirais que
sejam, ao mesmo tempo, ativos e de baixa toxicidade, aliado ao
desenvolvimento de resisténcia as terapias usuais, se revela um problema de
dificil solugcdo. Desta forma, € imperativo que se pesquise novas alternativas
terapéuticas efetivas para doencas virais humanas e veterinarias, a base de
compostos com potente atividade, com um minimo de efeitos colaterais e,
preferivelmente, com mecanismos de acao diferentes daqueles dos
medicamentos ja existentes. Varias pesquisas para o desenvolvimento de
novos farmacos antivirais tém sido realizados com base em compostos
sintéticos como nucleosideos'®, dihidroxitrifenilmetanos'?, derivados de
porfirinas' e pirimidinas’.

Devido a grande variedade de classes de compostos sintéticos que
exibiram atividades antivirais, foram avaliadas a potencial atividade antiviral de
uma série de derivados sintéticos preparados neste trabalho, bem como seus
respectivos materiais de partida (Tabela 9). Os substratos foram solubilizados
em DMSO e estocados a 4°C. No momento dos testes, os mesmos foram
diluidos em meio MEM, na concentragao final de 250 yM. Como modelos virais
foram usados virus com genoma DNA: herpes simplex virus tipo 1 (HSV-1),
cepas 29R (resistente ao aciclovir) e KOS. A citotoxicidade e a atividade
antiviral foram determinadas pelo ensaio colorimétrico do MTT'®2, em duplicata.
O controle positivo para os testes com o HSV-1 foi o aciclovir (125 uM), e
controles celulares e virais foram mantidos em todos os experimentos.'?

Os percentuais de inibicdo para todos compostos avaliados frente a
cepas de HSV-1 KOS foram baixos. Os melhores resultados foram obtidos para
os compostos 103, 115 e 94 os quais inibiram 45%, 30% e 28% dessa cepa
numa concentracéo de 250 uM, respectivamente. Por sua vez, os compostos
113 e prolina (141) mostraram ser os mais promissores frente as cepas de
HSV-1 29R (Tabela 9). Assim, o alcool 113 e a prolina (141) foram submetidos
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a uma nova avaliagao da citotoxicidade e da potencial atividade anti-herpética,
utilizando a diluicdo seriada de cada composto-teste (razdo1:2), a fim de se
determinar os valores de CCsy (concentragédo citotdxica para inibir 50% das
células) e a CEsp, (concentragdo de 50% de replicagao viral), respectivamente.
Quando de posse dos valores de CCso e de CEs, € possivel calcular os indices
de seletividade (1IS= CCsy/ CEsp), 0 qual indica quao promissora € a atividade
antiviral do composto-teste em questdo. Em termos comparativos é utilizado o
IS referente ao aciclovir, medicamento utilizado para tratamento de herpes,
cujo IS é ~200."3

Os valores de citotoxidade para o derivado 113 e a prolina (141) foram
acima de 500 uyM. No entanto, apesar da baixa citotoxidade observada para
estes compostos, estudos da atividade antiviral desses derivados de prolina
nao foram aprofundados, pois os baixos percentuais de inibicao da replicacao
viral verificadas ndo sao consideradas promissoras na pesquisa de novos
farmacos antivirais. Logo, seria necessario um dose muito grande destes
compostos para que estes fossem considerados como possiveis farmacos, o
que, na pratica, € inviavel.
Tabela 9 - Resultados da determinacdo da atividade antiviral dos compostos
abaixo, através do ensaio colorimétrico do MTT (Conc. = 250 uM).

HSV-1 cepa 29RHSV-1 cepa KOS

% de Inibicdo % de Inibigéo

[::j/4§NOH
59 2,5 Sl
| N \N,OH
\N =Y
I
71 Sl 8,5
H;CO
72 Si 4.5
SNOH
HO
OCH,4
73 SI 12,0
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“NOH

-0

SI

3,5

74

NSy OH

7

Si

SI

75

Si

SI

28,0

94

\V/L>N/OH

4,0

SI

68

ON%T/

95

[:j/\NHOH

20,5

4,0

15,0

Si

81

NHOH

-0

9,5

18,5

85

O &0

7,0

SI

86

NH,
HCl

_N

Si

SI

142

HO,

14,0

SI
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N

BOC

45,0

18,5

103
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4 PARTE EXPERIMETAL

4.1 Instrumentacdo e Reagentes

Os espectros de infra-vermelho foram obtidos em pastilha de KBr ou
filme, em espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-IR 1600 com sistema de registro
computadorizado, na regiao de 4000 a 400 cm™. Os espectros de RMN-'H e
RMN-'3C foram obtidos em aparelho RMN Bruker AC-200 e Varian 400 (200
MHz e 400 MHz, respectivamente). Analises Elementares de CHN foram feitas
em um aparelho Perkin EImer 2400. A determinacdo do ponto de fusdo das
substancias sélidas foi realizada em um aparelho Microquimica MQPF301. As
analises de CG-EM foram realiadas em um aparelho Shimatzu Q85050,
utilizando coluna J&W cientific DB-5-M30.

Todos os solventes e reagentes empregados nas sinteses, purificagoes,
caracterizagdes e ensaios biolégicos foram adquiridos de fontes comerciais
(Aldrich, Merck, Fluka, Mallinckrodt, Nuclear, Synth) e utilizados sem prévia
purificacdo, com excecao dos cloretos de acido e piridina, que foram tratados

de acordo com procedimentos descritos na literatura.'®*

4.2 Derivados de Depsipeptideos

Hipuril-L-lactato de etila (45)

0 0
©)J\I}IAH/OEQJ\OCHZCH3
H O °

210 mg de DCC (1,0 mmol) foram adicionados a uma soluc&o formada por 179
mg de acido hipurico (1,0 mmol), 0,12 mL de lactato de etila (1,1 mmol), 12 mg
de DMAP (0,1 mmol) e 5 mL de diclorometano, a 25 °C. A mistura reacional foi
mantida sob agitagao, a temperatura ambiente, por 16 h. Subsequente filtracdo
da uréia formada em funil de bichner, seguido de adigado de 5 mL de CH,Cl; a
solugao filtrada e de lavagens sucessivas com H;O (3 x 5 mL), AcOH 5% (3x 5
mL) e H,O (3 x 5 mL), secagem da fase organica com Na,SO4 anidro, filtragao.

Evaporagao do solvente em evaporador rotatério a pressao reduzida, forneceu
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um solido branco o qual foi recristalizado em AcOEt/éter de petrdleo. Rend. =
55%. P.f. = 132-133 °C. CHN: C. 59,55, H. 6,55, N. 5,25. (Exp.): C. 60,21, H.
6,14, N. 5,02. IV (KBr, cm™): 3316, 3074, 2950, 1764, 1744, 1644, 1188. RMN-
'H (CDCls) 8: 1,23 (t, 3H, 3J= 7,0 Hz, CHa3), 1,54 (d, 3H, 3J= 7,0 Hz, CHa), 4,21
(d, 2H, 3J= 7,0 Hz, CH,), 4,29 (dd, 1H, 2J= 14,0 Hz, 3J= 5,4 Hz, CH,), 4,38 (dd,
1H, 2J= 14,0 Hz, 3J= 5,4 Hz, CH,), 5,20 (q, 1H, *J= 7,0 Hz, CH), 6,70 (s largo,
1H, NH, troca com D;0), 7,47 (m, 3H, Ph), 7,81 (d, 2H, 3J= 7,0 Hz, Ar-orto).
RMN-"3C (CDCl3) 8: 14,02 (CH3), 16,80 (CHs), 41,59 (CHy), 61,57 (CHz), 69,59
(CH), 127,03 (2 x CH), 128,54 (2 x CH), 131,76 (CH), 133,58 (C), 167,45 (CO),
169,61 (CO), 170,23 (CO).

