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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma rota sintética que permitiu a obtencao de
trés intermediarios que poderdo ser empregados de forma convergente na sintese
total da Tamandarina B, um ciclodepsipeptideo isolado na ilha de Tamandaré, litoral
do Rio de Janeiro, e que apresenta atividade antitumoral, antiviral e
imunossupressora. Durante a elaboracao deste estudo, uma nova metodologia para
acoplamento de aminoacidos N-metilados foi desenvolvida e aplicada com eficiéncia
a cada um dos fragmentos pesquisados, apresentando resultados compativeis aos

obtidos com reagentes comerciais de alto valor agregado.
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ABSTRACT

A new alternative synthetic route to obtain three synthons has been
developed, which can be useful to the total synthesis of Tamandarin B, a
cyclodepsipeptides isolated from a marine tunicate, which presents
immunosuppressive, antiviral and antitumor activity. A new methodology to the
coupling of N-methylated amino acids has also been developed and efficiently
applied to every synthon searched, presenting similar results as the ones obtained by

using expensive reagents.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Depsipeptideo e Tamandarinas Ae B

Depsipeptideo sao oligbmeros similares aos peptideos, mas o0s a-
aminoacidos nessas estruturas sao parcialmente ou completamente substituidos por
hidréxi-acidos e as ligacoes peptidicas substituidas por ésteres (RIGUERA, 1999).

Tamandarinas A e B (1) e (2), (Figura 01) sao dois novos ciclodepsipeptideos
isolados de uma ascidea da familia Didemnidae, invertebrado marinho recolhido na
ilha de Tamandaré, litoral do Rio de Janeiro (Figura 02). Suas estruturas moleculares
sao similares a estrutura da Didemnina B (3), um potente antiviral, imunossupressor

e antitumoral (FENICAL, 2000).

OMe OMe
(BYC)
N
(lrf Mon"l °
N oL _NH | ¢ oL .Me

.NHR,

Didemnina B (3)

(o]
R1— ~ NJJ\/

Ro= CH; Tamandarina A (1)
R,= H Tamandarina B (2)

Figura 01: Estruturas das Tamandarinas A e B e Didemnina B
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Figura 02: Invertebrado marinho do qual foram isoladas as Tamandarinas A e B

1.2 — Nomenclatura dos ciclodepsipeptideo

As Tamandarinas diferem estruturalmente das Didemninas por possuirem o
acido a-hidréxi-isovalérico (Hiv) ao invés do acido a-(a-hidréxi-isovaleril)-propiénico
(Hip), unidade presente em todas as Didemninas do mesmo género. A Tamandarina
B apresenta o residuo norestatina ao invés do residuo isoestatina, como na
Tamandarina A.

O macrociclo é numerado a partir da unidade isoestatina ou norestatina, como
residuo 1, Hiv como residuo 2, e assim por diante. A treonina é o residuo 6 e o N-
Me-D-Leucina pertencente a cadeia lateral sdo numerados consecutivamente. Essa
conversdao permite uma conveniente descricdo dos macrociclos, sem causar

equivoco (Figura 03), (JOULLIE, 2002a).

N, O-Me,Tyr®
OMe

N-Me-D-Leu?

Leu®

(2)-Hiv? O OH

Est’

Tamandarina B (2)

Figura 03: Nomenclatura das Tamandarinas A e B
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1.3 — Atividade biolégica das Tamandarinas Ae B

A homologia estrutural da Tamandarina A com as Didemninas permite
antecipar a similaridade nas atividades biologicas, ja conhecidas na substancia 3. O
extrato desse invertebrado marinho conseguiu inibir in vitro a multiplicacdo das
células cancerosas de mama, ovario, prostata, pulmao, rins e pescogo. A
Tamandarina A reteve os niveis de atividade antitumoral (1 a 2 ng/mL) inibindo a
biosintese de proteinas em células tumorais (JOULLIE, 2001a). A baixa
concentragdo de 7 e 2 no extrato impede que a atividade biolégica seja
completamente investigada. Particularmente, ndo é possivel dizer, categoricamente,
se a Tamandarina A reproduz todas as atividades bioldgicas apresentadas por 3, in
vitro e in vivo. O que se sabe até o momento € que a Tamandarina A apresentou
niveis compativeis de citotoxicidade quando comparada com a Didemnina B (Tabela

01), (FENICAL, op.cit.).

Tabela 01: Valores de citotoxicidade em células tumorais, ICsg

Tamandarina A Didemnina B
(ng/mL) (ng/mL)
carcinorgiggr;creético 1,79 2.00
cancer de prostata 1,36 1,53
pescogo 0,99 1,76

Embora, o perfil biolégico e o mecanismo de acdo das Didemninas e
Tamandarinas ainda nado estejam completamente elucidados, acredita-se que a
cadeia lateral seja responsavel pela determinagdo da atividade bioldgica desses

macrociclos. Estudos comparativos foram realizados a partir de analogos sintéticos,
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tanto das Tamandarinas quanto das Didemninas (Figura 04), e os resultados
demonstram que as Tamandarinas sintéticas apresentam niveis de atividade

imunossupressora superiores as apresentadas pelas Didemninas sintéticas (Tabela

02), (JOULLIE, 2001a).

OMe OMe
o :
N O...Me
(o) "
S NHR;
NH
YOy L
(o)
R,= CH3 Tamandarina A (1) Didemnina B (3)

R,= H Tamandarina B (2)

Ry= CHs Q 0 Dehidrodidemnina B
Dehidrotamandarina A (4) Rq= DR 'ﬂ%}kﬂ/ (Aplidina) (7)
e

Of\le

Ro= CHs3 o] o : C|>

[Hiv?] DidemninaM (5) R,= N Nkr \HANJ\ )& Didemnina M (8)
| H o

Rz: CH3 R1
N-Propil [Hiv?] Didemnina A (6) N-Propildidemnina A (9)

Figura 04: Anélogos das Tamandarinas e Didemninas
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Dehidro-didemnina B (Aplidina) (7), que contem o residuo piruvila ao invés do
grupo lactila como em 3 apresentou dez vezes mais cardiotoxicidade, enquanto que
a Didemnina B apresentou baixos indices nos testes preliminares. Ja a Didemnina M
(8) que tem a cadeia lateral alongada, mostrou resultados excepcionais com relacéao
a atividade imunossupressora, apresentando 0,76 pM de 1Cso. N-propildidemnina A
(9) que nao possui o grupo lactila, apresentou citotoxicidade compativel a Didemnina

B, (Tabela 02).

Tabela 02: importancia da cadeia lateral na atividade biolégica dos macrociclos

Atividade Citotoxicidade/ICsg

Substancias analisadas . .
imunossupressora contra células P388

Didemnina A 0,98 nM 11,0 nm

Didemnina B (3) 0,42 nM 1,80 nM

Dehidro-didemnina B

(Aplidina) (7) 0,38 nM 0,18 nM

Didemnina M (8) 0,00076 nM 1,50 nM

A Tamandarina B e os analogos sintéticos 4, 5 e 6 foram expostos ao contato
com diferentes grupos de células por um periodo de 48 h e as medidas do grau de

inibicdo foram realizadas (Tabela 03).

Tabela 03: Grau de inibigdo em testes preliminares

Substancias analisadas Grau de Inibicao 50% das Células
(IGs0) mortas (LCso)
Didemnina B (3) 13 nM 3,8 UM
Tamandarina B (2) 2,3nM 1,4 uM
Dehidro-tamandarina A (4) 1,0 nM 2,7 M
[Hiv®] Didemnina M (5) 4,0 nM 7,6 uM

N-propil [Hiv2] didemnina A (6) 16 nM 10,2 uM
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Os dados de citotoxicidade mostram que a Tamandarina B é mais ativa que a
Didemnina B e que a Dehidro-tamandarina A exibe um potencial dez vezes maior
que a Didemnina. Ambos [Hiv?] didemnina M e N-propil [Hiv?] didemnina A possuem
citotoxicidade compativel, embora, a atividade imunossupressora de 5 ainda esteja
sendo testada. As modificacbes realizadas na cadeia lateral destes
ciclodepsipeptideos constituem uma forte evidéncia de que as Tamandarinas A e B
apresentam as atividades bioldgicas ja investigadas nas Didemninas, ao longo dos
mais de 20 anos de pesquisa (RINEHART, 1981; GERWICK, 1987; LI, 1992;

WATTERS, 1993; WIPF, 1995).

1.4 — Primeira sintese total da Tamandarina A

A primeira sintese total do ciclodepsipeptideo, Tamandarina A, apresentada
por Joullié et al possui trés fragmentos importantes como podem ser vistos na

analise retrossintética abaixo (Figura 05), (JOULLIE, 1999).

OMe

0 (0]

S

Cadeia lateral

OMe

OP O

: \NHBoc : \/(
01 ' \/Y'\*o COH
o NHCbz

NHCbz ~ SEMO P TIPS
(10) )

Figura 05: Andlise retrossintética da Tamandarina A
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A desconexdo do macrociclo gerou um tetrapeptideo 70 e o derivado Hiv-
isoestatina, fragmento 77. A cadeia lateral, constituida pelos aminoacidos L-Me-
leucina, L-prolina e o acido (S)-lactico, foi o ultimo fragmento manipulado nesta
sintese total, permitindo durante todo o processo que o planejamento sintético fosse

convergente.

1.4.1 — Sintese do tetrapeptideo 70

A primeira parte dessa sintese envolve o acoplamento dos aminoacidos Cbz-
Leu-OH e L-Pro-OMe empregando DCC que apds a hidrélise gera o acido
carboxilico 12.

O préximo passo foi efetuar a dialquilagdo da tirosina protegida na presenca
de um catalisador para transferéncia de fase. O Boc-L-treonina foi estrategicamente
protegido com cloreto de 2-(trimetilsilil)-etoximetila (CI-SEM), sendo em seguida
acoplado, via procedimento de Yamaguchi, ao Cbz-N,O-dimetil-L-tirosina, gerando
um éster. O tetrapeptideo pode ser concluido apds a hidrogenacao catalitica do
respectivo éster, gerando a amina secundaria 13 que, em presenca do acido 12 foi

acoplado em bom rendimento com BOP-CI (JOULLIE, 1990), (Esquema 01).
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0
Y\HLOH " %om ab %OH
NHCbz ) o
H O o
NHCbz (12

0 o
/@/\l)‘\ OH _c /@/\l)J\ OH
HO NHCbz MeO e “Chz f 0 0
e,
MeO Mme’ H

OH O o
/\l)LOH _d> /\l)J\OSEM (13)
NHBoc NHBoc
OMe

I\Ille
%N o
Mo %6 OJ\l/U\OSEM
NHCbz NHBoc

(10)

(a) DCC, HOBt, NMM, DCM, 96%; (b) LiOH, 0 °C, 94%; (c) 1. Me,SO4,
KOH, BusN*HSO4, THF, 2. H,0, 85%; (d) SEM-CI, Li,CO;, DMF, 52%;
(e) Cloreto de 2,4,6-Triclorobenzoila, THF, 2. DMAP, Benzeno, 81%; (f)
H,, Pd/C; (g) 1. (12), BOP-CI, EtzN, DCM, -15 °C, 2. Amina (13), Et3N, 0 °C, 85%.

Esquema 01: Sintese do tetrapeptideo 70 a partir dos aminoacidos protegidos

1.4.2 — Sintese da Hiv-isoestatina (71)

A sintese do fragmento 77 foi iniciada com a protecdo do aminoacido D-
isoleucina com Cbz. Apds uma investigacdo exaustiva, a condensagdo do éster
ativado 74 com o enolato de litio gerou o B-cetoéster 15. A etapa-chave dessa
sintese envolve a reducdo seletiva da cetona com KBH4 gerando uma mistura
diastereoisomérica de razao 11:1. O isolamento de 716 permitiu confirmar que a
estereoquimica do estereoisémero majoritario em C 3 é (S), a partir das constantes

de acoplamento geradas pela oxazolidina (J12 = 5,0 Hz) 17. A convers&o da hidroxila
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secundaria ao éter protegido, seguida da hidrélise em 18 levou ao acido carboxilico

19 sem comprometimento dos centros estereogénicos (Esquema 02).

- 0 : 0
- a = b
\/\:)J\OH —_— \/\:)J\OH —
NH, NHCbz
<" OPfp — ~ OMe -2
(149) NHCbz (15) NHCbz
= OH O
A AN CbzN" "0
- OMe — | i
(16) NHCbz |-| |-| OCH;
(7) 1 H2
fl J1,2=5,0 Hz
= OTPS O - OTPS O
z g =
z OMe —> v OH (19)
NHCbz (18) NHCbz
(@) Cbz-OSu, Et;N, DCM, 0 °C - ta (99%); (b) Pentafluorofenol, EDC.HCI, DMAP, DCM,

0 °C - ta; (c) LICH,CO,Me, THF, -78 °C (80% nas duas estapas); (d) KBH;, MeOH, -30 °C - 0 °C;
(e) 2,2-Dimetéxipropano , TsSOH,THF, t.a (75%); (f) TIPSOTH, 2,6-Lutidina, DCM, t.a (94%); (g) MeOH:THF:H,O (1:1:1),
0 °C - t.a (95%).

Esquema 02: Sintese da isoestatina a partir da D-isoleucina

Com o &cido carboxilico 19 em maos, o proximo passou foi gerar o acido
hidréxi-isovalérico (20) a partir do aminoacido correspondente. Nesta etapa da
sintese, um cuidado especial teve que ser tomado, j& que algumas tentativas
anteriores, onde (SEM) foi usado como grupo de proteg¢do do acido 20, um produto
majoritario de lactamizacao foi obtido apés o acoplamento com DCC e o mesmo
observado quando o éster foi ativado com (Pfp) (Esquema 03) (FENICAL, 2000). O
problema pode ser contornado quando brometo de alila foi empregado na

esterificagéo de 20 (Esquema 04).
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o o) o]
_INH,S0, SEMCI, ET;N
OH Nano2 )\l/u\ OH ~Tro°cta )\|)J\OSEM

NH, OH (20) 4% OH

: orPO - OTIPS

- OH : - OTIPSO

NHCPZ - : . = OSEM

Condigdes Csz M (0]
A 0 NHCbz = o]

Condigoes A% B%
DCC, DMAP, Tolueno 20 10
0°C-t.a
PFP, DMAP, Et;N 5 15

0°c

Esquema 03: Formacao do produto de lactamizacéao

o o)
)Ymo“ . )\l)kcm e
NH, OH

(20)
(o) : oTIPSO
)\l)k 0/\/ _° o \/\Z)\/U\O o\/\
OH NHCbz o)

(21)
d l__> (1)
(a) 1N H,SO,4, NaNO,, 0 °C-t.a (78%); Brometo de alila, DMF,

K,COj3, Bu,Nl, t.a (96%); (c) 19, DCC, DMAP, 0 °C-t.a (65%),
(d) Pd(PPhs),, Morfolina, THF, t.a.

Esquema 04: Sintese do fragmento 17 a partir do éster alilico

Nesta etapa, a clivagem seletiva dos grupos de protecado nos fragmentos 70 e
11 e a escolha dos reagentes de acoplamento foram fundamentais para o sucesso
da sintese do macrociclo (Esquema 05). O desenvolvimento dessa estratégia
sintética permitiu que analogos das Tamandarinas A e B fossem sintetizados e

utilizados em testes farmacolégicos que estdo em desenvolvimento (Figura 04).
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11

OMe

OMe

I\Ille
<1(N
a
(1) 2 /k—é

N
(0]
(0]
NH, SEMO
I\Ille
N

(Nlm
o \NHB
St hasu
NH HN (0} ﬂ» Tamandarina A

O OW'/,I
(o) OTIPS

(a) Hy, Pd/C, AcOEt/MeOH (98%); (b) acido ativado com Pfp, DIEA, DMAP, DCM, 0 °C - t.a (96%);
(c) MgBr,.Et,0, DCM, -15 °C - 0 °C; (d) H,, Pd/C, AcOEt/MeOH (1:1), t.a; (e) HATU, DMF,
DIEA, t..a (63% nas trés etapas); (f) HCI(g), AcOEt, -30 °C - t.a; (g) Cadeia lateral, BOP,
NMM, DCM, 0 °C - t.a (56% nas duas etapas)

Esquema 05: Sintese total da Tamandarina A

1.5 — Grupos de protecao e racemizacao de aminoacidos

A manipulacdo de aminoacidos em Sintese Orgéanica

pode ser um

obstaculo desafiador, levando em conta que a acidez do hidrogénio a a carbonila

podera favorecer a racemizagdo durante a introducdo e remocdo dos grupos de

protecdo com um certo grau de facilidade (Figura 06). A escolha dos grupos de

protecdo, que geralmente depende da sequiéncia do peptideo, define toda estratégia

sintética (HECHT, 1998). Por esta razdo, é fundamental que estes grupos sejam

ortogonais e de facil remoc¢ao ao término da sintese.
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Figura 06: Racemizacao de aminoacido

O uso do benzilbéxicarbonil (Cbz) e 9-fluorenil-metéxicarbonil (Fmoc) como
grupos de protecao temporarios de aminas primarias e secundarias e especialmente
para aminoacidos, foi uma importante ferramenta no progresso da quimica de
peptideos (KOCIENSKI, 1994 e GREENE, 1999). Estes carbamatos, bem como o
tert-butdxicarnonil (Boc), sdao muito Uteis na minimizagcdo da racemizagao,
geralmente favorecida pela formacdo de oxazolonas, quando aminoacidos N-

acilados estdo presentes (NAGERA, 2002), (Figura 07).

H
N H H
™G IR et SR NP NP N~-H
o) O —>wc\’j\[ —_~wc\’r\[—_~wf:\(
NG o 0\, 0, 0N,
X = halogénio ¢ l
H R
L R L H
o COHN" GO e COHN" GO

Figura 07: Formacao de oxazolonas a partir de aminoéacidos protegidos

A situacdo torna-se mais critica e um cuidado especial deve ser tomado,
quando o aminoacido é protegido com (Boc) e ao mesmo tempo N-metilado. Devido
a velocidade de acoplamento ser mais lenta, o substrato ativado, favorece na

presenca de uma base, o processo de formacao do ion oxazoldnio, que por sua vez
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decompbéem-se ao N-carbédxianidrido 22, através da perda do cétion tert-butila

(CHAMBERLING, 1997 e COSTE, 1994), (Figura 08).

R R R
Boc-. OH __Ativacao @ )\/40
CH; O }o o)
u9) .
L _ N-Carboxianidrido (22)

Figura 08: Formagao do N-carbdxianidrido

Embora, algumas dificuldades possam ser detectadas ao longo de uma
estratégia sintética, a grande vantagem € que estes grupos de protecdo podem ser
clivados de forma branda sob diferentes condi¢cées de reacdo. Para a introdug¢édo do
grupo protetor (Boc), o reagente mais Util € o tert-butildicarbonato (Boc).O, enquanto
que para o (Cbz) e (Fmoc) sao usados seus correspondentes cloroformiatos. Mas,
por serem instaveis, apresentarem alto grau de toxicidade e favorecerem reacdes
colaterais, o uso de seus respectivos succinimidatos (Cbz-OSu e Fmoc-Suc) tem
sido particularmente util, promovendo a N-protecao na auséncia, inclusive, de base.

Os aminoacidos protegidos nem sempre apresentam boa solubilidade frente
aos solventes organicos mais comuns utilizados em Sintese Orgéanica. Objetivando
aumentar a solubilidade, tem sido cada vez mais freqlente o emprego dos
correspondentes aminoésteres com seus respectivos grupos de protecdo (GHOSH,

2001, ARMSTRONG, 1996, BOGER, 2002, HOVEYDA, 2003).
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1.5.1 — N-metilacdo de aminoacidos

Aminoacidos N-metilados estdo presentes em uma grande variedade de
produtos naturais (JOUIN, 1989; PETTIR, 1994 e FORSYTH, 2003) e a presenca
dessas subunidades pode ter um papel fundamental no aumento ou diminuicao dos
indices de atividades biolégicas, em uma estrutura complexa como nos
ciclodepsipeptideos, Didemninas e Tamandarinas (GIRALT, 1997).

A importancia dos aminoacidos N-metilados compondo estruturas complexas
tem sido alvo de interesse dos quimicos sintéticos durante décadas. A elaboracgao de
novas metodologias que apresentam baixos custos, baixos niveis de racemizacao e
agentes alquilante eficientes, tem contribuido de forma significante.

Um dos primeiros relatos na literatura a respeito de metilacdo de aminoacidos
foi publicado por Olsen et al em 1969. Neste trabalho, aminoacidos protegidos com
(Cbz) e (Boc) foram de forma eficiente alquilados com iodeto de metila em presenca
de 6xido de prata tendo DMF como solvente, em excelentes rendimentos (Tabela

04).

Tabela 04: Metilagcao de aminoacidos com iodeto de metila e 6xido de prata

Aminoéacidos Aminoésteres Rendimento, %
Cbz-Ala-OH Cbz -MeAla-OMe 94
Cbz-Phe-OH Cbz-MePhe-OMe 97

Cbz-Val-OBzINO» Cbz-MeVal-OBzINO> 93
Boc-Ala-OH Boc-MeAla-OMe 94

Boc-lle-OH Boc-Melle-OMe 98

Boc-Val-OH Boc-MeVal-OMe 94

Embora o processo ndo seja racémico, a hidrolise do éster obtido ao término

da reacao pode favorecer a racemizacao (OLSEN, 1969).
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Uma alternativa interessante para metilar aminoacidos protegidos com
(Fmoc), na auséncia de esterificacao, foi desenvolvida por Freidinger et al em 1983.
Uma observacdo a partir das redugdes das amidas preparadas por Weinreb,
utilizando trietilsilano e acido trifluoracético (TFA) que gera como produto a amida
metilada 23 (Esquema 06), permitiu uma aplicacdo dessa metodologia nas reacdes
de clivagem redutiva das oxazolidinonas 24 geradas a partir da ciclizacdo dos
aminoacidos protegidos com os respectivos aldeidos, em presenca do acido p-
toluenosulfénico (Esquema 07). A Tabela 05 apresenta os resultados obtidos a partir

de diferentes aldeidos (FREIDINGER, 1983).

0 0
)J\N/CHon EtSiH )J\N,CH3

R
TFA, DCM |
H H (23)

R

Esquema 06: Reducgéo de amidas com Et3SiH/TFA

R

H R H, 1
Fmoc ") o __ACHO _ Fmoc—N)\]¢° s
H TsOIX Tol. )—O TFA, DCM

OH -H,0 R, (24)

Esquema 07: Ciclizacao e reducdo do nucleo oxazolidinona com Et;SiH/TFA
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Tabela 05: Aminoacidos N-Alquilados

Rendimentos, %

Entrada R1 Rz o4 e 95
a CHas H 96 98
b CHas CHzPh 30 95
c CHs CHs 79 74
d (CH2)2SCH3 H 88 22
e CH>0OCHzPh H 98 96

O unico inconveniente dessa metodologia € que em alguns casos a
oxazolidinona pode ser instavel o suficiente, ndo sendo possivel o seu isolamento, o
que impossibilita a obtencdo do produto N-alquilado. Embora, os resultados sejam
promissores para o uso com (Fmoc) como grupo de protegcdo, ndo foram
encontrados exemplos de aminoacidos protegidos com (Boc) ou (Cbz) nesta
publicacéo.

A expansado da metodologia apresentada, s6 foi publicada em 1986 por
Ivengar et al. Nesta comunicacao, algumas oxazolidinonas foram geradas a partir de
aminoacidos protegidos com (Boc) e (Cbz) (Tabela 06), seguidas da clivagem
redutiva com hidrogénio e Pd/C como catalizador (Esquema 08). O mais importante
nesse protocolo é que a clivagem redutiva passa por condigdes neutras,

impossibilitando a recemizacao (IVENGAR, 1986) (Tabela 06).

R R o R
P\ )\ )_( P )\
(CH,0),,, TSOH 10% Pd/C, H, N\
P\ CH,
P = Boc, Chz

Esquema 08: Ciclizagao e redugao do nucleo oxazolidinona com 10% Pd/C, H>
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Tabela 06: Aminoacidos N-Alquilados apés clivagem redutiva com Ho na presenca de

10% Pd/C
Entrada P R Entrada P R
1 Cbz CHs 7 Boc CHs
2 “ (CHs)2CH 8 “ (CHa3)2CH
3 “ (CH3)2CHCH> 9 “ (CH3)2CHCH2
4 “ CH3CH2CHCH, 10 “ CH3CH2CHCH:
5 “ PhCH: 11 “ PhCH:
6 “ HO-CgH4CH-

Um método pratico para N-metilacdo de um importante intermediario na
sintese da Jasplaquinolida (26), um potente inseticida e fungicida (Figura 09), faz
uso de hidreto de sédio como base em uma mistura de solventes (THF-DMF) com o

sistema mantido sob aguecimento a 60 °C.

OH

HN/

Figura 09: Estrutura da Jasplaquinolida

Embora, o uso de bases fortes e condi¢des vigorosas seja desaconselhaveis,
por favorecer a racemizacdo, Grieco et al provaram que a alquilacdo do
intermediario N°-Boc-N-tert-butildimetil-D-triptofano (27), formou o N-metil-éster (28)

preservando a integridade do centro quiral (Esquema 09), (GRIECO, 1988 a).
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(0] (0]
W OH NaH, Mel W OCH,
N NHBoc ~—THFDWME N /N\

) 60 °C i Boc CHj
TBS TBS
(27) (28)

Esquema 09: N-metilagdo do triptofano 27 usando NaH/Mel

O intermediario Boc-D-MeTyr(TBS)-OH (29), presente na estrutura da (+)-
Geodiamolida (30), isolado de uma esponja marinha com atividade contra os fungos
candida albicans (Figura 10), foi metilado com iodeto de metila em condicbes mais
brandas de reacdo, a partir de t-BuLi em THF a -78 °C. A vantagem dessa
metodologia, é que a baixa temperatura desfavorece a racemizacdo € ao mesmo
tempo impede que o agente metilante evapore do meio reacional durante o
processo, ndo sendo necessario usa-lo em excesso, uma vez que o iodeto de metila

€ cancerigeno (GRIECO, 1988 b).

Br HNJ\H/O
'/,,K§ (o]
HO

[elNe)

o)

OH

N~ _N.
H z TBSO Boc CH;

(30) (29)

Figura 10: Estrutura da (+)-Geodiamolida e Boc-D-MeTyr(TBS)-OH

Durante alguns anos, o emprego de bases fortes como NaH e t-BulLi nas mais
diversas condi¢cdes de temperatura € o uso de iodeto de metila como agente
alquilante, permitiram que intermediarios, derivados de aminodacidos fossem
alquilados (WHITE, 1989; SHIOIRI, 1994; XUE 1995). Embora, nenhum estudo mais

aprofundado sobre a possibilidade de recemizacdo tivesse sido realizado nas
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condicbes ja descritas, Prashad et al investigaram a metilacdo de um grupo de
aminoacidos protegidos com (Boc), fazendo uso de NaH como base e
estabelecendo, a partir dessa investigacdo que o solvente THF desfavorece o
processo de racemizagdo, dentro de um rigido controle de temperatura (17-20 °C)
(PRASHAD, 2003).

Inicialmente, o agente alquilante foi o iodeto de metila, mas por dificuldades
em manté-lo no meio reacional e, principalmente por sua toxicidade, melhores
resultados foram obtidos com dimetilsulfato, que por ter alto ponto de ebulicdo
permitiu um controle estequiométrico ao longo do processo, e principalmente porque
0 seu excesso pode ser destruido com eficiéncia, fazendo uso de uma solugéo 6 M
hidréxido de aménio. Outra novidade apresentada nesta publicagédo foi a geracéo de
hidréxido de sddio anidro, in sito, a partir de uma quantidade catalitica de agua. Esta
inovacao permitiu que o tempo de reagao fosse consideravelmente reduzido (1-2 h)
(Tabela 07), garantido a integridade do centro quiral em todos os aminoacidos

investigados (Esquema 10).

B
Hﬁoc (0] e ? oc O
c
N OH ( 3)2 4 H3C_N
X Y base, THF R OH
X vy

31 X = (CH3),CH; Y = H 31a X = (CHy),CH; Y = H
s2x= QU™ v=n s2ax= Q" v=H
3ax= QY™ v=H 3ax= Q™ v=H
34 X = CH,CH(CH,),CH; Y = H 34a X = CH,CH(CH3),CH; Y = H
35X, Y = (CH3), 35X, Y = (CHg),

Esquema 10: N-metilacao de AA a partir de (CH3)>SO4/NaH catalisada por NaOH
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Tabela 07: Tempos e rendimentos obtidos na N-metilacao de AA

Entrada Substrato Produto Tempo (h) Rendimento (%)
1 31 31a 2 91
2 32 32a 2 90
3 33 33a 2 80
4 34 34a 1 92
5 35 35 1 85

A utilizacdo de KOH como uma base mais fraca, comparada ao NaH ou BulLi,

foi investigada na alquilacdo dos aminoacidos protegidos Cbz-D-Leu-OH (36) e Cbz-

L-Tyr-OH (37) (Esquema 11). A reagado apds a adigao de dimetilsulfato e sulfato de

tetrabutilaménio, um catalisador de transferéncia de fase, prosseguiu de forma suave

em aproximadamente 50 min. Em seguida, a adicao de uma solucao 1 M NaHSOQ,,

com o sistema mantido a 0 °C, leva a pH acido, promovendo a hidrdlise do éster

metilico sem comprometer o centro quiral (JOULLIE, 1990).

(o)

Y\:)LOH
NHCbz

(36)

(o]
Jopm.
HO NHCbz

37

(1) KOH, BusNHSO,,
(CH3),S0,, THF

(2) Sol. 1 M NaHSOy,,
0°C-ta

(1) KOH, Bu;NHSO,,
(CH3),S0,, THF

(2) Sol. 1 M NaHSO,,
0°C-ta

Cbz”

H,CO

E OH
N\CH3
7%
(0]
OH
Cbz” N‘CH3

85%

Esquema 11: N-metilacdo dos AA a partir de (CH3).SO+/KOH

As diversas alternativas apresentadas na literatura para N-metilagdo de

aminoacidos tém contribuido de forma significativa para o desenvolvimento de novas

moléculas com as mais diversas atividades biolégicas (ZHU, 1996; SCHREIBER,

1997 e JOULLIE, 2001b).



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 21

1.6 — Sintese de peptideos

A sintese de peptideos sempre foi uma area que excitou a curiosidade dos
quimicos organicos. A possibilidade de executar em laboratério um dos processos
mais complexos da natureza fascina o quimico. Em qualquer seqtiéncia de sintese
de um determinado polipeptideo existem dificuldades causadas pelas cadeias
laterais dos aminoacidos individuais. Os problemas encontrados sdo numerosos e
variados. Entretanto, alguns deles sdo comuns a todas as sinteses de peptideos
(ALLINGER, 1978).

A introducao de grupos de saida ao componente carboxilico de aminoacidos,
torna possivel o ataque de nucledfilos. Isto € necessario porque normalmente acidos
carboxilicos sdo desativados e formam sais com aminas a temperatura ambiente e,
a formacao de amidas diretamente a partir desses sais requer condi¢des drasticas,
que é incompativel com grupos sensiveis que estejam presentes ao longo da

estrutura molecular (BODANSZKY, 1993).

1.6.1 — Ativacao e acoplamento

1.6.1.1 — Cloretos de acidos

A ativacdo de aminoécido pela conversao ao correspondente cloreto de acido,

seguido da reagdo com o grupo amina de outro aminoéacido, pelo método Shotten-

Baumann (BAYARD, 1957) é em principio a forma mais simples para sintetizar

peptideos (Esquema 12), mas a medida que a cadeia carbdnica vai se alongando, a
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metodologia torna-se inadequada, principalmente quando grupos sensiveis a acidos

estao presentes no peptideo a ser formado.

BN
PhHN i, PhHN i, PhHN OH

(i) PCls/ PhH / 60 °C / 30min.; (ii) HGlyOH, MgO, aq. dioxano

Esquema 12: Formacao da amida pelo método Shotten-Baumann

1.6.1.2 — Anidridos simétricos

Anidridos simétricos podem ser preparados a partir dos correspondentes acila
aminoacidos pelo uso de uma variedade de reagentes, inclusive pela ativacdo de
carbodiimidas como a dicicloexilcarbodiimida (DCC), reagente que, em uma etapa,
ativa a carbonila e efetua o acoplamento (Esquema 13). A inconveniéncia do método
€ que a metade desse anidrido ndo é aproveitada apo6s a ligacdo amida ter sido

formada, o que torna o método pouco apreciavel (KONIG, 1970 apud HECHT, 1998).

o) o)

OH _i,
NHCbz NHCbz/_ o

Cbz=CO,CH,Ph

(i) 1 equiv. DCC /MeCN /-5°C - t.a

Esquema 13: Sintese de anidrido simétrico usando DCC
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1.6.1.3 — Nova geracao de reagentes de acoplamento

As dificuldades mencionadas acima tém contribuido de forma significante
para o desenvolvimento de novos reagentes de acoplamento que sdo comumente
utilizados na sintese de peptideos. Entre eles, os sais de fosfénium (CASTRO,
1975), urbnium (DOURTOGLOU, 1978), immoénium (XU, 1999), imidazolium
(ANDERSON, 1958), bem como as carbodiimidas, (SHEEHAN, 1955) e reagentes

organofosforados (SHIOIRI, 1972).

1.6.1.3.1 — Reagentes derivados dos sais de fosfonium

Nos anos 70, Castro introduziu Clop e Brop com notavel resisténcia a
racemizacao (Figura 11) (CASTRO, 1972). Ap6s a descoberta do HOBt como aditivo
e supressor da racemizacao, um novo reagente BOP, que é a combinagédo do Clop
com HOBY, foi introduzido em 1975 (CASTRO, op.cit.). A grande vantagem do BOP é
que além de ser um solido nao higroscépico, pode ser facilmente preparado em

larga escala.

o <J
® _P(NMe,); () C\ ~p®
/

_P(NMe,); o) No NQ
X X¢ N © CN—P—N o
° | N PF ' XN
PF : 8 X W ©
6 Z~N e | N e
PFg Z >N 6
X=Cl Clop X =CH BOP X = Cl PyClop X =CH PyBOP
X = Br Brop X=N AOP X = Br PyBrop X=N PyAOP

Figura 11: Sais de fosfénium
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Schreiber reportou o0 uso do BOP na ciclizacdo do anel de 12 membros
derivado de um tetrapeptideo na sintese da Trapoxina B (38) (SCHREIBER, 1996).
O mesmo resultado nao foi alcangado usando o protocolo de Schimidit, que faz uso

do éster pentafluor-fenil (Pfp) (Esquema 14).