Hipuril-L-lactato de metila (47)

@ A{(oQLO%

210 mg de diciclo-hexil carbodiimida (DCC) (1,0 mmol) foram adicionados a
uma solug¢ao formada por 179 mg de acido hipurico (1,0 mmol), 0,10 mL de L-
lactato de metila (1,1 mmol), 10 mg de DMAP (0,1 mmol) e 5 mL de
diclorometano, a 25 °C. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente, por 16 h. Subsequente filtragdo da uréia formada em
filtro de Buchner, seguido de adi¢gdo de 5 mL de CH,Cl;, a solucéo filtrada e de
lavagens sucessivas com H,O (3 x 5 mL), AcOH 5% (3 x 5 mL) e H,O (3 x5
mL), secagem da fase organica com Na,SO, anidro, filtracdo e evaporagao do
solvente em evaporador rotatério a pressdo reduzida, forneceu um sélido
branco o qual foi recristalizado em AcOEt/éter de petroleo. Rend. 55%. P.f. =
111 °C. CHN (cld): C. 57,28, H. 5,90, N. 5,02. (exp.): C.57,37, H. 5,82, N. 5,18.
IV (KBr, cm™): 3285, 3074, 2945, 1767, 1749, 1643, 1555, 1226. RMN-'H
(CDCl3) 8: 1,53 (d, 3H, %J= 7,0 Hz, CHs), 3,76 (s, 3H, OCHa), 4,31 (dd, 1H, 2J=
14,5 Hz, 3J= 5,4 Hz, CH,), 4,40 (dd, 1H, 2J= 14,5 Hz, *J= 5,4 Hz, CH,), 5,20 (q,
1H, 3J= 7,0 Hz, 1H, CH), 6,74 (s largo, 1H, NH, troca com D,0), 7,38-7,54 (m,
3H, Ph), 7,81 (d, 2H, 3J= 7,0 Hz, Ar-orto). RMN-">C (CDCls) &: 17,10 (CHs),
41,87 (CHy), 52,75 (CHj3), 69,75 (CH), 127,32 (2 x CH), 128,84 (2 x CH), 132,07
(CH), 133,84 (C), 167,76 (CO), 169,89 (CO), 170,99 (CO).
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N-(t-Butiloxicarbonil)-L-alanil-L-lactato metil éster (50)

0] : 0]
oo on
H O =

1,16 g de DIC (~1,0 equivalentes) foram adicionados a uma solugéo formada
por 1,5 g de Boc-L-Ala (7,93 mmol), 0,91 mL de lactato de metila (~1,0
equivalentes), 0,39 g de DMAP e 20 mL de diclorometano, a 0 °C. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 16 h.
Subsequente filtragdo da uréia formada em funil de bichner, seguido de adigéo
de 15 mL de CH,CI; a solugéo filtrada e de lavagens sucessivas com NaHSO4
5% (3 x 10 mL), NaHCO3 10% (3 x 10 mL) e Brine (1 x 10 mL), secagem da
fase organica com Na;SO, anidro, filtragcdo e evaporagdo do solvente em
evaporador rotatorio a pressao reduzida, forneceu um dleo transparente. Rend.
70%. IV (filme, cm™): 3339, 2970, 1751, 1712, 1511, 1165. RMN-'H (CDCls) &:
1,30-1,60 (m, 15H, C(CHs)s, 2CHs), 3,74 (s, 3H, CHs), 4,37 (q, 1H, °J= 7,2 Hz,
CH), 4,99 (s, 1H, NH, troca com D;0), 5,15 (q, 3J=7,1 Hz, 1H, CH).

L-Lactato de benzila®®® (53)

Uma solugao formada por 87 mL de acido L-lactico (0,93 mol), 40 mL de alcool
benzilico, 0,4 mL de H,SO4 e 250 mL de CHCI; foi deixada sob refluxo durante
90 minutos. 30 mL de acido L-lactico foram adicionados a mistura reacional e a
mesma foi mantida sob refluxo por mais 90 minutos. Evaporacéo do cloroférmio
em evaporador rotatério levou a formacdo de uma mistura oleosa a qual foi
neutralizada com bicarbonato de sddio. A mistura foram adicionados 100 mL de
agua gelada e, entdo, as fases formadas foram separadas. A fase aquosa foi
extraida com éter etilico (2 x 20 mL), enquanto que a fase orgénica foram
adicionados 100 mL de éter etilico. As fases etérias foram combinanadas,
secas com Na,SO4 e o solvente evaporado a pressao reduzida. O 6leo obtido
foi destilado em bomba de vacuo (106 °C/0,1 mmHg; Lit.** 134°C/4 mmHg;)
para resultar na formagéo de 48,70 g de um o6leo transparente. Rend. 70%. IV
(filme, cm™): 3442, 1739, 1210, 1129. RMN-'H (CDCls) &: 1,42 (d, 3H, J= 6,8
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Hz, CHs), 2,90 (s, 1H, OH), 4,32 (q, 1H, J= 6,8 Hz, CH), 5,20 (s, 2H, CH,), 7,37
(s, 5H, Ph). RMN-"3C (CDCls): 20,58 (CHs), 67,19 e 67,33 (CH, CH>), 128,15 (5
x CH), 135 (C), 175,77 (CO).

N-(t-Butoxicarbonil)-L-alanil-L-lactato benzil éster (54)%*%°

O)OJ\Ng O.Q?\O
At

A uma solugdo contendo 1,28 g de Boc-alanina (49) (6,76 mmol), 134 g de L-
lactato de benzila (53) (7,44 mmol) e 0,275 g (2,25 mmol) de DMAP, em 30 mL
de CH,Cl,, foram adicionados 1,8 mL de DIC (6,76 mmol) e deixados reagir por
16 h. Filtragdo da uréia formada, tratamento da solugao filtrada com NaHSO,4
5% (3 x 10 mL), NaHCO3 (sat) (3 x 10 mL) e Brine (1 x 10 mL), secagem com
Na,SO, e evaporacdo do solvente em evaporador rotatorio resultou na
formacdo de um sodlido branco amorfo. Este soélido foi dissolvido em uma
mistura acetato de etila/hexano (3:7) e filtrado em silica. O solvente foi deixado
evaporar a temperatura ambiente para formar cristais ou quais foram
redissolvidos e recristalizados em uma mistura de éter/hexano. Massa obtida =
1,19 g, rend. 50%. P.f. = 77-79 °C. P. f. lit.®** = 82-83 °C. IV (KBr, cm™): 3368,
1759, 1739, 1709, 1522, 1162. RMN-'H (DMSO) 5: 1,08-1,54 (m, 15H, C(CHs)s,
2CH3), 4,14 (m, 1H, CH), 5,20 (m, 3H, CH, CH,), 7,46 (s, 5H, Ph). RMN-"3C
(CDClI3) &: 16,76 (CHs), 18,30 (CH3), 28,24 (3 x CHj3), 48,91 (CH), 67,02 (CHy),
69,03 (CH), 80,27 (C), 128,45 (CH), 135,07 (C), 155,06 (CO), 170,18 (CO),
172,90 (CO).

Método geral para sintese dos demais depsipeptideos

A uma solugédo contendo 1,00 mmol do respectivo acido, 198 mg (1,10mmol)
de L-lactato de benzila, 12 mg (0,10 mmol) de DMAP e 5 mL de CH,Cl, foram
adicionados 210 mg de DCC (1,00 mmol) e deixados reagir por 16 h, a
temperatura ambiente. Filtracdo da uréia formada, tratamento da solugao
filtrada com H,O (1 x 3 mL), AcOH 5% (1 x 3 mL), NaHCO3; 5% (1 x 3 mL) e
HO (1 x 3 mL), secagem com Na;SO, e evaporagcdo do solvente em

evaporador rotatério resultou na formacdo de um sélido branco amorfo. Este
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solido foi dissolvido em uma mistura acetato de etila’hexano e filtrado em silica.
O solvente foi deixado evaporar a temperatura ambiente e entdo o produto,

quando salido, foi recristalizado em AcOEt/hexano.