NH, H 0 /3 1. BOP, DMAP
~ \)J\ N 'DMF, ta,3d

N N
OTIPS 51% nas 2 etapas

NH HN (o) 7<
—_—
(o)
0]
(0]
O N HNM
NH HN O 0
(o)

Trapoxina B (38)

Esquema 14: Utilizacdo do BOP na formagéo da Trapoxina B

Mais tarde, PyClop, PyBrop e PyBOP (Figura 11) foram introduzidos em
acoplamentos dificeis em combinagdo com DIEA (COSTE, op.cif). A vantagem
desses reagentes é que o0 subproduto da reacdo nao é a hexametil-fosforamida

(HMPA), uma substancia cancerigena (CASTRO, 1990).
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O trabalho de Coste reportou que os reagentes halogénio fosféniuns dao
melhores rendimentos do que os com base no HOBt, em acoplamentos envolvendo
aminoacidos N-metilados. Por exemplo, PyBrop e PyClop dao 70-85% de
rendimento na sintese do Boc-Pro-MeVal-OMe e Cbz-Val-MeVal-OMe, onde PyBOP
apresentou apenas 11-26% de rendimento (COSTE, 1991).

Com o sucesso do HOBt como um agente supressivo da recemizacao, novos
derivados tém sido explorados com essa finalidade. Por exemplo, AOP, PyAOP,
PyTOP e PyDOP (Figuras 11 e 12). O mecanismo geral para essa classe de
substancia, envolve o ataque do carboxilato ao fosfénio gerando o intermediario 39
que por sua vez, sofre um rearranjo levando ao éster 40 sendo em seguida, atacado

pela amina (Esquema 15).

o) 0 -
40w
O §0= LTS =0
©0 AR
O)\AA 39

i x
H,N-R
_o AA__ M2 -
LI e
N’/ (40)

Esquema 15: Mecanismo proposto para acoplar AA a partir do PyDOP

) o—R” _ _—
CN—P—N N~ @\ © OR o’® I\D
$¢ (:fkfﬁ Ty e x N © D ©pF; F F
N7 © PF, N I\i'N
X | PyDOP X = CF; PyFOP F F
PyTOP X = NO, PyNOP F

Figura 12: Fosféniuns derivados de novos agentes supressivos de racemizacao
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A adicao de substituintes desativadores no anel benzotriazol gerou o CFs-
BOP, CF;-PyBOP e o NO.-PyBOP (Figura 12). Estes novos reagentes sao
empregados com eficiéncia no acoplamento de aminoacidos N-metilados
(WIJKMANS, 1995).

Um estudo feito por Hoeg-Josem reporta a formacado de uma tioamida como
produto majoritario e uma amida como produto minoritario, quando o tioacido reagiu
com uma amina em presenca dos sais de fosféniun (BOP, PyBOP, PyNOP, PyBrop,
PyClop, PyFOP, PyPOP e PyDOP) ou de halogénio fosféniuns (BOP-Cl e ENDPP).
Esta investigacdo demonstra que o fésforo forma uma ligagdo mais forte com o
oxigénio do que com o enxofre, tornando estes reagentes seletivos na sintese de

peptideos (Esquema 16) (HOEG-JOSEM, 1994).

Q S H QH
R-C-SH + H,N-R —= R{C-NFR + R1C-NIR

tioamida, amida,
majoritaria minoritaria

Esquema 16: Seletividade para O/S

1.6.1.3.2 — Reagentes derivados dos sais de urénium

O primeiro a introduzir o HBTU como progenitor dos reagentes de urénium foi
Cross em 1978 (Figura 13) (DOURTOGLOU, op.cit.). A partir dai, varios analogos do
HBTU foram preparados e investigados por Knorr. Os &anions tetrafluorborato e
hexafluorfosfato sdo geralmente usados por ndo serem nucleofilicos (KNORR,

1989).
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@
Nmez ®
o-C-NMe, 0 NMe,
_.0-C.
O
/,N ’,N
N N x°
X = PFg HBTU X = PFg HDTU
X = BF, TBTU X = BF, TDBTU
® @
NiMe, M b
_C-NMe, 0 NMe /C—NMez
cl) /C—NMez 9 o
N-O O.__N
<0 e ; ) o
% BF, S
TSTU TNTU TPTU

Figura 13: Sais de urénium

TSTU e TNTU foram Uteis em acoplamentos de peptideos em meio aquoso. O
TDBTU foi utilizado com sucesso na sintese do hematoregulador SK&F 107647 (41)
a partir do Glp-Glu(OBn)-Asp(OBn)-OH e Das-[Lys(Z)-OBn]. com uma pureza acima
de 97% em uma escala sintética de Kg (Esquema 17). A utilizacado de outros
reagentes de acoplamento ndo foram tao eficientes, inclusive a combinacao
TDBTU/DIEA foi melhor do que com as bases colidina e NMM (HIEBL, 1999, apud

HAN, 2004).
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2 Glp-Glu(OBn)-Asp(OBn)-OH + DAS-[Lys(Z)-OBn],

25 °C - t.a, overnight

TDBTU, DIEA, DMF
38%

[Glp-Glu(OBn)-Asp(OBn)],-DAS-[Lys(Z)-OBn],

clivagem dos grupos
de protecao

NH,
Glp-Glu-Asp
CO.H

o H O H O Lys
:(Nj}(N\)J\N NI A o
H H 2 H
o) o)

/ @S ° CO.H
COQH (o) y 0 )

Glp-Glu-Asp

SK&107647 (41)

Esquema 17: Sintese da SK&F 107647 utilizando TDBTU como reagente de

acoplamento

Nielsen foi o primeiro a introduzir o PNA (acido nucléico peptidico) (42), no
qual a unidade fosfato-agucar foi substituida por uma cadeia poliamida composta de
aminoetilglicina, ligada covalentemente as bases do DNA (NIELSEN, 1991). Varios
reagentes de acoplamentos foram empregados na sintese dos PNAs, como
imitadores de DNA. Como exemplo, a reacao de acoplamento entre T py € L-Val-
OMe usando TDBTU, DEPBT, HBTU ou HATU produziram mondémeros com boa
pureza enantiomérica (DEPBT/DIEA, 95,8% ee; TDBTU/DIEA 91,8% ee€;

HBTU/DIEA, 83,6% ee; HATU/DIEA, 77,2% ee) (Esquema 18) (TEDESCHI, 2002).



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 29

o o
| NH | NH
o o
(o] o L-Val-OMe (o] fo}
reagente de
acoplamento oM
BocHN/\/N\:)]\OH — BocHN/\/N\:)J\Nj;( ©
B .a, 20 min, quant. B H
o
ohs o
(42)

Esquema 18: Sintese de PNA com diferentes reagentes de acoplamento

A modificacdo do HBTU permitiu que novos reagentes de acoplamento do
mesmo género e com boa atividade fossem sintetizados (ALBERICIO, 1998, e XU,
1992). A primeira modificagdo foi realizada na unidade HOBt, gerando o HATU,
TATU e o TOTU (Figura 14). J& a segunda alteracdo foi realizada nas duas

subunidades, HOBT e O-urdnium, resultando no PyCIU, TPyCIU, HAPyU, HPyOPfp,

HPySPfp e TAPipU.
®
”MQZ @
o-C—NMe, > o NMe,
N.__N N X NC. .C—NMe,
N \ e \ ~ :N_
| N X ~C—Cl eoc’C N 0 o
Z~N ON ToTu  BF,
X = PFg PyCIU
X = PFg HATU X = BF; TPyCIU

X = BF,; TATU O

/ 1y

/C/\ /7
0]
X< N ] N
S F F XN
| ’ N e N \
= 1 © | N
PFG '\i'

N
F F PFe Z
X=N HAPyU

X = CH HBPyU F

X = OHPyOPfp
X = S HPySPfp

X = PFg HAPipU
X = BF; TAPipU

Figura 14: Novos sais de urénium com estruturas modificadas
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HATU foi recentemente utilizado na macrociclizacado de moléculas complexas,
como a que foi reportada por Ehrlich, na sintese da Himastatina (43), que possui o
grupo biarila ligando duas subunidades idénticas (Esquema 19). Foi possivel ciclizar

simultaneamente, com sucesso, utilizando HATU/HOAt/DIEA (EHRLICH, 1996).

L

\'
K

N
oL : (L
N NH “,
~—NHTroc w OTBS
1. Pd/Cd, THF, aq NH,0Ac, 1,5 h

34% nas trés etapas | 2. HATU, HOAt, DIEA, DMF, t.a, 28 h
3. TBAF, AcOH, THF, t.a,55 h

-
o]
()]
o
NI
4
(@]
2T
T /\
-
-
o
o
I
g
(@]

Esquema 19: Sintese da Himastatina utilizando HATU na bismacrociclizagao

Outro exemplo importante que destaca a eficiente do HATU como reagente
de acoplamento em macrociclizagéo, foi o aprimoramento sintético do macrociclo 44
(Esquema 20), a partir de duas rotas alternativas (RINEHART, 1987).

A primeira tentativa envolve o acoplamento do acido carboxilico da prolina
com a amina da MeTyr-OMe em presenca do HATU/HOAt. Esta tentativa de

macrociclizacao, onde a cadeia lateral esta ligada ao precursor linear, € semelhante
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a estratégia adotada por Shioiri em 45 (Figura 15). Infelizmente o rendimento dessa

macrociclizagdo é de apenas 28%.

A segunda rota envolve a macrociclizacdo na auséncia da cadeia lateral com

HATU/HOAt, 76%; PyAOP/HOAt, 70% e PyBrop/HOA, 37%. A cadeia lateral é

conectada ao macrociclo em uma etapa posterior (JOU, 1997).

OMe

o HATU, HOAt o o
o .+Me DIEA, THF
O o ‘e,
090  oHY “Nur %6 oH NHR

R =MeLeu, 28%
R =H, 76%

Esquema 20: Macrociclizagéo utilizando HATU/HOAt

Shioiri

Schimidit BOP-CI
Ester Pfp
/ OMe
(j\fo
N
MON (0]
g;;ggem NH T O Me

(45) BOP

Figura 15: Diferentes pontos de macrociclizagao na sintese das Didemninas
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1.6.1.3.3 — Reagentes derivados dos sais de Immonium

Os sais de imménium foram desenvolvidos por Xu com base nas
modificacdes estruturais dos ja conhecidos sais de urénium (XU, op.cit.). A distincao
estrutural desses reagentes é que o grupo amino no carbono central nos sais de

urénium é substituido por hidrogénio, um grupo alquila ou um grupo arila (Figura 16).

?1 CH,4 @ @

N \CH u SbC|3
o

N SbCI3
BOMI

=CH BDMP

N SbCI3

©0
D BPMP X=N AOMP
N
F CH3

CH,
F o " cH,
SbClg
F ' SbCI3 Sbc|3
F

FOMP DOMP SOMP

@
F

Figura 16: Sais de immd&nium

No acoplamento envolvendo o Cbz-Gly-Phe-OH (46) e 0 aminoéster, Val-OMe
(47), BOMI e BDMP mostraram maior reatividade quando comprados a outros sais
de immoénium, tais como AOMP, FOMP, DOMP, BPMP e SOMP (XU, 2000)

(Esquema 21).

o (0]
H
H.N o
O\n/ N\)J\H OH h2 \E)J\OMe Sais de imménium Cbz-Gly-Phe-Val-OMe
o H

Cbz-Gly-Phe-OH (46) (4a7)

Esquema 21: Sintese do tripeptideo Cbz-Gly-Phe-Val-OMe utilizando BOMI e BDMP
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Interessantemente, os sais de immoénium apresentam melhores resultados quando
comparados aos sais de urébnium HAPyU e HBPyU (Figura 14), presumivelmente
devido a estabilizacdo da carga positiva por ressonancia pelos substituintes amino e
o atomo de carbono central contribuindo, desta forma, para a diminuicdo da
reatividade. O mesmo fend6meno nao pode ser observado nos sais de immdnium por
possuirem apenas um atomo de nitrogénio, 0 que aumenta a densidade de carga, e

consequentemente promove um aumento na reatividade.
1.6.1.3.4 — Carbodiimidas

Carbodiimidas sao largamente utilizadas na sintese de peptideos por
possuirem moderada atividade e serem de custo razoavelmente baixo (Figura 17).
DCC foi reportado na literatura pela primeira vez em 1955 por Sheehan (SHEEHAN,
op.cit.). A grande vantagem nas reacdoes de acoplamento com DCC é que o
subproduto da reacdo é uma uréia insoluvel na maioria dos solventes organicos, o

que facilita a purificacdo do produto através de uma simples filtracao.

QN:C:NO HSC\ITI/\/\NZC=N/\CH3.HCI
DCC CH, EDC

H,G
<:>7N=C=N—< chs ’ >—N=C=N—<CH3
cic H;C I

CHj DIC CH;

Figura 17: Carbodiimidas corriqueiramente utilizadas na sintese de peptideos

Um exemplo que destaca a utilizagdo do DCC com sucesso foi no

acoplamento da amina 48 do C-13 em um analogo da Paclitaxel (49) (Esquema 22).
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A reacdo entre a amina e a oxazolina foi realizada usando a combinacao

DCC/DMAP, gerando o produto de interesse em um rendimento quantitativo (CHEN,

1996).

DCC/DMAP
Tolueno, t.a, 10 h
100%

1 N HCI/THF/MeOH, 5 °C, 18 h;
Sat. NaCO;, t.a, 4h

HO

: AcO
C13 amidopaclitaxel (49) OBz

Esquema 22: Sintese do analogo da Paclitaxel usando DCC

Outro exemplo interessante é o que demonstra a eficiéncia do EDC, quando

comparado ao reagente de acoplamento HATU, demonstrado por Boger na sintese

da Vancomicina Aglicona (50) (Esquema 23). Para a formacdo do monociclo,

inicialmente em um modelo que se aproxima do sistema real, fazendo uso da

combinacdo HATU/DMAP, apresentou um resultado melhor quando comparado com

PyBOP/DMAP ou EDC/HOBt. Consequentemente, a melhor condicao empregada

fez o diferencial na formacéao do sistema biciclico da Vancomicina Aglicona, que foi a

utilizacdo de EDC/HOBt com 16 h de reagao a 0 °C, obtendo-se o produto desejado

em um rendimento de 60% (BOGER, 1999 e JOULLIE, 2002b).
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EDC/HOBt

20% DMF-DCM
(0,002 M), 0 °C, 16 h
62%

25% DMF-DCM
(0,001 M), t.a

HATU/DMAP
70%

(50) (!)Me

Esquema 23: Sintese da Vancomicina Aglicona com EDC/HOBt

As carbodiimidas foram designadas para prevenir a formacgéao de subprodutos,
bem como, facilitar o processo de separacdo. Normalmente os subprodutos de
reacdo, ocasionalmente, geram problemas na sintese poliamidas. Felizmente, as
carbodiimidas DIC e CIC formam uréias relativamente mais soluveis em DCM
(IZDEBSKI, 1994 apud HAN op.cit.). Estes reagentes sdo mais utilizados, inclusive
na sintese em fase solida.

A combinacdo de carbodiimidas com aditivos apropriados tem sido muito (til
em acoplamentos de peptideos, como podem ser observados nos trabalhos de
Shields que fazem uso do p-nitrofenol como agente ativador (SHIELDS, 1961).

Esteres podem ser produzidos a partir de agentes ativadores, tais como N-
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hidroxifitalimida e N-hidréxisuccinimida (Figura 18) (NEFKENS, 1961 e ANDERSON,

1963).

0 (0] OH R F K F
F. F
NOH NOH Cl O\n/o cl
o) o) F L F F F O F F
HOSu N-Hidréxiftalimida PfpOH di-(p-cloro-tetrafltorfenil)-carbonato

Figura 18: Aditivos usados em combinacdo com carbodiimidas

Como exemplo, a combinacdo, HOSu/DCC foi empregada na sintese do
nucleosideo antibiético, Polioxina J (571) (Esquema 24). O &cido carboxilico foi
convertido ao éster ativado pela N-hidréxisuccinimida e acoplado, em seguida, a
amina desprotegida, gerando o produto de interesse em 58% de rendimento

(KOVACS, 1965).

(o]
o Me I ‘NEH (o)
2
HoN N"~o HO,C Me | NH
o 0 o o o O A,
HzN)J\O/\r )\|/C02HM> Ester ativo OH OH > H NJJ\O/\r )\HLN 0] e
AcOEt,0°C,8h DIEA, DMSO, t.a, 24 h 2
Q| NHBoc 58% nas duas :tapas (0] NHB°|‘-’I
OH OH
(o]
Me
o "o | /"Q"
TFA )J\ N °
MeOH, H,0 H2N O/\I’ H o
(0] NH,
OH OH
Polixina J (51)

Esquema 24: Sintese da Polixina J usando HOSu/DCC
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1.6.1.3.5 — Sais de imidazolium

Estudos envolvendo ligagdes amidas contribuiram para a descoberta dos sais
de imidazolium, que posteriormente puderam ser utilizados como reagentes de
acoplamento (Figura 19). Nesta nova classe de substancia o CDI destaca-se na
sintese da Mosaprida (52) (Esquema 25) (ANDERSON, op.cit. e KATO, 1995). Esta

mesma reacao foi realizada com a carbodiimida EDC e um baixo rendimento foi

alcancado.
e N
j\ 0 20Tt N o
N
= o = = Te
col CBMIT H3C\N \N,CH3
o /
X =) BOI
¢l PF,
6
HsC.. *\ﬁ/cm ﬂ
N\_/ HyC. 52N\ -CHs
X =PFg CIP
X =BF CIB
CMBI

Figura 19: Sais de imidazolium

(0]
CDI, Et3N, Cl
j@\)k + HzN/\[ l THF/DMF. t.2, 18 h j@\)kﬂ/\[ol
H

Esquema 25: Sintese da Mosaprida usando CDI

A bismetilacdo do CDI com triflato de metila gerou o CBMIT que é
particularmente Gtil na sintese de peptideos contendo aminoacidos estericamente

impedidos como Val ou Aib (SAHA, 1989). Outro fato interessante € que nenhum
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sinal de racemizacao foi observado quando o CBMIT foi utilizado em presenca de

CuCl, ou Cu(OTf).. O unico inconveniente é que devido a polaridade deste reagente

ser alta, o solvente da reagéo fica limitado ao nitrometano (GIBSON, 1995).

Sais de imidazoliun modificados foram desenvolvidos por Kiso como, BOI e

seu precursor CIP, semelhantes, estruturalmente, ao BOP, mas com uma diferenca

importante, o subproduto da reagdo nao é téxico como o HMPA (AKAJI, 1992). A

eficiéncia do CIP, como reagente de acoplamento foi comprovada na sintese do

precursor da (-)-Mirabazola C (53), que fez uso de um aminoacido a,a-dialquilado

(Esquema 26).
Ph> Ph>
S S
OMme ) O Me H
g HBr/AcOH P
CbzHN 2N N\/\S/\Ph H2N%N N\/\S/\Ph
Me H o Me ; H o
S> S
Ph Ph>
Ph
CIP, HOAt, DIEA, >
DCM, t.a,72 h S
55%nas duas etapas Me
CszN%N%‘/OH
Me % H o)
Ph> Ph> sf>

j\Me, H 9Me )
~ N A _N
0" °N % N ~" ¢ pp — (-) Mirabazola C (53)
H N | o ’

Esquema 26: Sintese do precursor da Mirabazola C utilizando CIP/HOAt
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Apés a clivagem do (Cbz) com HBr/AcOH, a amina foi acoplada ao acido N-
Cbz-S-benzil-(R)-2-metilsisteina em presenga do CIP/HOAt em 55% de rendimento

(AKAJI, 1996)

1.6.1.3.6 — Organofosforados como reagentes de acoplamento

A utilizacdo de anidridos fosféricos na formacao de ligagdes peptidicas foi
primeiramente introduzida por Shioiri em 1972 com a aplicacdo do DPPA, obtido a
partir do difenilfosfocloridrato e azida de sdédio (SHIOIRI, op.cit). Depois de
comprovada a eficiéncia do DPPA, outros reagentes de acoplamento foram

desenvolvidos (Figura 20).

@ N3 (E0),~ P X HCR . HCR /)
= CN DECP H,C” -P—N; HyC” -P=N__O

=Br DEPD
DPPA X=Cl DEPC MPTA MPTO
o R F
N 0]
N P N © Ph,—P—0 F
a I Ph
DPP-CI -
BOP-CI F =

Figura 20: Reagentes de acoplamento derivados de organofosforados

Uma das grandes vantagens desta metodologia € que os anidridos fosféricos
apresentam alta regiosseletividade frente a ataques nucleofilicos por componentes
aminicos, quando comparados com anidridos mistos (Esquema 27) (JACKSON,

1976).
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-C-
(1 ) ataque da amina

Esquema 27: Regiosseletividade frente a ataques nucleofilicos

Apés Palomo-Coll desenvolver o BOP-Cl em 1980 (PALOMO-COLL, 1980),
rapidamente o fez popular em aplicagdes praticas. O BOP-CI tornou-se conhecido
por ser um poderoso reagente para a sintese de peptideos envolvendo aminoacidos
N-alquilados, como pode ser observado na  macrocilizaggo  do
ciclooctadepsipeptideo, PF1022A (54) (Esquema 28). Nesta aplicacdo o BOP-CI
apresentou um alto rendimento (87%) com racemizacao negligenciavel, uma vez que
o éster ativo Pfp ou a metodologia que emprega EDC/HOBt apresentaram somente

rendimentos moderados (28% e 59%) (SCHERKENBECK, 1995).

HoC. 0o (
N (o] 0 *

)4 ‘>\\o \

Hac ,

BOP-CI, DIEA,
DCM ta, 24 h

Macrociclizagdo

(54)

Esquema 28: Macrocilizacdo do PF1022A utilizando BOP-CI

Os reagentes organofosforados tém demonstrado bons resultados na quimica

de peptideos, conseqglientemente, novos organofosforados do mesmo género foram
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desenvolvidos nos ultimos anos com notavel resisténcia a racemizagao (Figura 21)

(FAN, 1996).

(o}

2
(PhO),—P-0-N

x=0 ENDPP O
X = CH, NDPP

ENAR
c—P-N ©
R —

ors

-

o el
Cpt-Cl

o X

(Et0),~P-N" "0

DEPBO@

DOPBT

(o}

o

0 DEBP BDP

EtO —ﬁ—N —9— VR j\
(Et0), (Et0),—P—O-N" °N (E10),—P- N
@ (EtO),— P N

DEPBO DEPBT

Figura 21: Novos organofosforados resistentes a racemizacao

Desta nova geracao de organofosforados, o DEPBT tem se destacado em
sinteses complexas como pode ser visto no trabalho de Joullié (Esquema 29)
(JOULLIE, 2000). Onde a cadeia lateral foi acoplada ao macrociclo da Tamandarina
B em 85% de rendimento, apds exaustiva investigacdo com outros reagentes de

acoplamento.

OMe

N
\\NH2 O o
(o)
+ HO NJ\/
NH HN O N :
Y LT
o r DEPBT, DIEA,
O OH DCM, 85%

Tamandarina B (2)

Esquema 29: Acoplamento da cadeia lateral ao macrociclo utilizando DEPBT
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2. OBJETIVO

Visto que a baixa concentragcdo da Tamandarina B no extrato obtido a partir
do invertebrado marinho da familia Didemnidae dificulta o avanco dos testes
farmacoldgicos com essa substancia e que a literatura sé apresenta uma referencia
de sintese total deste ciclodepsipeptideo, onde normalmente reagentes de custos
elevados sdao empregados, é objetivo desse trabalho desenvolver uma nova rota

sintética que permita a sua obtencao, de forma convergente.
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3. PLANEJAMENTO SINTETICO

OMe OMe

Tamandarina B

Esquema 30: Analise retrossintética da Tamandarina B

A partir das desconexdes realizadas na estrutura da Tamandarina B, foi
possivel gerar trés importantes fragmentos, que nos permitiram manipula-los de
forma convergente, durante toda estratégia sintética, com cuidado especial, visando
sempre a integridade dos centros quirais (Esquema 30).

A primeira etapa do nosso trabalho, inicia-se com a construcéo do tripeptideo
Fmoc-L-Leu-L-Pro-L-MeTyr(Me)-OBn (59a), segundo a andlise retrossintética
apresentada no Esquema 31. A escolha dos grupos de protecdo (Fmoc) e (Bn),
nesta primeira fase é de fundamental importancia, pois permite que as manipulacoes
ocorram seletivamente em condicdes suaveis de reagao, de acordo com o aumento

da complexidade estrutural que a molécula vai adquirindo ao longo da sintese.
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OCHj
N
O\WE = I\@L
+ 02 0Bn™~ “OCH,
0 © 0> 0oBn NHFmoc
NHFmoc
(59a) 562 (%6)
N OY)B,, = (A oo
NHFmoc I
(55a) Boc O

Esquema 31: Analise retrossintética do tripeptideo 59a

Definida a estratégia para a obtencdo do tripeptideo, passamos para a
segunda etapa deste estudo que € sintetizar o fragmento Cbz-(L)-Thr(OTBS)-

(3S,4R)-Est-(2S)-Hiv-OTce (73) conforme o Esquema 32.

j;‘/OTce

NHCbz TBSO'

OHO

OH
H HO 0._CCl;

NHCbz o

Z|||
Z|||

TBSO'

(73) g
w O OTBS
- OEt )J\/'\

: HO
NHBoc NHCbz

Esquema 32: Estratégia adotada para a sintese do fragmento 73

Novamente uma atengcédo especial na escolha dos grupos de protecdo para

este fragmento nos permite manipula-lo de forma convergente. Vale ressaltar que os



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 45

trés grupos escolhidos, (TBS), (Cbz) e (Tce) sao ortogonais, podendo ser
manipulados individualmente. A intencao, futuramente, € que 73, apdés remocao do
(TBS) por fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF), seja acoplado ao acido 59b, gerado
pela hidrogendlise do grupo (Bn) em 59a, como mostra o Esquema 33. Mesmo
aumentando consideravelmente a complexidade estrutural, a clivagem desses
grupos ocorrera seletivamente, em condicées brandas, ao longo de todo processo.
Ap6s as devidas desprotecdes, uma reacdo de esterificacdo conduzira a um
intermediario, que em seguida, sera submetido a clivagem dos grupos
remanescentes (Fmoc), utilizando dietilamina e o (Tce), com uma solucdo 4 M
AcNH; na presenga de Zn° em po6. Neste ponto da estratégia sintética, o
intermediario desprotegido 78 estara pronto para a reacdo de macrociclizacao,
dando origem ao ciclodepsipeptideo 79 (Esquema 33), que sera imediatamente
submetido a reacdo de hidrogendlise para remocado do (Cbz). A clivagem desse
grupo de protegdo, por ocorrer em meio neutro, ndo compromete os demais grupos

funcionais presentes em 80.

OMe
OMe

H o/INHCbz

I\IIIe
%N Tceo HN O
+ o , \NHCbz
0 o " 1) Esterificacéo ' S
o o OH 3 OH r 2) Desprotecio Macrociclizagao
_—

NHFmoc  (%9b) (73a)

OMe

(78)

Esquema 33: Sintese do macrociclo 80
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Finalizada esta etapa, o proximo passo sera a construcao da cadeia lateral
(77a), comum as Tamandarinas A e B. A estratégia sintética adotada é semelhante a
do tripeptideo 59a, iniciada pelo acoplamento da amina H-L-Pro-OBn (56a) com o
acido 75a. Em seguida, o acido 57a, obtido pela hidrogendlise do grupo benzila, sera

submetido ao acoplamento a amina secundéria 74a (Esquema 34).

BaraCI s sl o

(o) o 0~ OMe OM
(57a) e
OTBS (77a) OTBS (74a)
0 )
\|)kOH + %OBn NOH
OTBS H o NHBoc
(75a) (56a)

Esquema 34: Analise retrossintética do fragmento 77a

Esta escolha, assim como no tripeptideo, visa impedir a formagao do produto
de ciclizacao, conhecido por dicetopiperazina (RICH, 1978) ja que o processo €
entropicamente favorecido, pois forma-se um anel de seis membros, fator que
somado a restricdo conformacional da prolina contribui de forma significativa para a

formacao desse heterociclico (Esquema 35).

Esquema 35: Formacéao da dicetopiperazina
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Apés a clivagem do grupo de protecao (TBS) em 77a e posterior hidrolise do
éster metilico, a cadeia lateral estara pronta par ser acoplada ao macrociclo 80
(Esquema 33), por intermédio do sal de fosfénium (BOP) (Figura 11), levando a

Tamandarina B (Esquema 30).
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4. DISCUSSAO

4.1 — Protecao dos aminoacidos L-leucina e L-Prolina

O primeiro reagente de protecdo a ser investigado foi o Fmoc-OSu na
protecdo da L-leucina (Esquemas 36) (UNDHEIM, 1998). O (Fmoc) gera um
carbamato estavel em meio acido e pode ser facilmente clivado na presenga de uma
amina secundaria como a dietilamina, fazendo deste grupo de protecdo um

importante aliado na quimica de peptideos (Espectros n® 01 e 02).

o) o
Y\l)J\OH _a_ NOH
NH, HN

o
O>:

O (55a)
0

(a) 1 N NaOH/MeCN, Fmoc-OSu, 0 °C -t.a 3 h,
5% NaHSO, até pH 3, 98%

Esquema 36: Protecdo da L-Leucina com Fmoc-OSu

Em seguida, passamos para a etapa de protecdo da L-prolina, utilizando
anidrido Boc, nas mesmas condicdes descritas no Esquema 36. O Boc-L-prolina (55)
foi obtido em forma de um 6leo viscoso a um rendimento de 98%, sendo
posteriormente esterificado com brometo de benzila na presenca de carbonato de
césio (Espectro n? 34). O intermediario Boc-L-pro-OBn (56) apds ser purificado por

cromatografia flash (20% AcOEt:Hexano) foi tratado, em seguida, com TFA para a
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clivagem seletiva do grupo de protecdo (Boc), gerando um sal, com rendimento de

99%, ndo sendo necessario purificar.

4.2 — Acoplamento dos aminoacidos Fmoc-L-Leu-OH e H-L-pro-OBn com HBTU

(0]
%OBn
OH OBn !
NHFmoc ' % : o
H O 0

(55a) (56a) NHFmoc

(a) DCM, HBTU, EtN, 0 °C-t.3, 5 h; (b) 1 N NaHSO,, 100% (57a)

Esquema 37: Sintese do dipeptideo Fmoc-L-Leu-L-Pro-L-OBn (57a)

O acoplamento do aminoacido Fmoc-L-Leu-OH (55a) com a amina H-L-pro-
OBn (56a) foi de 99% na presenca do sal de urénium HBTU, em aproximadamente 5
h de reacdo, a temperatura ambiente. Apbés o tratamento com uma solugcdao 1 N
NaHSO., o dipeptideo foi filtrado em uma pequena coluna contendo silica gel e sua
estrutura confirmada por RMN 'H, RMN '3C e IV (Esquema 37) (Espectros n® 04-11).

Visando o acoplamento posterior com a tirosina, o dipeptideo foi submetido a
reacdo de hidrogendlise na presenca de Pd/C. Infelizmente, p6de-se detectar por
CCF, nos primeiros minutos de reacdo a clivagem parcial do (Fmoc) e do éster
benzilico simultaneamente, levando a uma mistura de dificil separagao.

A dificuldade mencionada acima p6de ser contornada quando o (Fmoc) foi
substituido por (Boc). Vale ressaltar que a mudancga do grupo de protecéo, nesta
etapa da sintese, ndo causa alteragdes no planejamento inicial, apresentado no

Esquema 31.
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A tentativa em acoplar Boc-L-Leu-OH (55b) com a amina 56a, seguindo as
mesmas condicdes descritas anteriormente, nao foi possivel. Observou-se que a
utilizacdo de HBTU nesse acoplamento promovia uma mistura complexa, ndo sendo
possivel concluir se o dipeptideo de interesse estava sendo formado. Apds algumas
tentativas, sob as mais diversas condicdoes de reagao, e posteriormente, substituindo
o HBTU por CDI, DCC e EDC.HCI, concluimos que a carbodiimida EDC.HCI em
combinacao com HOBt, promoveu a sintese do dipeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-L-OBn
(57) num rendimento de 95%, apo6s 20 h de reacdo. O produto obtido foi facilmente
isolado por cromatografia flash (5-10% AcOEt:Hexano) e todos os dados
espectroscopicos coincidiram com os descritos na literatura (GIRALT, op.cil)
(Espectros n® 41-43).

O préximo passo foi, novamente, submeter o dipeptideo 57 a reagcdo de
hidrogendlise. J& nos primeiros minutos de agitacdo, pdde-se verificar a clivagem
seletiva do éster benzilico e completo consumo do material de partida, apés 1 h de
reacado. O &cido foi recuperado como um sélido amorfo, apds ser filtrado em celite e
concentrado no vacuo. O rendimento desta reacdo foi de 99%, nao sendo

necessario purificar.

4.3 — Sintese do Boc-L-MeTyr(Me)-OBn (58a)

(o] (o] (o]
O e = O e Y
NHBoc N, N_
HO H;CO Boc" 'CH,4 H;CO Boc¢" 'CH,

(58a)

(a) NaH(10 equiv.), THF, H,O cat., (CH3),SO,4 (6 equiv.),
1,5 h, 0 °C - 20 °C, 90%; (b) BnBr, DMF, Cs,CO3, 1,0 h, 95%

Esquema 38: Dimetilagdo do Boc-L-tirosina seguida da esterificagdo com brometo

de benzila



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 51

Apés, a tirosina ser protegida com (Boc) nas mesmas condicdes descritas
anteriormente para o dipeptideo 57, a etapa de metilacdo foi conduzida em uma
suspensao de hidreto de sdédio em THF e uma quantidade catalitica de 4gua para a
geracdo de NaOH anidro, com a temperatura interna sendo rigorosamente
controlada, ndo excedendo 20 °C, segundo descrito por Prashad et al (PRASHAD,
op.cit.). Inicialmente, o agente alquilante foi o iodeto de metila, mas por ndo ser
possivel controlar a concentracéo ao longo da reagao, por causa da volatilidade, em
uma segunda tentativa, foi utilizado o dimetilsulfato. Foi necessaria a utilizagao de
excesso do agente alquilante (6,0 equivalentes), j& que além da N-metilagédo, a
funcéo fendlica também tinha que ser alquilada. Apds 1,5 h de reacdo o Boc-N,O-
dimetiltirosina foi isolado por cromatografia flash (10-20% AcOEt:Hexano) em forma
de um 06leo, com 90% de rendimento, sendo em seguida submetido a esterificacao
com brometo de benzila, na presenca de carbonato de césio (Esquema 38),
(Espectros n® 17-20) . O éster benzilico 58a foi escolhido por ser facilmente clivado
através da reacao de hidrogendlise, que ocorre em meio neutro, impedindo que o

tripeptideo corra o risco de epimerizagcdo no momento da desprotecao.
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4.4 - Acoplamento do acido Boc-L-Leu-L-Pro-L-OH com a amina H-L-

MeTyr(Me)-OBn

OCHs
(57b)

CH
OH s (58b) 50b
% HN (59b) cHy
0% + — Q\H/N
NHBoo 07 0B~ “OCHj,

(o]
0O O OBn
(a) EDC.HCI, HOB, DMF, 20 h, 0 °C - t.a, 18% NHBoc

Esquema 39: Sintese do tripeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-L-MeTyr(Me)-OBn (59b)

Apébs, o grupo de protegcdao (Boc) da tirosina funcionalizada 58a ter sido
clivado com TFA, o sal foi diluido com uma solucdo saturada de NaHCOsg,
recuperando-se a amina secundaria 58b que foi imediatamente posta para reagir
com o acido 57b (Esquema 39). O reagente de acoplamento escolhido foi
novamente a cabodiimida EDC por ter apresentado boa eficiéncia na sintese do
dipeptideo. Mesmo ndo sendo muito comum a utilizacdo de carbodiimidas em
acoplamentos envolvendo aminoacidos N-metilados, o tripeptideo 59b foi formado
com um rendimento modesto de 18%.

As tentativas para otimizar essa reacdo nao apresentaram bons resultados,
mesmo substituindo o EDC pelo sal de fosfénium PyBrop, muito comum em
acoplamentos envolvendo aminoacidos estericamente impedidos. O rendimento
obtido com PyBrop foi de apenas 20%, nas mais diversas condicbes de reacao
testadas.

A caracterizacédo do tripeptideo por RMN 'H apresentou indicios de epimero,

ja que o simpleto referente a metila ligada ao nitrogénio apresentava um



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 53

desdobramento, com deslocamentos quimicos em 2,81 ppm e 2,86 ppm (Espectro
n® 24).

Suspeitamos que a as condicées de alquilacdo do Boc-L-tirosina poderiam
favorecer a recemizacdo, mesmo com todo suporte que a literatura nos
disponibilizava. A certeza de que a metodologia adotada favorecia a racemizacao s6
foi possivel através da cromatografia gasosa, utilizando uma coluna quiral,
empregando as condicdes descritas no experimental, secdo 7.2. Como o éster 58a
nao demonstrou estabilidade nos testes de CG, resolvemos fazer a N-metilacao e a
esterificagdo com brometo de benzila ao Boc-D-Leucina, nas mesmas condigbes de
reacao descritas no Esquema 38. Finalmente, pdde-se verificar com base nos picos
principais, que o excesso enantiomérico (ee) era de apenas 33%.

Nem mesmo as tentativas empregando a metodologia descrita por Grieco et
al, na qual uma suspensao contendo NaH e o agente alquilante sdo resfriados a 0 °C
e em seguida, o aminoacido protegido € adicionado lentamente, sob agitacdo
moderada, foi capaz de impedir a racemizagdo. Outra tentativa para minimizar a
racemizacao, foi utilizar n-BuLi como base, a -78 °C. Mas, novamente, foi detectado
a racemizacgao (GRIECO, op.cit.). A conclusao que chegamos € que o emprego de
bases fortes ndo era o meio mais adequado para alquilar os aminoacidos

pesquisados, mesmo nas mais diversas condi¢des de reagao.
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4.5 — Permetilacao do Boc-L-tirosina com dimetilsulfato e KOH como base

(o] o)

fy i C o d,
OH _i, 9 i“OCH,
NHB d, h f
HO oc H,CO ek

&; Boc" CH,4
Boc=CO,C(CHj3); (58)

aQ a; a

(i) KOH, BusNHSO;.Nal, (CHs),SO, (6,0 equiv.), THF, 0 °C - t.a, 2 h, Sol. 6 M NH,OH, 85%

Esquema 40: Permetilagdo do Boc-L-tirosina com dimetilsulfato

A solucao do problema s6 foi possivel, quando empregamos a metodologia
descrita por Joullié et al, com algumas adaptacées (Esquema 40), fazendo uso da
base KOH na presenca de um reagente para transferéncia de fase (BusNHSO,. Nal)
(JOULLIE, 1990), o que deveria levar & formagao in situ de 58. O Boc-L-tirosina foi
permetilado em 2 h de reacdo, sendo em seguida submetido a agitacao por 20 min
com uma solucao 6 M de NH4,OH para destruir o excesso de dimetilsulfato. Apos a
extracdo e purificacdo por cromatografia flash (10-20% AcOEt:Hexano), o produto foi
recuperado em forma de éster metilico em 85% de rendimento.

A caracterizagdo por RMN 'H nos permitiu visualizar os simpletos referentes
as metoxilas Hq1 € Hgz em 3,72 ppm e um simpleto em 2,71 ppm referente ao Hy,
comprovando que a permetilagcdo foi eficiente. O hidrogénio a a carbonila por ser
quiral, aparece como um multipleto desdobrado em 5,20 ppm (Espectro n® 45).

A RMN '3C mostra os sinais referentes as metoxilas Cq1 € Cg2 em 50,6 ppm e
54,6 ppm e o sinal referente ao Cp, aparece desdobrado em 31,1 ppm e 31,9 ppm

dando indicios da presenca de isdmeros rotacionais. A carbonila do éster pode ser
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observada em 171,9 ppm e 172,4 ppm, novamente caracterizado a presenca de (IR)
(Espectro n® 46).

A analise por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V),
apresentou as absorcoes de deformacdes axiais caracteristicas de éster em 1744
cm™ de (C=0) e a absorcdo em 1248 cm™ de (C-O-C). A auséncia da absorcao larga
de deformacdo axial em aproximadamete em 3400 cm™ referente ao fenol, ndo foi
observada (Espectro n® 44).

O Boc-L-MeTyr(Me)-OCH; (58) foi analisado por cromatografia gasosa,
utilizando uma coluna quiral, nas condicées descritas no experimental, secédo 7.2,
mas infelizmente o substrato apresentou consideravel instabilidade, ndo sendo
possivel calcular o (ee). Imaginamos que o grupo de protecao (Boc) poderia ser labil
nas condicoes de analise adotadas. Optamos entdo, numa segunda tentativa, injetar
a amina livre H-L-MeTyr(Me)-OCHs; obtida pelo tratamento com TFA e neutralizada
com uma solucao saturada de NaHCOs;. Novamente detectou-se a degradacao do
substrato na coluna cromatografica. A instabilidade apresentada pela tirosina
funcionalizada nos impossibilitou verificar o (ee).

As mesmas condicbes de reacdo foram utilizadas para alquilar o Boc-D-
Leucina e as analises de RMN 'H, RMN *C e IV comprovam que a dialquilacdo
ocorreu com eficiéncia (Espectros n® 106-108). Este aminoacido foi escolhido por
pertencer ao fragmento 77a.

Apresentando um comportamento bem diferente de 58 o aminoéster Boc-D-
MeLeu-OCH3; (74) demonstrou boa estabilidade ao ser analisado por cromatografia
gasosa, sendo possivel registrar um Unico pico com tempo de retencao em 20 min.
Mas, a confirmacdo de que ndo havia indicios de racemizacdo sO foi possivel

quando uma mistura (D/L) contendo o aminoéster desprotegido (H-MeLeu-OCHg) foi
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injetada e os picos referentes aos isémeros (D) e (L) registrados com os tempos de
retencdo em 10,75 min e 10,97 min. Em seguida, uma fracdo pura contendo o
isébmero (D) do aminoéster desprotegido, foi injetada e um Unico pico com tempo de
retencdo em 10,80 min coincidiu com o pico em 10,75 min na mistura (D/L). Com
estes resultados, foi possivel concluir que a metodologia empregada na alquilacao

dos aminoécidos estudados nao era racemizante (Figura 22).
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Figura 22: Cromatogramas dos aminoésteres (D) e (D/L)
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4.6 — Acoplamento da amina H-L-MeTyr(Me)-OMe com o acido Boc-L-Leu-L-

Pro-L-OH na presenca de EDC.HCI/HOBt

(57b)
OH CH,
N HN
° . YL
NHBoc o~ o
CH,

(i) EDC.HCI, HOBt, DMF, 24 h, 0 °C - t.a, 55%

BOC=C02C(CH3)3

b; by by

Esquema 41: Sintese do tripeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-L-MeTyr(Me)-OMe (59)

Utilizando as mesmas condi¢des descritas na secao 4.4, o tripeptideo 59 foi
sintetizado em 55% de rendimento. A mudanca no éster benzilico para metilico
favoreceu o rendimento, que antes era de apenas 18%.

A caracterizagdo deste tripeptideo por RMN 'H, auxiliado pelo COSY, nos
permitiu verificar a auséncia do epimero, detectado anteriormente. Os simpletos
referentes as metoxilas podem ser vistos em 3,40-3,75 ppm e a metila ligada ao
nitrogénio, Hy possui um deslocamento quimico em 2,85 ppm, sem apresentar
desdobramento de sinal. Um multipleto no intervalo de 2,99-3,24 ppm foi atribuido
ao metileno He, enquanto que os metinos Hn1, Hnz € Hps aparecem num intervalo de
4,30-4,85 ppm em forma de multipleto. Os hidrogénios aromaticos aparecem em
forma de dois dupletos nos intervalos de 6,81-6,86 ppm, Hyxi € Hko (J= 8,8 Hz ) e

7,09-7,14 ppm, H;; e Hp (J= 8,5 Hz) (Espectros n® 48 e 51).
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Na RMN '3C, com auxilio do DEPT 135, foi possivel identificar os carbonos
referentes as duas metoxilas com deslocamentos quimicos em 55,9 ppm para Cq4 €
61,1 ppm para Cs. Ja o carbono Cq4 possui deslocamento quimico em 34,0 ppm. Os
carbonos quirais, representados por Cpy Cho € Cpz apresentaram deslocamentos
quimicos em 63,0 ppm, 57,7 ppm e 52,7 ppm (Espectros n® 49 e 50).

A analise por IV apresentou uma absor¢do larga de média intensidade
referente a deformacéo axial de (NH) em 3388 cm™, a absorcdo referente ao éster
em 1741 cm™ e a absorgao de forte intensidade que caracteriza a ligagdo amida em
em 1646 cm™'. A absorcao referente ao grupo de protecdo (Boc) foi observada em
1709 cm™' (Espectro n2 47).

A caracterizacdo deste fragmento pela espectrometria de massas detectou o
fon molecular M* = 533,2773 (Espectro n® 54), sendo o valor tedrico esperado
533,3110.

A obtencao do tripeptideo em forma de éster metilico, diminuiu uma etapa
sintética na estratégia adotada. Futuramente, este éster podera ser clivado em meio
basico, sem o risco de epimerizacdo, empregando as condi¢ées descritas por
Joullié, que faz uso de LiOH em uma mistura de solvente (THF/MeOH) (JOULLIE op.

cit.).
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4.7 - Formacao da Estatina (65)

Como pode ser observado na estratégia adotada (Esquema 32), o fragmento
73 possui um intermediario chave que é o residuo Estatina (65) na configuracao
(3S,4R). Existem varias metodologias disponiveis na literatura para a sintese de
Estatinas, inclusive com o controle da esterequimica em [ (RICH, 1988;
TERASHIMA, 1990; LOH, 1990; RIERA, 1996; HOFFMAN, 1997). Estatinas sao
beta-hidroxi, gama-aminoacidos sem substituintes em alfa e estdo presentes em
varios produtos naturais com as mais diversas atividades bioldgicas (JOULLIE, 1999
e FENICAL, op. cit). Um protocolo que permita a obtencdo desse intermediario
sintético de forma economicamente viavel tem sido de grande interesse das
industrias farmacéuticas, visto que o preco dessa substancia pode ultrapassar a
marca de US $ 1000/g.

A metodologia que adotamos para a sintese do Boc-(3S,4R)-Est-OEt foi a
descrita por Loh et al, pela disponibilidade dos reagentes em nosso laboratério.
Nesta sintese o intermediario silil-ceteno-acetal sera condensado ao D-valinal

catalisado por um acido de Lewis conforme o Esquema 42.

AL
o
A o o »\x
: /J\OEt . H
NHBoc NHBoc
(65) U
OLi &
/J\OEt HO/\|)\ C> HO
NHBoc NH,

Esquema 42: Analise retrossintética do Boc-(3S,4R)-Est-OEt
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4.7.1 — D-valina: Reducao, Protecao e Oxidacao

© OH —> 27 % "OH —> NHBoc NHBoc
NH, NH, Boc=C0,C(CHa)s Boc=CO,C(CHy)s

(62) b; b, b, b; b, b,

(63) (64

(i) NaBH,.l5, THF, 18 h de refluxo, MeOH, 20% NaOH; (ii) (Boc),O, DMAP, MeCN,
0°C - t.a, 5 h, 90%; (iii) DMP, DCM, 2,5 h, t.a, 1,3 M NaOH, 80%

Esquema 43: Sintese do Boc-D-valinal (64)

O primeiro passo para chegar a estrutura da Estatina, foi buscar uma
metodologia que nos permitisse obter o a-amino-aldeido 64, que posteriormente
seria condensado com o silil-ceteno-acetal. Inicialmente, a D-valina foi protegida com

(Boc) e reduzida com NaBH4.l; em THF seco (Esquema 44) (MEYERS, 1993).

o)
M NaBH4.I2 )\/\
OH “1iF Refiu > OH

ﬁHBoc

= THF, Refluxo
NHBoc

Esquema 44: Reducéo direta do Boc-valina ao correspondente Boc-amino-alcool

Logo nas primeiras horas de refluxo foi possivel detectar por CCF, que além
do material de partida ser reduzido ao amino-alcool, parte do produto estava sendo
desprotegido, nas condi¢cdes adotadas. Ao término da reacdo, o material recuperado
era de dificil separacao e apresentava baixo rendimento.

Numa segunda tentativa, resolvemos reduzir a D-valina nas mesmas

condicoes apresentadas no Esquema 44, sendo possivel ao termino de 18 h de
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refluxo, verificar que todo material de partida havia sido consumido e nenhum
subproduto foi detectado. Apds a adicao de metanol e uma solucdo de NaOH, o D-
valinol (62) foi isolado, com rendimento de 99%, sem a necessidade de purificagéo.

A andlise de RMN 'H permitiu identificar dois dupletos, com o primeiro em
0,90 ppm (d, J= 3,4 Hz) e 0 segundo em 0,92 ppm (d, J= 3,4 Hz) referentes aos
hidrogénios H,. Ja4 os hidrogénios que pertencem a hidroxila e a amina, aparecem
em 2,16 ppm como um simpleto largo, classificados como H.. Dois duplo-dupletos
referentes aos hidrogénios He aparecem em 3,29 ppm (dd, J= 8,7 Hz e 10,6 Hz) e
3,62 (dd, J= 3,8 Hz e 10,6 Hz) (Espectro n® 61).

O espectro de IV apresenta uma absorcao larga de forte intensidade em 3354
cm’' referente ao grupo (OH) sobreposta ao (NH,). Em 1593 cm™, 1468 cm™ e 1388
cm” podem ser observadas as absorcdes referentes as deformagdes angulares de
(C-H) (Espectro n® 60).

O D-valinol foi protegido com (Boc) na presenca de uma quantidade catalitica
de DMAP, sendo facilmente isolado por cromatografica flash com um redimento de
90%, em forma de um 6leo incolor. O amino-alcool 63 demonstrou boa estabilidade
durante semanas, quando estocado em freezer.

A caracterizagdo por RMN 'H nos permitiu observar um sinal bem
caracteristico de que a protecao havia ocorrido, de forma eficiente, com um simpleto
em 1,45 ppm referente aos 9 hidrogénios metilicos do (Boc) e os simpletos em 2,69
ppm e 4,73 ppm que representam os grupos (OH) e (NH) (Espectro n® 63).

O espectro de RMN *C nos permite visualizar os sinais referentes ao grupo
de protecédo, com deslocamento quimico em 28,3 ppm, relativo as metilas Cpy € um

sinal de fraca intensidade em 79,4 ppm pertencente ao carbono quartenario Cpz. O



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 62

sinal eferente a carbonila Cy3, apresentou um deslocamento quimico em 156,8 ppm
(Espectro n® 64).

Pelo espectro de IV, podemos destacar uma absorcao de forte intensidade,
relativa ao grupo (OH), novamente sobreposta ao grupo (NH) em 3350 cm™ e a
absorcdo de deformagao axial de (C=0) referente ao (Boc) em 1693 cm™ (Espectro
n° 62).

A oxidacao de 63 foi realizada na presenca do reagente de Dess-Martin,
previamente preparado, a partir do intermediario IBX (SPUTORE, 1999) em anidrido
acético, catalisado por acido p-toluenosulfénico (IRELAND, 1993). Esta reacao
ocorreu suavemente, sem comprometer a quiralidade do substrato e sem causar
danos ao grupo de protegao. Ao término de 2,5 h, o meio reacional foi tratado com
uma solucdo 20% NaOH. O aldeido 64 foi recuperado em 80% de rendimento em
forma de um 6leo com alta viscosidade.

A caracterizacdo de 64 por RMN 'H indica um multipleto para o hidrogénio
quiral Hy com deslocamento quimico em 4,24 ppm. O hidrogénio referente ao grupo
(NH) aparece em 5,09 ppm como um multipleto, enquanto que o Hs, que caracteriza
o aldeido, péde ser observado em 9,65 ppm em forma de um simpleto largo. A
indicacao de que o grupo de protecdo permaneceu inalterado ao longo da reacédo e
durante o isolamento, foi possivel pelo simpleto atribuido as metilas, classificadas
como Hy em 1,45 ppm (Espectro n® 66).

Através do PENDANT foi possivel identificar o carbono Cy,1 em 28,5 ppm
atribuido as metilas referentes ao (Boc), assim como os carbonos quaternarios Cpp
em 80,1 ppm e Cp3 em 156 ppm. O sinal pertencente ao carbono quiral C4 pode ser
identificado em 64,8 ppm, enquanto que o aldeido pode ser observado em 200,6

ppm (Espectro n® 67).
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O espectro de IV apresenta um perfil bem diferente do amino-alcool 63, com
uma absorcdo de média intensidade em 3288 cm™, atribuida a deformagéo axial de
(NH). A absorcao referente a ligacao (C=0), do aldeido pode ser visualizada em
1735 cm™ sobreposta a absorcdo de deformacéo axial da ligagéo (C=0), relativa ao
grupo de protecédo (Boc) (Espectro n® 65).

Inicialmente, pbdde-se constatar que o aldeido apresentava pouca estabilidade
devido a labilidade do centro quiral, sendo facilmente recemizado, mesmo quando
estocado em freezer. Esta dificuldade foi contornada, oxidando 63 algumas horas

antes da reacao de condensagao.

4.7.2 — Sintese do 4R-tert-Butoxi-carbonilamino-3S-hidroxi-5-metil-hexanoato

de etila, [Boc-(3S, 4R)-Est-OEt] (65)

f
0,s|(Me)3 0 da OH o OH O
/J\oEt H BRI g0 i )\_/_\)ko/\
¥ NHBoc NHBoc NHBoc
BOC:COzC(CH3)3

€3 €2 ¢y

Majoritario minoritario
(i) BF3.Et,0, DCM, -78 °C, 2 h; (ii) sol. 5% NaHSO, (65)

Esquema 45: Sintese da Estatina a partir do silil-ceteno-acetal e do aldeido 64,

catalisada por BF3.Et,O

Apébs a caracterizacao de 64, nossos esforcos foram direcionados a sintese
da Estatina, visando que a formacao do produto majoritario ocorresse com controle

seletivo anti-diastereofacial, ao termino da reagdo (Esquema 45).
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Como a preparacao do silil-ceteno-acetal (Esquema 42) passa primeiramente
pela formagéo do enolato de litio, a partir de acetato de etila e LDA a -78 °C, com o
cuidado especial para que a temperatura nao se elevasse ao longo do processo, foi
realizado um teste onde uma solucéo do aldeido 64 em THF a -78 °C foi adicionada,
lentamente, via cadnula ao meio reacional contendo o enolato de litio. Durante todo o
procedimento, a atmosfera permaneceu inerte e a temperatura inalterada. Mesmo a
baixa temperatura, pode-se constatar por CCF que o material de partida era
rapidamente consumido, nos primeiros 10 min de reacdo, ja sendo inclusive,
possivel constatar a formacao de subprodutos, e que apdés 40 min, era possivel
observar a formacdo de uma mistura complexa de dificil separacao. Este teste
preliminar nos deu indicios de que a condensacéao a partir do enolato de litio ndo nos
permitiu controlar a diastereosseletividade da reacao, sendo necessario a utilizacao
de um intermediario menos reativo, como o préprio silil-ceteno-acetal.

Na reacado posterior, ap6s a formagé&o do enolato de litio, foi adicionado ao
meio reacional, cloreto de trimetilsilano, em excesso, mantendo a temperatura a -78
°C durante os primeiros 20 min de reagdo. Quando o sistema atingiu a temperatura
ambiente, o excesso de solvente (THF) foi evaporado e o material recuperado pode
ser destilado a temperatura de 80 °C. O controle da temperatura nesta etapa é de
fundamental importancia, visto que o silil-ceteno-acetal, é facilmente degradado a
90 °C.

A reacao de Mukaiyama foi feita através da adi¢ao lenta de um equivalente de
BF3.Et,O a uma solugéo do silil-ceteno-acetal e 64 em DCM a -78 °C, com cuidado
para que a temperatura nao se elevasse. Normalmente o controle da

diastereosseletividade, da-se em funcédo do acido de Lewis escolhido (LOH, op.cit.).
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Neste caso, a escolha do BF3.Et:O, numa primeira tentativa, foi em funcao da sua
qualidade e disponibilidade em nosso almoxarifado.

Logo nos primeiros minutos apés a adicdo do BFj, foi possivel observar por
CCF a formacéao de duas manchas com Rt bem préximos. Ao termino da reacéao, o
meio foi diluido com uma solugdo 5% NaHSO, e extraido com Et,O. Os produtos
revelados na CCF foram isolados por cromatografia flash usando um gradiente de
polaridade (20-40 Et,O:hexano) (Esquema 45). Este material pode ser injetado num
cromatografo a gas nas condicdes descritas no experimental, secéo 7.2 e dois picos
principais registrados, sendo o majoritario com tempo de retencdo em 19,87 min e o
minoritario em 19,40 min. A proporcao entre esses dois picos demonstrou uma
diastereosseletividade da ordem de 7:1.

Na RMN 'H, a razdo entre os dois dupletos referentes ao grupo (NH),
classificado como H;, com deslocamentos quimicos em 4,41 ppm (J= 9,9 Hz) e em
4,83 ppm (J= 10,2 Hz) corrobora os resultados obtidos na cromatografia gasosa,
apresentando novamente uma razao 7:1 (Espectro n® 69). Esta reacgao foi repetida
por mais trés vezes e em todas as tentavas foi possivel isolar um sélido de pf= 60
-63 °C com 60% de rendimento.

A caracterizagdo mais detalhada desse sélido por RMN 'H apresenta dois
dupletos, sendo um em 0,88 ppm (J= 6,9 Hz) e o outro em 0,94 ppm (J= 6,9 Hz,)
para os hidrogénios H,, um tripleto em 1,26 ppm (t, J= 7,2 Hz) referente ao Hy, do
etoxido, enquanto que o simpleto que mostra que durante a reagdo o grupo de
protecdo (Boc) permaneceu intacto, pode ser facilmente visualizado com
deslocamento quimico para as metilas Hs1 em 1,45 ppm. O multipleto referente ao
hidrogénio Hy aparece em 3,52 ppm, enquanto que H, por ser desblindado pela

hidroxila, aparece em campo mais baixo, com deslocamento quimico em 3,92 ppm
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em forma de multipleto. Esses assinalamentos nos permitiram constatar que a
Estatina 65 havia sido formada com boa diastereosseletividade, validando a
metodologia adotada (Espectro n® 69).

O espectro de RMN '™C contribuiu mais claramente para a completa
caracterizacao deste B-amino-alcool. Os carbonos C, caem em campos diferentes,
em 16,2 ppm e 20,2 ppm. Este efeito € comum quando é possivel a presenca de
isdmeros rotacionais. Em campo mais baixo foi possivel distinguir os metinos Cq4 €
Ch, com deslocamentos quimicos em 58,7 ppm e 60,3 ppm. O efeito indutivo da
hidroxila foi novamente observado com relacao a Cy. As metilas C; pertencentes ao
(Boc) podem ser identificadas em 28,4 ppm, apresentando um sinal de forte
intensidade, em quanto que o metileno C, possui um deslocamento quimico em 38,4
ppm. Os carbonos quaternarios sao identificados com deslocamentos quimicos em
79,6 ppm para C,, 156,4 ppm para a carbonila do carbamato C3; e 173,4 ppm para a
carbonila do éster Cy (Espectro n® 70).

Com relacao ao espectro de IV, podemos destacar a absorcdo larga de
deformacdo axial da hidroxila, sobreposta a absorcéo referente ao grupo (NH) em
3449 cm™. A carbonila do éster pode ser observado em 1716 cm™, também
sobreposta a absorgdo que caracteriza a carbonila do carbamato em 1697 cm™ e em
1251cm™ a absorcdo de deformacdo axial correspondendo ao grupo (C-O-C)

(Espectro n® 68).
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4.7.3 — Confirmacao da estereoquimica relativa da Estatina a partir das

constantes de acoplamento geradas pela oxazolidinona (66)

o)
OH O J
w o\ i hHN O o f
NHBoc =r: ¢ 0 b
- T H H d
Majoritario ae 9 (66)
(i) TFA, DCM, t.a, 2 h; (ii) DIEA, DCM, CDI, 0 °C - t.a, 48 h

Esquema 46: Reacao de ciclizacao da Estatina com CDI

Para a determinacdo da estereoquimica relativa do diastereocisémero
majoritario, o grupo de protecao da Estatina foi clivado com TFA e o sal de aménio,
apds a remocao do excesso de acido, foi neutralizado com diisopropiletilamina. A
ciclizacao do B-amino-alcool ocorreu na presenca de CDI, por um periodo de 48 h a
temperatura ambiente. A oxazolidinona 66 foi isolada por cromatografia flash (10-
30% Et,O:hexano) com um rendimento de 60%, em forma de um o6leo incolor
(Esquema 46).

Dados na literatura indicam que as constantes de acoplamento referentes aos
hidrogénios He e Hgy, na estrutura da oxazolidinona, determinam a estereoquimica do
material de partida. Para uma constante de acoplamento entre 7,0 e 9,0 Hz, temos a
indicacao de que a configuracao do produto ciclizado € syn, sugerindo que nas
posicoes 3 e 4 da Estatina, a configuracao seja do tipo (3S, 4R). Para uma constante
de acoplamento entre 4,0 e 5,5 Hz, temos a indicacdo de que a configuracéo no anel
de cinco membros € anti, logo nas posi¢cées 3 e 4 a configuracado sera do tipo (3R,

4R) (JOULLIE, 1988).
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Para a oxazolidinona obtida a partir da ciclizagdo com CDI, o espectro de
RMN "H mostra que os hidrogénios designados Hg acopla com Hy em forma de dois
duplo-dupletos, com deslocamentos quimicos em 2,66 ppm (dd, J= 5,1 Hz e 16,5
Hz) e 2,84 ppm (dd, J= 9,0 Hz e 16,5 Hz,) enquanto que o tripleto para He aparece
em 3,68 ppm (t, J= 7,2 Hz). Com essas constantes de acoplamento, podemos
determinar que a oxazolidinona acima sugere uma configuracdo syn para o anel,
logo podemos concluir que a estereoquimica da Estatina nas posicoes 3 e 4 é do

tipo (3S, 4R) (Figura 23), (Espectro n® 72).

HN O o

OEt
e Mg
U JHe-Hg= 7,2 Hz

T
TN

Figura 23: Medida da constante de acoplamento para os hidrogénios He-Hg

A caracterizacao a partir do espectro de IV nos permite identificar a absorcéao
de deformagao axial do grupo (NH) em 3268 cm™ e a absorgéo de forte intensidade
referente a carbonila do éster sobreposta a carbonila da oxazolidinona em 1759

cm™ (Espectro n® 71)

4.7.4 — Proposta mecanistica segundo o modelo de Felkin-Anh aplicado a

sintese da Boc-(3S, 4R)-Est-OEt (65)

Apbs a confirmacédo da estereoquimica relativa do produto majoritario com
base nas constantes de acoplamento geradas pela oxazolidinona (Figura 23), fez-se

necessario propor um modelo que explicasse a preferéncia na formacao de um
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diastereoisdbmero com relagdo ao outro. Como o provavel mecanismo passa por um
sistema aciclico, o melhor modelo a ser investigado € o de Felkin-Anh. A proposicao
por Felkin (confirmada através de calculos tedricos por Anh) mostra que a formacao
do produto principal, nesse tipo de reacdo, é resultado do ataque do nucledfilo
orientado anti ao grupo estericamente dominante (Rg), através da trajetéria de Birgi-
Dunitz (107°), que minimiza interagées nio-ligantes com os substituintes adjacentes
a carbonila.

Este modelo parte do principio de que os estados de transicdo se
assemelham, em geometria e energia, aos reagentes e ndo aos produtos e de que
as conformacdes mais importantes sdao aquelas que intuitivamente poderiamos
esperar se também fossem as mais estaveis, uma vez que nao apresentam
eclipsamento de grupos e uma vez que o gruo Rg encontra-se o mais afastado
possivel do atomo de oxigénio e hidrogénio, minimizando as repulsdes estéricas
entre eles. Papel importante é também desempenhado pelo nucleéfilo, uma vez que
a aproximacao preferencial deve minimizar efeitos estéricos (COSTA, 2003).

Com base nesses principios, o provavel mecanismo de formacdo do
diastereoisdbmero majoritario passa através do conférmero A proposto no Esquema

47.
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éL
o) OH OH O
Ru Ru Re o w
Rg ——— = M= = OEt
N & Et00,C " . A
Rp H H R P
A P
l
OSiMe, . OH
Nu= 7 OEt OH E 4
Rg = NHBoc £ = “, H OEt
Rm= 'Pro “ o H OEt Ru PP
Rp= H Ho iR
P Boc
Produto Felkin

Esquema 47: Diastereosseletividade promovida pelo ataque do nucledfilo ao a-

amino-aldeido 64

A disposicao dos grupos classificados como Rg, Rm € Rp no modelo proposto
faz com que as repulsdes estéricas sejam as menores possiveis. Enquanto que a
aproximacao do nucledfilo pela face menos impedida o pde, no estado de transicao,
préximo ao grupo Rp, sendo esse o caminho de mais baixa energia, favorecendo o
diastereoisdbmero principal, chamado de produto Felkin.

Analisando o conférmero B (Esquema 48), podemos observar que a
aproximacao do nucledfilo seque uma trajetéria estericamente mais impedida. Esta
aproximacdo aumenta a energia do sistema no estado de transi¢do, tornado o
ataque do nucledfilo menos favorecido com base nas disposi¢des dos grupos Rga, Rm

e Rp. O ataque por essa face forma o diastereoisbmero minoritario, chamado de

produto anti-Felkin.
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eL
0 OH
Rp Rg Rp
noRw Wy, H Ry
B
OSiMe H
’ HO )" o
Nu = OEt - —
Rg = NHBoc OEt
Ru = Pro H NH
Rp= H

Produto anti-Felkin

Esquema 48: Formacao do diastereoisémero minoritario através do ataque

nucleofilico ao conférmero B

4.7.5 — Reacoes de protecao da Estatina 65

a

NHBoc RN}

65 "SI b \2
- l 1)\/(')\)CL

a h,
b, e 21 hzf i o/\c
NHBoc

I

BOC:COQC(CH3)3
d3 d, d

(i) benzil-2,2,2-tricloroacetimidato, ciclohexano, BF;.Et,0, 24 h
(ii) CI-SEM, DCM, DIEA, 24 h, t.a, 30%

Esquema 49: Protecdo da Estatina com CI-SEM na presenga de DIEA

71
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O acoplamento da Estatina aos aminoacidos protegidos poderia apresentar
baixos rendimentos, se a hidroxila em B ndo fosse previamente protegida (JOULLIE,
op.cit.). De acordo com o planejamento descrito no Esquema 32, os grupos de
protecao sao todos ortogonais, sendo possivel a remogcao em diferentes condi¢des
de reacdo ao longo da sintese total. A atencao a esta regra fez com que o grupo de
protecao escolhido para o alcool secundario da Estatina fosse o grupo benzila, por
ser estavel tanto em meio acido, quanto em meio basico e, principalmente, por ser
facilmente clivado na reacdo de hidrogendlise na presenca de Pd/C. Como uma
primieira tentativa, 65 foi tratado com benzil-2,2,2-tricloroacetimidato (COSTA,
op.cit) em cicloexano e uma quantidade catalitica de BF3. O monitoramento por
CCF, logo nas primeiras horas de reacao, demonstrou que o material de partida era
consumido quase que imperceptivelmente. Logo, uma quantidade estequiométrica
do acido de Lewis foi adicionada e o sistema permaneceu sob agitagcdo por um
periodo de 24 h a temperatura ambiente. Novamente, a andlise do meio reacional
por CCF mostrou que quase ndao houve mudanca no consumo do material de
partida. Infelizmente, apds algumas tentativas, concluimos que a benzilagcdo deste
alcool, usando o acetimidato ndo seria possivel (Esquema 49).