Piroglutamil-L-lactato de benzila (55a)

O%OY?J\OA@

H 0]
P.f. = 96 °C. Rend. 60%. IV (KBr, cm™): 3372,1743 e 1689. RMN-'H (CDCl3) &:
1,52 (d, 3J= 7,0 Hz, 3H, CHs), 2,20-2,55 (m, 4H, 2CH,), 4,29 (m, 1H, CH), 5,20
(m, 3H, CH, CH,Ph), 6,14 (s largo, 1H, NH), 7,35 (s, 5H, Ph).

2-Etoxiacetil-L-lactato de benzila (55b)

O
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Oleo amarelo claro. Rend. 53% IV (filme, cm™): 3034, 2978, 1753, 1453, 1271,
1192, 1133. RMN-"H (CDCls) &: 1,23 (t, 3H, 3J= 7,0 Hz, CH3), 1,51 (d, 3H, 3J=
7,0 Hz, CHa), 3,58 (q, 2H, %J= 7,0 Hz, CHy), 4,13 (s, 2H, CHy), 5,20 (m, 3H, CH,
CH3Bn), 7,30 (m, 5H, Ph).

2-Fenilacetil-L-lactato de benzila (55c¢)

CYTC

Oleo transparente. Rend 48%. IV (filme, cm'1): 3064, 3032, 2990, 2941, 1744,
1453, 1257, 1200, 1133, 1098. RMN-'H (CDCI3) &: 1,48 (d, 3H, 3J= 7,0 Hz,
CHs), 3,67 (s, 2H, CH,Ph), 5,20 (m, 3H, CH, CH2Bn), 7,30 (m, 5H, Ph).

101



2-Cianoacetil-L-lactato de benzila (55d)

NC O.Q(J)\O
RRERS

Oleo. Rend. 50%. IV (filme, cm™): 3320, 2976, 2930, 2264, 1750, 1666, 1524,
1388, 1252, 1181. RMN-"H (CDCl3) &: 1,53 (d, 3H, 3J= 7,0 Hz, CHs), 3,53 (s,
2H, CH,), 5,20 (m, 3H, CH,Bn, CH), 7,34 (m, 5H, Ph).

Hipuril-L-lactato de benzila (55e)

O O
o
Y0
Oleo amarelo. Rend. 35%. IV (filme, cm™): 3342, 3064, 1747, 1652, 1536,
1189. RMN-'H (CDCls) 8: 1,52 (d, 3H, 3J= 7,0 Hz, CHa), 4,20 (dd, 1H, 2J= 14,0
Hz, °J= 5,4 Hz, CH,), 4,40 (dd, 1H, 2J= 14,0 Hz, ®J= 5,4 Hz, CH,), 5,20 (m, 3H,
CH, CHxPh), 6,88 (s largo, 1H, NH, troca com D,0), 7,32-7,51 (m, 8H, Ph), 7,81
(d, 2H, %J= 7,0 Hz, Ar-orto). RMN-"°C (CDCls) &: 16,76 (CH3), 41,53 (CH.),
67,14 (CH2Bn), 69,50 (CH), 128,45 (Ph), 135,07 (Ph), 167,44 (NCO), 169,62
(CO,), 170,07 (CO,).

Acido-N-(t-butoxicarbonil)-L-alanil-L- lactico (51)'°>1%°

0] : )
$O)LN-WO%OH

(@]
Método A

Uma solugao formada por 85 mg (0,20 mmol) do Boc-L-Ala-L-Lac metil éster
(50), 70 mg de LiBr (0,80 mmol) e 2 mL de DMF foi deixada em refluxo por 1h.
Adicdo de 15 mL de AcOEt e lavagem com HCI 5% (3 x 3 mL), seguido de
nova lavagem da fase orgénica com HCI 5% (1 x 3 mL), secagem da fase
organica com Na,SO4 anidro e evaporagao do solvente, a pressao reduzida,

forneceu o produto esperado 51.
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Método B

20 mg de Pd-C 10% foram dispersos numa solug¢ao formada por 220 mg de N-
(t-butoxycarbonil)-L-alanil-L-lactato benzil éster (54) e 10 mL de acetato de etila
e entao, deixados sob agitacdo em atmosfera de hidrogénio, a pressao de 50
psi, a temperatura ambiente, por 4 h. Filtragdo do catalisador por gravidade,
lavagem com NaHCOs3sat) (2 X 5 mL), secagem com Na,SO4 e evaporagéo do
solvente forneceu 50 mg do composto desejado. Acidificacdo da fase aquosa
com HClconc), seguido de extracdo com diclorometano (3 x 15 mL), secagem,
evaporagao do solvente e cristalizagdo em acetato de etila’/hexano resultou na

obtengao do produto almejado.

Método A: rend. 50%. Método B: rend. 86%. P.f. = 72-73 °C. P.F. Iit."*® = 61-62
°C. IV (KBr, cm™): 3392, 1759, 1677. RMN-'H (CDCls) &: 1,10-1,50 (m, 15H,
C(CHs)s, 2CH3), 4,03 (q, 1H, %J = 7,2 Hz, CH), 4,92 (m, 1H, CH), 7,32 (d, 1H, 3J
= 7,0 Hz, NH). RMN-"3C (CDCls) 8: 17,36 (CHs), 18,81 (CH3), 28,91 (3 x CHs3),
49,70 (CH), 69,52 (CH), 80,88 (C), 156,01 (CO>), 173,70 (CO), 175,28 (CO).

Os demais Depsipeptideos 55a-c foram preparados pelo Método B em

redimentos superiores a 80%.

Acido-piroglutamil-L-lactico (56a)%

o)
O%O%OH

H o -
P.f. = 178 °C. IV (KBr, cm™): 3340, 2971, 2932, 1800-1618, 1573, 1250, 1168.
RMN-"H (CDCls) &: 1,50 (d, J= 7,0 Hz, 3H, CHs), 2,20-2,55 (m, 4H, 2CH,), 4,29
(m, 1H, CH), 5,20 (q, J= 7,0 Hz, 1H, CH), 6,45 (s largo, 1H, NH), 8,30 (s largo,
1H, OH).
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Acido-2-etoxiacetoiloxi-L- lactico (56b)

0
CH3CH20/\[(O:QJ\OH
O E

Oleo transparente. IV (filme, cm'1): 3500-2500, 1800-1600, 1454. RMN-"H
(CDCls3) &: 1,23 (t, 3H, *J= 7,0 Hz, CHa), 1,51 (d, 3H, °J= 7,0 Hz, CH3), 3,63 (q,
2H, 3J= 7,0 Hz, CHy), 4,13 (s, 2H, CHy), 5,20 (q, J= 7,0 Hz, 1H, CH), 8,34 (s
largo, 1H, OH).

Acido-2-fenilacetil-L-lactico (56c)
DU
O/'\H/OH
] O
Oleo transparente. IV (filme, cm™): 3500-2500, 1800-1600, 1455, 1412, 1355.
RMN-"H (CDCls) &: 1,53 (d, 3H, J= 6,8 Hz, CH3), 3,69 (s, 2H, CH.Ph), 5,20 (q,
3H, 3J= 6,8 Hz, CH), 5,70 (s largo, 1H, OH), 7,30 (s, 5H, Ph). RMN-"3C (CDCl5)

8: 16,75 (CH3), 40,73 (CH,), 68,48 (CH), 127,57 (CH), 128,57 (2 x CH), 129,32
(2 x CH), 133,31 (C), 171,06 (CO), 176,13 (CO).

4.3 Oximas

Medologia geral para preparacao de oximas

Foram adicionados 20 mmol de NH,OH.HCI a uma solugdo formada por 10
mmol do respectivo aldeido, 20 mmol de NaOAc e 35 mL de metanol 70% e
deixados reagir por cerca de 5 h. Evaporagdo do solvente em evaporador
rotatorio, dissolugdo da mistura soélida em 30 mL de CH,Cl,, lavagens com 10%
NaHCO; (3 x 10 mL), secagem da fase aquosa com Na,SO, anidro, filtragao,
evaporagao e recristalizagdo em solventes adequados (quando necessario)

forneceu as oximas desejadas.
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(Z)-Benzaldoxima (59)'%

N
OH

Rend. 78%. P.f. = 35 °C (P.f. lit."® = 30-33 °C). IV (KBr, cm™): 3328, 1663.

(E)-4-N,N-Dimetilamino benzaldoxima (71)%*"*’

/@/%N,OH
o
Rend. 83%. P.f. = 149-150 °C (P.f. Iit.°? = 144-145 °C). IV (KBr, cm™): 3225,
2970, 2828, 1620, 1585, 1522. RMN-'H (CDCls) &: 3,00 (s, 6H, 2CHs), 6,68 (d,
2H, 3J= 9,0 Hz, Ar-meta), 7,44 (d, 2H, J= 9,0 Hz, Ar-orto), 8,06 (s, 1H, CH),
8,13 (s, 1H, OH).

(E)-4-Metoxi benzaldoxima (72)%%"%

@AN‘OH
H;CO

Rend. 80 %. P.f. = 65 °C (P.f. lit.°? = 65 °C). IV (KBr, cm™): 3318, 3257, 1607,
1574, 1514, 1251. RMN-"H (CDCI3) &: 3,85 (s, 3H, CHs), 6,90 (d, 2H, %J= 6,8
Hz, Ar-meta), 7,48 (d, 3J=6,8 Hz, 2H, Ar-orto), 8,11 (s, 1H, CH).

4-Hidroxi-3-metoxibenzaldoxima (vanilinoxima) (73)'%

ll\lOH

HO
OCH,

Rend. 80%. P.f. = 118-119 °C (P.f. Iit."® = 118-119 °C). IV (KBr, cm™): 3468,
3172, 1625, 1607.
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Piperonaldoxima (74)'%®

(0]
0
Rend. 80%. P.f. = 103-104 °C (P.f. it."®® = 104 °C). IV (KBr, cm™): 3221, 3150,
3079, 2999, 2915, 2801, 1638, 1605, 1499, 1448, 1253, 1106, 1036. RMN-"H
(CDCls) 8: 6,01 (s, 2H, CHy), 6,80 (d, 2H, %J= 8,0 Hz, Ph), 6,95 (d, 2H, %J= 8,0
Hz, Ph), 7,17 (s, 1H, CH), 8,06 (s, 1H, Ph), 8,45 (s largo, 1H, OH).

(E)-2-Piridina carboxima (75)""°

Rend. 90%. P.f. = 112 °C (P.f. lit.""° = 110-112 °C). IV (KBr, cm™): 3441, 3195,
1574. RMN-'H (CDCl5) &: 7,31 (t, 1H, 3J= 5,0 Hz, H-5), 7,70 (t, 2H, *J= 5,0, H-
4), 7,78 (d, 2H, 3J= 5,0, H-3), 8,35 (s, 1H, CH), 8,64 (d, 1H, 3J= 4,8 Hz, H-6),
9,98 (s, 1H, OH troca com D,0).

(2)-2-Furfuraldoxima (60)°°

O /

O
Rend. 91%. P.f. = 91 °C (P.f. lit.*>= 89-91°C). IV (KBr, cm™): 3160, 3031, 3817,
1636, 1574. RMN-"H (CDCls) &: 6,54 (s, 1H, H-4’), 7,34 (s, 1H, H-3’), 7,50 (m,

2H, H-5 e CH), 9,68 (s largo, 1H, OH). RMN-">C (CDCls) &: 113,15 (CH),
114.35 (CH), 126,32 (CH), 141,16 (CH), 149,09 O(C).

N,N-Dimetilamino acetoxima (68)"®

| \)\
/N \N/OH

Rend. 70 %. P.f. = 101 °C (P.f. lit."®® = 98-99 °C). IV (KBr, cm™): 3500-2500,
1645, 1480, 1272, 1033. RMN-"H (CDCl3) &: 1,94 (s, 3H, CHs), 2,23 (s, 6H,
2CHs), 2,95 (s, 2H, CH,), 8,13 (s largo, 1H, OH). RMN-"*C (CDCls) &: 12,39
(CH3), 45,31 (2 x CH3), 63,60 (CHy), 156,29 (C).
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Acido glioxalico oxima (98)"°

)

OH
NOH

Uma solucéo contendo 9,6 g de acido glioxilico monohidratado (104 mmol), 8,7
g de hidrocloreto de hidroxilamina (125 mmol), 10,2 g de acetato de sddio (124
mmol) e 25 mL de agua foi deixada sob agitacao por 16 h. Tratamento da
solugdo com éter (3 x 25 mL), seguido de combinagcdo das fases organicas,
secagem com NaySO,4 anidro e filtragdo em papel filtro, resultou na formagéo
de um composto branco. Recristalizagdo em éter/hexano gerou cristais brancos
na forma de agulhas. Rend. 90%. P.f. = 147-148 °C (P.f. lit." = 139-141 °C). IV
(KBr, cm™): 3440-2000, 1705, 1640.

Acetona oxima (94)'60-16?

NOH

Adicionou-se KOH 3M numa mistura reacional formada por 40 g de NH,OH.HCI
dissolvidos em 100 mL de acetona até que a solugao atingisse pH = 7,0,
seguido de refluxo por 90 minutos, levou a formagé&o de uma mistura contendo
duas fases. As fases foram separadas em funil de separacdo sendo que a
menos densa foi evaporada em evaporador rotatério para gerar 33 g de um
composto branco cristalino. Rend. 79%. P.f. = 65 °C (P f. lit.""° = 60-63 °C). IV
(KBr, cm™): 3360, 3190, 1677.

O-Benzil acetoxima (95)%

o

A uma solugéo formada por 14,6 g (200 mmol) de isopropil oxima, 6,2 g (270
mmol) de sbédio metalico e 400 mL de EtOH, sob atmosfera de nitrogénio,
foram rapidamente adicionados 24,3 mL de cloreto de benzila. A solugao
resultante foi deixada sob agitacdo por cinco dias. Evaporagao do solvente em
evaporador rotatorio resultou na formacdo de um oleo amarelo o qual foi
cromatografado em coluna de gel de silica (30 g de SiO4, 4 x 45 cm), utilizando

AcOEt/Hexano 5%, onde obteve-se 10,9 g de O-benzil acetoxima como um
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liquido incolor. Rend. 33%. IV (KBr, cm™): 3451, 3088, 3064, 3031, 2988, 2944,
2918, 2869, 1641, 1446, 1453, 1368, 1979, 1022. RMN-'H (CDCls) &: 1,90 (s,
6H, 2CH3), 5,10 (s, 2H, CHy), 7,38 (m, 5H, Ph).

N-Furfurilidenoetoxicarbonilmetilamina N-6xido (64)
? o
/o\ /NJJ\OCHQCH;;

255 mg de sédio metalico foram dissolvidos em 7 mL de EtOH anidro, sob Ny, e
entdo adicionados numa solugéo formada por 1,11 g de furfuraloxima (10,00
mmol), 1,11 mL de bromo acetato de etila (10 mmol) e 5 mL de etanol em
atmosfera de nitrogénio e agitagdo magnética. A mistura reacional foi mantida
sob agitagdo por 2 h a 40 °C. O solvente foi entdo evaporado e coevaporado
com acetona (mantendo o banho numa temperatura inferior a 40 °C) para
fornecer um sadlido branco. O sdlido foi entdo dissolvido em 20 mL de agua e
extraido com diclorometano (3 x 25 mL). As fases organicas foram combinadas
e secas com Na,SO, anidro e o solvente evaporado em evaporador rotatério
para gerar cristais. Recristalizacdo em éter resultou na formagédo de cristais
agulha transparentes. Rend. 75%. RMN-'H (CDCls) &: 1,30 (t, °J= 7,0 Hz, 3H,
CHs), 4,28 (q, 3H, 3J= 7,0 Hz, CHy), 4,74 (s, 2H, CH,), 6,52 (m, 1H, H-4), 7,25-
7,50 (m, 1H, H-3), 7,65 (m, 1H, H-5),7,86 (m, 1H, CH).