Uma nova alternativa foi tentar proteger 65 com CICH,OCH,CH,SiMe; (ClI-
SEM). Este reagente € muito utilizado na protecdo de alcoois primarios e
secundarios e mesmo sendo clivado com fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF), como
no caso do (TBS), as condicdes de reacao sao diferentes. O alcool protegido com
(SEM) requer um periodo maior de rea¢do, acompanhado de um ligeiro aquecimento
(40-50 °C), enquanto que o (TBS) é facilmente clivado a temperatura ambiente. A
presenca desses grupos na mesma estrutura ndo impede que (TBS) seja

manipulado seletivamente, simplesmente variando as condigdes de reacao.
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A Estatina foi protegida com 3,0 equivalentes de CI-SEM e 4,0 equivalentes
de diisopropiletilamina como base e DCM como solvente, por um periodo de 24 h a
temperatura ambiente (Esquema 49). Apdés a purificagdo do produto por
cromatografia flash (10% Acetona: CHCI3), foi possivel isolar um éleo com
rendimento de apenas 30%. Este material pode ser caracterizado por RMN 'H,
PENDANT e IV.

No espectro de RMN 'H os principais sinais que caracterizam a presenca do
grupo de protecao, aparecem com deslocamentos quimicos em 0,02 ppm para Ha,
em forma de um simpleto e em campo mais baixo, devido a eletronegatividade dos
dois oxigénios, os hidrogénios Hi> caem sobrepostos ao Hi; em 4,70 ppm em forma
de um multipleto. O metino Hyy e o metileno Hg; caem sobrepostos, com
deslocamento quimico em 3,61 ppm em forma de um multipleto (Espectro n® 74).

Através do PENDANT, em campo alto péde-se detectar as metilas C, em -1,4
ppm. O metileno Cij; deslocado pelos dois oxigénios em 95,0 ppm, novamente
confirma a presenca do grupo de protecdao (SEM). Um sinal de fraca intensidade
referente ao carbono quaternario Cq3 em 156,2 ppm indica a presenca do grupo de
protecdo (Boc), bem como os carbonos classificados como Cq41 € Cqo em 28,5 ppm e
77,7 ppm, respectivamente (Espectro n® 75).

A contribuicdo do espectro de IV destaca a absorcao de deformacédo axial
referente ao grupo (NH) em 3369 cm™, enquanto que a absorcdo em 2959 cm™,
sobreposta as absor¢des 2933 cm™ e 2897 cm™ indica um aumento no numero de
metilas e metilenos. Em 1720 cm™ podemos identificar a absorcdo de deformacéo
axial de forte intensidade, relativa a carbonila do éster, sobreposta a carbonila do

grupo de protecédo (Boc) (Espectro n® 73).
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O baixo rendimento obtido nesta reacdo tornou este grupo de protecéao
inadequado, partindo do principio de que a obtencdo do material de partida é
trabalhosa e que o CI-SEM, de alto valor, tem que ser utilizado em excesso.

Esse mesmo material foi hidrolisado com uma solugdo 1 M NaOH, na
esperanca de que o derivado do acido pudesse ser acoplado com o Hiv-OTce (61),
mas o acompanhamento dessa hidrolise por CCF revelou nos primeiros minutos de
reacdo a formacao de uma mistura complexa, ndo sendo possivel identifica se o

acido estava sendo formado.

4.7.5.1 — Acetilacao do Boc-(3S, 4R)-Est-OH e acoplamento com o alcool 67

H c—( u %
i, ii y OH iii W CC|3

NHBoo NHBoc NHBoc o)
(65) (68a)
Boc_COZC(CH3)3 (68)
(i) 1 M NaOH, EtOH, 0 °C - t.a, 1 h, 1 M NaHSO,; b; b, b,

(ii) Ac,0, DCM, Py, DMAP cat., t.a, 20 h, 5%NaHSO,;
(iii) Hiv-OTce, DCC, DMAP cat., Tol., t.a, 24 h, 65%

Esquema 50: Sintese do Boc-(3S, 4R)-Est(Ac)-(2S)-Hiv-OTce (68)

As opcgdes de grupos de protecao foram sendo reduzidas a cada tentativa,
restando apenas investigar se seria possivel acetilar a Estatina e,
consequentemente, tentar a primeira reacdo de acoplamento com o alcool 61. A
principio, este acoplamento poderia causar um problema adicional, ja que o produto
seria composto por dois ésteres. A remocao do grupo acetila com NaHCO3/MeOH,
poderia clivar simultaneamente o éster derivado do Hiv. Mesmo diante dessa

possibilidade, os experimentos foram postos em pratica (Esquema 50).
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Inicialmente, a Estatina foi hidrolisada com uma solugdgo 1 M NaOH em
metanol e extraida apds ser acidificada com uma solugdo 1 M NaHSQO,. Durante o
acompanhamento por CCF, foi observado que o material de partida era facilmente
consumido, isento da formacao de subprodutos ou epimeros. O 6leo obtido foi usado
diretamente, ndo sendo necessario sua purificagao.

A reacdo de acetilacdo foi conduzida na presenca de uma quantidade
equimolar de Ac.O/Py, com o solvente sendo o DCM, por um periodo de 20 h a
temperatura ambiente (LAN, 1999). O acompanhamento por CCF revelou o
aparecimento de uma macha com R¢ = 0,7, indicando que o possivel produto era
formado com boa pureza. O meio reacional foi acidificado com uma solucdao 5%
NaHSO,, seguido da extracdo com Et,O, recuperando-se um 6leo incolor, apds ser
concentrado no vacuo, com rendimento quantitativo. Este material foi usado
diretamente na proxima etapa nao sendo necessario sua purificacao.

A esterificacdo do acido 68a com 61 foi realizada na presenca da
carbodiimida DCC, catalisada por DMAP. O tempo dessa reacdo foi de 24 h e o
solvente utilizado foi o tolueno. Durante toda a reagéo, o sistema foi mantido sob
atmosfera de Ar. Apds esse periodo, foi possivel isolar por cromatografia flash (2,5%
EtOH:CHCI3) um dleo ligeiramente castanho com R; = 0,5, num rendimento de 65%
(Esquema 50). Este material foi caracterizado por RMN 'H e PENDANT.

A andlise da estrutura do éster 68 por RMN 'H apresenta um multipleto em
0,96 ppm relativo as metilas Ha1 e Haz, dando indicio de que a esterificagdo havia
ocorrido de forma eficiente. O simpleto intenso em 1,44 ppm, com nove hidrogénios
classificados como Hyi, ndo deixa duvidas de que o grupo de protecdo (Boc)
permaneceu inalterado durante as manipulagdes ocorridas antes do acoplemanto. A

seguir, um simpleto identifica a metila Hq referente ao grupo acetila em 2,04 ppm. Os
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hidrogénios etilénicos H;, deslocados para campo mais baixo, sdo identificados em
4,95 ppm como um multipleto, assim como os metinos Hy em 3,74 ppm, Hiem 4,68
ppm e Hx em 5,29 ppm (Espectro n® 76).

No PENDANT a metila Cq4 referente ao grupo acetila, aparece em 21,1 ppm,
enquanto que as metilas Cpy do (Boc) séo relacionadas ao sinal de forte intensidade
em 28,5 ppm, sobrepostas ao metino C.. Com deslocamento quimico em 74,5 ppm é
possivel identificar o metileno C;, assim como o carbono quaterndrio, deslocado para
campo mais baixo pelos trés atomos de cloro, com deslocamento quimico em 94,6
ppm para C,. As quatro carbonilas, com duas pertencentes aos respectivos grupos
de protecdo e duas pertencentes aos dois ésteres, presentes nessa estrutura, sao
observados com deslocamentos quimicos em 156,1 ppm para Cp3, em 168,0 ppm
para C,, em 170,2 ppm para Cn, € com uma pequena diferenca de deslocamento
quimico, a carbonila C,em 170,5 ppm (Espectro n® 77).

Apés a interpretagdo dos espectros de RMN, a investigacado foi conduzida
com o objetivo de avaliar se o grupo de protecdo acetila poderia ser clivado
seletivamente, sem afetar o éster derivado do (Hiv).

A reacao de desprotecdao ocorreu na presenca de KHCO3; metandlico a -10
°C. O monitoramento por CCF revelou nos primeiros 15 min de reagdo a formacéo
de impurezas de dificil separacdo, ndao sendo possivel confirmar se o produto
desejado estava sendo formado.

Apesar do objetivo nao ter sido alcancado, foi possivel verificar que a etapa
de esterificacdo usando a carbodiimida DCC apresentou bom rendimento, com

nenhuma dificuldade adicional no isolamento do produto.
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4.7.6 — Sintese do Cbz-L-Thr(TBS)-OH (60) e do alcool (2S)-Hiv-OTce (61)

De acordo com a analise retrossintética proposta no Esquema 32, os
intermediarios 60 e 61 que compdem a estrutura do fragmento 73 foram preparados
em bons rendimentos.

Inicialmente a L-treonina foi protegida com CBz-OSu nas mesmas condicbes
descritas no Esquema 36. O rendimento desta reagao foi de 91%, recuperando-se
um 6leo que pbde ser usado diretamente na etapa seguinte. Em seguida, a hidroxila
livre foi silanizada segundo o método classico de Corey, onde uma solugéo do alcool
em DMF seco é tratada com CI-TBS na presencga de excesso de imidazol, que atua
como base e catalisador, ao mesmo tempo (COREY, 1972). Esta reacéo foi
acompanhada por CCF e uma mancha com R¢= 0,7 indicou a formagao do produto
desejado. Apbés um periodo de 18 h, péde-se detectar o consumo completo do
material de partida e um 06leo incolor foi isolado por cromatografia flash (5-10%

Acetona:DCM) com rendimento de 85% (Esquema 51).

by a

|
b, SI_Q 0 (60)

OH O by al d h
/:\l)k i, i ¢ dy ' "OH
OH —— NHCbz

NH, f

CbZ:COzCHzPh
l e g

(i) Cbz-OSu, NaOH/MeCN, 0 °C - t.a, 6 h, 1 M NaHSO,, 91%;
(ii) TBS-CI, Im, DMF, 0 °C - t.a, 18 h, 85%

Esquema 51: Protecéo da L-treonina com Cbz-OSu e CI-TBS
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A caracterizacdo por RMN 'H nos permite identificar os principais sinais
referentes aos os grupos de protecao. Com relacao ao (TBS), podemos destacar as
metilas H,¢ ligadas ao silicio com deslocamento quimico numa faixa espectral de
0,06-0,09 ppm, em forma de multipleto e o simpleto em 0,87 ppm atribuido aos
hidrogénios Hy do grupo (‘Bu). J&, com relacdo ao grupo de protecdo (Cbz), o
simpleto em 5,15 ppm caracteriza o0 metileno He, enquanto que em campo mais
baixo os hidrogénios aromaticos sao vistos em forma de um simpleto em 7,38 ppm
(Espectro n® 56).

No IV destacamos a absorcdo de deformacao axial referente ao grupo (NH)
em 3407 cm™, uma absorcdo larga em 3092 cm™, atribuida a deformacdo axial
gerada pela hidroxila da funcdo acida e as absorcdes das carbonilas que se
destacam em 1737 cm™ e 1688 cm™ (Espectro n2 55).

Apébs as respectivas protecées da L-treonina, passamos para a sintese do
acido hidréxi-isovalérico. A metodologia utilizada foi a mesma desenvolvida por Kock
(KOCK, 1983 apud JOULLIE, 1990), onde uma emulsdo do amino4cido L-valina é
tratada simultaneamente com as solugdes 2 N H.SO4 e 2 N NaNO,, tendo o cuidado
para que a temperatura do sistema se mantivesse a 0 °C, durante as primeiras horas
da adicao. Apds 18 h de reacédo a temperatura ambiente, o material foi extraido com
Et,O e o residuo cru, foi usado na etapa seguinte sem a necessidade de purificacao
(Esquema 52).

Inicialmente imaginamos que seria necessario proteger o alcool secundario
com (TBS) antes da etapa de esterificacdo com tricloroetanol, procurando evitar uma
possivel competicdo ao longo do processo. Mesmo apéds varias tentativas, o material
isolado apresentava baixos rendimentos, mesmo quando excesso de (TBS) e

imidazol eram utilizados. As tentativas para benzilar o alcool com benzil-2,2,2-
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tricloroacetimidato previamente preparado (COSTA, op.cit.), catalisado por BF3.Et.0,
também apresentaram baixos rendimentos com dificuldades no isolamento do
possivel produto. Estas reacbes nos permitiram observar que as dificuldades na
protecdo dessa hidroxila poderiam nos favorecer na etapa de esterificacdo, se o
alcool primario fosse usado em excesso. Entdo, a partir do experimento via catalise
acida, o acido hidroxi-isovalérico foi finalmente esterificado com tricloroetanol em
80% de rendimento (Esquema 52). O d4leo isolado por cromatografia flash (10%
Acetona:DCM) foi caracterizado por RMN '"H, PENDANT e IV.

A escolha de 61 foi pelo fato de que a sua desprotecao ocorre de forma suave
na presenca de acetato de aménio e Zn® em pd, tornando-o seletivo ao longo da

sintese do macrociclo (Esquema 33).

a

(o) o (61)
- b e
)\l/u\()H Ly a)\i’)ﬁ\o/\gms

NH, OH

(o]

(i) 2 N NaHNO, 2 N H,S0,, 98%; (ii) Tce-OH, H,SO, cat., tol. 21 h, 80%

Esquema 52: Sintese do (2S)-Hiv-OTce (61)

Podemos destacar no espectro de RMN 'H os hidrogénios préquirais He que
aparecem em campo baixo, devido ao efeito indutivo gerado pelos atomos de cloro,
como dois dupletos em 4,70 ppm (J= 11,9 Hz,) e em 4,92 ppm (J= 11,9 Hz).
Também em campo baixo, destaca-se o metino a a carbonila classificado com Hqg
com deslocamento quimico em 4,16 ppm em forma de um multipleto (Espectro n®
58). No PENDANT, o carbono C. em 74,6 ppm nos reafirma que a esterificacao foi

bem sucedida, assim como o carbono quaternario C; em 95,0 ppm, ligado aos trés
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atomos de cloro. Um sinal de fraca intensidade em 173,5 ppm identifica a carbonila
do éster (Espectro n® 59).

A caracterizacao deste éster por IV apresenta uma absorgao larga, de média
intensidade em 3500 cm™ caracteristica de &lcool, enquanto que em 1755 cm™ uma
absorcao de forte intensidade, refere-se a deformacéao axial do grupo (C=0) do éster

(Espectro n® 57).

4.8 — Acoplamento da amina H-(3S,4R)-Est-OEt ao acido 60 na presenca de

PyBop/DIEA

A utilizagcado do sal de fofénium PyBop no acoplamento da amina H-(3S,4R)-
Est-OMe a um derivado da cisteina, na sintese da Spiruchostatina A, foi
recentemente publicada por Ganesan et al, com rendimento de 74% (GANESAN,
2004). Este trabalho nos possibilitou investigar se seria possivel acoplar a Estatina

desprotegida a treonina 60, nas mesmas condi¢des (Esquema 53).

by O/\d
i, ii
Y OEt b; a;
N |
NHBoc by_bs Si-0+{
b, a (69)
Cbz=CO,CH,Ph
r k n,0

(i) TFA, DCM, t.a, 2,5 h; (ii) DCM,Cbz-(L)-Thr(TBS)-OH, PyBop, DIEA, 1,5 h, t.a, 50%

Esquema 53: Acoplamento da Estatina a treonina 60 usando PyBop/DIEA
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Inicialmente o grupo de protecdo (Boc) foi clivado com TFA em DCM a
temperatura ambiente, por um periodo de 2,5 h. Em seguida, o solvente foi removido
e 0 sal obtido lavado com tolueno até que todo excesso de TFA fosse removido. Um
cuidado especial tem que ser tomado, visto que a neutralizacao deste sal podera
favorecer, rapidamente, a reacao de ciclizacéo intramolecular, pelo ataque da amina
livre ao éster. O sal foi parcialmente solubilizado em MeCN e tratado com 60,
seguido da adicao do reagente de acoplamento PyBop. A emulsdo formada foi
resfriada a 0 °C, enquanto Ar era borbulhado ao meio. Tanto o sal, quanto o PyBop
apresentaram pouca solubilidade, mas a medida que o base (DIEA) era adicionada,
0 meio tornava-se homogéneo, acompanhado da mudanca de cor, passando de
amarelo claro para castanho. Durante os primeiros 10 min de reacao ja foi possivel
observar pelo monitoramento por CCF que uma mancha com Rs = 0,4 dava indicios
de que o possivel produto, derivado do acoplamento, estava sendo formado, isento
da formacao de produtos colaterais. Apds 1,5 h de agitacao a temperatura ambiente,
isolou-se por cromatografia flash, usando um gradiente de polaridade (15-30%
AcOEt:hexano), um o6leo ligeiramente castanho com rendimento de 50% (Esquema
53).

O material isolado foi caracterizado por RMN 'H, auxiliado pelo COSY, e os
principais sinais identificados, como sendo um dupleto em 0,17 ppm (d, J= 7,8 Hz)
para as metilas Hyt € Hao ligadas ao silicio, indicando que a treonina foi acoplada a
Estatina com sucesso. Mais adiante em 0,93 ppm, um sinal de forte intensidade, em
forma de um simpleto com integracdo correspondendo a aproximadamente 15
hidrogénios, tras informacao sobre Hyi, Hpo, Hpbs, Hosa € Hps, referentes aos grupos
(‘Bu), (TBS) e ao (Pro) da Estatina. Um simpleto largo em 2,94 ppm indica que a

hidroxila em B, classificada como Hy ndo sofreu qualquer modificagdo durante o
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acoplamento, validando a metodologia adotada. Um multipleto em 3,94 ppm
identifica os metinos Hny € Hypo, assim como o dupleto em 5,15 ppm (d, J= 12,3 Hz)
que nos permite identificar os hidrogénios metilénicos Hx pertencentes ao grupo de
protecdo (Cbz). Os dois (NH), classificados como H, e H;,, presentes nessa
estrutura, aparecem com deslocamentos quimicos em 5,91 ppm e 6,73 ppm em
forma de simpletos largos, dando mais uma evidéncia de que o acoplamento foi
eficiente. A boa separacdo dos sinais nesse espectro nos permite afirmar que néo
houve formacdo de epimeros, significando que o reagente de acoplamento
empregado desempenhou bem a sua funcgéo (Espectros n® 79 e 80).

Quanto a analise realizada no PENDANT, com auxilio do HMQC, podemos
destacar o sinal em -4,91ppm atribuido as metilas C,1 € Ca2 € 0 sinal de forte
intensidade em 25,9 ppm para as metilas do (‘Bu), permitindo identificar o grupo de
protecao (TBS). Com deslocamento quimico em 38,4 ppm é possivel identificar o
metileno C¢ a a hidroxila. O carbono em 58,0 ppm é atribuido ao metino Cp, ja 0
carbono classificados como Cy1 pode ser identificado em 68,5 ppm, mais deslocado
devido a influéncia da hidroxila em B. Quanto ao carbono que prova a existéncia da
ligagéo peptidica, este sinal pode ser observado em 169,8 ppm, chamado de Cq. Os
demais carbonos relacionados as carbonilas C,; e C, podem ser identificadas com
deslocamentos quimicos em 156,3 ppm para o carbamato e 173,1 ppm para o éster
(Espectros n® 81-84).

As principais absor¢gées na andlise de IV podem ser atribuidas a hidroxila,
sobreposta a absorcdo de deformacdo axial dos grupos (NH) que aparece em
3343 cme, principalmente, as absorcdes na regido de 1724 cm™ a 1670 cm™,
identificadas como absor¢cdes de deformacao axial de (C=0), referentes ao éster, a

ligacdo amida e ao carbamato (Espectro n® 78).
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Apos a elucidagao estrutural, novas reagoes foram realizadas com o intuito de
aumentar o rendimento, inclusive empregando outros reagentes de acoplamento tais
como: PyBrop, TFFH, DCC, EDC e HBTU. Porém, os testes realizados revelaram
que as carbodiimidas sao ineficientes neste tipo de acoplamento, mesmo apds
longos periodos de reacao (24-72 h). O sal de urénium HBTU proporcionou um
rendimento de apenas 10%, enquanto que os reagentes holegenados, PyBrop e
TFFH, independente da estequimetria, apresentaram rendimentos moderados (25-
33%) com suspeitas de epimerizacao.

Indiscutivelmente, o melhor rendimento foi alcangcado com 1,2 equivalente de

PyBop e 3,5 equivalentes de DIEA com o tempo de reagéo otimizado para 1,5 h.

4.9 — Nova metodologia de acilacao empregado na sintese de peptideos

Como descrito em 1.6, o acoplamento de aminoacidos nem sempre € uma
tarefa trivial. Em conseqUéncia das dificuldades obtidas ao longo de um
planejamento sintético, varios reagentes de acoplamento tém sido utilizados, tais
como: fosfédnium, urdnium, immoénium, imidazolium, carbodiimidas e os reagentes
organofosforados. Infelizmente, a maioria desses reagentes € de alto custo e
inadequado para sintese em larga escala, inclusive, com alguns apresentando altos
indices de recemizacéo.

As dificuldades obtidas ao longo desse projeto nos encorajaram desenvolver
uma nova metodologia, inicialmente aplicada a sintese de amidas e ésteres e
posteriormente, utilizada na sintese de peptideos, com base nos cloretos de acidos

(BAYARD, op.cit).
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4.9.1 — Aplicacao da nova metodologia na sintese de amidas, ésteres e

peptideo

Ao longo de nossos estudos, observamos que o tratamento de &cidos
carboxilicos com o acido tricloroisocianurico (TCICA) e trifenilfosfina leva aos
correspondentes cloretos de acidos in situ sob condicbes brandas de reagcédo. A
adicdo de aminas ou alcoois, na presenca de uma amina terciaria gera as

correspondentes amidas ou ésteres (Esquema 54).

1 - (Ph)sP, TCICA, CH,Cl,

(o]
g 0- RT, 45 min ,
R~ "OH - P - AMIDAS OU ESTERES
2 - Aminas ou Alcoois / EtsN

1h-2h

Esquema 54: Formacao de amidas ou ésteres por TCICA/PPhg

Em nosso experimento inicial, usamos uma razdo 1:1:0,3 do
RCOOH:PPh3:TCICA, respectivamente. Porém, sob estas condicbes pdde-se
observar baixa conversao e baixos rendimentos. Melhores resultados foram obtidos
quando usamos uma razao 1:1:1.

Os 4&cidos carboxilicos foram misturados a trifenilfosfina e ao &cido
tricloroisociantrico em DCM a 0 °C, sob agitacdo durante 15 min, formando uma
suspensao. Em seguida, o resfriamento foi removido e a mistura permaneceu a
temperatura ambiente por 45 min. Trietlamina e as aminas ou os alcoois de
interesse foram adicionados lentamente e mantidos sob agitacdo por um tempo

adicional de 1-2 h (RODRIGUES, 2005).
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Para ilustrar a aplicagcdo do método, algumas amidas e ésteres de importancia

sintética puderam ser preparados, como mostra a Tabela 08.

Tabela 08. Conversao de &acidos carboxilicos a amidas e ésteres por TCICA/PPh;

Entrada Amida Rendimento (%) Entrada Ester Rendimento (%)
(o]

Boc 0O
N~ 96 v L g
1 H 7 “"oBn 96
O,N \ /

Q 0
b
2 ™ d
H)LNﬁ o5 . ~Hos y
(0]

OTBS
ORee i
XN b N d
3 85 OEt
o 9 \ 53
o)
? = d
/\/
4 /\[H’LN/\/ 923 10 (0) 90
o H OH
o OEt )
5 /\’HkN b m 30
o H/\© 50 11 HO o
O o O O
6 12 NN )t(\,))l\ P4
o e, s - g

a p-propilamina (6,0 equiv);

b trietilamina (3,0 equiv) e a amina correspondente (1,0 equiv);
¢ trietilamina (3,0 equiv) e a amina correspondente (2,0 equiv);
d alcool correspondente (1,0 equiv) e trietilamina (3,0 equiv);
¢ alcool correspondente (2,0 equiv) e trietilamina (3,0 equiv)

Um importante exemplo que demonstra a eficiéncia deste método, foi a
sintese do (Z)-N,N-Dietil-2-metilbutenamida (entrada 2) obtida em 95% de
rendimento sem isomerizacao (Lit. 49% de rendimento, 12% do isbmero (E), sendo
tratado com SOCI,, NAIOTO, 1990). Quando a amina tem baixo ponto de ebulicdo
podera ser usada em excesso (entrada 1), sem a necessidade de trietilamina. a-

cetoamidas sdo versateis intermediarios sintéticos e puderam ser preparadas por

esta metodologia em bons rendimentos (entradas 4 e 5).
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Alguns ésteres foram também sintetizados (entradas 7-12). Boc-(L)-prolina foi
esterificado com alcool benzilico com rendimento de 96%, sem racemizacao
observavel apés a hidrogendlise {[o]*°p = -60.1 (¢ 2.0 AcOH), Lit -60.3 (KUROKAWA,
2003)} (entrada 7). O lactato protegido com (TBS) (entrada 8) foi preparado em bom
rendimento e novamente ndo apresentou indicios de racemizagao {[a]*’p = -28.7 (c
1.16 CHCly), Lit -28.9; (JOULLIE, 1990)}, levando a conclusdo de que a acilagdo nao
passa pélo intermediario ceteno. Nos exemplos (entradas 9, 10 e 11) a esterificacao
ocorreu de forma eficiente sem que fosse necessario proteger os grupos funcionais,
0 que mostra a versatilidade do método. Finalmente, a utilizagcdo de um &cido
dicarboxilico na presenga de alcool alilico forneceu o correspondente diéster
(entrada 12), assim como uma diamida foi formada na presenca de dietilamina
(entrada 6). Todas as substancias sintetizadas obtiveram espectros satisfatérios.

O mecanismo proposto para a geracao do cloreto de acido esta representado
no Esquema 55. Um ataque inicial da trifenilfosfina ao halogénio do TCICA leva ao
sal de fosfénio que entdo reage com o acido carboxilico, levando ao éxido de

trifenilfosfina e ao correspondente cloreto de acido.

Cl o Cl
] |
Tt T
Ph_ I
—_— _P—Ph R
PhsmcrN N-ei Ph’e N\H/N cl
(0] (0]
X
HO" R
Aminas
. . ou (0]
Amidas Alcoois )j\
, ou -— cl R + Ph3P=O
Esteres Et;N

Esquema 55: Mecanismo proposto
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Esta metodologia foi aplicada a sintese do dipeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-OBn
(57), intermediario comumente presente em ciclodepsipeptideos. O éster Boc-LPro-
OBn (entrada 6) ap6s remocao do grupo de protecdo por tratamento com uma
solucao 4 M HCI-AcOEt, pode ser acoplado a Boc-L-Leu-OH em 85% de rendimento,
usando as mesmas condicdes previamente descritas na secao 4.9.1, sem evidéncias
de perda da pureza ética {[0]*°p = -64.5 (c 2.0 DCM), Lit -64.7; (GIRALT, op.cit.)}

(Esquema 56).

HCI

(0]
i, ii N
OH ., N OBn L o)
NHBoc . H o 0

(i) TCICA/Ph3P, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) EtzN, 1-2 h, 85%

Esquema 56: Sintese do dipeptideo 57 a partir do TCICA/PhsP

Uma das grandes vantagens no uso desta metodologia é o preco do acido
tricloroisocianurico, cerca de R$ 5,00/Kg. Outra grande vantagem é o tempo curto de
reagdo (1-2 h), dificultando a formacdo de produtos colaterais, acompanhada da

facilidade no isolamento, através de uma simples filtragado em silica.
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4.9.2 — Sintese do tripeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-L-MeTyr(Me)-OMe (59) usando

TCICA/Ph3P

OCH;,
(57b)

OY i
OH
‘(_[/go ° e NHMe.HCl N N
NHBoc (58b) No 0 "> ocH,
NHBoc

(i) TCICA/Ph3P, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) Et3N, 1,5 h, 40% (59)

Esquema 57: Sintese do tripeptideo 59 usando TCICA/Ph3P

Apbés a constatacdo de que ndo houve epimerizacdo na formacédo do
dipeptideo 57, o bleo recuperado foi submetido a reacdo de hidrogendlise, nas
condicbes descritas anteriormente. O acido foi recuperado quantitativamente e
usado diretamente, ndo sendo necessario sua purificacao.

O tripeptideo 59 que anteriormente foi sintetizado com a carbodiimida EDC
com rendimento de 55%, pbde ser testado nas condicées de reacao utilizando
TCICA/PhgP. Inicialmente uma suspensdo em DCM contendo o TCICA e a
trifenilfosfina foi resfriada a 0 °C e agitada por aproximadamente 5 min. O &cido 57b
foi adicionado em solugdo, cuidadosamente. Foi observado logo nos primeiros
minutos da adi¢cdo, uma leve alteracdo na coloragéo, passando de branco para um
tom ligeiramente esverdeado. Esta solucdo permaneceu sob agitacdo por 45 min. A
razdo do RCOOH:PPh3:TCICA permaneceu 1:1:1, visto que o melhor resultado, foi
alcancado nessas condicées. Apds o tempo pré-determinado, o sal da tirosina

permetilada (1,0 equivalente) foi adicionado ao meio reacional, seguido da adicdo de
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EtsN (3,0 equivalentes). O resfriamento foi removido e a reagdo permaneceu por um
tempo adicional de 1,5 h. Uma coloracdo acastanhada foi observada no final da
reacdo, acompanhado de um precipitado branco. A analise por CCF revelou o
aparecimento de uma mancha com R; = 0,6 (38:8:4 — CHCI3: AcOEt: MeOH),
compativel com o observado no experimento anteriormente. A solucéo foi filtrada e a
fase organica lavada com agua, seca e filtrada novamente em uma coluna contendo
gel de silica. O tripeptideo foi recuperado em 40% de rendimento (Esquema 57).
Embora, o rendimento tenha sido menor do que o obtido anteriormente com EDC
(55%), a presente metodologia oferece vantagens com relagdo ao tempo, que
passou de 24 h para apenas 1,5 h, e com relacdo ao custo, visto que EDC é um
reagente caro. Todos os dados analiticos foram equivalentes aos obtidos a partir do
experimento com EDC/HOBt e nenhum indicio de epimerizacao foi observado.
Acoplamento envolvendo uma amina secundaria em ligagcdes peptidicas,
normalmente é realizado na presenca de reagentes halogenados (com alto valor
agregado) como o PyBrop, que demonstrou ineficiéncia neste caso especifico.
Todavia, o0 sucesso nesse acoplamento prova que a metodologia adotada é

compativel com a tirosina permetilada 58b.
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4.9.3 — Reacao de acoplamento da H-(3S,4R)-Est-OEt.TFA com 60 usando

TCICA/Ph3P

TBS. OEt

/\l)kOH . - OEt ———> (o)
NHCbz NH,.TFA NHCbz
TBSO"
(60) (69)

(i) TCICA/PhzP, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) EtzN, 1,5 h, 55%

Esquema 58: Acoplamento empregando TCICA/PhsP

A eficiente aplicagcdo desta nova metodologia na construcdo do primeiro
fragmento nos incentivou a investigar se seria possivel aplica-la a construgdo do
intermediario 69 (Esquema 58).

Anteriormente, este intermediario foi sintetizado em 50% de rendimento
usando PyBop e nao foi necessario proteger o alcool em B. Para verificar se as
novas condicdes eram compativeis, o sal da Estatina foi usado diretamente sem que
o0 alcool fosse protegido.

Uma solucdo do TCICA/PhsP a 0 °C, mantendo a mesma quantidade
estequiométrica, foi agitada por 5 min sendo em seguida, tratada com um solucéo do
acido 60 em DCM. Novamente foi possivel observar uma ligeira alteracao na cor,
passando de branco para esverdeado. Conforme o &cido vai sendo consumido, o
meio reacional torna-se mais soluvel e apds 45 min de reacdo, verifica-se a
formacao de um precipitado branco. O acompanhamento por CCF durante o
consumo do acido, nos revelou uma Unica mancha, confirmando a formacéao in situ

do respectivo cloreto de &cido. Ainda a 0 °C o sal da Estatina foi adicionado em
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porcdes, seguido da adicdo de EtsN. A agitacdo permaneceu por 1,5 h e uma
mudanca na coloragdo foi visivelmente observada, passando para um tom
alaranjado. A analise por CCF nos deu indicios de que o produto havia sido formado
por comparacao com o R; do produto gerado a partir do PyBop. Os dados analiticos
para este intermediario foram equivalentes aos obtidos no experimento anterior, sem
indicios de epimerizagao. O rendimento desta reacao foi de 55%, sendo superior ao
alcancado com PyBop.

Vale ressaltar que os grupos de protecao (TBS) e (Bn) foram compativeis com
as condicoes estabelecidas e que a hidroxila livre, ndo alterou os resultados.

Como nesse segundo fragmento existem trés grupos de protecao (TBS, Cbz e
Tce) (Esquema 32), o préximo grupo a ter sua resisténcia testada foi o (Tce).

Como o Boc-(3S,4R)-Est-OH (72) havia sido esterificado anteriormente com o
alcool tricloroetanol para ser usado em outra finalidade, este material foi acoplado ao
acido 60 nas mesmas condicdes, previamente descritas. O rendimento dessa reacao
foi de 62% e nenhuma dificuldade foi observada no isolamento do produto (Figura

24).

b; ay
oot & o]
o
Cbz=CO,CH,Ph
s k op

Figura 24: Sintese do éster 70 usando TCICA/PhsP
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A analise por RMN 'H para a substancia acima, apresenta um sinal em forma
de dupleto em 0,17 ppm (d, J= 7,7 Hz,) indicando a presenca de Ha1 e Ha, referentes
ao grupo de protecao (TBS). Em 0,95 ppm pode ser observado os hidrogénios Hy1 e
Hpo sobrepostos aos hidrogénios classificados como Hys, Hps.€ Hps pertencentes ao
(‘Bu), como um multipleto. Mais adiante um dupleto em 1,14 ppm (J= 6,3 Hz) indica a
metila Hc, enquanto que o simpleto largo em 2,40 ppm nos permite identificar a
hidroxila He. Os quatro metinos Hy, Hhn, Hi e Hj, em forma de multipleto, caem
separadamente no intervalo de 3,96-4,38 ppm. O dupleto que indica a presenca do
metileno Hk referente ao grupo de protecao (Cbz) tem um deslocamento quimico em
4,76 ppm (J= 11,9 Hz) e os hidrogénios aromaticos H, em 7,32 ppm. O dupleto
referente ao metileno H; em 5,10 ppm (J= 12,2 Hz) caracteriza a presenca do grupo
de protecao (Tce), provando que este grupo é compativel com a nova metodologia.
Em 5,88 ppm e 6,76 ppm dois simpletos largos sdo representados por Hyn e Hj
referentes ao (NH) do carbamato e ao (NH) da ligagdo amida (Espectro n® 86).

No espectro de |V é praticamente imperceptivel a diferengca com relagdo ao
espectro da substancia anterior. Novamente, a absorcéo larga de deformacéao axial
referente & hidroxila pode ser visualizada em 3380 cm™ sobreposta aos grupos (NH),
enquanto que as absorc¢des de forte intensidade, atribuidas as carbonilas, aparecem
em 1746 cm™, 1720 cm™ e 1665 cm™ (Espectro n2 85)

A resisténcia dos grupos de protecdo a estas condicbes € uma prova
antecipada de que a nova metodologia pode ser empregada com sucesso na

construcao de peptideos.
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4.9.4 — Nova tentativa de protecao do éster 69 usando CI-SEM

SEM

by O O
N NHm
o o

NHCbz (71)
—_— |
NHCbz -
+S| O b, ax
(69)

CbZ—COZCHzph

k n,0

SEM=CH,0CH,CH,Si(CHj3);
i g bs aq

Z|||
o
o
ol
N

(i) CI-SEM, DCM, DIEA, 0 °C - t.a, 24 h; (ii) 50 °C - 24 h, 20%

Esquema 59: Reacao de protecdo com CI-SEM

Uma segunda tentativa de protecdo foi realizada na presenca de CI-
SEM/DIEA com o intuito de verificar se apds o acoplamento com a treonina poderia
haver mudancas na reatividade da molécula. Novamente, p6de-se detectar que a
hidroxila em B é muito resistente as reacdes de protecao. Inicialmente a reacéo foi
conduzida a temperatura ambiente por um periodo de 24 h, e 0 acompanhamento
por CCF indicou um consumo parcial do material de partida, mesmo com o CI-SEM
em excesso. Para tentar aumentar a eficiéncia da ragao, o sistema foi aquecido a 50
°C por um tempo adicional de 24 h. As analises do meio reacional por CCF
indicaram pouca conversdo do material de partida e a formacdo de um possivel
subproduto gerado por causa do aquecimento. Em seguida, o produto foi isolado por
cromatografia flash (30-40% AcOEt:hexano) e o residuo recuperado em apenas 20%
de rendimento (Esquema 59) sendo em seguida, caracterizado por RMN 'H, RMN

13C e PENDANT.
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Na RMN 'H é possivel observar um aumento no nimero de hidrogénios na
regido de 0,01-0,16 ppm, devido as metilas Ha1 referentes ao grupo de protecao
(SEM), assim como o metileno H; em campo mais baixo, com deslocamento quimico
em 4,69 (ppm), desblindado pelos dois atomos de oxigénio. A auséncia do
hidrogénio referente a hidroxila € uma indicacdo a mais de que a protecao ocorreu
(Espectro n® 87). Os demais assinalamentos sdo similares aos observados no
espectro de RMN "H do material de partida 69.

Na analise de RMN '3C, auxiliada pelo PENDANT, os sinais referentes ao
grupo de protecao (SEM) podem ser visualizados em -4,8 ppm para as metilas Ca;,
em 67,0 ppm o metileno C; e em campo mais baixo o metileno GC;, com
deslocamento quimico em 94,6 ppm (Espectros n° 88 e 89).

Mesmo apresentando uma massa reduzida, este material foi submetido a
hidrélise para uma posterior tentativa de acoplamento com o Hiv-OTce. Esta
hidrélise foi realizada com uma solu¢do 1 M LiOH em metanol, com um resfriamento
inicial de -10 °C nos primeiros 15 min de reagdo e mantido a 0 °C durante todo o
processo, nos proximos 45 min. Infelizmente, foi detectado logo inicio da reacéo a

formacao de uma mistura complexa, de dificil separacao.
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4.9.5 — Hidrolise do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-OEt (69)

0
| NHCbz
+Si-0---
| (69)

(i) 1 M NaOH, EtOH, 0 °C - t.a, 5 h (i) 1 M NaHSO, , pH= 3,0

CbZ:COzCHzPh (72)
p h Im

Esquema 60: Hidrélise do intermediario 69

O éster 69 com a hidroxila desprotegida foi facilmente hidrolisado com uma
solucdo 1 M NaOH. O acompanhamento por CCF revelou uma Unica mancha de
maior polaridade com R¢ = 0,3 e auséncia da formacado de produtos colaterais
durante toda a reacdo. Com 5 h foi possivel detectar o consumo completo do
material de partida. O produto foi extraido, apds ser acidificado com uma solucéo 1
M NaHSO,, e concentrado no vacuo, dando origem a um soélido amorfo, com
rendimento de 99%, ndo sendo necessario sua purificacao (Esquema 60).

O espectro de RMN 'H do material bruto apresenta um dupleto em 0,16 ppm
(J= 6,8 Hz) para os seis hidrogénios classificados como Hai € H 52, uma indicacao de
que o grupo de protecao (TBS) nao foi afetado nas condi¢des de hidrélise adotadas.
Com deslocamento quimico em 1,13 ppm (J= 6,3 Hz) é possivel identificar o dupleto
referente a metila H;, seguido do multipleto em 2,10 ppm para o metino Hq. Na

regiao que vai de 3,92-4,50 ppm os quatro multipletos referem-se aos metinos H;,
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Hr € Hg1, Hge. O grupo de protecdo (Cbz) pode ser identificado através dos sinais em
5,12 ppm (J= 7,7 Hz) para H,, em forma de um dupleto e o simpleto em 7,36 ppm
para os hidrogénios aromaticos H,. Um simpleto largo em 5,35 ppm indica as duas
hidroxilas classificadas como Hi; e Hi, bem como os dois grupos (NH) com
deslocamentos quimicos em 5,95 ppm e 6,80 ppm (Espectro n® 91). Este espectro
ndao demonstra qualquer indicio da formacao de epimero, validando a metodologia
empregada.

Na analise de IV é notério o alargamento da absorcao de deformacgao axial
referente as hidroxilas, sobrepostas aos grupos (NH) em 3334 cm™ e a sobreposicédo
das absorcdes referentes aos grupos (C=0) em 1713 cm™ e 1659 cm™ (Espectro n2

90).

4.9.6 — Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-(2S)-Hiv-OTce (73) usando

DCC/DMAP
b e, 4 f Co
OH O ° OH O t
e
WOH mWO I, S O\k/CCI3
NH \ o]
o —I> by ay o
| NHCbz L
+Si—0||| bs L Sli—0||| i
| b, az
72 Cbz=CO,CH,Ph (73)
u l; o,p
(i) DCC, DMAP, Tol., Hiv-OTce, 0 °C - t.a, 24 h, 55%

Esquema 61: Sintese do fragmento 73 usando DCC/DMAP
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A reacao de esterificacdo do acido 72 com o Hiv-OTce foi realizada numa
primeira tentativa, na presenca de DCC/DMAP e tolueno como solvente. Logo nos
primeiros minutos de reacao foi possivel observar a precipitacdo da uréia (DCU),
indicando de forma positiva que o acoplamento estava sendo realizado. Atentando
para uma possivel reacao de competicao da hidroxila em B, no acido, derivado da
Estatina, propositalmente o Hiv-OTce foi utilizado em excesso (2,0 equivalentes). O
acompanhamento por CCF revelou uma mancha com R; = 0,5 apds 1 h de reacao,
indicando que o material de partida estava sendo lentamente consumido. O meio
reacional foi monitorado durante as primeiras 4 h de reacdo, e nenhuma mancha
que pudesse indicar a presenca de subprodutos foi observada. A agitacao
permaneceu por 24 h a temperatura ambiente sob atmosfera de Ar. Apds este
periodo, o excesso de DCU foi removido por filtracdo e o filtrado concentrado no
vacuo, fornecendo um residuo que foi purificado por cromatografia flash (5-10%
Acetona:DCM), recuperando-se um Oleo com rendimento de 55% (Esquema 61).
Este material foi caracterizado por RMN 'H, COSY, HMQC, RMN '*C e DEPT 135.

No espectro de RMN 'H, com auxilio do COSY e HMQC, o sinal em forma de
dupleto indica a presenca do grupo de protecdo (TBS) com as duas metila Hyy € H 52
em 0,17 ppm (J= 7,6 Hz,). Os multipletos sobrepostos em 0,94 ppm referem-se aos
15 hidrogénios classificados como Hp1, Hpo . Hos, Hos € Hps, referentes aos grupos
(Pro) e (‘Bu). As metilas H¢1 e Heo pertencentes ao residuo do Hiv sdo observadas
em forma de um multipleto, com deslocamento quimico em 1,05 ppm. Logo apds,
em 1,15 ppm (J= 6,3 Hz) & possivel localizar a metila Hy acoplada com o metino H;.
O multipleto em 2,10 ppm refere-se ao metino He1 € a hidroxila Hep, enquanto que o
multipleto gerado pelo metileno H; aparece com deslocamento quimico em 2,30

ppm. O metileno Hy que compde o residuo da Estatina cai em 2,63 ppm como um
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multipleto. Mais adiante, em campo mais baixo podem ser identificados os
multipletos referentes aos hidrogénios classificados como Hh1, n2, Hi € H; numa faixa
de deslocamento quimico que vai de 3,90-4,50 ppm. Mais uma seqliéncia de
multipletos, num intervalo que vai de 4,60-490 ppm, identifica os hidrogénios Hi. O
metino Hi> pode ser observado em 5,11 ppm, sobreposto ao metileno H;; pertencente
ao grupo de protecao (Cbz). Novamente, o padrao de simpletos largos em 5,90 ppm
e 6,80 ppm pode ser atribuido aos grupos (NH), classificados como H, e H,
(Espectros n® 93-102).

A caracterizagdo por RMN '*C, com auxilio do DEPT 135, foi mais eficiente na
interpretacdo da estrutura estudada, levando em consideracdo que 0 campo
magnético homogéneo de 75 MHz gerou uma boa separacao entre sinais.

A interpretagdo dos principais sinais, inicia-se com as metilas Cs1e Cga
blindadas pélo atomo de silicio em -4,7 ppm, indicando a presenca do (TBS). O
grupo ('Pro) referente ao residuo do (Hiv) possui um deslocamento quimico em 17,0
ppm e o grupo ('Pro) atribuido a Estatina em 18,2 ppm, seguido dos metinos Ce; e C
em 27,8 ppm e 30,1 ppm, ambos ligados aos grupos (‘Pro). Com o auxilio do DEP
135, foi possivel atribuir o deslocamento quimico em 38,5 ppm ao metileno Cg4, bem
como o sinal referente ao metino Cy, em 58,1 ppm. O carbono Cyy, desblindado pela
hidroxila, aparece em 68,6 ppm e o metino C; possui um deslocamento quimico em
69,2 ppm. Uma prova mais consistente de que a reacdo de esterificacdo ocorreu
com sucesso, pode ser observada através dos sinais em 74,5 ppm para Cx € em
94,5 ppm para C;, indicando a presenca do grupo de protecao (Tce). Os carbonos
aromaticos podem ser vistos em 128,4 ppm para C, e 136,3 ppm para C,. As

carbonilas classificadas como C, para o carbamato, Cq referente a ligagéo pepitidica
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0 os dois ésteres apresentam deslocamentos quimicos em 156,3 ppm, 168,6 ppm,
170,0 ppm e 172,4 ppm (Espectros n® 103 e 104).

No espectro de IV a absorcado larga de forte intensidade é atribuida a
deformagdo axial de (OH) em 3391 cm™, sobreposta as absorcdes referentes aos
grupos (NH). Na regido de 2962-2858 cm™' um aumento na intensidade da absorgao
indica a presenca das metilas e metilenos presentes na estrutura analisada. As
absorcoes de deformacdo axial que caracterizam a presenca das ligacdes (C=0),
sdo observadas em 1729 cm™ e 1673 cm™. As freqliéncias de absor¢do em 1257
cm” e 1056 cm™ referem-se, respectivamente, & deformacdo axial assimétrica e
simétrica da ligagao (C-O-C) (Espectro n® 92).

A caracterizacdo feita pela espectrometria de massas detectou o ion
molecular M* = 740,2368 (Espectro n® 105), sendo o valor tedrico esperado

740,2429.

4.9.7 — Esterificacao do acido 72 com o alcool 67 usando TCICA/PhsP
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(i) TCICA/PhzP, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) EtsN, 2 h, 50%

Esquema 62: Reacgao de esterificacao usando TCICA/PhsP

Depois de concluida a sintese do fragmento 73, uma nova reacdo de

esterificacdo foi realizada com o objetivo de melhorar o rendimento e ao mesmo
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tempo testar a nova metodologia que emprega o TCICA/PhsP. Algumas reagdes de
esterificacado ja haviam sido realizadas (Tabela 08), mas nenhuma apresentando o
grau de complexidade observado na estrutura do intermediario Cbz-(L)-Thr(TBS)-
(3S,4R)-Est-OH (72) e principalmente por se tratar de um alcool secundario (Hiv-
OTce), competindo com a hidroxila em 8 presente no residuo da Estatina.

Inicialmente, a solu¢do contendo TCICA e trifenilfosfina foi preparada a 0 °C
em DCM e agitada por aproximadamente 5 min para a formacao do sal de fosfonio.
Uma solucao do acido 72 em DCM foi adicionada lentamente e a agitagdo mantida
por 45 min. O acompanhamento por CCF revelou, logo nos primeiros 10 min de
reacdo, a formacao do possivel cloreto de acido, acompanhado da formagédo do
oxido de trifenilfosfina. Uma solucdo do alcool 67 em DCM foi adicionada ap6s o
tempo pré-estabelecido, seguido da adicdo de EtsN. Houve mudanca de cor, apds a
adicdo da base, passando de amarelo claro para uma coloragdo ligeiramente
alaranjada. A agitacdo permaneceu por um tempo adicional de 2 h e o
acompanhamento por CCF revelou uma manha com R; = 0,5 (5% Acetona:DCM),
equivalente ao Ry do fragmento caracterizado anteriormente. Ap6s o isolamento,
recuperou-se um Oleo com rendimento de 50% (Esquema 62). Este rendimento
prova novamente a versatilidade da nova metodologia, aplicada tanto na formacéao
de ligacbes peptidicas, quanto em reagdes de esterificacdo, inclusive diminuindo
consideravelmente o tempo (1-2 h) em todos os exemplos investigados.

Este material foi isolado, e a sua caracterizagdo mostrou que todos os dados
analiticos foram equivalentes aos obtidos no experimento anterior, fazendo uso da
carbodiimida DCC como reagente de acoplamento. Nao foi observado nos espectros

de RMN "H e RMN '3C indicio de epimerizacao.
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4.9.8 — Metilacao do Boc-D-Leucina com dimetilsulfato
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(i) KOH, BuyNHSO,.Nal, (CH3),S0, 6,0 equiv., THF, 0 °C - t.a, 2 h, Sol. 6 M NH,0H, 95%

Esquema 63: Sintese do aminoéster Boc-D-MeLeu-OMe

A primeira fase da construcédo da cadeia lateral foi iniciada com a dimetilacao
do Boc-D-Leucina, seguindo as mesmas condicbes adotadas na permetilacdo do
Boc-L-tirosiana (Esquema 63). Ap6s o isolamento, o material foi purificado por
cromatografia flash (10-20% AcOEt:Hexano) e o 6leo obtido apresentou um
rendimento de 95%.

A caracterizagdo desse material por RMN 'H, apresenta dois dupletos, com o
primeiro em 0,91 ppm (J= 5,1 Hz) e o0 outro em 0,93 ppm (J= 5,1 Hz), relacionados
as metilas Ha1. Um sinal de forte intensidade em forma de dupleto caracteriza a
presenca do grupo de protecdo (Boc) em 1,45 ppm para Hpi. O metino Her e 0
metileno Hg,, caem sobrepostos com um deslocamento quimico em 1,66 ppm,
enquanto que o N-metil aparece desdobrado em 2,76 e 2,79 ppm, indicando a
presenca de isdbmeros rotacionais. Um simpleto isolado em 3,69 ppm foi atribuido ao
grupo metodxi e o hidrogénio a a carbonila pode ser visualizado em 4,50 e 4,90 ppm
em forma dois multipletos. O desdobramento desse sinal € muito comum quando se

trata de um hidrogénio quiral (Espectro n® 107).
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O espectro de RMN '3C destaca os principais sinais em 21,0 e 23,2 ppm para
os carbonos C,1 e C,o, apresentando desdobramento devido a presenca de IR,
assim como o metino Gy em 24,5 e 24,9 ppm. O sinal caracteristico ao N-metil
também apresentou desdobramento, com deslocamentos quimicos em 30,3 e 30,5
ppm. E possivel ainda observar o efeito de desdobramento de sinais para os
carbonos C¢, em 37,5 e 37,9 ppm, para o carbono quiral em 55,8 e 57,1 ppm e o0s
carbonos quaternarios, referentes ao carbamato Cp3 em 155,5 e 156,2 ppm e o éster
em 172,7 e 172,9 ppm classificado como C4 (Espectro n® 108).

Na andlise de IV as absorcdes de deformacgao axiais relativas as carbonilas
podem ser visualizadas em 1747 cm™ para o éster e em 1700 cm™ atribuida ao

grupo de protecéo (Boc) (Espectro n® 106).

4.9.9 — Protecao do acido L-lactico com CI-TBS

o (o}

\l)kOH L \l)kOH (75a)

OH OTBS

(i) TBS-CI, Im, DMF, 0 °C - t.a, 24 h, 10%

Esquema 64: Sintese do TBS-L-Lac-OH

Pelo planejamento inicial, o grupo de protecéo para o acido lactico foi o (TBS)
por ser facilmente removido em condi¢des brandas de reagéo a partir de TBAF.

A protecdo ocorreu de acordo com as condigdes pré-estabelecidas no
Esquema 34. Ao término de 24 h o material recuperado, ap6s a acidificagdo com
uma solucdo 5% NaHSO4 e extracdo com Et,O, apresentou um rendimento de

apenas 10%. Esta reacao foi repetida mais duas vezes controlando rigorosamente o
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pH, ja que esta parte do processo poderia estar causar a clivagem do (TBS).
Infelizmente, ndo houve nenhum aumento significativo no rendimento dessa reacao
(Esquema 64).

O préximo passo foi proteger o lactato de metila e o lactato de etila com CI-
TBS nas mesmas condicbes. A vantagem em usar o lactato é que ao término da
reacao, o produto pode ser extraido diretamente do meio reacional com Et,O, nao
sendo necessario o tratamento com acido, diminuindo as chances de uma possivel
clivagem do (TBS). Todavia, a volatilidade dessas substancias dificultou o
isolamento, obtendo-se, ao término da concentracdo, um rendimento entorno de

15% (Espectro n® 122-126).

4.9.10 — Protecao do acido L-lactico com Ac,0
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(i) Ac,0, DCM, Py, 24 h, pH = 3,0, 80%

Esquema 65: Reacao de acetilagcao do acido L-lactico

Os baixos rendimentos obtidos nas reagdes anteriores e as dificuldades
encontradas durante as tentativas de otimizacao, contribuiram para que o grupo de
protecao (TBS) fosse substituido pelo grupo acetil (Esquema 65). Vale ressaltar, que
a acetilacao ndo altera o planejamento inicial, descrito no Esquema 34, visto que a
cadeia lateral podera ser acoplada ao macrociclo 80 com a hidroxila, no residuo

lactila, desprotegida (JOULLIE, op.cit.).
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Esta reacao ocorreu a temperatura ambiente por um periodo de 24 h e o
material acetilado foi destilado a pressdo reduzida (150 °C a 3,5 mmHg),
recuperando-se um 6leo com 80% de rendimento (Esquema 65).

As anélises realizadas no espectro de RMN 'H nos permitiram identificar o
dupleto em 1,52 ppm (J= 7,1 Hz) referente a metila H,, acoplada ao hidrogénio a a
carbonila. Em 2,14 ppm o simpleto atribuido a metila H, ndo deixa davidas sobre a
presenca do grupo acetila. O quarteto em 5,10 ppm (J= 7,1 Hz) ppm nos da
informacao a respeito do hidrogénio quiral He, enquanto que o simpleto largo em
9,45 ppm indica a presenca da hidroxila Hq referente ao acido (Espectro n® 110).

Os resultados obtidos no PENDANT corroboram os resultados anteriores com
um sinal de forte intensidade, relativo a metila C, em 16,8 ppm. Mais adiante, o sinal
que caracteriza a presenga do grupo acetila pode ser visto em 20,6 ppm para a
metila Cy,, enquanto que o carbono quiral C. tem um deslocamento quimico em 68,5
ppm. E possivel distinguir, faciimente, os dois sinais referentes aos carbonos
quaternarios com deslocamentos quimicos em 170,6 ppm para o grupo acetila,
classificado como Cs e em 176,4 ppm para a carbonila do acido, classificada como
Ce (Espectro n® 111).

No espectro de 1V, as principais absor¢des aparecem em 3470 cm™ atribuida
a deformagao axial da hidroxila em 1739 cm™ e uma absorcao de forte intensidade,
referente ao grupo acetila, sobreposta a absorcdo pertencente a funcdo acida

(Espectro n® 109).
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4.9.11 — Reacao de acoplamento do acido 75 com a amina H-L-Pro-OBn

utilizando EDC/HOBt

(o) b, bs f_1 h
OH %OBn | N e n

OAc H o _‘}& ©

(75) i G (76)

(i) EDC.HCI, HOBt, DMF, 24 h, 0 °C - t.a, 84% by

Esquema 66: Acoplamento com EDC/HOBt

O acoplamento do acido 75 com a amina derivada da prolina seguiu os
mesmos preceitos discutidos anteriormente, impossibilitando a formagdo da
dicetopiperazina (Esquema 35). O reagente de acoplamento testado inicialmente foi
a carbodiimida EDC, por ter apresentado bons rendimentos na construgdo do
tripeptideo 59 e porque o produto 76 apresenta uma similaridade estrutural com o
dipeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-L-OBn (57).

Durante as primeiras horas de reacédo ja era possivel verificar por CCF o
consumo do material de partida e a formacdao de uma mancha com R = 0,8 (10%
Acetona:Hexano) dando indicios de que o produto desejado estava sendo formado.
O meio reacional permaneceu sob agitacdo por um periodo de 24 h e nenhum
produto lateral foi observado, ao longo do tempo requerido, através das anélises por
CCF. Apo6s o isolamento por cromatografia flash (5% Acetona:DCM), o 6leo obtido

com rendimento de 84% foi caracterizado por RMN 'H, PENDANT e IV.
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O espectro de RMN 'H, para esta substancia apresenta um dupleto em 1,42
ppm (J=6,8 Hz) para os hidrogénios H, e um multipleto referente aos metilenos Hy,
Hps sobreposto ao simpleto atribuido a metila Hy¢ pertencente ao grupo acetila num
intervalo de 1,95-2,30 ppm. A presenca do atomo de nitrogénio adjacente ao
metileno H; desloca-o para campo mais baixo, sendo possivel localiza-lo em 3,59
ppm e 3,72 ppm em forma de um multipleto desdobrado, devido o fato de se tratar
de hidrogénios préquirais. Mais adiante, o multipleto em 4,63 ppm indica a presenca
do hidrogénio quiral pertencente a prolina, classificado como Hyq. O grupo de
protecdo benzila, sobreposto ao metino He1 pode ser identificado através do
multipleto em 5,16 ppm para Hez, seguido do simpleto em 7,33 ppm referente aos
hidrogénios aromaticos H Hg e Hp (Espectro n® 113).

No PENDANT o sinal que confirma a presenca do grupo acetila, pode ser
identificado em 20,8 ppm para a metila Cyq, enquanto que os metilenos Cpz € Cpg,
pertencentes a prolina, podem ser visualizados em 25,1 ppm e 28,8 ppm. O carbono
quiral C4 possui deslocamento quimico em 59,1 ppm e em campo mais baixo &
possivel identificar o sinal em 68,1 ppm atribuido ao metino quiral Ce¢, desblindado
pelo atomo de oxigénio. Os trés carbonos quaternarios (C;, C;, Cx) pertencentes as
carbonilas sdo observados com deslocamentos quimicos em 169,4 ppm, 170,8 ppm
e 171,8 ppm (Espectro n® 114 ).

Nas anadlises realizadas na espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, sdo destacadas as principais absor¢ées relacionadas as carbonilas
do éster benzilico e do grupo acetila, sobrepostas em 1742 cm™ e a absorcéo de
deformacao axial em 1663 cm™ caracteristica de ligagdo amida. A absorcédo de forte
intensidade em 1243 cm™ corresponde a deformacdo axial do grupo (C-O-C)

(Espectro © 112).
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4.9.12 — Reacao de acoplamento do acido 75 com o sal H-L-Pro-OBn.TFA

utilizando Ph;P/TCICA

o) (Hosn
i i N
\l)kOH . %OBn e o
OAc TFAH ) o
(795) OAc (76)

(i) PhsP/TCICA, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) EtsN, 2 h, 65%

Esquema 67: Acoplamento com PhsP/TCICA

O intermediario Ac-L-Lac-L-Pro-OBn (76), foi novamente sintetizado
empregando PhsP/TCICA para verificar a eficiéncia do novo método de acoplamento
na construgcao da cadeia lateral. O rendimento obtido nessa reagao foi de 65% e a
caracterizacao desse intermediario, nao apresentou indicios de epimerizacao
(Esquema 67). Todos os dados analiticos foram semelhantes aos obtidos a partir do
experimento anterior.

O dleo isolado foi submetido a reacao de hidrogendlise na presenca de Pd/C
sob atmosfera de hidrogénio, por um periodo de 1 h. O acompanhamento por CCF
revelou uma mancha mais polar, indicando que o material de partida estava sendo
consumido, sem indicios da formagédo de subprodutos. Apos a filiragdo em celite, o
acido apresentou um aspecto esponjoso ao ser concentrado no vacuo. O rendimento

dessa reacao foi de 99% e a purificagao nao foi necessaria.
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4.9.13 — Reacao de acoplamento do Ac-L-Lac-L-Pro-OH (57b) com a amina H-D-

MeLeu-OCHj3; (74a) utilizando PyBrop

d
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OAc (57b) }]70 (77)
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(i) DCM, H-D-MeLeu-OCH3, PyBrop, DIEA, 2 h, t.a, 50%

Esquema 68: Sintese da cadeia lateral, utilizando PyBrop como reagente de

acoplamento

Este fragmento foi concluido empregando o reagente de acoplamento
PyBrop, especifico para formacao de ligacbes amida envolvendo aminas
secundarias, como é o caso da H-D-MelLeu-OCH;. O PyBrop foi o reagente
inicialmente escolhido para que o rendimento desse acoplamento pudesse ser
comparado com o rendimento obtido a partir da reacdo que emprega o &acido
tricloroisociandrico.

Apresentando comportamento bem diferente das carbodiimidas, que
normalmente requerem longos periodos de reacdo, o PyBrop demonstrou bom
desempenho logo nos primeiros minutos apés a adicdo de DIEA a mistura reacional.
Quando a base foi gotejada houve mudanca de cor acompanhado de
desprendimento de calor. Com apenas 10 min de reacao, foi possivel observar pélo
a acompanhamento por CCF uma mancha mais apolar indicando a possivel

formacao do produto. Ao término de 2 h de agitacdo, novamente o meio foi
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analisado por CCF e foi possivel detectar, além da mancha observada
anteriormente, a presenca de alguns produtos laterais. Para evitar uma possivel
degradacao do produto desejado, o meio foi diluido com AcOEt e extraido em
seguida. O material oleoso foi purificado por cromatografia flash (5-10%
Acetona:DCM) e o aspecto ap6s a purificagdo foi de um o6leo incolor, com
rendimento de 50% (Esquema 68). O material isolado foi caracterizado por RMN 'H,
RMN '°C, DEPT 135 e IV.

No espectro de RMN 'H, observa-se um multipleto em 0,98 ppm referente ao
grupo ('Pro) da leucina com os hidrogénios classificados como Ha € Haz. Um dupleto
em 1,45 ppm (J=6,8 Hz) tras informacao sobre a metila Hy, referente ao residuo
(Lac), enquanto que um multipleto no intervalo de 1,68-2,30 ppm com uma
integracao correspondendo a 10 hidrogénios, foi atribuido a metila Hey do grupo
acetila, aos metilenos H¢z, Hes € Heq, pertencentes a prolina e leucina, e ao metino
Hcs, respectivamente. O sinal que caracteriza o N-metil aparece desdobrado em 2,84
ppm e 3,03 ppm para Hgq. Todavia, esse desdobramento nao representa
epimerizagao, visto que a separacao é de quase 1,00 ppm. Normalmente em casos
que envolvem epimerizacdo a diferenca entre os deslocamentos quimicos € bem
menor, como foi possivel observar no Espectro n® 24. Este fendmeno pode estar
relacionado a presenca de isdmeros rotacionais, muito comuns em residuos
envolvendo prolina-leucina. A populacdo dessas espécies apresenta uma diferenca
significativa, com 74% para o rotdmero majoritario. Mais adiante, o simpleto
referente ao metoxi cai em 3,65 ppm, sobreposto ao multipleto atribuido ao metileno
Het1 da prolina. Todos os metinos quirais, classificados com H¢; Hi e Hiz aparecem
com deslocamento quimico num intervalo de 4,80-5,30 ppm em forma de um

multipleto (Espectro n® 116).
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A caracterizagdo por RMN '3C, com auxilio do DEPT 135, nos permitiu
identificar a metila C, em 16,3 ppm, a metila C.4 referente ao grupo acetila em 20,9
ppm. Com deslocamentos quimicos em 21,6 ppm e 23,1 ppm é possivel identificar
as duas metilas Ca; e Ca relacionadas ao grupo (‘Pro). Apresentando um sinal
invertido no DEPT 135, foi possivel distinguir o metileno C¢., dos demais sinais, com
deslocamento quimico em 24,9 ppm. Ja os sinais atribuidos aos metilenos Cg3 € Ceq
podem ser observados em 28,4 ppm e 37,7 ppm. O pico referente a metila Cq
aparece em campo mais baixo, desblindado pelo atomo de nitrogénio, com
deslocamento quimico em 32,3 ppm. Novamente, com auxilio do DEPT 135 foi
possivel distinguir o metileno Ce1 em 46,8 ppm dos demais sinais. O metéxi Cep
aparece em 52,3 ppm, seguido dos sinais atribuidos aos metinos quirais Cs» em 55,6
ppm, e apresentando desdobramento de sinal, o carbono referente ao Ciz em 56,9
ppm e 57,1 ppm. Com deslocamento quimico em campo mais baixo pode ser
identificado em 68,4 ppm o metino quiral Csy, enquanto que na regido que vai de
170,5-172,4 ppm é possivel localizar todos os carbonos quaternarios, referentes as
carbonilas (Espectros n® 117 e 118).

Esta substancia foi caracterizada por espectroscopia vibracional na regiao do
infravermelho e as principais absorcdes podem ser localizadas em 1740 cm™
caracteristica de deformacédo axial de (C=0) referente aos ésteres e a absorcédo de
forte intensidade em 1654 cm™ caracterizando as ligagdes amidas. Em 1243 cm”
uma absorcao de média intensidade indica a deformagéo axial das ligagdes (C-O-C)
(Espectron® 115).

A caracterizacdo feita pela espectrometria de massas detectou o0 ion
molecular M* = 385,0807 (Espectro n® 119), sendo o valor tedrico esperado

384,2260.
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4.9.14 — Reacao de acoplamento do acido 57b com o sal H-L-MeLeu-OMe.HCI

utilizando Ph;P/TCICA

_‘/§ NHMe.HH,CI — 1/g °
0 )

OAc (57b) (74a) OAc

CH,

N 0 . Y\E)LOMe i, i N ;\\(
o 9

CH,

(77)

(i) Ph;P/TCICA , DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) Et;N, 2 h, 70%

Esquema 69: Sintese da cadeia lateral utilizando PhzP/TCICA

O fragmento 77 correspondente a cadeia lateral foi sintetizado novamente,
conforme as condi¢des descritas no Esquema 69 para comparar tanto o rendimento
quanto o tempo de reacdo. O material isolado apresentou um rendimento de 70%,
superior ao alcancado quando o reagente de acoplamento foi o PyBrop (50%).
Quanto ao tempo de reacdo, nenhuma mudancga significativa foi observada. Ambas
ocorreram num tempo maximo de 2 h. Outra grande vantagem foi com relacao ao
isolamento do produto, ndo foi observado a formacéao de produtos laterais ao longo
do processo.

Todos os dados analiticos foram compativeis com os obtidos a partir do
experimento anterior e novamente ndo foi detectado indicio da formacdo de

epimeros nas andlises realizadas nos espectros de RMN 'H e RMN '3C.
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4.10 — Proposta mecanistica para o acoplamento de aminoacidos utilizando

Ph;P/TCICA

S N
OJ N__O Oo.__N_O
../\ Y —_— Ph\gl—Ph . le/ f
PhaP + o-NA-Nog Ph” Y el
(0] (0]
Boc-L-Leu-OH

NHBoc 20

o)
base %OBn Il = P—(PPh)
H

OBn
% I O}(OBn
T3y
(0]
(o]

base NHBoc

Y

Esquema 70: Possivel mecanismo de reagédo envolvendo o acido tricloroisocianurico
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Como foi proposto no Esquema 55, inicialmente a especie reativa a ser
formada é o sal de fosfénio, reagindo em seguida com o aminoacido protegido (Boc-
L-Leu-OH) dando origem a trés possiveis intermediarios que sdo: o cloreto de acido,
o anidrido simétrico e a oxazolona, que podera ser formada tanto a partir do
acilfosfébnio, quanto do cloreto de acido, acompanhado da perda do éxido de
trifenilfosfina (II). Qualquer uma das trés espécies levara ao peptideo apds a adicao
da amina (H-L-Pro-OBn) na presenca de uma base orgéanica (Esquema 70).