(E)-O-Benzil 2-piridina carboxima (92) "2

N

— N.

Foram adicionados 319 mg de O-benzil hidroxilamina hidrocloreto (90) (2
mmols) em uma solugéo contendo 212 mg de piridina carboxialdeido (2 mmol),
197 mg de NaOAc (2,4 mmol) em 5 mL de acetonitrila e deixados reagir por 24
h. Evaporagdo do solvente em evaporador rotatério, dissolugdo da mistura
sélida em 15 mL de CHxCI; e lavagens com 10% NaHCO; (3 x 5 mL), seguido
de secagem da fase aquosa com Na,SO, anidro, filtragdo e evaporagao
forneceu a oxima desejada na forma de um o6leo viscoso amarelado. Rend.
73%. RMN-"H (CDCls) &: 5,24 (s, 2H, CHy), 7,11 (m, 1H, H-5), 7,25-7,40 (m,
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5H, Ph), 7,52 (t, 3J= 7,6Hz, 1H, H-4), 7,72 (d, *J= 7,6Hz, 1H, H-3), 8,26 (s, 1H,
CH=N), 8,52 (m, 1H, H-6).

4.3 Hidroxilaminas

Método A

10 mmol do respectivo aldeido e 0,896 g de NH,OH.HCI (12,6 mmol) foram
adicionados a 7,5 mL de metanol aquoso 70%. A solugao foi ajustada para pH
= 6 com KOH 6M (utilizando pHmetro para monitoramento) e entdo adicionou-
se 0,322 g (5,10 mmol) de NaBH3CN, 15 mL de metanol, 5 mL de H,O e
deixou-se a mistura sob agitagdo por 3h. Em seguida, acidificou-se a solugéo
reacional para pH = 1,5 com HCI concentrado e deixou-se sob agitagao por 16
h. Evaporagao da solugao em evaporador rotatério até que a mesma atingisse
cerca de 15 mL, basificagdo do meio reacional para pH = 8 com KOH 6M,
tratamento com CHCIl, (6 x 30 mL) e nova evaporagdo do solvente em

evaporador rotatério forneceu a hidroxilamina primaria desejada.
Método B

Foram adicionados 2 mmols da respectiva oxima, 2,30 mmols NaBH3;CN e uma
ponta de espatula de alaranjado de metila em 20 mL de metanol e deixados
sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se HCI/MeOH 1:1 até a viragem do
indicador para rosa claro (cerca de 40 gotas, pH acompanhado por pHmetro
2,0-2,1) e a solugdo deixada sob agitagdo por 90 minutos. Evaporagao do
solvente seguido de dissolugdo da mistura soélida formada em 15 mL de
diclorometano e lavagens com Brine (3 x 5 mL), secagem da fase organica em
Na,SO,4 anidro, nova evaporacdo do solvente em evaporador rotatério e
recristalizacdo em misturas de acetato de etila/hexano forneceu a hidroxilamina

desejada.
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N-Benzil hidroxilamina (81)°%"'%

NHOH

Método A: rend. 45%. Método B: rend. 75 %. P.f. = 56°C (P.f. Iit.6"'%° = 58-59
°C). IV (KBr, cm™): 3274, 3169, 3081, 3030, 1497, 1453, 1426, 1348, 1065.
RMN-"H (CDCls) &: 4,00 (s, 4H, 2CHy), 5,20-6,80 (s largo, 1H, OH), 7,30 (s, 5H,
Ph).

4-(N,N-Dimetilamino)benzil-N-hidroxilamina (82)°
NHOH

N

|
Método A: 30 %. Método B: rend. 87%. P.f. = 89-90 °C (P.f. lit.®*= 78-83 °C). IV
(KBr, cm™): 3261, 3081, 1614. RMN-"H (CDCls) &: 2,93 (s, 6H, 2CHs), 3,93 (s,
2H, CHy), 6,70 (d, 2H, 3J= 8,6 Hz, Ar-meta), 7,19 (d, 2H, °J= 8,6 Hz, Ar-orto).

4-Metoxibenzil-N-hidroxilamina (83)°
NHOH

CH30
Método A: rend. 40%. Método B: rend. 95%. P.f. = 69-72 °C. IV (KBr, cm™):
3445, 3224, 3129, 2828, 2635, 1615, 1508, 1247. RMN-"H (CDCls) &: 3,80 (s,
3H, OCH3), 3,94 (s, 2H, CH,), 6,89 (d, °J= 6,0 Hz, 2H, Ph), 7,24 (d, °J= 6,8 Hz,
2H, Ph).
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3-Hidroxi-4-metoxibenzil-N-hidroxilamina (84)'®?

NHOH

HO
OCH;

Método A: rend. 85 %. IV (KBr, cm'1): 3354, 3266, 3130, 2840, 1606, 1519,
1282. RMN-H (CDCls) 5: 3,70-4,10 (m, 5H, CH, € OCHa), 6,90 (m, 3H, Ph).
Piperonal-N-hidroxilamina (85)'®®

NHOH

0
0

Método A: rend. 80%. IV (KBr, cm'1): 3313, 3082, 2998, 2895, 2795, 1607,

1502, 1486, 1445, 1254. RMN-H (D,0) 5: 4,14 (s, 2H, CH,), 6,00 (s, 2H, CH,),

6,97 (m, 3H, Ph).

Hidrocloreto de 2-Hidroxilaminometilpiridina (89)'%®"%°

| X
— NHOH .HCI
N

Foram adicionados 1,0 g (8,19 mmol) de piridina carboxima e 0,565 g de
NaBH3;CN (9,0 mmol) a 40 mL de AcOH/THF 2:1, sob agitagdo, a 0 °C. Apds a
adicao, a reacgao foi deixada a temperatura ambiente por 4 h e 30 minutos. A
solugéo reacional foi colocada em um banho de gelo e entdo adicionou-se KOH
6M até pH ~7 e extraiu-se com CH,Cl, (fase organica tornou-se vermelha).
Adicado de HCI gasoso precipitou um composto branco o qual foi filtrado em
bldchner. Recristalizagado em metanol do produto branco forneceu o composto
desejado o qual é estavel na geladeira. Rend. 25%. P.f.= 155 °C com
decomposigdo. IV (KBr, cm™): 3100-2200 (banda larga), 1611. RMN-'H
(D,O/DMSO0) &: 4,72 (s, 2H, CHy), 8,03 (t, 1H, 3J= 6,5 Hz, H-5), 8,06 (d, 1H, 3J=
8,0 Hz, H-3), 8,53 (t, °J= 8,0 Hz, 1H, H-4), 8,81 (3J= 5,8 Hz, 1H, H-6). RMN-"3C
(D20) &: 52,70 (CH), 129,26(CH), 130,70(CH), 144,66(CH), 146,33(C) e
148,53 (CH).
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Isopropil-N-hidroxilamina (97)'%*

NHOH.HCI

Método A: rend. 15%. P.f. = 75-78 °C (P.f. lit."® = 82 °C). IV (KBr, cm™): 3435,
3086, 2971. RMN-"H (CDCls) &: 1,11 (d, 6H, *J= 6,4 Hz, 2CH3), 3,18 (m, 1H,
3J=6,4 Hz, CH).

2-(N-Hidroxilamino)-2-metilpropanonitrila (65)>

>

NC~ “NHOH

20,24 g de NaCN (413 mmol) foram solubilizados em 66,8 mL de agua e entédo
adicionados gota a gota, sob agitagdo vigorosa, a temperatura ambiente, em
uma solugédo formada por 30,56 g de NH,OH.HCI (437 mmol), dissolvidos em
23,2 g de acetona e 120 mL de agua. A solucéo resultante foi deixada sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por 72 h. Filtragdo do sélido formado em
funil de buchner, seguido de recristalizacdo em éter de petréleo/éter etilico
resultou na formacéao de cristais brancos do produto esperado. Rend. 56%. P.f.
= 104-105 °C (P.f. Iit.>*® = 98-99 °C). IV (KBr, cm™): 3360, 3269, 3000, 2885,
2238, 1655, 1459, 1427, 1384, 1220, 1061.

Acido2-metil-2-N-hidroxilamino propanéico (66)>°
(0]

HOHN
>%\OH

30 mL de HCI 37% foram adicionados, a 0 °C, a 5 g de 2-(hidroxilamino)-2-
metilpropanonitrila (65) e a mistura resultante mantida em agitagéo por 4 h. A
solugéo azul formada foi deixada 16 h na geladeira (~6 °C) e entdo mantida a
temperatura ambiente por mais 60 h. Adicdo de 20 mL de H,O seguido de
refluxo por 6 h levou a formag¢ao de uma solugdo amarela. Evaporagao do HCI
e coevaporagao da mistura resultante com etanol a pressao reduzida levou a
formacdo de um sélido amorfo. Subsequente adicdo de acetona, filtragcdo do
solido branco obtido e lavagem com acetona resultou no porduto desejado.
Rend. = 24%. P.f. =170 -171 °C (P.f. lit.** = 170 - 171 °C).
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N,N-di-Benzil hidroxilamina (86)°"

SRS

A uma solugdo formada por 480 mg de benzaldoxima (4 mmol), 400 mg de
NaBH3CN (6,4 mmol), uma ponta de espatula de azul de bromocresol e 20 mL
de metanol foram adiciondos HCI 37%/MeOH 1:1 até a viragem do indicador
para verde e a solugao deixada sob agitagcao por 4h. Evaporagcéo do solvente
seqguido de adigdo de 15 mL de Brine e gotas de KOH 6M, extragdo com AcOEt
(3 x 20 mL), secagem da fase organica com Na;SO,4 anidro, evaporagao do
solvente em evaporador rotatério e recristalizagdo em éter/acetona forneceu a
N,N-di-benzil hidroxilamina almejada. Rend. 65%. P.f. = 118 °C (P.f. lit.°' = 118-
119°C). IV (KBr, cm™): 3223, 3086, 3028, 2856, 1494, 1453. RMN-"H (CDCls) &:
3,74 (s, 4H, 2CH,), 6,26 (s largo, 1H, OH), 7,31 (s, 10H, 2Ph).

O-Benzil hidroxilamina hidrocloreto (90)'"

O/\ONHZ.HCI

2,0 g de O-benzil acetoxima (95) e 3,5 mL de HCI 37% foram deixados sob
refluxo por 1 h. Filtragdo do precipitado e lavagens sucessivas com éter etilico
forneceu o produto esperado. Rend. 30 %. P.f. = 225 °C (P f. lit."'° = 238 °C). IV
(KBr, cm™): 3440, 2660, 1985, 1954, 1597. RMN-"H (D;0) &: 5,09 (s, 2H, CH,),
7,51 (s, 5H, Ph).

N-(t-Butoxicarbonil)-L-alanina-N-Hydroxiamida (101)"*"""

Método A

0,188 g de cloroformato de etila (27) (1,74 mmol) foi adicionado durante 5
minutos numa solug¢ao contendo 0,378 g de Boc-L-Ala (49) (2,0 mmol), 0,28 mL
de EtsN anidro e 4 mL de THF anidro, sob agitacdo e atmosfera de nitrogénio,
a -10 °C. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo, a -10 °C, por 20

minutos. Um segunda solucéao foi preparada contendo 0,198 g de hidrocloreto
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de hidroxilamina (2,8 mmol), 0,4 mL de EtsN (2,8 mmol) e 6,0 mL de DMF e
subsequentemente filtrada por sucg¢ao e adicionada na primeira solug¢ao a qual
foi mantida sob agitagéo, a temperatura ambiente, por 16 h. A mistura reacional
foi adicionada sobre uma solugcdo saturada de NH;Cl e entdo extraida com
AcOEt (2 x 20 mL). A fases organicas foram reunidas e lavadas com Brine (1 x
10 mL). Por sua vez, as fases aquosas foram agrupadas e extraidas com
diclorometano. Finalmente, as fases organicas foram reunidas, secas com

Na,SO4 anidro e o solvente evaporado para gerar o composto desejado.
Método B

100 mg de BOC-Prolina (115) (0,465 mmol) foram solubilizados em 3 mL de
diclorometano sem prévio tratamento, mantendo-se a solugédo a 0 °C. Em
seguida, adicionou-se 0,06 mL de NMM (10% excesso), uma ponta de espatula
de DMAP e 36 mg de NH,OH.HCI (10% excesso). A esta mistura foi adicionado
28 mg de cloreto cianurico 0,465 mg e entdo a mistura reacional foi aquecida
até a temperatura ambiente e mantida sob agitacdo por 12 horas. Filtragdo do
soélido formado em celite, seguido de lavagens sucessivas com HCI 1M (3 x 1,0
mL), secagem com NaySOy, filtragdo e evaporagcdo do solvente, resultou no

produto almejado.

Rend.: método A 54%; método B 80%.P.f. = 113 °C. IV (KBr, cm™"): 3342, 3295,
2985, 2917,1679, 1657, 1368, 1323, 1250, 1165. RMN-"H (DMSO) &: 1,25 (m,
12H, 4CHg), 4,17 (m, 1H, CH), 5,67. 8,14, 10,39 (3s, 2 NH e OH).

2-Cloro-4,6-di-metoxi triazina (118)"%*
Cl
N~ SN

AN

H;CO N~ "OCHjy
9,98 g de NaHCOs3; (3 equivalentes) foram dissolvidos em 15,6 g de metanol
(12,3 equivalentes) e 1,92 g de agua (2,7 equivalentes) e em seguida
adicionados 10 g de cloreto cianurico (39,6 mmol), a 35 °C. A mistura reacional

foi entdo mantida sob agitagéo, entre 30-40 °C, por aproximadamente 15 h.
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Adicdo de 50 mL de agua a solugao seguido de filtragcdo em filtro blchner,
lavagens sucessivas do filtrado com H,O (3 x 25 mL) e secagem da amostra a
30 °C sob vacuo por 3 h, forneceu um composto branco o qual deve ser
estocado a baixa temperatura. Rend. 60%. P.f. = 77-78 °C (P.f. lit."** = 78-79
°C).

4.5 Prolinas

N-(t-Butoxicarbonil)-L-prolinal (102)"**

Na

0,93 g de cloro-di-metoxi triazina (5,3 mmol), 30 mL de THF anidro, 0,66 g de
N-metilmorfolina (5,4 mmol) foram deixados sob agitagdo, a 0 °C. 1,14 g de
Boc-L-Pro (115) (5,3 mmol) em 10 mL THF anidro foi entdo lentamente
adicionado a solucdo e a mistura resultante mantida a 0 °C por 3 h. O sélido
formado foi filtrado sob celite e lavado sucessivamente com EtOH (3 x 10 mL).
Adicionou-se 50 mg de Pd-C 10% sob a solugao filtrada e conectou-se uma
bexiga contendo H, ao baldo. Apds agitagao a temperatura ambiente por 24 h o
catalisador foi filtrado em celite e o solvente evaporado a presséo reduzida. O
sélido foi entdo redissolvido em AcOEt e lavado sucessivamente com HCI 1M
(3 x 15 mL) e NaHCO3 5% (3 x 15 mL). A fase orgéanica foi seca com Na;SO4
anidro, para fornecer, apds filtracdo e evaporacdo do solvente, um odleo
transparente o qual foi passado numa coluna de SiO, utilizando-se uma mistura
de AcOEt/Hex 20% em sistema flash (altura da coluna = 12 cm; didmetro = 2,5
cm, Rf aldeido = 0,35, aliquotas ~20 mL)'®®. Rend. 50%. EM, m/z 170 (M+ -
CHO),142 (30), 114 (92), 70 (100), 57 (96), 41 (61); EM (lit."**, m/z 170 (M+ -
CHO), 114 (41), 70 (100), 57 (81). IV (flme, cm™) 3441, 2976, 2934, 2879,
2775, 1738, 1694, 1400, 1368, 1164. RMN-'H (CDCls) &: 1,35 e 1,40 (2s, 9H,
C(CHs)3), 1,68-2,01 (m, 3H, CHy), 2,02-2,53 (m, 1H, CHy), 3,26-3,58 (m, 2H,
CH,), 4,00-4,30 (m, 1H, CH), 9,40 e 9,50 (d, 1H, ®J= 2,8 Hz e m, 1H, juntos
0,5H, CHO), 9,5-10 (m, 1H, OH).
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N-(t-Butoxicarbonil)-L-prolinaldoxima (115)'®