Uma das grandes vantagens da nova metodologia € que o tempo curto de
reacao desfavorece a amindlise via oxazolona, espécie menos reativa e que leva a
racemizacao do aminoacido. Conseglientemente, o ataque do nucledfilo passa a ser
cineticamente mais favoravel a partir do cloreto de acido, visto que em nenhum dos

exemplos pesquisados foi detectado a formacao de epimeros.

4.11 — Esterificacao dos intermediarios 59¢ com 73a utilizando DCC/DMAP,

EDC/HOBt e Ph3zP/TCICA

A esterificacdo foi escolhida, como primeira tentativa por se tratar de uma
reacao pouco usual em macrociclizacdo, o que poderia causar um risco adicional na
formacao do macrociclo. Conseqientemente, realizar a macrociclizacao a partir da
ligacdo amida, ap6s a clivagem dos grupos de protecao (Boc) e (Tce), é a forma
mais segura para o éxito dessa sintese.

Inicialmente, o tripeptideo 59 foi hidrolisado com uma solucdo 1 M KOH em
rendimento de 95%, gerando o acido 59c¢. Em seguida, o fragmento 73 teve o grupo
de protecao (TBS) clivado seletivamente na presenca do (Cbz) e do (Tce) com TBAF

a 85% de rendimento (Esquema 71).
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OCHs OCHj

(59)

Nooo oMe — Nooo OH (59¢)
NHBoc NHBoc

(i) 1 M KOH/EtOH, 0 °C - t.a, 4 h, 5% NaHSO,4, 95%

OH O OH O
Wo 0._CCly Wo 0._CCly
H 0 | H 0
—

o)

2
2

o
NHCbz (73) NHCbz (73a)
TBSO' HO

(i) TBAF,DCM,0°C-t.a,1h

Esquema 71: Desprotecao dos fragmentos 59 e 73

A esterificacao foi conduzida, inicialmente, na presenca da carbodiimida DCC
catalisada por DMAP. Ap6s 24 h de agitacdo a temperatura ambiente, o
monitoramento por CCF nao indicou consumo do material de partida. Esta reacao
permaneceu por mais 24 h sob agitacdo a temperatura ambiente, e o
acompanhamento por CCF revelou a formagdo de alguns subprodutos de dificil
separacao.

Durante o curso de nossa investigacéo, a carbodiimida EDC foi testada, mas
nenhuma mudanga significativa foi observada, mesmo na presenca do aditivo HOB,
utilizado em excesso. A metodologia que faz uso do TCICA/PhsP também foi testada
e novamente a CCF nos revelou a formacédo de uma mistura complexa de produtos,

impossibilitando que o produto desejado fosse identificado para uma possivel
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separacao por cromatografia flash. A complexidade estrutural gerada por estes dos
dois fragmentos nos impossibilitou concluir a sintese deste importante precursor
linear 78a (Esquema 72), fazendo uso dos reagentes que dispomos em nosso

almoxarifado.

OCHj

N N (73a)

\Mo 0°™H , | OH O M
NHBoc ~-CCl3
i, ii, iii

(59c)

z...

NHCbz
HO'

(i) DCC, DMAPcat., Tol.,0°C - t.a,24 - 48 h
(ii) EDC.HCI, HOBt, DMF., 0 °C - t.a, 24 h
(iii) Ph3P/TCICA, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; (ii) Alcool , Et3N, 2 -6 h

Esquema 72: Reacéao de esterificagao utilizando DCC, EDC e PhsP/TCICA

Embora, os testes preliminares ndo tenham sido eficientes uma alternativa
plausivel para a conclusdo deste intermediario seria estabelecer o uso de reagentes
de acoplamento mais sofisticados, baseado nos sais de urbnium e fosfénium, tais
como o HATU, (Figuras 14), PyAOP e BOP (Figura 11). A escolha desses reagentes
€ devido ao fato de que além de serem bons candidatos para a reacdo de
esterificacdo sao comumente empregados, com boa eficiéncia, na etapa que

envolve a macrociclizagdo (EHRLICH e SCHREIBER, op.cit.).
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Infelizmente, a finalizacdo desta etapa chave, bem como a macrociclizacéo,

seguida do acoplamento da cadeia lateral ndo foram executados durante o curso

desse projeto devido unicamente a pouca disponibilidade de tempo.

4.12 — Resumo esquematico

4.12.1 — Estruturas sintetizadas na construcao do fragmento 59

(55) (56)

OH iouii OBn
N —E
Boc O Boc O

(i) DMF, Cs,CO3, BnBr, 1 h, t.a, 98%
(ii) a. PhsP/TCICA , DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. BnOH, Et;N, 2 h, 96%

(57)

(o}
NOH i ouii N OBn
NHBoc

(o}
(0]
NHBoc

(i) DMF, EDC/HOBt, H-L-Pro-OBn, t.a, 20 h, 95%
(ii) a. PhgP/TCICA , DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. H-L-Pro-OBn.HCI, Et3N, 2 h, 85%

OMe

N o
o o)
NHBoc No 0” “oMe

NHBoc

(i) DMF, EDC/HOB, H-L-MeTyr(Me)-OMe, t.a, 24 h, 55%
(ii) a. PhsP/TCICA , DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. H-L-MeTyr(Me)-OMe.HClI, Et;N, 2 h, 40%
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4.12.2 — Estruturas sintetizadas na construcao do fragmento 73

0 (62) e i
)\)J\OH i OH

—_—

2

Hy H

NHBoc

20

NHBoc

(i) NaBH,.l,, THF, 18 h de refluxo, MeOH, 20% NaOH; (ii) (Boc),0, DMAP, MeCN,
0°C - t.a, 5 h, 90%; (iii) DMP, DCM, 2,5 h, t.a, 1,3 M NaOH, 80%

(65)
_Si(Me)
3 0

DTN

NHBoc

(i) BF3.Et,0, DCM, -78 °C, 2 h; (ii) sol. 5% NaHSO,

(o]

OH O )J\

)\/'\)J\O/\ i, ii HN
NHBoc

Tin

(i) TFA, DCM, t.a, 2 h; (ii) DIEA, DCM, CDI, 0 °C - t.a, 48 h

NHBoc NHBoc
(i) 1 M NaOH, EtOH, 0 °C - t.a, 1 h, 1 M NaHSO,;

(ii) Ac,0, DCM, Py, DMAP cat., t.a, 20 h, 5%NaHSOy,;
(iii) Hiv-OTce, DCC, DMAP cat., Tol., t.a, 24 h, 65%

O o
WOB (66)
H

lilHBoc

Majoritario

i, di =
OEt + ~ OEt

lilHBoc

minoritario

lilHBoc

(i) CI-SEM, DCM, DIEA, 24 h, t.a, 30%

lilHBoc

OH O 2
I SRR, a1 98
Y OEt — > Y OH —— )\/'\)J\o 0_CCl

o

<" H (64)

(67)

1
Y OEt —> OE

NHBoc

t
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4.12.2.1 — Continuacao das estruturas sintetizadas na construcao do fragmento

73

(i) Cbz-OSu, NaOH/MeCN, 0 °C - t.a, 6 h, 1 M NaHSO, 91%;
(i) TBS-CI, Im, DMF, 0 °C - t.a, 18 h, 85%

TBS.

(i) a. TCICA/Ph3P, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. E;N, 1,5 h, 62%

(i) 1 M NaOH, EtOH, 0 °C - t.a, 5 h, 1 M NaHSO, , pH= 3,0

?H o TBS\Q o o o
/\l)J\OH by /\|)J\OH (60) )\Hkorl iy )\l)ko/\cch ©1)
NH, NHCbz NH, OH

(i) 2 N NaHNO,, 2 N H,S0,, 98%; (ii) Tce-OH, H,SO, cat, tol. 21 h, 80%

)\/(')i/lcj)\
OH + Y OEt —=—> NH
NHCbz NH,.TFA o
NHCbz (69)
(60) TBSO™
(i) PyBop, DIEA, 1,5 h, t.a, 50%

(ii) a. TCICA/Ph;P, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. EtsN, 1,5 h, 55%

SEM
OH O o o
OH O )\/'\/U\ )\/'\/U\
)\/'\/U\ : OEt v OEt
OH O 4 OTce NH NH
(60) + Y OTce —» NHCbz NHCbz (71)
NH,.TFA NHCbz (70) TBSO' TBSO"
TBSO"

(i) CI-SEM, DCM, DIEA, 0 °C - t.a, 24 h; (i) 50 °C - 24 h, 20%

ANee AL, S, )\z/'\)L o
NH NH NH NHn
o i o} o
NHCbz NHCbz (72) NHCbz —2im NHCbz (73)
TBSO' HO™ TBSO'" TBSO'"™

(i) DCC, DMAP, Tol., Hiv-OTce, 0 °C - t.a, 24 h, 55%
(i) a. TCICA/Ph3P, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. Hiv-OTce, Et3N, 2,0 h, 50%
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4.12.3 — Estruturas sintetizadas na construcao do fragmento 77
o (o]
(o]
on NOCHs 74) _ (o]
: i N, OH —» \l)\ou
NHBoc Boc" 'CHj OH OTBS
(i) KOH, BusNHSO,4.Nal, (CH3),S0, 6,0 equiv., THF, 0 °C - t.a, 2 h, Sol. 6 M NH,OH, 95% (i) TBS-CI, Im, DMF, 0 °C - t.a, 24 h, 10%
0 o
\|)J\OH e \l)J\OH
OH OAc 7D cH,
(H/ OH (HN v
(i) Ac,0, DCM, Py, 24 h, pH = 3,0, 80% N o "
o i, ii N ;\ \(
—— (o]
(76) —(&0 _(&O o 9
o CHj
OBn OAc OAc
\HJ\OH i ou i N
—_— o (i) DCM, H-D-MeLeu-OCHj, PyBrop, DIEA, 2 h, t.a, 50%
OAc _(&0 (ii) a. PhsP/TCICA, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. H-D-Me-Leu-OMe.HCI, EtN, 2 h, 70%
OAc
(i) EDC.HCI, HOBt, H-L-Pro-OBn, DMF, 24 h, 0 °C - t.a, 84%
(i) a. PhsP/TCICA, DCM, 0 °C - t.a, 45 min; b. H-L-Pro-OBn.TFA, Et;N, 2 h, 65%
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5. CONCLUSOES

Foram sintetizados em bons rendimentos os trés fragmentos que compdem a
estrutura da Tamandarina B, fazendo uso das carbodiimidas EDC, DCC e dos sais
de fosfénium PyBop e PyBrop.

Foi sintetizado a Estatina, na configuracdo (3S, 4R), a partir da reacao de
Mukaiyama com uma diastereosseletividade da ordem de 7:1 com rendimento de
60%.

Foi desenvolvido um procedimento inédito para reacdoes de acilacao,
utilizando matéria-prima de baixo custo (TCICA). Este procedimento foi aplicado com
sucesso no acoplamento de aminoacidos, culminando na constru¢cdo de cada um
dos fragmentos estudados. A eficiéncia desse método foi comparada com os
resultados de reacdes efetuadas com reagentes comerciais, tendo-se verificado que:

» Os rendimentos sédo similares, sem que haja indicios de epimerizagcao
dos fragmentos em nenhum dos casos;
» O tempo de reacdo e os custos envolvidos neste novo procedimento

sao consideravelmente reduzidos.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Investigar a reacédo de esterificacdo que leva ao precursor linear (Esquema
33), seguido da clivagem seletiva dos grupos de protecdo, ambos em condi¢coes
brandas, inicialmente na presenga de Zn°/AcNH, para remogéo do (Tce), e posterior
clivagem do (Boc) com uma solugdo 4 M HCI-AcOEt. O sal obtido podera ser
submetido a reacao de ciclizacao na presenca do HATU, reagente que demonstra
bom desempenho nos estudos envolvendo macrociclizagao. Por fim, a cadeia lateral
podera ser fixada ao macrociclo fazendo uso do BOP, segundo o protocolo descrito

por Joullé (JOULLIE. op.cit.).
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7. EXPERIMENTAL

7.1 — Materiais e Métodos

Os valores de ponto de fusdo (pf.) (valores nao corrigidos) foram
determinados com o uso do aparelho Mel-Tem. II.

Os espectros de massas foram obtidos no Espectrémetro de massas de alta
resolucdo KRATOS MS-50, HREI 70 eV.

Os espectros na regiao do infravermelho (1V) foram obtidos no espectrémento
de infravermelho por transformada de Fourier Nicolet modelo Magna-IR 760 usando
pastilhas comprimidas em KBr grau FT-IR (Aldrich) ou evaporando a amostra na
célula de KBr. Os valores para as absorcoes foram apresentados em numero de
ondas, utilizando como unidade o cm™.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)
foram obtidos a 200 MHz em aparelho DPX-200 Bruker (4,7 Telsa). Os valores de
deslocamento quimico foram referidos em unidades adimensionais 9, representando
parte por milhao (ppm) da freqiiéncia aplicada.

As areas relativas dos sinais foram obtidas por integracao eletrdnica e suas
multiplicidades descritas do seguinte modo:

s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto, m = multipleto, dd = duplo-
dupleto, sl = simpleto largo.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN '°C)

foram obtidos a 50 MHz em aparelho DPX-200 Bruker (4,7 Telsa). Os valores de
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deslocamento quimico foram referidos em unidades adimensionais 9d, representando
parte por milhdo (ppm) da freqiiéncia aplicada.

Os espectros de DEPT foram obtidos a 200 MHz em aparelho DPX-200
Bruker. Os valores de deslocamento quimico foram referidos em unidades
adimensionais 9, representando parte por milhdo (ppm) da freqtiéncia aplicada.

Os espectros de COSY (correlagdo 'H - 'H), HMQC (correlagdo 'H - '*C),
foram obtidos a 300 MHz em aparelho DPX-300 Bruker (7,05 Telsa). Os valores de
deslocamento quimico foram referidos em unidades adimensionais 9d, representando
parte por milhdo (ppm) da freqiéncia aplicada.

As reacOes foram acompanhadas por cromatografia em camada fina (CCF) e
os produtos apos isolamento, purificados por cromatografia flash, empregando silica
de 230-400 mesh (Merck) ou por destilacdo a pressao reduzida.

Nos procedimentos de CCF foram utilizadas cromatoplacas Merck. A
visualizagdo das substancias foi realizada a olhos nu através de irradiagdo com luz
ultravioleta a 254 nm empregando o aparelho Model UVGLS-25, ou com indicadores
de fluorescéncia de ninidrina (5% p/v de ninidrina em etanol) ou &cido
fosfomolibidico (7% p/v em etanol).

Na purificagdo por cromatografia as dimensbées das colunas foram
representadas como didmetro x altura, usando como unidade o centimetro.

A eliminacdo dos solventes foi realizada por evaporagcdo sob pressao
reduzida a temperatura controlada em rota-evaporador. O DMF, DCM, CH3CN, Et3N,
DIEA, Diisopropilamina, Py, foram destilados a partir de CaH,, sendo recebido em
peneira molecular. O THF e Tolueno foram destilados a partir de s6dio metalico e

benzofenona. Quando necessario, os liquidos foram purificados através de
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destilacao fracionada a pressdao ambiente ou reduzida, conforme for o caso. A

Tabela 09 apresenta os reagentes utilizados ao longo do trabalho.

Tabela 09: Reagentes utilizados na elaboracéo do trabalho

REAGENTES PROCEDENCIA GRAU DE PUREZA

(Boc)20 Aldrich

Acido tricloroisociantrico Acros

Brometo de benzila Aldrich
Cbz-OSu Nova Biochem

CDI Merck

CHsCN Vetec

Cloreto de trimetilsilano Merck

CI-SEM Aldrich

CI-TBS Aldrich

DCC Aldrich

DCM Vetec

Diisopropiletilamina Acros

Dimetilsulfato Merck
D-leucina Nova Biochem

DMAP Acros
D-Valina Nova Biochem

EDC.HCI Aldrich

EtsN Vetec
HOBt Nova Biochem
L-leucina Nova Biochem

L-prolina Nova Biochem

L-tirosina Nova Biochem

L-Valina Nova Biochem

L-valina Nova Biochem

o-iodobenzobico Aldrich
Pd/C 10% Merck
PhsP Merck
PyBop Nova Biochem
PyBrop Nova Biochem
(S)-Acido l4ctico Aldrich
TFA Tedia
THF Tedia
Tolueno Tedia

Tricloroetanol Aldrich

(1) usado como recebido; (2) destilado a pressdo de 760 mm Hg; (3) destilado a pressdo de 5 mm Hg.
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7.2 - CondicoOes das analises por cromatografia em fase gasosa

Usou-se um cromatédgrafo - HP 5890 Série Il para uso com coluna capilar.
Deteccao por ionizagdo de chama e acoplado a um sistema de tratamento de dados
Star Cromatography Soft, coluna 5% fenil-metil-silicone de 25 m, diy= 0,25 mm,
espessura do filme 0,25 um, vazéo da coluna 50 cm/s (gés carregador: Hélio), Tiyj. =
250 °C, Tqet. = 300 °C, condigbes de analise: 50 (2')-8-280 (10°).

Para andlise com coluna quiral, usou-se um cromatdgrafo — Varian Star 3400
CX para uso com coluna capilar. Deteccéo por ionizagdo de chama e acoplado a um
sistema de tratamento de dados Star Cromatography Software V. 4,0, coluna
Cyclodex B de 30 m, dir.= 0,25 mm, espessura do filme 0,25 um, vazao da coluna 41

cm/s (gas carregador: Hélio), condicoes de analise: 60 (2')-6-190 (20).

7.3 — Reacoes

7.3.1 — Procedimento padrao para protecao dos aminoacidos com (Boc).0:

Protecao da L-Prolina

b, A um solugéo contendo 1,000 g da L-prolina (8,69 mmol)

C(Nj#‘(OH em uma mistura de acetonitrila (20 mL), agua (10 mL) e 1 M

(55) 1
Boc O

NaOH (10 mL) a 0 °C, foi adicionado 1,9 mL (8,26 mmol) de di-t-
Boc=CO,C(CHa)s

aQ a a

butil-dicarbonato (Boc).O, lentamente durante 15 min sob

agitacao constante. Ap6s 3 h a temperatura ambiente a solucao foi concentrada em

vacuo a aproximadamente 15 mL. Em seguida, 10 mL de acetato de etila foram
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adicionados ao meio, e a acidez ajustada para pH = 3, com uma solucédo 1 M
NaHSO,. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 X 15 mL), seca Na,SO4
anidro, filtrada e concentrada em vacuo, fornecendo 1,749 g de um 6leo incolor e
denso com 98% de rendimento: R; = 0,5 (2:1 — Hexano:AcOEt:); RMN 'H (200 MHz,
CDCl3) 6 1,43 (9H, s, Haz, IR) 2,20 (4H, m, Hp1, b2), 3,46 (2H, m, H¢), 4,23 — 4,25 (1H,
m, Hg), 10,16 (1H, sl, He); PENDANT (200 MHz, CDCls) & 23,8 e 24,5 (Cps1, IR), 28,5
(Ca2), 29,3 e 31,0 (Cpy, IR), 46,5 € 47,1 (C¢, IR), 59,2 (Cq), 80,6 (Ca1), 147,9 (Cao),
178,8 (Cq); IV (Pastilha de KBr; vmaxcm™) — 3461, 2989, 2719, 2536, 1739, 1639,

1432, 1218, 901, 775, 555.

7.3.2 — Sintese do éster Boc-L-Pro-OBn (56), procedimento A

J1

P o \Q‘ A uma solucéo contendo 2,000 g da Boc-L-Pro-OH
d

N U 1 ” (13,30 mmol) em 15 mL de DMF seco, foram adicionados

Boc O (56)

2,790 g (8,56 mmol) de Cs,CO3; em porcdes. O sistema
BOC:COZC(CH3)3

i B foi resfriado a 0 °C seguido da adicdo de 1 mL (8,56

mmol) de brometo de benzila, lentamente, durante 10 mim. A reacdo permaneceu
sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 h. Em seguida, adicionou-se 20 mL de
agua destilada e extraiu-se com Et,O (3 X 20 mL). A fase etérea foi lavada com uma
solucdo 5% NaHSO, (10 mL), brine (10 mL), seca com Na,SO4 anidro, filirada e
concentrada em vacuo. O residuo foi purificado por cromatografia flash (20%
AcOEt:Hexano) fornecendo 3,858 g de um 6leo incolor com 98% de rendimento: R; =
0,7 (2:1 — Hexano:AcOEt:); RMN 'H (200 MHz, CDCls) & 1,32 — 1,50 (9H, s, Haz, IR),
1,80 — 1,98 (2H, m, Hp), 1,99-2,15 (2H, m, H¢), 3,40 — 3,52 (2H, m, Hq), 4,21 — 4,27

(1H, m, He), 5,09 — 5,20 (2H, m, Hy), 7,27 — 7,32 (5H, s, Hi j, k); RMN *C (50 MHz,
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CDCls, DEPT 135) § 23,6 € 24,3 (Cp, IR), 28,2 e 28,4 (Caz, IR), 29,9, 30,9 e 33,5
(Ce,IR), 46,3, (Cy), 58.9, (Ce), 66,6, (Cy), 79,8 (Ca1), 128,9 (Ci, ;. «), 135,7 (Cn), 153,7 e
154,4 (Ca0|R), 172,8 € 173,0 (Cyg, IR); IV (Filme; vma.cm™) — 2977, 2881, 1748, 1701,

1398, 1161, 970, 772, 698.

7.3.3 — Sintese do éster Boc-L-Pro-OBn (56), procedimento B: PhsP/Acido

tricloroisocianurico (TCICA)

i A uma solugado contendo trifenilfosfina (1,219

b k
c iy
d(Nje\'g(o\f/@jz g, 4,65 mmol) e TCICA (1,081 g, 4,65 mmol) em
h

Boc o s | DCM (30 mL) a0 °C foi adicionado (1,000 g, 4,65

Boc=CO,C(CHs)s mmol) Boc-L-Pro-OH em porgbes. A solucao foi

Qo a; a

agitada por 45 mim, alcool benzilico (0,5 mL, 4,65

mmol) foi adicionado lentamente, seguido da adicdo de trietilamina (2 mL, 13,95
mmol). O banho foi removido e a solugao agitada por 1,5 h. A mistura foi filtrada e a
fase organica lavada com agua destilada e seca com Na,SO, anidro. O produto
desejado foi filtrado em coluna cromatografica contendo silica gel (4,0 X 0,5) e o
filtrado foi concentrado em vacuo fornecendo 56 em 96% de rendimento. Todos os

dados analiticos foram equivalentes aos obtidos a partir do experimento anterior.
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7.3.4 — Sintese do dipeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-OBn (57), procedimento A:

EDC/HOBt

N i1 A uma solucdo do éster 56 (0,302 g, 0,99

mmol) em DCM (10 mL) a 0 °C, foi adicionado 0,8

a4

€4

(o)

f

Cy il k
d, e
g .
%O h Y b
cy |

12

4 o
ap NI-fIBoc
1

mL de TFA lentamente, mantendo o sistema sob
(57)
agitacao por 4 h a temperatura ambiente. Apos ser

Boc=CO,C(CH5)3
b; b, b,

confirmado o completo consumo do material de

partida por CCF, o excesso de TFA foi removido por evaporacdo com tolueno (3 X
10 mL), sendo em seguida, diluido com AcOEt (10 mL) e lavado com uma solucéo
saturada de NaHCO3; (10 mL) e brine (10 mL). A fase organica foi seca com Na,SO,
anidro, filtrada e concentrada em vacuo. O material cru foi usado diretamente na
proxima etapa.

A amina acima (1,860 g, 9,05 mmol) e Boc-L-Leu-OH (2,000 g, 8,65 mmol) em
DMF (10 mL) a 0 °C foram adicionados EDC.HCI (2,653 g, 13,84 mmol) e HOBt
(1,753 g, 12,98 mmol). A solucdo resultante permaneceu sob agitagdo por 20 h a
temperatura ambiente. O meio reacional foi tratado com uma solucdo saturada de
NH4CI (5 mL) e diluido com Et;O (15 mL). A fase orgéanica foi lavada com uma
solugcdo 5% NaHSO,4 (10 mL), 5% NaHCO;3; (10 mL) e brine (10 mL), sendo em
seguida seca com NaxSO4 anidro e concentrada em vacuo. O residuo foi purificado
por cromatografia flash (5-10% AcOEt:Hexano) fornecendo 3,436 g de um o&leo
incolor com 95% de rendimento: R; = 0,8 (2:1 — Hexano:AcOEt:); [a]?% = -64.5 (c 2.0
DCM); NMR 'H (CDCls, 200 MHz): & 0,86 (3H, d, J=6,5 Hz, Ha4), 0,88 (3H, d, J=6,5,
Haz), 1,45 (9H, s, Hp1), 1,56-2,45 (7H, m, Hecq, 2, 3, 4), 3,50-3,68 (2H, m, Hg). 4,38-4,54

(2H, m, He1,2), 5,10 (2H, d, J=12,3 HZ, Hf2), 5,11 (1H, S|, Hf1), 7,24 (5H, m, Hi, s k); \YJ
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(Filme; vmaxcm™) — 3414, 3305, 2958, 2871, 1746, 1709, 1651, 1500, 1433, 1275,

1169, 1045, 919, 735, 699.

7.3.5 — Sintese do dipeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-OBn (57), procedimento B:

PhsP/Acido tricloroisociantrico (TCICA)

c f
a4 2 €4 ) 0
¢ o)

ap NI-fIBoc (57)
1

BOC:COzC(CH3)3
b3 b, b,

03 Ca i1
Lo O
wo n .

A uma solugcdo contendo trifenilfosfina
(0,226 g, 0,86 mmol) e TCICA (0,200 g, 0,86
mmol) em DCM (4,3 mL) a 0 °C foi adicionado
(0,200 g, 0,86 mmol) Boc-L-Leu-OH em DCM

(4,6 mL). A solucao foi agitada por 30 mim. H-L-

Pro-OBn.HCI (0,86 mmol) foi adicionado lentamente, em porgdes, seguido da adicéo

de trietilamina (0,4 mL, 2,58 mmol). O banho foi removido e a solugéo agitada por 2

h. A mistura foi filtrada e a fase orgénica lavada com agua destilada e seca com

Na>SO, anidro. A solucgéo foi filtrada em coluna cromatografica contendo silica gel

(6,0 X 0,5) e o filtrado foi concentrado em vacuo fornecendo o dipeptideo 57 em 85%

de rendimento. Todos os dados analiticos foram equivalentes aos obtidos a partir do

experimento anterior.
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7.3.6 — Sintese do Boc-L-MeTyr(Me)-OMe (58) com dimetilsulfato como agente

alquilante

o A uma solugdo contendo Boc-L-Tyr-OH

i e H_
9 i"OCH;4
d2 b 2 N
H;CO™ 3 Boc” 'CH,

(1,274 g, 453 mmol) em 15 mL de THF a
temperatura ambiente foram adicionados em

Boc=CO,C(CHa)s (58) porcdes KOH (2,541 g, 45,28 mmol), seguido da

aQ a; a

adicao de BusNHSO4.Nal (0,255 g, 20% p/p). Apds
15 mim de agitacdo, dimetilsulfato (2,6 mL, 27,18 mmol) foi adicionado ao meio
reacional por um periodo de 15 mim. A reacao permaneceu sob agitacado por um
tempo adicional de 2 h, sendo em seguida, resfriada com um banho de gelo.
Adicionou-se 15 mL de agua destilada e extraiu-se a fase organica com Et,O (3 X 15
mL). As fragbes etéreas forma reunidas e tratadas com uma solugao 6 M NH,OH
para destruir o excesso de dimetilsulfato. Apdés 20 mim de agitacao, a temperatura
ambiente, as fases foram separadas e a fase orgénica seca com Na,SO4 anidro,
filtrada e concentrada em vacuo. O residuo foi purificado por cromatografia flash (10-
20% AcOEt:Hexano) fornecendo 1,245 g de um d&leo incolor com 85% de
rendimento: R; = 0,6 (2:1 — Hexano:AcOEt:); NMR 'H (CDCls, 200 MHz): § 1,40 (9H,
s, Haz, IR), 2,71 (3H, s, Hp), 2,88-3,00 (2H, m, H¢), 3,72 (6H, s, IR, Hq), 4,80 e 5,20
(1H, m, He). 6,80 (2H, d, J=9,0 Hz, Hy. 2), 7,05 (2H, d, J=9,0 Hz, Hg1, g2); RMN °C
(50 MHz, CDCl3) 8 27,7 (Ca2), 31,1 e 31,9 (Cs, IR), 34,2 e 34,6 (C, IR), 50,6 e 54,6
(Ca), 59,6 e 61,8 (Ce¢), 80,1 (Ca1), 113,1 (Cgy), 127,9 (Cy), 128,5 (Ci), 155,0 e 155,8
(Ch, IR), 158,4 e 158,7(Cao, IR), 171,9 € 172,4 (C;, IR); IV (Filme; Vmaccm™') — 3443,
3375, 2976, 2837, 1744, 1697, 1613, 1514, 1455, 1367, 1248, 1178, 1034, 820, 773,

558.
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7.3.7 - Sintese do tripeptideo Boc-L-Leu-L-Pro-L-MeTyr(Me)-OMe (59),

fragmento I, procedimento A: EDC/HOBt

A uma solucao 4.0 M HCI-AcOEt (10 mL) foi
adicionada uma solucdo do éster 58 (1,245 g, 3,84
mmol) em 2,5 mL de AcOEt a 0 °C, por um periodo

de 5 min. A agitacao permaneceu por mais 1 h até

que todo material de partida fosse consumido. Em
Boc=CO,C(CH;)3 (59)
b, by by

seguida, Et,O foi adicionado ao meio e evaporado

(3 X 10 mL). Obteve-se um solido branco que foi diluido com uma solugéo saturada
de NaHCO3; (10 mL) e extraido com AcOEt (2 X 10 mL). A fase orgéanica foi lavava
com brine e seca com Na SO, anidro, concentrada em vacuo, fornecendo um éleo
castanho que foi utilizado diretamente sem a necessidade de purificacéo.

O dipeptideo 57 (0,800 g, 1,91 mmol) foi dissolvido em uma mistura 1:1
AcOEt:MeOH (5 mL). Em seguida, 10% Pd/C (40 mg, 2 mol/%) foi adicionado e o
meio reacional purgado com H, durante 10 mim. O sistema foi mantido sob agitacao
a atmosfera de H. por 1 h. Quando confirmado por CCF, o completo consumo do
material de partida, a solugao foi filtrada em celite e o filiro lavado com excesso de
AcOEt. A solucdao foi concentrada em vacuo gerando um sélido amorfo, com
rendimento quantitativo, sendo usado diretamente na préxima etapa.

A amina acima (0,100 g, 0,45 mmol) e Boc-L-Leu-L-Pro-OH (0,150 g, 0,45
mmol) em DMF (2 mL) a 0 °C foram adicionados EDC.HCI (0,138 g, 0,72 mmol) e
HOBt (0,091 g, 0,68 mmol). A solucao resultante permaneceu sob agitacao por 24 h
a temperatura ambiente. O meio reacional foi tratado com uma solugéo saturada de

NH4Cl (1 mL) e diluido com Et,O (5 mL). A fase organica foi lavada com uma
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solucdo 5% NaHSO4 (2,5 mL), 5% NaHCO; (2,5 mL) e brine (2,5 mL), sendo em
seguida seca com Na,SO4 anidro e concentrada em vacuo. O residuo foi purificado
por cromatografia flash (5% Acetona:DCM) fornecendo 0,132 g de um d6leo incolor
com 55% de rendimento: R = 0,6 (38:8:4 — CHClz: AcOEt: MeOH); RMN 'H (200
MHz, CD3sCN, COSY) & 0,89 — 0,96 (6H, m, Hay, a2), 1,40 (9H, s, Hp1), 1,55 — 2,50
(7H, m, Heq, 2, 3,4), 2,85 (3H, s, Hg, IR), 2,99 — 3,24 (2H, m, He), 3,40 — 3,75 (3H, s,
Ht1, 2H, m, Hy), 3,75 (3H, s, Hg), 4,30 — 4,85 (3H, m, Hn1, n2,n3), 5,41 (1H, sl, Hi), 6,81
— 6,86 (2H, d, J= 8,8 Hz, Hk1, k2), 7,09 — 7,14 (2H, d, J= 8,5 Hz, Hj1, j2); RMN °C (50
MHz, CDsCN, DEPT 135) & 21,9 (Ca1), 23,7 (Ca2), 25,5 (Ce1, ¢3), 28,7 (Cp1), 28,9
(Cca), 34,0 (Cq), 34,3 (Ce), 42,1 (Cc2), 47,9 (Cr2), 52,7 (Cha), 55,9 (Cqy), 57,7 (Ch2),
61,1 (Cr1), 63,0 (Chi), 80,0 (Cpz), 114,9 (Cj1, j2), 130,9 (Ci), 131,1(Ci1, k2), 131,2 (Cp),
159,5 (Cp3), 171,0 (Cn), 172,4 (Co), 173,25 (Cm); IV (Filme; Vmaxcm™') — 3388, 2956,
2934, 2871, 1741, 1709, 1646, 1514, 1441, 1248, 1168, 1029, 754; Espectro de

Massas, m/z - %) - (M* = 533,2777), Valor teérico = 533,3101.