137 mg (1 mmol) de BOC-prolinal (102) foram dissolvidos em 2 mL de etanol.
Em seguida, adicionou-se 165 mg de acetato de sodio (2 mmol) e 139 mg de
NH,OH.HCI (2 mmol). Deixou-se a solugdo sob agitagdo por 12 h.
Subsequente evaporagdo do solvente, seguido de dissolugdo da mistura
formada em 5 mL de acetato de etila e lavagens sucessivas com NaHCO3 (2 x
3 mL) e agua (1 x 3 mL) forneceu, apds secagem da fase organica com sulfato
de sddio, filtragao e evaporagao do solvente, um produto oleoso amarelo. Apds
algumas semanas sobre a bancada, este 6leo formou um sélido branco. O
produto oleoso foi ainda purificado por cromatografia em coluna de SiO4
utilizando-se uma mistura de AcOEt/Hex 20% em sistema flash (altura da
coluna = 13 cm; didmetro = 2,5 cm, Rf oxima = 0,35, aliquotas ~10 mL)"®°.
Rend. 55%. EM, (m/z) 214 (M+), 158 (66), 114 (75), 97 (63), 70 (94), 57 (100),
41 (87); EM (Iit."*®) (m/z) 214 (M+), 158, 141, 114, 97, 70, 57, 41. IV (fiime, cm™
"): 3360, 2976, 2934, 2881, 1746, 1698, 1397, 1367, 1165, 1122. RMN-"H
(CDCl3) 5: 1,48 (s, 9H, C(CHs)3), 1,80-2,45 (m, 4H, CHy), 3,25-3,60 (m, 2H,
CH,), 4,30 (m, 1H, CH),7,30-8,00 (m, 1H, CH), 9,5-10 (m, 1H, OH). RMN-"*C
(D20) 8:23,62 (CHy), 27,61 (3 x CH3), 30,95 (CH;), 46,74 (CH,), 58,65 (CH),
82,13 (C), 155,84 (C=N), 172,57 (CO).

L-prolinaldoxima (104)

O\//NOH

N
I

H
2 mL de acido trifluoroacético foram adicionados a uma solucédo formada por
250 mg de Boc-L-Pro oxima (103) e 2 mL de CHxCl,, a 0 °C. A solugéo foi
deixada sob agitacdo, a temperatura ambiente, por 3 h. Evaporacdo do
solvente em evaporador rotatério resultou na formagdo de um dleo amarelo
claro. Rend. 95%. IV (filme, cm™): 3432, 2989, 1740, 1677, 1425, 1197. RMN-
'H (D,0) 8: 2,10-2,30 (m, 3H, CH,), 2,45-2,72 (m, 1H, CH,), 3,45-3,65 (m, 2H,
CHy), 4,27-4,35 (m, 1H, CH).
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N-(t-Butoxicarbonil)-L-prolina acido hidroxamico (105)"

s

0,188 g (1,7 mmol) de cloroformiato de etila (27) foi adicionado durante 5
minutos numa solug¢do contendo 0,460 g de Boc-L-Pro (115) (2,0 mmol), 0,28
mL de Et;N anidro e 4 mL de THF anidro, sob agitagdo e atmosfera de
nitrogénio, a -10 °C. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo, a -10 °C, por
20 minutos. Uma segunda solugdo foi preparada contendo 0,198 g de
hidrocloreto de hidroxilamina (2,8 mmol), 0,4 mL de EtsN (2,8 mmol) e 6,0 mL
de DMF e subsequientemente filtrada por succdo e adicionada na primeira
solucdo a qual foi mantida sob agitagdo, a temperatura ambiente, por 16 h. A
mistura reacional foi adicionada sobre uma solu¢ao saturada de NH4Cl e entao
extraida com AcOEt (2 x 20 mL). A fases organicas foram reunidas e lavadas
com Brine (1 x 10 mL). Por sua vez, as fases aquosas foram agrupadas e
extraidas com diclorometano. Finalmente, as fases organicas foram reunidas,
secas com Na,SO, anidro e o solvente evaporado para gerar o composto
desejado. Teste do FeCl; positivo. Rend. 60%. P.f. = 168-169 °C. P.f. lit."" =
164-167 °C. IV (KBr, cm™): 3215, 3034, 2912, 2986, 2883, 1688, 1676, 1414,
1159. RMN-"H (CDCl3) 8: 1,45 (s, 9H, C(CHas)s), 1,98 (m, 3H, CH>), 1,85-2,50
(m, 1H, CHy), 3,39 (m, 2H, CHy), 4,29 (m, 1H, CH), 8,42 e 9,88 (d largo, 2H, OH
e NH).

L-Prolina &cido hidroxamico (106)""

NHOH
%

|
L0

2 mL de acido trifluoroacético foram adicionados a uma solucédo formada por
250 mg de Boc-L-Pro acido hidroxamico 105 e 2 mL de CH.Cl,, a 0 °C. A
solucao foi deixada sob agitacao, a temperatura ambiente, por 3 h. Evaporacao
do solvente em evaporador rotatorio resultou na formagdo de Oleo
transparente. O oleo foi purificado por cromatografia em coluna de SiO4
utilizando-se misturas de metanol-cloroférmio para resultar num soélido branco

cristalino. Rf = 0,1 (metanol/cloroférmio 20%). Rend. 85%. Teste do FeCl;
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positivo. EM, (m/z) 131 (M+), 113 (6), 70 (100), 44 (70), 43 (82). IV (filme, cm™):
3427, 2985-2400, 1676. RMN-'H (D,0) &: 1,84 (m, 3H, CHy), 2,18 (m, 1H, CH,),
3,18 (m, 1H, CHp)e 3,26 (m, 2H, CHy), 3,95 (dd, J = 2,8 e 6,4 Hz, 1H, CH).

N-(t-Butiloxicarbonil)-L-alanil-L-prolina benzil éster (130) 243

R
#Owg“fgo 0

A uma solugdo formada por 724 mg (3,00 mmol) de prolina benzil éster 127,
733 mg de DMAP (6,00 mmol) e 567 mg (3,0 mmol) de Boc-Ala 49 em 7 mL de
CHCl, anidro, a 0 °C, foi adicionado 1,2 mL (aprox. 4,5 mmol) de DIC. A
mistura reacional foi entdo deixada sob agitacdo por 16 h, a temperatura
ambiente. Filtracdo em celite seguido de dissolugédo do filtrado em 10 mL de
CHCI; e subsequente lavagens com NaHSO4 1M (3 x 3,0 mL), NaHCOs3 (sat) (3
x 3,0 mL) e Brine (1 x 3,0 mL) resultou, apés secagem da fase organica com
Na,SO, anidro e evaporacao do solvente em evaporador rotatério, na formacéao
de uma mistura contendo um oleo transparente e pequenos cristais agulha.
Nova dissolucdo da mistura em CH.CIl, e subsequente filtracdo dos cristais
insoluveis, seguido de cromatografia em coluna (diam. 4,0 cm, alt. 12 cm,
AcOEt/Hexano 30 %, Rf = 0,35), forneceu 830 mg do composto desejado BOC-
prolina benzil éster (130) como um 6leo transparente. Rend. 74%. IV (filme,
cm™): 3320, 2974, 1745, 1707, 1650, 1502, 1448, 1248, 1170. RMN-"H (CDCls)
d: 1,25 (m, 3H, CHs3), 1,39 (s, 9H, C(CHj3)3), 1,98 (m, 3H, CHy), 2,17 (m, 1H,
CHy), 3,57 (m, 1H, CHy), 3,65 (m, 1H, CHy), 4,42 (m, 1H, CH), 4,57 (m, 1H,
NCH(CH5)CO), 5,05 (d, 1H, 2J = 12 Hz, CH,Bn) 5,15 (d, 1H, 2J = 12 Hz,
CH,Bn), 5,37 (m, 1H, NH), 7,31 (m, 5H, Ph). RMN-"*C (CDCls) &: 18,45 (CHs),
25,08 (C*H,), 28,55 (C(CHs)s), 29,09 (CH,), 46,93 (C°Hy), 47,90 (CH), 59,02
(C?H), 67,05 (CH.Ph), 79,65 (C(CHs)s), 128,10 (2CH), 128,26 (CH), 128,51
(2CH), 135 (C), 155,26 (CO), 171,90 (2 CO).
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N-(t-Butoloxicarbonil)-L-alanil-L-prolina (131)"*

OH

Uma mistura formada por 780 mg de N-(t-butiloxicarbonil-L-alanil-L-prolina
benzil éster, 25 mL de metanol e uma ponta de espatula de Pd-C 10 % foi
deixada 24 h sob agitacdo em atmosfera de hidrogénio (50 psi), a temperatura
ambiente. Filtragcdo do Pd-C em celite seguido de evaporagdo do solvente
forneceu 550 mg de N-(t-butoxicarbonil)-L-alanil-L-prolina (131). Rend. 93
%. P.f. = 140 °C (P.f. lit."** = 136-139 °C) IV (KBr, cm™): 3358, 2984, 1692,
1674,1648, 1528. RMN-'"H (CD;OD) &: 1,18 (m, 3H, CHs), 1,28 (m, 9H,
C(CHs)3), 2,02 (m, 3H, CHy), 2,26 (m, 1H, CHy), 3,66 (m, 1H, CH), 3,78 (m, 1H,
CHy), 4,28 (m, 1H, CH), 4,38 (m, 1H, CH).

2-Metoxicarbonil-etil prolinato de metila (135)"%™

(HOCH?’
O N
A

o)
HaCO

A uma solucao formada por 1,65 g (10 mmol) de prolinato de metila cloridrato
(137) em 20 mL de CH.CI, foram adiconados 2,5 g K.CO3; e deixados sob
agitacédo por 20 minutos. A mistura foi filtrada e o sdlido lavado trés vezes com
CH.Cl, e concentrado em evaporador rotatério até que solugédo atingisse
metade de seu volume. A solucéo resultante foi entdo adicionada sobre 20 g de
silica para CCD previamente tratada (10 minutos a 120-130 °C sob pressao
reduzida), seguido de adigao de 4,5 mL (50 mmol) de acrilato de metila (138). A
reacéo foi mantida por 16 h a temperatura de 60 °C. Dissolucdo da mistura em
150 mL de metanol, seguido de filtracdo da silica, resultou na formacgao de 800
mg de 2-metoxicarbonil-etil prolinato de metila. Rend. 37%. IV (KBr, cm™):
2953, 2837, 1738, 1437, 1262, 1197, 1174. RMN-"H (DMSO). &: 1,74 (m, 1H,
CH,), 1,83 (m, 2H, CH,), 2,02 (m, 1H, CH,), 2,34 (q, 1H, 3J= 8,4 Hz, CH,), 2,45
(t, 3J= 7,6 Hz, 2H, CHy), 2,67 (m, 1H, CH;), 2,97 (m, 1H, CHy), 3,07 (m, 1H,
CHy), 3,16 (m, 1H, CH), 3,57 (s, 3H, OCH3), 3,64 (s, 3H, OCHy).
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5. CONCLUSOES

1. Foi desenvolvida uma metodologia geral para preparagdo de um
conjunto representativo de possiveis agentes miméticos de Ala-Lac
utilizando-se condigdes brandas, reagentes simples e de baixo custo.
Esses depsipeptideos modelos poderdo ser utilizados na avaliagao e
identificacdo de compostos nucleofilicos potenciais capazes de clivar
seletivamente a ligacdo éster no depsipeptideo Ala-Lac liberando a

por¢cao modificada (lactato) do peptidoglicano.

2. Apesar dos rendimentos obtidos para preparacdo das N-aril
hidroxilaminas pelo método B (sem isolamento da oxima) serem
menores do que os rendimentos globais (considerando a etapa de
formagdo da oxima e posterior redugdo), esta estratégia pode ser
adequada quando o objetivo € apenas a obtenc¢ao das N-hidroxilaminas,
bem como se os aldeidos de partida forem comercialmente disponiveis,

de baixo custo ou facilmente preparados.

3. A redugao de oximas utilizando NaBH3CN parece ser a estratégia mais
adequada para preparacdo de N-hidroxilaminas quando n&o existam

grupos capazes de sofrerem modificagcdes em meio acido.

4. A metodologia para preparagcdo de N-di-aril hidroxilaminas a partir da

redugao das respectivas oximas em pH 4 nao parece ser geral.

5. Foram observados, nos espectros de infravermelho de algumas reagdes
envolvendo amino-oximas, a presenca de picos na regido de 2550-2250
cm™, os quais podem ser atribuidos a ligacbes envolvendo atomos de
boro e nitrogénio. Portanto, especula-se que estejam sendo formados
complexos bidentados estaveis envolvendo o redutor NaBH3;CN e as
amino-oximas de cadeia aberta e que este seja o fator responsavel pela

nao formacao das amino N-hidroxilaminas.
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6. A prolina oxima 104, bem como o acido prolina hidroxamico 106 sao
moléculas que preenchem os requisitos de compostos contendo em sua

estrutura um a-nucledfilo juntamente de um grupo basico.

7. Nao foi possivel proceder a acilacado de derivados da prolina contendo
grupos nucleofilicos como a fungéo oxima e acido hidroxamico. Portanto,
as acilacbes devem ocorrer utilizando-se derivados da prolina O-

protegidos.

8. Apesar da baixa citotoxidade apresentada, os percentuais de inibicao
para todos os compostos avaliados frente a cepas de HSV-1 29R
(resistente ao aciclovir) e KOS foram baixos. Portanto, os derivados

estudados ndo se mostraram promissores como drogas anti-herpéticas.
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Espectro 33 - IV (KBr, cm™) para o derivado 56a.
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Espectro 50 - RMN-'H 200 MHz em CDCI4/D,0 para o derivado 75.
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Espectro 55 - IV (KBr, cm™) para o derivado 60.
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Espectro 56 - RMN-'H 200 MHz em CDClI; para o derivado 64.
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Espectro 70 - RMN-'H 200 MHz em CDCI3/D,0 para o derivado 83.
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179



— ’—' - A T T T s
el

&. 0 5.0

ppm

| | =
| > NHOH HCI
™
89
Al )
ot Nl it '**rk-.wm.,'--.nm\-"\1m'W.«-r-ﬁ-‘-M-.w‘e\wWmw.fN-ra-\nrf.'mubm,uwmw.mxmmw-.\a&w‘vmﬂ-w) Hena,
. : : S— I : r : ,

150 140 130 1z 115 ° g g ke 7 Be 50

ppm

Espectro 77 - RMN-*3C 50 MHz em CDClI; para o derivado 89.
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Espectro 83 - RMN-'H 200 MHz em CDCI3/D,0 para o derivado 86.
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