7.3.8 — Sintese do peptoide Boc-L-Leu-L-Pro-L-MeTyr(Me)-OMe (59), fragmento

I, procedimento B: PhsP/Acido tricloroisocianurico (TCICA)

A uma solucdo contendo trifenilfosfina
(0,039 g, 0,15 mmol) e TCICA (0,035 g, 0,15

mmol) em DCM (0,5 mL) a 0 °C foi adicionado

f2 h \
20 N
N

a _2nh. 0O (0,050 g, 0,15 mmol) Boc-L-Leu-L-Pro-OH em
o o

=  NHBoc DCM (0,5 mL). A solugéo foi agitada por 45 mim.
Boc=CO,C(CH

0= s 9 H-L-MeTyr(Me)-OMe.HCI (0,15 mmol) foi
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adicionado lentamente, seguido da adicao de trietilamina (0,062 mL, 0,45 mmol). O
banho foi removido e a solucdo agitada por 1,5 h. A mistura foi filtrada e a fase
organica lavada com agua destilada (5 mL) e seca com Na>SO4 anidro. A solucao foi
filtrada em coluna cromatografica contendo silica gel (3,0 X 0,5) e o filtrado foi
concentrado em vacuo fornecendo tripeptideo 59 em 40% de rendimento. Todos os

dados analiticos foram equivalentes aos obtidos a partir do experimento anterior.

7.3.9 — Sintese do Cbz-L-Thr(TBS)-OH (60)

b, ‘i‘1 A um solucao contendo 2,000 g da L-treonina
b .

1 . SI' 9 0 (16,79 mmol) em uma mistura de acetonitrila (20

1l aq ~ dy h
¢~ &Y ' OH mL), 4gua (10 mL) e 1 M NaOH (10 mL) a 0 °C,

NI;lez
foram adicionados 3,952 g (15,86 mmol) de Cbz-

Cbz=CO,CH,Ph (60)
: e 9 OSu, em porgdes sob agitacdo constante. Apés 6 h

de reacdo a temperatura ambiente, a solugdo foi concentrado em vacuo a um
volume de aproximadamente 15 mL. Em seguida, 10 mL de acetato de etila foram
adicionados ao meio e o pH ajustado para 3 com uma solucdo 1 M de NaHSO4. A
fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 X 25 mL), seca Na,SO4 anidro,
filtrada e concentrada em véacuo, fornecendo 3,870 g de um 6leo, com 91% de
rendimento, sendo usado diretamente na etapa seguinte.

O aminoécido protegido (3,640 g, 14,38 mmol) foi solubilizado em 10 mL de
DMF seco, a 0 °C. Em seguida, foram adicionados imidazol (2,930 g, 43,14 mmol) e
CI-TBS (2,770 g, 18,41 mmol). Ap6és 18 h a temperatura ambiente, a mistura foi
diluida com 10 mL de Et,O e 20 mL de agua destilada. A fase orgéanica foi extraida

com Et,0O (3 X 20 mL), seca com Na,SO4 anidro, filtrada e evaporada no rota-
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evaporador. O residuo foi purificado por cromatografia flash (5-10% Acetona:DCM)
fornecendo 4,500 g de um 6leo incolor, com 85% de rendimento: R = 0,7 (38:8:4 —
CHCls: AcOEt: MeOH); RMN 'H (200 MHz, CDCls) § 0,06-0,09 (6H, m, Haq), 0,87
(9H, s, Hp1), 1,21 (3H, d, J= 6,5 Hz, H¢), 4,35 (2H, m, Ha1, 42), 5,15 (2H, s, He), 5,53
(1H, d, J= 8,9 Hz, Hy), 7,38 (5H, s, Hy); IV (Pastilha de KBr; vinaxcm™) — 3407, 3092,
3067, 2959, 2930, 2858, 1756, 1737, 1688, 1526, 1407, 1269, 1203, 1068, 964, 837,
776, 696.

7.3.10 — Sintese do (S)-2,2,2-tricloroetil-2-hidroxi-3-metilbutanoato [(2S)-Hiv-

OTce] (61)
g (0] L-valina (16,000 g, 0,14 mmol) foi adicionada a um
bl d P
a e gC|3 baldo tritubulado com capacidade para 250 mL, seguida
OH (61)
: da adigao de agua (100 mL). Dois funis com capacidade

para 250 mL foram acoplados ao baldao, ambos com 75 mL das solugdes 2 N H.SO,4
e 2 N NaNO,. O sistema foi posto em um banho de gelo e a agitacdo mecéanica
iniciada. A solucdo acida foi gotejada lentamente até que toda L-valina fosse
solubilizada. Em seguida, a solucdo de nitrito de potassio foi gotejada, tendo o
cuidado para ndao aumentar a temperatura do meio. O fluxo das solugdes foi
ajustado e a agitacdo permaneceu por mais 3 h a 0 °C, seguindo para temperatura
ambiente por 18 h com agitacdo constante. Apds esse tempo, a mistura foi extraida
com AcOEt (4 X 60 mL). As fases foram reunidas e secas com Na,SO, anidro,
concentradas em rota-evaporador. O material obtido foi utilizado na etapa seguinte
sem a necessidade de purificagéo.

O &cido acima (9,680 g, 81,94 mmol) foi transferido para um baldo de duas

bocas (100 mL), conectado a um condensador para refluxo. Adicionou-se tolueno
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(40 mL), seguido do tricloro-etanol (16 mL, 163,88 mmol). Para catalisar a reacao foi
adicionado 1 mL de H>SO4 concentrado. O sistema permaneceu sob refluxo por 2 h.
Apés esse tempo, a mistura foi evaporada em rota-evaporador usando tolueno (3 X
20 mL) como solvente de arraste para completa remocao do excesso de alcool. O
residuo foi diluido com AcOEt (50 mL) e tratado com uma solucédo saturada de
NaHCO; (25 mL) e brine (25 mL). A fase organica foi extraida com AcOEt (3 X 20
mL), seca com Na,SO,4 anidro, concentradas em rota-evaporador. O residuo foi
purificado por cromatografia flash (10% Acetona:DCM) fornecendo 16,356 g de um
6leo incolor, com 80% de rendimento: R; = 0,5 (10% MeOH: CHCIls); RMN 'H (200
MHz, CDCl3) 6 0,93 (3H, d, J= 6,8 Hz, Ha), 1,07 (3H, d, J= 6,8 Hz, H,), 2,18 (1H, m,
Hp), 2,60 (1H, d, J= 6,1 Hz, H¢), 4,16 (1H, m, Hq), 4,50 (1H, d, J= 11,9 Hz, He), 4,92
(1H, d, J= 11,9 Hz, He); PENDANT (200 MHz, CDCl3) 6 15,9 e 18,8 (Ca), 32,2 (Cy),
74,6 (Ce), 75,0 (Cq), 95,0 (Cg), 173,5 (Cy); IV (Filme; vinaxcm™) — 3500, 2967, 2935,

2877,1755, 1273, 1178, 1136, 1035, 821, 719.

7.3.11 — Sintese do D-valinol

Em um baldo de duas bocas com capacidade para 500

(Y
T o
o
(1]

Cc
OH mL, foi acoplado um funil de adicdo de 125 mL. O sistema foi
H, (62
C

2

flambado por 15 min, mantendo uma atmosfera de Ar. Apds o

resfriamento, o baldo foi carregado com D-valina (5,000 g, 42,70 mmol) e NaBH4
(3,880 g, 102,48 mmol) em THF seco (100 mL). Ao funil de adicdo foi adicionada
uma solugdo 3 M I, em THF seco (25 mL), por meio de uma seringa 25 mL. O
sistema a 0 °C foi purgado com Ar por mais 20 min, seguido da adigdo lenta da

solugdo de l. Apos 1 h de agitagcdo a 0 °C, o banho foi removido e o sistema posto
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para refluxar por 18 h. Em seguida, metanol (20 mL) foi adicionado ao meio
reacional até que a solucdo tornasse incolor, com cuidado para nao elevar a
temperatura. Foi observado um forte desprendimento de gas durante o processo. O
metanol foi evaporado em rota-evaporador obtendo-se uma pasta branca que foi
diluida com um a solucao 20% NaOH, sob forte agitacao por um periodo de 4 h. O
produto desejado foi extraido com AcOEt (3 X 50 mL), seco com Na>SO,4 anidro e
concentrado, dando origem a um 06leo incolor com rendimento quantitativo. O D-
valinol foi usado na etapa seguinte sem a necessidade de purificagdo: RMN 'H (300
MHz, CDCl3) 6 0,90 (3H, d, J= 3,4 Hz, H,), 0,92 (3H, d, J= 3,4 Hz, H,), 1,58 (1H, m,
Hp), 2,16 (3H, sl, H¢), 2,55 (1H, m, Hyg), 3,29 (1H, dd, J= 8,7 Hz e 10,6 Hz, He), 3,62
(1H, dd, J= 3,8 Hz e 10,6 Hz, He); IV (Filme; vmaxcm™) — 3354, 2959, 2874, 1593,

1468, 1388, 1054, 1012, 929, 874.

7.3.12 — Protecao do D-valinol com (Boc),O/DMAP

a A uma solucdo do amino-alcool 62 (0,500 g, 4,85

f
Cc e d

a g OH mmol) em 5 mL de acetonitrila seca, foi adicionado 1,1 mL
NHBoc (63)
BOC:COzC(CHg)g
b; by, by

(4,85 mmol) de (Boc).O, seguido de uma quantidade

catalitica de DMAP (0,49 mmol). A solucdo permaneceu

sob agitacdo a 0 °C. Apds 1 h o banho de gelo foi removido e a reagido permaneceu
sob agitacao a temperatura ambiente por mais 4 h. Quando foi possivel observar por
CCF o completo consumo do material de partida, o solvente foi removido por
evaporacao no rota-evaporador e o residuo purificado por cromatografia flash (10-
20% AcOEt:hexano) fornecendo 0,887 g de um dleo incolor, com 90% de

rendimento: Ry = 0,4 (10% MeOH: CHCl3); RMN "H (300 MHz, CDCl3) § 0,94 (6H, m,
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Ha), 1,45 (9H, s, Huy), 1,83 (1H, m, Hc), 2,69 (1H, s, Hg), 3,42 (1H, sl, He), 3,62 (2H,
m, Hy), 4,73 (1H, sl, Hg); RMN ®C (75 MHz, CDCls) § 18,4 e 18,5 (Ca), 28,3 (Cp1),
32,6 (Cc), 58,0 e 58,2 (Ce), 64,1 e 68,5 (Cy), 79,4 (Cp2), 156,8 (Cpa); IV (Filme;

Vmax.cm'') — 3350, 2965, 2933, 1746, 1693, 1525, 1367, 1249, 1174, 1049, 981, 863.

7.3.13 — Oxidacao do Boc-D-valinol (63) usando o reagente de Dess-Martin

a o A uma solucdo do Boc-D-valinol (63) (0,240 g, 1,18
(64)
aMﬁ mmol) em 10 mL de DCM seco, foi adicionado DMP (2,000
- e
NHBoc - NN
B0c=CO,C(CHa); g, 4,72 mmol). A reacdo permaneceu sob agitagcdo a
b3 b2 b1

temperatura ambiente por 2,5 h. Apds este periodo, Et,O (10

mL) foi adicionado ao meio, seguido da solucdo 1,3 M NaOH (10 mL). A agitacao
permaneceu por mais 20 mim e o produto de interesse foi extraido com Et,O (3 X 10
mL). As fases etéreas foram reunidas e secas com Na,SO4 anidro, concentrada no
rota-evaporador, dando origem a 0,190 g de um 6leo incolor ligeiramente amarelado,
com 80% de rendimento, usado na etapa seguinte sem a necessidade de
purificacdo: Rs = 0,5 (10% Acetona: CHCI3); RMN "H (300 MHz, CDCls) & 0,94 (3H, d,
J= 6,8 Hz, H,), 1,03 (3H, d, J= 6,8 Hz, Ha), 1,45 (9H, s, Hp1), 2,28 (1H, m, H.), 4,24
(1H, m, Hg), 5,09 (1H, sl, He), 9,65 (1H, s, Hy); PENDANT (300 MHz, CDCl3) 6 17,7 e
19,2 (Ca), 28,5 (Cp1), 29,2 (Cc), 64,8 (Cq), 80,1 (Cp2), 156,0 (Cps), 200,6 (Cq); IV
(Pastilha; vimaxcm™) — 3288, 3155, 2983, 2932, 2877, 2718, 1735, 1700, 1479, 1394,

1366, 1255, 1176, 1088, 1015, 773, 671, 536.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 138

7.3.14 — Sintese do 4R-tert-Butoxi-carbonilamino-3S-hidroxi-5-metil-hexanoato

de etila [Boc-(3S, 4R)-Est-OEt] (65)

O silil-ceteno-acetal foi preparado a partir de

f
OH O _
awo/\ b | AcOEt seco (0,6 mL, 5,94 mmol) e uma solucédo de LDA

i (5,77 mmol em 3,7 mL de THF seco) a -78 °C. Apds 1 h

Boc=CO,C(CH3); (65) ) . :
c3 o de reacdo, cloreto de trimetilsilano, em excesso, foi

adicionado ao meio reacional (3,8 mL, 30 mmol) via seringa, lentamente, durante 10
min a -78 °C. A solugdo permaneceu sob agitagdo até que o sistema atingisse a
temperatura ambiente. Em seguida, o THF foi evaporado no rota-evaporador, de
forma que a temperatura do banho nao ultrapassasse 30 °C. O produto desejado foi
destilado a 80 °C e usado diretamente na etapa seguinte.

A uma solucéo a -78 °C do aldeido 64 (0,500 g, 2,48 mmol), em DCM seco,
foi adicionado o silil-ceteno-acetal (12,4 mmol), seguido da adicdo do BF3.Et,O (2,48
mmol, 0,3 mL). A mistura permaneceu sob agitacdo por 2 h a -78 °C, sendo em
seguida, diluida com 5 mL de uma solu¢ao 5% NaHSO,. O produto de condensacao
foi extraido com Et,O (3 X 10 mL), seco com Na,SO4 anidro e concentrado no rota-
evaporador, gerando um 6leo amarelado. A analise do material bruto por
cromatografia gasosa apresentou uma razdo diastereoisomérica 7:1. Os
diastereoisdbmeros de interesse foram isolados por cromatografia flash usando um
gradiente de polaridade (20-40 Et.O:hexano) fornecendo 0,430 g (60%) de um sélido
branco com pf = 60-63 °C: R; = 0,7 (10% MeOH: CHCl3); RMN 'H (300 MHz,
CDCI;.TMS) 6 0,88 (3H, d, J= 6,9 Hz, Ha), 0,94 (3H, d, J= 6,9 Hz, Ha), 1,26 (3H, t, J=
7,2 Hz Hy), 1,45 (9H, s, He1), 2,13 (1H, m, Hg), 2,51 (2H, m, He), 3,31 (1H, d, J= 4,8

Hz, Hy), 3,52 (1H, m, Hy), 3,92 (1H, m, Hy), (2H, q, J= 7,2 Hz, Hi), 4,41 (1H, d, J=9,9



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 139

Hz, H;); RMN '®C (75 MHz, CDCI3.TMS) & 14,2 (Cy), 16,2 € 20,2 (Ca), 27,6 (Cq), 28,4
(C4), 38,4 (Ce), 58,7 (Cq), 60,9 (Ci), 69,3 (Ch), 79,6 (C2), 156,4 (Cs3), 173,4 (Ck); IV
(Filme; vmaxcm™) — 3449, 3369, 2965, 2934, 1716, 1697, 1525, 1368, 1251, 1173,

1070, 1039, 985, 869.

7.3.15 — Ciclizacao do Boc-(3S, 4R)-Est-OEt (65) com carbonildiimidazol (CDI)

(o) A uma solucdo do éster 65 (0,058 g, 0,20

hHN” O o mmol) em DCM (0,5 mL) a 0 °C, foi adicionado 0,46

f
a\cé_é\d/u\o/\b mL de TFA, lentamente, mantendo o sistema sob
g (66)

agitacao por 2 h a temperatura ambiente. Apds ser

confirmado o completo consumo do material de partida por CCF, o excesso de TFA
foi removido por evaporacao com tolueno (3 X 5 mL). O sal obtido foi diluido com
DCM seco (1,5 mL) e resfriado a 0 °C. Em seguida, diisopropiletilamina (0,1 mL) foi
adicionada, seguido da adicao do carbonildiimidazol (0,070 g, 0,43 mmol). A reacéo
permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente durante 48 h, sob atmosfera de
Ar. Apos este periodo, o0 meio reacional foi diluido com AcOEt (5 mL) e lavado com
uma solucao 5% NaHSO4 (5 mL), 5% NaHCO;3; (5 mL), brine (5 mL), seco com
Na,SO, anidro e concentrado no rota-evaporador. O residuo foi purificado por
cromatografia flash, usando um gradiente de polaridade (10-30% Et>O:hexano),
fornecendo 0,026 g (60%) de um éleo incolor e viscoso: Rs = 0,6 (10% Acetona:
CHCIs); RMN 'H (300 MHz, CDCI3.TMS) § 0,93 (6H, m, Ha), 1,28 (3H, t, J= 7,2 Hz,
Hp), 1,76 (1H, m, H¢), 2,66 (1H, dd, J= 5,1 Hz e 16,5 Hz, Hy), 2,84 (1H, dd, J= 9,0 Hz

e 16,5 Hz, Hy), 3,68 (1H, t, J= 7,2 Hz, He), 4,19 (2H, q, J= 7,2 Hz, Hy), 5,07 (1H, m,



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 140

Hy), 6,45 (1H, sl, Hy); IV (Filme; vmaxcm™") — 3268, 2965, 2937, 2877, 1759, 1655,

1552, 1468, 1387, 1246, 1228, 1182, 1028, 966, 772, 671.

7.3.16 — Sintese do Boc-(3S, 4R)-Est(SEM)-OEt (67)

T 92 o
=iyl

b,

lilH Boc
4
Boc=CO,C(CHj3)3

d3 d2 d]

| 1)\)/?\)1
a e
g f
by h; i

O/\c

(67)

O éster 65 (0,253 g, 0,88 mmol) foi diluido
em 5 mL de DCM e resfriado com um banho de
gelo. Em seguida, CI-SEM (0,47 mL, 2,64 mmol)
foi adicionado, seguido da adicdo de

diisopropiletilamina (0,61 mL, 3,52 mmol). O

banho foi removido, e a reacdo permaneceu sob agitacdo por 24 h. O solvente foi

removido no rota-evaporador e o residuo purificado por cromatografia flash (10%

Acetona:DCM), fornecendo 0,110 g (30%) de um dleo incolor e viscoso: Ri = 0,6

(10% Acetona: CHCls); RMN 'H (200 MHz, CDCls) § 0,02 (9H, s, Ha), 0,92 (8H, m,

Hb1, 02), 1,26 (3H, t, J= 7,2 Hz H¢), 1,44 (9H, s, Ha1), 1,98 (1H, He), 2,57 (2H, m, Hy),

3,61 (3H, m, Hg1,gz), 4,13 (3H, m, Hh1,h2), 4,70 (3H, m, Hi1,i2); PENDANT (200 MHZ,

CDC|3) 6 -1 54 (Ca)s 14!3 (CC)! 1658 e 2056 (Cb2,)! 1851 (Cb1)! 2855 (Cd'l)s 31 !O (Ce), 3851

(Cs), 55,0 (Cgq1), 57,0 (Ch2), 60,7 (Ch1), 65,8 (Cg2), 77,7 (Ca2), 95,0 (Ci2), 156,2 (Ca3);

IV (Filme; vimaxcm™') — 3451, 3369, 2959, 2933, 2897, 2251, 1720, 1505, 1367, 1249,

1175, 1029, 920, 861, 836, 734.
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7.3.17 — Sintese do Boc-(3S, 4R)-Est(Ac)-(2S)-Hiv-OTce (68)

A uma solucao do éster 65 (0,175

o]
d
H3C_n< e
w _ o g, 0,61 mmol) em 2 mL de EtOH, foi
a c o~ e ~ O\./CCI3

Iill:llBoc o
Boc=CO,C(CHs);  (68) NaOH com o sistema mantido a 0 °C, nos
by by by

«

i adicionado 1,20 mL de uma solucdo 1 M

primeiros 15 min. Apdés 1 h de reacgéao, o
pH foi ajustado para 3 com uma solucao 1 M NaHSQO, e extraido com AcOEt (3 X 5
mL). A fase organica foi seca com Na>SO4 anidro e concentrado no rota-evaporador.
O material bruto foi usado diretamente na proxima etapa.

O &cido acima (0,100 g, 0,38 mmol), foi diluido em 2 mL de DCM, seguido da
adicdo, a 0 °C de Ac.O (0,07 mL, 0,76 mmol), Py (0,06 mL, 0,76 mmol) e uma
quantidade catalitica de DMAP (2 mg). A solucdo permaneceu sob agitacao por 20
h. Apds esse tempo, o solvente foi evaporado e o residuo diluido com Et,O (5 mL),
lavado com uma solucdo 5% NaHSO4 (5 mL), 5% NaHCO; (5 mL), seca com
Na,SO, anidro e concentrado no rota-evaporador. O material bruto foi usado
diretamente na préxima etapa.

O acido B-acetilado (0,110 g, 0,36 mmol) foi posto para reagir como o alcool
61 (0,180 g, 0,72 mmol) em 1 mL de Tol. a 0 °C. A esta solugéo, foi adicionado DCC
(0,09 g, 0,40 mmol), seguido de uma quantidade catalitica de DMAP (2 mg). A
solucdo permaneceu sob agitacao a temperatura ambiente em atmosfera de Ar por
um periodo de 24 h. Em seguida, o tolueno foi evaporado, o produto derivado do
acoplamento, purificado por cromatografia flash (2,5% EtOH:CHCI3), fornecendo
0,125 g (65%) de um ébleo ligeiramente castanho: R¢ = 0,5 (10% EtOH: CHCI3); RMN

'H (300 MHz, CDCI5.TMS) § 0,96 (12H, m, Hay, Hap), 1,44 (9H, s, Hp1), 1,68 (1H, m,
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Hc), 2,04 (38H, s, Hq), 2,33 (1H, m, He), 2,71 (2H, m, Hs), 3,74 (1H, m, Hg), 4,39 (1H,

m, Hn), 4,68 (1H, m, Hy), 4,95 (2H, m, H;), 5,29 (1H, m, Hy); PENDANT (300 MHz,

CDCI3.TMS) 6 17,3 e 20,1 (Ca1), 18,9 € 20,1 (Ca2), 21,1 (Cq), 28,5 (Cp1, Ce), 30,1 (Ce),

35,7 (Cy), 57,3 (Cg), 70,3 (Ck), 74,5 (Cj), 77,2 (Ci), 79,6 (Cp2), 94,6 (Co), 156,1 (Cps3),

168,0 (Cn), 170,2 (Cm), 170,5 (C)).

7.3.18 — Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-OEt (69), procedimento A:

PyBop/DIEA

lile
by a 0=—a
| —NHCbz
bs be Sli—0||| j I

b, a;

Cbz=CO,CH,Ph (69)
r

k n,0o

A uma solucao do éster 65 (0,375 g,
1,26 mmol) em DCM (15 mL) a 0 °C, foi
adicionado 3,9 mL de TFA, lentamente,
mantendo o sistema sob agitagdo por 2,5 h
a temperatura

ambiente. Ap6s  ser

confirmado o completo consumo do

material de partida por CCF, o excesso de

TFA foi removido por evaporagdo com tolueno (3 X 10 mL). O sal obtido foi diluido

com CH3CN seca (6 mL) e resfriado a 0 °C. Em seguida, Cbz-(L)-Thr(TBS)-OH

(0,463 g, 1,26 mmol) foi adicionado, seguido da adicdo do PyBop (0,785 g, 1,51

mmol) e DIEA (0,8 mL, 4,41 mmol). A reacdo permaneceu sob agitacdo a

temperatura ambiente durante 1,5 h, em atmosfera de Ar. Apds este periodo, o meio

reacional foi diluido com AcOEt (5 mL) e lavado com uma solugédo 5% NaHSO4 (5

mL), 5% NaHCO; (5 mL), brine (5 mL), seco com Na,SO4 anidro e concentrado no

rota-evaporador. O residuo foi purificado por cromatografia flash, usando um

gradiente de polaridade (15-30% AcOEt:hexano), fornecendo 0,339 g (50%) de um
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6leo ligeiramente castanho: Ri = 0,4 (5% Acetona: CHCI3); RMN 'H (300 MHz,
CDCl3, COSY) & 0,17 (6H, d, J= 7,8 Hz, Ha1, a2), 0,93 (15H, s, Hp1, b2, b3. b4. b5), 1,16
(38H, d, J= 6,3 Hz, H¢), 1,26 (3H, t, J= 6,9 Hz Hq), 2,13 (1H, m, He), 2,45 (2H, m, Hy),
2,94 (1H, sl, Hg), 3,94 (2H, m, Hhn1, n2), 4,16 (3H, m, His, Hi2), 4,38 (1H, m, H;), 5,15
(2H, d, J= 12,3 Hz, Hy), 5,91 (1H, sl, H), 6,73 (1H, sl, Hm), 7,36 (5H, s, Hu);
PENDANT (300 MHz, CDCl3, HMQC) 6 -4,91 (Caz, a2), 14,2 (Cq), 16,9 (Cp1, b2), 18,1
(Cc), 20,6 (Cos), 25,9 (Cbs, ba, bs), 27,7 (Ce), 38,4 (Ci), 58,0 (Ch2), 59,5 (Ciz), 60,9 (Cin),
67,1 (Ck), 68,5 (Cni1), 69,2 (Cg;j), 128,6 (Cn), 136,3 (Co), 156,3 (C;), 169,8 (Cq), 173,1
(Cp); IV (Filme; vinaxcm™) — 3343, 2960, 2932, 2858, 1724, 1670, 1529, 1499, 1371,

1256, 1216, 1180, 1056, 836, 780, 698.

7.3.19 - Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-OEt (69), procedimento B:

PhsP/Acido tricloroisociantrico (TCICA)

b, OI?I o A uma solucao contendo

: "2 to /i‘\d trifenilfosfina (0,105 g, 0,40 mmol) e TCICA

NH'" (0,093 g, 0,40 mmol) em DCM (3 mL) a 0 °C

4],:% :é—NHCbZ foi adicionado (0,150 g, 0,40 mmol) 60 em
by j M DCM (3 mL). A solucao foi agitada por 30
Cbz_COZCI;Izl:!:I (69) mim. H-(3S,4R)-Est-OEt.TFA (0,40 mmol)

foi adicionado lentamente, em porcoes,
seguido da adi¢ao de trietilamina (0,16 mL, 1,20 mmol). O banho foi removido e a
solugéo agitada por 1,5 h. A mistura foi filtrada e a fase organica lavada com agua
destilada e seca com Na>SO, anidro. A solucéo foi filirada em coluna cromatografica

contendo silica gel (3,0 X 0,5) e o filtrado foi concentrado em vacuo fornecendo o
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produto desejado em 55% de rendimento. Todos os dados analiticos foram

equivalentes aos obtidos a partir do experimento anterior.

7.3.20 — Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-OTce (70), procedimento B:

PhsP/Acido tricloroisociantrico (TCICA)

Olfl o A uma solucéao contendo
d | e e o
b, i P OACt:CI3 trifenilfosfina (0,073 g, 0,28 mmol) e
NHn TCICA (0,070 g, 0,27 mmol) em DCM (1,5
q
b3 a1
i ==NHCbz mL) a 0 °C foi adicionado (0,100 g, 0,27
= Sl O (i m
by a2 mmol) 60 em DCM (1,5 mL). A solugao foi
Cbz= C02CH2Ph (70) agitada por 30 mim. H-(3S,4R)-Est-
k o,p

OTce.TFA (0,27 mmol) foi adicionado
lentamente, em por¢des, seguido da adicao de trietilamina (0,11 mL, 0,81 mmol). O
banho foi removido e a solugdo agitada por 1,5 h. A mistura foi filtrada e a fase
organica lavada com agua destilada e seca com Na>SO,4 anidro. A solugao foi filtrada
em coluna cromatografica contendo silica gel (2,0 X 0,5) e o filtrado foi concentrado
em vacuo fornecendo o produto desejado em 62% de rendimento: Ri = 0,5 (5%
MeOH: CHCIs); RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 0,17 (6H, d, J= 7,7 Hz, Hay, a2), 0,95
(15H, m, Hp1, b2, b3. ba. b5), 1,14 (3H, d, J= 6,3 Hz, H¢), 2,10 (1H, m, Hy), 2,40 (1H, s,
He), 2,61 (2H, m, Hy), 3,96 (1H, m, Hg), 4,10 (H, m, Hyx), 4,22 (1H, m, H;), 4,38 (1H, m,
H)), 4,76 (2H, d, J= 11,9 Hz, Hy), 5,10 (2H, d, J= 12,2 Hz, H), 5,88 (1H, sl, Hm), 6,76
(1H, sl, Hy) ,7,32 (5H, s, Ho); IV (Filme; vmaxcm™) — 3380, 3088, 3067, 2958, 2932,
2891, 2858, 1749, 1720, 1665, 1529, 1500, 1465, 1385, 1256, 1152, 1058, 835, 780,

729, 573.
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7.3.21 - Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est(SEM)-OEt (71)

b4 a2

Cbz=CO,C
r

H,Ph

k n,0

SEM=CH,0OCH,CH,Si(CH3);

9 b

a4

O éster 69 (0,280 g, 0,52, mmol) foi
diluido em 4 mL de DCM e resfriado com um
banho de gelo. Em seguida, CI-SEM (0,28
mL, 1,56 mmol) foi adicionado, seguido da
adicado de DIEA (0,4 mL, 2,08 mmol). O
banho foi removido, e a reacdo permaneceu
sob agitacdo por 24 h. Apés este periodo, o

acompanhamento por CCF demonstrou

presenca de material de partida. Entao, o sistema foi conectado a um condensador

para refluxo e aquecido a 50 °C por 24 h. Em seguida, o solvente foi removido no

rota-evaporador

e o

residuo purificado por

cromatografia flash (30-40%

AcOEt:hexano), fornecendo 0,070 g (20%) de um 6leo castanho claro: Ry = 0,5 (40%

AcOEt:hexano); RMN "H (300 MHz, CDCl3) & 0,01 (9H, s, Ha1), 0,16 (6H, d, (6H, d,

J= 8,3 HZ, Haz), 0,94 (17H, m, Hb1,b2, b3, b4, b5, b6): 1,24 (3H, d, J= 6,3 Hz Hc), 1,23 (3H,

t, J= 7,4 Hz Hg), 1,90 (1H, m, He), 2,47 (2H, m, Hy), 3,58 (2H, m, Hg), 4,10 (5H, m,

Hh1,2h, 3h, 4h), 4,40 (1H, m, Hi), 4,69 (2H, S, Hj), 5,15 (2H, d, J= 8,4 HZ,Hk), 5,90 (1H,

sl, Hi), 6,64 (1H, sl, Hm),7,33 (5H, s, Hn); RMN *C (55 MHz, CDCls, PENDANT) & -

4,8 (Ca1), -1,3 (Caz2), 14,2 (Cq,), 17,5 (Cpe), 18,1 (Cp1, b2, b7), 20,7 (C¢), 25,9 (Cps, ba, bs),

28,3 (Co), 38,0 (Cy), 56,6 (Cns), 59,5 (C), 60,2 (Ch1), 65,8 (Cx), 67,0 (Cq); 69,2 (Cha),

75,4 (Cn2), 94,6 (Cj), 128,2 (Cn), 135,8 (Co), 156,2 (C), 165,2 (Cq), 173,0 (Cy).



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 146

7.3.22 - Hidrolise do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-OEt (69)

b,

b; ay

b, a

CbZ:CpOzC

| J
bsﬁ|~sli—o--- g |

iy
OH O
b, fy °"OH

NH«

n
NHCbz
c
H,Ph (72
h I,m

A uma solucdo do éster 69 (0,284
g, 0,53 mmol) em 5 mL de EtOH, foi
adicionado 0,53 mL de uma solugcdo 1 M
NaOH com o sistema mantido a 0 °C, nos
primeiros 15 min. Apds 5 h de reacéo, o
pH foi ajustado para 3 com uma solucao 1

M NaHSO, e extraido com Et:O (3 X 5

mL). A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e concentrado no rota-evaporador.

O material bruto em forma de um solido amorfo foi caracterizado e usado

diretamente na proxima etapa: Ri = 0,3 (10% Acetona:DCM); RMN 'H (300 MHz,

CDCl3) 6 0,16 (6H, d, J= 6,8 Hz, Hay, a2), 0,93 (15H, m, Hp1, b2, b3, b4, b5), 1,13 (3H, d,

J=6,3 Hz H¢), 2,10 (1H, m, Hq), 2,49 (2H, m, He), 3,92-4,10 (2H, m, Hs4, 12), 4,30-4,50

(2H, m, Hg1, g2), 5,12 (2H, d, J= 7,7 Hz H4), 5,35 (2H, s, Hiy, i2), 5,95 (1H, sl, H;), 6,80

(1H, slHy), 7,36 (5H, s, H); IV (Filme; vmaxcm™) — 3334, 3091, 3067, 2959, 2931,

2857, 1713, 1659, 15632, 1467, 1257, 1065, 836, 777, 697, 601.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 147

7.3.23 - Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-(2S)-Hiv-OTce (73), fragmento

I1, procedimento A: DCC/DMAP

O acido 72 (0,100 g,
0,19 mmol) foi posto para
reagir como o alcool 61
(0,095 g, 0,38 mmol) em 1,7

mL de tolueno a 0 °C. A esta

bs a (73) solugao, foi adicionado DCC

CbZ=(502C|:|2°P£' (0,048 g, 0,23 mmol),

seguido de uma quantidade
catalitica de DMAP (5 mg). A solucdo permaneceu sob agitacdo a temperatura
ambiente em atmosfera de Ar por um periodo de 24 h. Em seguida, o tolueno foi
evaporado, o produto derivado do acoplamento, purificado por cromatografia flash
(5-10% Acetona:DCM), fornecendo 0,076 g (55%) de um éleo incolor: Rf = 0,5 (5%
Acetona:DCM); RMN 'H (300 MHz, CDCl;, COSY, HMQC) § 0,17 (6H, d, J= 7,6 Hz,
Ha1, a2), 0,94 (15H, m, Hp1, b2, b3, b4, b5), 1,05 (6H, M, Heq, ¢2), 1,15 (3H, d, J= 6,3 Hz
Hq), 2,10 (2H, m, He1, e2), 2,30 (1H, m, Hy), 2,63 (2H, m, Hg), 3,90 (2H, m, Hh1, n2),
4,20 (1H, m, H;), 4,50 (1H, m, H;), 4,60-490 (2H, m,Hy), 5,11 (3H, m, Hi1,12), 5,90 (1H,
sl,Hm), 6,80 (1H, sl,Hn); RMN "*C (75 MHz, CDCls, DEPT 135) & -4,7 (Cay, a2), 17,0
(Ce), 18,2 (Co1, b2,), 18,8 (Ca), 20,7 (Cps), 26,0 (Cos, b4, bs), 27,8 (Cet), 30,1 (Cy), 38,5
(Cq), 58,1 (Cn2), 59,5 (Ci), 67,2 (Ci1), 68,6 (Cnh1), 69,2 (Cj), 74,5 (Ck), 77,4 (Ci2), 94,5
(Cy), 128,4 (Cp), 136,3 (Co), 156,3 (Cy), 168,6 (Cs), 170,0 (Cq), 172,4 (Cy); IV (Filme;

vmaxCm') — 3391, 2962, 2858, 1729, 1673, 1493, 1384, 1257, 1174, 1129, 1056,
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834, 778, 721; Espectro de Massas, m/z - %) - (M* = 740,2368), Valor teérico =

740,2429.

7.3.24 - Sintese do Cbz-(L)-Thr(TBS)-(3S,4R)-Est-(2S)-Hiv-OTce (73), fragmento

I1, procedimento B: PhzP/TCICA

A uma solucdo contendo

Cq Co
by €y f
w t trifenilfosfina (0,076 g, 0,29 mmol)
b, :2 n g ™0 b s OVKCCI3
NHn o

e TCICA (0,067 g, 0,29 mmol) em

be ; DCM (05 mL) a 0 °C foi
b . .
bs— Sl"o"' ' adicionado (0,150 g, 0,29 mmol)
by 3 (73)
72 em DCM (0,5 mL). A solucao
CbZ:%OzCHzPh

I1 o,p

foi agitada por 45 mim, (2S)-Hiv-

OTce 61 (0,145 g, 0,58 mmol) em DCM (0,5 mL) foi adicionado lentamente, seguido
da adicao de trietilamina (0,15 mL, 1,16 mmol). O banho foi removido e a solucéo
agitada por 2 h. A mistura foi filtrada e a fase organica lavada com agua destilada e
seca com Na>SO, anidro. O produto desejado foi filtrado em coluna cromatografica
contendo silica gel (4,0 X 0,5) e o filtrado foi concentrado em vacuo fornecendo 73
em 50% de rendimento. Todos os dados analiticos foram equivalentes aos obtidos a

partir do experimento anterior.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /IQ 149

7.3.25 — Sintese do Boc-D-MeLeu-OMe (74) com dimetilsulfato como agente

alquilante

o A uma solucado contendo Boc-D-Leu-OH (0,662 g,

a, cy
Mocﬁa 2,86 mmol) em 10 mL de THF a temperatura ambiente foi
N

aq d

Boc" CHj (73 adicionados em porgcbes KOH (1,600 g, 28,63 mmol),

Boc=CO,C(CH,), seguido da adi¢cdo de BusNHSO4.Nal (0,066 g, 10% p/p).

b3 b, b,

Apbés 15 mim de agitacdo, dimetilsulfato (1,6 mL, 17,16
mmol) foi adicionado ao meio reacional por um periodo de 15 mim. A reacao
permaneceu sob agitagdo por um tempo adicional de 2 h, sendo em seguida,
resfriada com um banho de gelo. Adicionou-se 10 mL de agua destilada e extraiu-se
a fase organica com Et,O (8 X 15 mL). As fragdes etéreas foram reunidas e tratadas
com uma solugdo 6 M NH,OH para destruir o excesso de dimetilsulfato. Apés 20
mim de agitacdo, a temperatura ambiente, as fases foram separadas e a fase
organica seca com Na,SO4 anidro, filtrada e concentrada em véacuo. O residuo foi
purificado por cromatografia flash (10-20% AcOEt:Hexano) fornecendo 0,666 g de
um 6bleo incolor com 95% de rendimento: R = 0,7 (10% AcOEt:Hexano); RMN 'H
(800 MHz, CDCls) 6 0,91 (3H, d, J= 5,1 Hz, Ha1), 0,93 (3H, d, J= 5,1 Hz, Ha2), 1,45
(9H, s, Hp1), 1,66 (3H, m, Hc1, ¢2), 2,76 € 2,79 (3H, s, IR, Hq), 3,69 (3H, s, He), 4,50 e
4,90 (1H, m, Hy); RMN "3C (75 MHz, CDCl3) § 21,0 e 23,2 (Ca1, a2), 24,5 € 24,9 (Cc1),
28,2 (Cp1), 30,3 € 30,5 (Cq), 37,5 € 37,9 (Cc2), 51,9 (Ce), 55,8 € 57,1 (Cy), 81,0 (Cp2),
155,5 e 156,2 (Cpa), 172,7 € 172,9 (Cq); IV (Filme; vmaxcm™) — 3477, 3381, 2958,

2935, 2872, 1747,1700, 1470, 1457, 1392, 1327, 1256, 1234, 1153, 995, 907, 774.
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7.3.26 — Acetilacao do acido L-lactico

Acido L-lactico (5,000 g, 55,06 mmol), foi diluido em 50

mL de DCM, seguido da adi¢cdo a 0 °C de Ac.O (12,5 mL,

132,14 mmol), Py (11,0 mL, 132,14 mmol) e uma quantidade

catalitica de DMAP (0,336 g). A solucao permaneceu sob

agitacao por 24 h. Apés esse tempo, o solvente foi evaporado e o residuo diluido

com agua destilada (50 mL), sendo em seguida, acidificado com uma solucao 10%

HCI até pH= 3 e extraido com AcOEt (3 X 25 mL), seca com Na,SO, anidro e

concentrado no rota-evaporador. O produto desejado foi destilado a pressao

reduzida (150 °C a 3,5 mmHg) gerando um 6leo incolor com 80% de rendimento:

RMN 'H (200 MHz, CDCly) 8 1,52 (3H, d, J= 7,1 Hz, Ha), 2,14 (3H, s, Hb), 5,10 (1H,

q, J= 7,1 Hz Hc), 9,45 (1H, sl, Hg); PENDANT (200 MHz, CDCls) & 16,8 (Ca), 20,6

(Cb), 68,5 (C¢), 170,6 (Cy), 176,4 (Ce); IV (Filme; vmaxcm'') — 3470, 3182, 2995, 2945,

1739, 1459, 1375, 1239, 1100, 1049, 877, 829, 683.

7.3.27 — Sintese do Ac-L-Lac-L-Pro-OBn (76), procedimento A: EDC/HOBt

€2

i\fo (76)

by

91

f
oo )
cwo : 9
N

h

2

A uma solugédo da amina H-L-Pro-OBn (0,340 g,
1,66 mmol) e 75 (0,219 g, 1,66 mmol) em DMF (7
mL) a 0 °C, foram adicionados EDC.HCI (0,509 g,

2,66 mmol) e HOBt (0,336 g, 2,49 mmol). A solucéao

resultante permaneceu sob agitacdo por 24 h a

temperatura ambiente. O meio reacional foi tratado com uma solugdo saturada

NH4CI (5 mL) e diluido com Et;O (10 mL). A fase orgéanica foi lavada com uma
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solucdo 5% NaHSO, (10 mL), 5% NaHCO3; (10 mL) e brine (10 mL), sendo em
seguida seca com Na>SO,4 anidro e concentrada em vacuo. O residuo foi purificado
por cromatografia flash (5% Acetona:DCM), fornecendo 0,445 g de um O&leo
ligeiramente castanho com 84% de rendimento: Ry = 0,8 (10% Acetona:Hexano:);
NMR "H (CDCls, 200 MHz): § 1,42 (3H, d, J=6,8 Hz, Ha), 1,95-2,30 (7H, m, Hp1, b2, b3),
3,59 e 3,72 (2H, m, Hc), 4,63 (1H, m, Hgq), 5,16 (3H, m, He1, e2). 7,33 (5H, s, Hy, g, n);
PENDANT (200 MHz, CDCls3) 8 16,2 (Ca), 20,8 (Cp1), 25,1 (Cp2), 28,8 (Cps), 46,6 (Ce),
59,1 (Ca), 67,0 (Ce2), 68,1 (Ce1), 114,7 (Cn), 128,3 (Ct,¢), 135,7 (Ci), 169,4 (Cj), 170,8
(C), 171,8 (Ck); IV (Filme; vmaxcm™') — 3469, 2983, 2956, 2880, 1742, 1663, 1458,

1431, 1373, 1243, 1172, 1094, 1044, 752, 741, 700.

7.3.28 — Sintese do Ac-L-Lac-L-Pro-OBn (76), procedimento B: Ph;P/TCICA

. A uma solugédo contendo trifenilfosfina (0,396

f
CHOVO g. 1.51 mmol) e TCICA (0,350 g, 1.51 mmol) em
] 1
¢ 92
N

_‘}& o) =k DCM (5 mL) a 0 °C foi adicionado (0,200 g, 1,51
’ Oe‘ o mmol) 75 em DCM (2,5 mL). A solucdo foi agitada
\—=0 (76)
‘\f por 45 mim, H-L-Pro-OBn.TFA (1,51 mmol) em DCM

(2,5 mL) foi adicionado lentamente, seguido da
adicao de trietilamina (0,65 mL, 4,53 mmol). O banho foi removido e a solugado
agitada por 1,5 h. A mistura foi filtrada e a fase orgénica lavada com agua destilada
e seca com Na,SO, anidro. O produto desejado foi filtrado em coluna cromatografica
contendo silica gel (6,0 X 0,5) e o filtrado foi concentrado em vacuo fornecendo o
produto desejado em 65% de rendimento. Todos os dados analiticos foram

equivalentes aos obtidos a partir do experimento anterior.
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7.3.29 - Sintese do Ac-L-Lac-L-Pro-D-MeLeu-OMe (77), fragmento III,

procedimento A: PyBrop/DIEA

S CHs . O éster 76 (0,266 g, 0,83 mmol) foi
SN ~ Nf3 h\é dissolvido em uma mistura 1:1 AcOEt:MeOH (4
. fg o °s g: mL). Em seguida, 10% Pd/C (26 mg, 3 mol/%) foi
o?];o o adicionado e o meio reacional e purgado com H,

¢y o durante 15 mim. O sistema foi mantido sob

agitacao em atmosfera de H, por 1 h. Quando confirmado por CCF, o completo
consumo do material de partida, a solucéao foi filtrada em celite e o filtro lavado com
excesso de AcOEt. A solucao foi concentrada em vacuo gerando um sélido amorfo,
com rendimento quantitativo.

A uma solucao 4.0 M HCI-AcOEt (5 mL) foi adicionada uma solucédo do Boc-
D-MeLeu-OMe (0,500 g, 1,93 mmol) em 1,5 mL de AcOEt a 0 °C, por um periodo de
5 min. A agitagdo permaneceu por mais 1 h até que todo material de partida fosse
consumido. Em seguida, Et,O foi adicionado ao meio e evaporado no rota-
evaporador (3 X 5 mL). Obteve-se um sélido branco que foi diluido com uma solucao
saturada NaHCO3; (5 mL) e extraido com AcOEt (2 X 10 mL). A fase orgéanica foi
lavava com brine e seca com Na>SO4 anidro, concentrada em vacuo, fornecendo um
6leo amarelo que foi utilizado diretamente na etapa seguinte sem a necessidade de
purificacao.

O &cido acima, derivado da hidrogendlise (0,099 g, 0,44 mmol), foi posto para
reagir como o a amina H-D-MelLeu-OCHjs; (0,085 g, 0,44 mmol) em 0,5 mL de DCM a
0 °C. A esta solugdo, foi adicionado PyBrop (0,308 g, 0,66 mmol), seguido de DIEA

(0,31 mL). A solucdo permaneceu sob agitacdo a temperatura ambiente em
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atmosfera de Ar por 2 h. Apds este periodo, adicionou-se ao meio reacional AcOEt
(10 mL), lavando a fase organica com uma solucdo 5% NaHSO, (5 mL), 5%
NaHCO; (5 mL), brine (5 mL) e seca com Na,SO, anidro. O solvente foi evaporado e
o produto derivado do acoplamento, purificado por cromatografia flash (5-10%
Acetona:DCM), fornecendo 81 mg (50%) de um éleo incolor: R = 0,6 (5%
Acetona:Hexano:); NMR 'H (CDCI5.TMS, 200 MHz): & 0,98 (6H, m, Hai, a2), 1,45 (3H,
d, J=6,8 Hz Hp), 1,68-2,30 (10H, m, Het, 2, ¢3, c4, c5), 2,84 € 3,03 (3H, s, Hq), 3,60-3,90
(2H, m, He1) 3,65 (3H, s, Hez). 4,80-5,30 (3H, m, Hyy 12, 13); RMN °C (55 MHz,
CDClIs. TMS, DEPT 135) & 16,3 (Cp), 20,9 (Cec1), 21,6 (Ca1), 23,1 (Ca2), 24,9 (Cc2),
25,2 (Ces), 28,4 (Ces), 32,3 (Ca), 37,7 (Cea), 46,8 (Ce1), 52,3 (Ce2), 55,6 (Cr2), 56,9 €
57,1 (Css), 68,4 (Cr1), 168,9 (C;), 170,5 (Ci), 171,8 (Cn), 172,4 (Cg); IV (Filme; vimaxcm’
') — 3470, 2957, 2873, 1740, 1654, 1461, 1435, 1372, 1243, 1091, 1040, 844;

Espectro de Massas, m/z - %) - (M* = 385,0807), Valor teérico = 384,2260.

7.3.30 - Sintese do Ac-L-Lac-L-Pro-D-MeLeu-OMe (77), fragmento III,

procedimento B: Ph;sP/TCICA

d A uma solucdo contendo trifenilfosfina
C2 \° 9H3 a
B N o2 ! (0,115 g, 0,44 mmol) e TCICA (0,102 g, 0,44
€4 N f3 ' \é
o) h mmol) em DCM (3 mL) a 0 °C foi adicionado
g o (o) a
b=t O (|:|-|3 (0,100 g, 0,44 mmol) Ac-L-Lac-L-Pro-OH em
0] €2
}fo 77) DCM (1,0 mL). A solugéo foi agitada por 45
¢ mim, H-L-MelLeu-OMe.HCI (0,44 mmol) em

DCM (1,0 mL) foi adicionado lentamente, seguido da adicao de trietilamina (0,2 mL,

1,32 mmol). O banho foi removido e a solug¢ao agitada por 2 h. A mistura foi filtrada e
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a fase organica lavada com agua destilada e seca com Na,SO4 anidro. O produto
desejado foi filtrado em coluna cromatografica contendo silica gel (3,0 X 0,5) e o
filtrado foi concentrado em vacuo fornecendo o produto desejado em 70% de
rendimento. Todos os dados analiticos foram equivalentes aos obtidos a partir do

experimento anterior.
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Espectro n 01: Espectro de IV do Fmoc-L-Leu-OH (55a)
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Espectro n2 02: Espectro de RMN 'H do Fmoc-L-Leu-OH (55a) em CDCls
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Espectro n® 04: Espectro de IV do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a)
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Espectro n® 05: Espectro de RMN 'H do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a) em CDCl;
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Espectro n® 06: Espectro de RMN '°C do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a) em CDCls;
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Espectro n2 07: Espectro de DEPT 135 do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a) em CDCl;3
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Espectro n2 08: Espectro de COSY do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a) em CDCl;
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Espectro n? 09: Espectro de HMQC do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a) em CDCl;
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Espectro n2 10: Espectro expandido de HMQC do Fmoc-L-Leu-L-Pro-OBn (57a) em CDCls
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PROBHD S me Dual 13
PULPROG nvatp
o 2048
SOt VENT cocily
NS 16
os 16
2408 478 Hz
FIDRES 1.175015 Hz
L D 4252140 sec
RG 287.4
Dw 207.600 usec
OE 6_00 usec
TE 300 .0 K
o 1.39999996 aec
P1 14.00 ussc
a2 0.00345000 aec
P2 0.00 a8
P3 10.00 usec
o2 B0 3267348
nce? 13C
Do 0. 00000360 s
P2 28.00 usec
M3 ©. OM000300 sac
P2 15.00 o8
L3 6-.00 uvaer
SFD4 200 . 1312008 MHr
[ T $] Fed
L ] ¢ .00 o8
CPUPAGZ [ L
PCPOR2 B80.00 usec
N0 0. 00002992 sec
F1 - A&cguisition psrameters
NGO 4
™ 128
SFG1 SO I2G73 MMz
FIDRES 65.267487 Hz
M 185 . 000 ppm

F2 - Processing paremeLers

SI

5F 200 . 1300066 MHz
WO GSINE
558 2z
;] 0.00 HT
58 1]
Lo+ 1.40

F1 - Processing Qarameters

W2 Rl g
L2 50 3227198 MMz
NOW GSINE
S58 2
Le °.00 Mz
o

20 ¥ plot porameters
£x2 %
(= 3] 15.00 cm
FomLo 5.885 pom
Fao 1177 .88 Hi
Fa2rl 3.370 ppm
Fany E74.36 Wy
FiPLo 75.250 ppe
Fuo 279680 Hz
F1PHI 43150 ppe
FAHT 2171.43 Mz
F 200M0M 0. 12575 ppascm
FaHzom 25. 16671 Hz/cm

£ 1PPHCM 2.14D01 ppmfcm |
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. RCRO1 - Rastitha de KBr Ref: Pastilha de KBr A
90  Fri May 10\13:31:35 2002
- Number of 4ample scans: 32 H
85 = Number of byckground scans: 32
80 Resolution: 4000
- Sample gain: 20 -
75 E Mirror velocity: 86329 b
7 Aperture: 90.00 N o E
70 3 Detector: DTGS KB 8 §
] Beamsplitter: KBr ™
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Espectro n? 12: Espectro de IV da Tirosina
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40 3 RCRS5B - Filme Obs.: Solvente CHCI3 evaporado
] . KBr
ag | Tue Jun 11 11:00:21 2002
. Number of sample scans: 32
25 ] Number of background scans: 32
- Resolution: 4.000
. Sample gain: 4.0
34 Mirror velocity: 0.6329
n Aperture: 90.00
32 Detector: DTGS KBr
. Beamsplitter: KBr ﬂ
30 Source: IR
28
= 7 ‘ [}
26 . 0 § g
] NHBoc :
- o |
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20 =
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Espectro n® 13: Espectro de 1V do Boc-Tyr-OH
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Number of sample scans: 32
Number of background scans: 32
Resolution: 4.000

Sample gain: 2.0

Mirror velocity: 0.6329
{Aperture: 90.00

JDetector: DTGS KBr
-{Beamsplitter: KBr

Source: IR
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Espectro n2 14: Espectro de 1V do Boc-MeTyr(Me)-OH
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Current Data Parameters

I~ -t
c Sk &Eéﬁ%%%‘ﬁ%ﬁéﬁﬁ%ﬁé%éﬁ% e
a O ~ 0 - NFIOD OO AUTOINOWLOWOTASMNMO N~ WO O EXPNO 44
a N~ @D P~ oo NS~ COCYMAUUNMLN- OO OO
N X o PROCNO 1
~ M~ ww ST @mOmMmm oo ru U e o - 0000
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 500000
Time 11.07
INSTRUM . spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 2930
D 32768
SOLVENT coc13
NS 16
0s 0
SKWH 4006. 410 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AD 4.0894966 sec
RG 362
Dw 124,800 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.69999999 sec
P1 14.00 usec
DE 6.00 uset
SFO{ 200. 1318012 MHz
NUCH 1H
PLY 0.00 oB
//' F2 - Processing parameters
SI 16384
SF 200. 1300066 MHz
WOW EM
s . 558 0
== - - T LB 0.10 Hz
—— o JJ\_f\_,__JA“__] GB 0
PC 1.00
_ o o ol Ve alle e of ol el " o 10 NMR plot parameters
g =] a Q| |« Sz = % izl g 8 © % 20.00 cm
] [=] - | |m m|jm - |@ ~|@| & o Ty FiP 9.278 ppm
s - o| I=||= ollel lal |n ollo| {a ~ - F1 1856 .84 Hz
Fap -0.121 ppm
T : : Fa -24.19 Hz
= LD SRS MM MMM SIS MM I B PPMCM 0.46995 ppm/ci
P . 7 6 5 4 2 2 1 0 HZCM 94.05151 Hz/cm

Espectro n® 15: Espectro de RMN 'H do Boc-MeTyr(Me)-OH em CDCl;
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Espectro n2 16: Espectro de RMN '3C do Boc-MeTyr(Me)-OH em CDCls

Current Data Parameters

NAME Aogerio
EXPNO 46
PROCND 1

F2 - Acguisition Parameters
Date_ 500000

Time 15.30
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 29p930

0 65536

SOt VENT MeOH

NS 3942

0s 2

ShH 14124.294 H2
FIDARES 0.215520 Hz
AG 2.3200245 sec
RG 32768

ow 35.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
Die 0.00002000 sec
PL13 19.00 dB
D1 1. 20000005 sec
CPDPAGZ waltz16
PCPD2 100.00 usec
SFo2 200. 1308005 MHz
NUC2 1H

P2 0.00 dB
PL12 17.00 OB
P1 10.00 usec
DE 6.00 usec
SFO{ 503277413 MHz
NUC1 13C

PL1 0.00 ad
D11 0.03000000 sec
F2 - Processing parameters
SI 32768

SF 50.3227206 MHz
WOW EM

558 4]

LB 1.00 Hz
] 0

PC 1.40

10 NMR plot parameters

Cx 20.00
F1pP 200.000
F1 10064 .54
Fap 0.000
F2 0.00
PPMCM 1000000
HZCM 50322720

(=]

ppm

Hz

opm

Hz
ppm/cm
Hz /cm

16
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DQI-IQ-UFRJ

RCRO3 - Filme

Mon Sep 09 14:56:53 2002
Number of sample scans: 32
Number of background scans: 32
Resolution: 4.000

Sample gain: 4.0

Mirror velocity: 0.6329
Aperture: 90.00

Detector: DTGS KBr
Beamsplitter: KBr

Source: IR

N
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Espectro n? 17: Espectro de IV do Boc-L-MeTyr(Me)-OBn (58a)
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O M N T M~ DM e OM OU UNT 00 AUE~NMI ~ —10WT O CurrentDataParametefs
e ©83283 SETIOHNCSLS2IBRRBRIE0RBYRRE Yo -
a T 0 @MY S DN DN ~NDMIDDDONMITDT NDMDAM DD~ ~ EXPNO 47
a M N o oD SDPRTRNOUNANNSHIII~NOMMO UL~ OO @ PROCNO 1
M~~~ O W N T T T OO MMONAUNUUQAN - o oo oo — -0 OO
. F2 - Acquisition Parameters
' 5 Date_ 500000
’ Time 15.36
INSTRUM spect
PROBHO 5 mm Oual 13
. PULPROG 7930
1D 32768
- SOLVENT €oCc13
NS 16
s 0
SWH 4006.410 Hz
FIDRES 0.122266 Hz
AQ 4.0894966 sec
RG 890.5
D 124 .B00 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
[0} } 0.69999999 sec
P1 14.00 usec
H DE ~ '6.00 usec
SFO1 200.1318042 MHz
NUC1 iH
PL1 0.00 o8
r”_ F2 - Processing parameters
SI 16384
— SF 200. 1300066 MHz
. WOW no
== 5SSB 0
i/——/ — - -— - LB 0.00 Hz
" : GB 0
PC 1.00
10 NMR plot parameters
s S|(m| |m =18 = 3 18 2 |2 18 g & 8 |= F1P B.242 ppm
s “lial lo ol lol o ol o ot |o! ic ol o - o Fi1 1649.37 Hz
Fap 0.179 ppm
S : : F2 35.74 Hz
e Y EEALLE S Ly ML AL LAY L L L L L L AL LS LA A A AL AL AR L L S DL LI L AL L B LN L L L L AL BN SN AL L L PPMCM 0.40315DDIT|/CM
Ppm 7 & 9 4 3 g 1 HZCM B0.6B144 Hz/cm

Espectro n® 18: Espectro de RMN 'H do Boc-MeTyr(Me)-OBn (58a) em CDCl;
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Espectro n2 19: Espectro de RMN "*C do Boc-MeTyr(Me)-OBn (58a) em CDCl3

19
Current Data Parameters
NAME Roger:o
EXPNO 49
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date__ 500000
Time 16.53
INSTRAUM spect
PROBHO % mm Oual 13
PULPROG zgpg30
T0 65536
SOLVENT MeOH
NS 814
Ds 2
SWH 14124 294 Hz
FIDRES 0.215520 Hz
AQ 2 3200245 sec
RG 32768
DW 35.400 usec
OE 6.00 usec
TE 300.0 K
D12 0.00002000 sec
PL13 19.00 dB
D1 1.20000005 sec
CPOPRG2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
SFo2 200. 1308005 MHz
NUC2 iH
PL2 0.00 dB
PLEZ2 17.00 B
P1 10.00 usec
DE fi.00 usec
SF04 50.3277413 MHz
NUCY 13C
PL1 0.00 dB
D11 0.03000000 sec
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 50.3227206 MHz
WDHW EM
558 [
LB 1.00 Hz
GA o]
PC 1.40
1D NMR plot parameters
(o4 20.00 cm
FiP 200.000 ppm
F1 10064.54 Hz
Fap 0.000 ppm
L 0.00 Hz
PPMCH 10.00000 ppm/ca
H7Ou BN 22720 HZ /rm
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Espectro n? 20: Espectro de DEPT 135 do Boc-MeTyr(Me)-OBn (58a) em CDCl3

Current Data Parameters

NAME Rogerig
EXPNO 48
PROCNO 1

F2 - Acgquisition Parameters

usec
usec

usec
SEC
SEeC
Sec
dB
USeC
MHz

usec
MHZz
o123
usec
daB

usec

USEC

MHz

Date__ 500000
Time 15.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG dept 135
10 69536
SOLVENT coci3
NS 512
0s 4
SWH 14124 294
FIDAES 0.215520
AQ 2.3200245
RG 32768
OW 35. 400
DE 6.00
TE 300.0
P1 10.00
CELTA 0.0000127
[of 110000002
D12 0.08002000
PL2 0.00
p3 12.80
SFQ2 200 . 1308005
NUC2 iH
D2 0.00357143
P4 25.60
5F01 50.3277413
NUC1 13C
L1 0.00
P2 20.00
PL12 17.00
DE 6.00
CPDPAGZ waltzig
PCRO2 100.00
F2 - Processing parameters
Sl 32768
SF 50.3227158
WOW EM
558 0
LB 1.00
GB 0
PC 1.40

10 NMA plot parameters

Cx 2000
Fip 200. 060
F1 10064 .54
Fap 0.400
F2 0.00
PPMCM 10. 046000
HICM 503.22717

cm
opm

Hz

ppm

Hz
papm/cm
Hz/em
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90 DQI-IQ-UFRJ ,
+ ] RCRO2 - Pastilha de KBr Ref: Pastitha.
4 Thu May 15 10:58:40 2003
] Number of sample scans: 32 .
85 Number of background scans: 32 : -
— Resolution: 4.000
3 Sample gain: 4.0
80 — Mirror velocity: 0.6329
3 Aperture: 90.00
- Detector: DTGS KBr
75 Beamsplitter: KBr
= Source: IR
70
| 5
65
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Espectro n? 21: Espectro de IV do Boc-L-Leu-L-Pro-OH (57b)

500
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Current Data Parameters

uwy O WO M WOWoO Y «4+ @ 2 (M < < <t O)QUD — 0 O~ S S @ o oy MNAME Rageria
) < WD O (M« Mwuwow~— O~ OO0 ST WMo~ < 2
~ o C T~ DS MWD DO~ OWMNS T = 0MCO~N OMWIWm EXPNG i
~ ou Q) ~ OID M~ OM~ O — @O O OO O T DOWLG @M PEOCND 1
u d N Od WD WD < o~ D UOU OO0 O MWW S ST 080 00O N
™~ I~ [To B9 B S B S A S S o B BN s BN VIS U oV o VRN o VIR o VRN o UINE L BN B o B B e B o B o B oo B e F2 - Acquisition Parameters
L Date_ i 500000
. . Time 10.39
s INSTRUM spect
A < PROBHOD 5 mm Oual 13
PULPROG zg30
- = ’ T0 32768
SOLVENT OMS0
NS ]
Ds 4]
SHH. 5592 841 Hz
FIDRES 0.170680 Hz
AQ 2.9295092 sec
RG 256
Dw B89.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300 0 K
D1 0.69999999 sec
P1 14.00 wusec
OE 6.00 usec
SFO1 2001320013 MH2
NUC1 . 1H
- : . PL% 0.00 oB
F2 - Processing parameters
S1 16384
SF 200. 1300051 MHz
WONW EN
558 . 0
LB 0.20 Hz
=: ] a
PC 1.00
- 1D NMA plat parameters
I - — i cx " 20.00 cm
N Fip 9.254 pom
_M w Fi 185195 Hz
. a : Fz2P . ~0.239 ppm
F2 ~-47 BB Hz
/A\ : PPMCM 0.47464 ppm/cr
. -y
8 2 T = - g e weoH o4 55052 h/cn
\'_: | <! i B ﬂr i = Al
¥ | T T T
8 7 6 & 4 3 2 1 0

¢

Espectro n2 22: Espectro de RMN 'H do Boc-L-Leu-L-Pro-OH (57b) em CDCls;
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Espectro n2 23: Espectro de RMN 'H do H-L-MeTry(Me)-OBn (58b) em CDCl;

Current Data Parameters

NAME Ragerio
EXPNO 92
. PADCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 500000
Time 9.39
INSTAUM spect
PROBHO 9 mm Dual 13
PULPROG 2930
10 32768
SOLVENT OMS0
NS a
DS 0
SHH 5592 . 841
FIDRES 0.170660
AQ 2.9295092
ARG 256
oW 89.400
DE 6.00
TE 300.0
0] 0.69993999
P1 14.00
DE 6.00
5F01 200.1320013
NUCt 1H
PL1 0.00

Hz

F2 - Processing parameters

81 16384
‘5F 200. 1300051
WOW EM
558 0
LB 0.20
GB 0
PC 1.00

10 NMA plot parameters

Ccx 20.00
F1P 8.000
Fi 1601.04
Fap 0.000
Fe 0.00
PPMCH 0. 40000
HZCH B0.05200

MHZ

Hz

tm
ppm,
Hz

ppm

Hz
ppm/ci
Hzfcm
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Espectro n2 24: Espectro de RMN "H Boc-L-Leu-L-Pro-L-MeTry(Me)-OBn (59b) em CDCls

Current Data Parameters

NAME Rogeria
EXPND 93

PROCNG ) 1

F2 - Acquisition Parameters

Date . 500000
Time 9.17
INSTAUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 2930
10 32768
SOLVENT DMS0
NS i . 8
DS 0
SHH 5592 841
FIORES 0. 170680
Al 2.9295092
RG 256
DW B9 400
DE 6.00
TE i 300.0
D1 (.59999995
P1 i4.00
DE 6.00
SFO1 200.1320013
NUC1 1H
PLA " 0.00

F2 - Processing parameters

SI 16384
SF 200. 1300051
KON EM
558 0
LB 0.20
&8 0
FC 1.00

1D NMR plot parameters

cx 20 00
Fip 8.704
Fi 1741.95
Fop -0.397
F2 -79.43
PPMCM 045505
HZCM 91.06870

MHz

Hz

cm

ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /10

i
L

Yo | FANSMMAance

DQI-IQ-UFRJ
Z RCLO1 - Fiime
40 Tue Jul 23 10:13:28 2002
B Number of sample scans: 32
38 . Number of background scans: 32
] Resolution: 4.000 ’
36 Sample gain: 4.0
- Mirror velocity: 0.6329
] Aperture: 90.00
34 Detector: DTGS KBr
. Beamsplitter: KBr
32 Source: IR _
3 "~
- 8
30 ©
: 8
28
26
24 — "
| qlt 8
22 =
20
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16 — §
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14 L
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- w o &
- 2 28 8 3%
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Wavenumbers (cm-1)

Espectro n? 25: Espectro de IV do Boc-L-Leu-OH

25
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DQIIQ-UFRJ -
30| RCR12-Filme £ o) &
Fri Aug 02 11:08:19 2002 & 5 g 3|
Number of sample scans: 32 T A
Number of background scans: 32 OH = S
25 Resolution: 4.000 N e
Sample gain: 2.0 s
Mirror velocity: 0.6329 § Boc Me j
Aperture: 90.00 N &
Detector: DTGS KBr
. Beamsplitter: KBr § 2 §
Source: IR &N K h
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Espectro n® 26: Espectro de IV do Boc-L-MeLeu-OH
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Espectro n2 27: Espectro de RMN 'H Boc-L-MelLeu-OH em CDCl;

27
Current Data Parameters
NAME Rogerio
EXPND . 41
PROCNQ 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 500000
Time ' 11.06
INSTRUM spect
PROBHC . -5 mm Dual 13
PULPROG zq3gd
TD : 32768
SOLVENT cbCcl13
NS 16
DS 0
SWH 4006.410 Hz
FIDRE 0.122266 Hz
AQ 4.0894966 sec
ARG 362
Dw ‘ 124.800 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 0.69999999 sec
P1 14.00 usec
DE . 6.00 usec
SFO1 - 200.1318012 MHz
NUC1 iH
PL1 0.00 dB
F2 - Processing parameters
SI 16364
SF 2001300066 MHz
WOW EM
558 0
LB 0.10 Hz
GB 0
PC 1.00
1D NMA plot parameters
CX 20.00 cm
FiP 9.415 ppm
Fi 884 .30 Hz
Fa2pP 0.360 ppm
F2 71.98 Hz
PPMCM 0.45278 ppm/cr
H7rM an R1R71 Hr /rm
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Espectro n2 28: Espectro de RMN '*C Boc-L-MeLeu-OH em CDCl,

Current Data Parameters

NAME Rogerio
EXPNO 43
PROCND 1

F2 - Acguisition Parameters

Hz
Hz
SeC

usec
usec
K
sec
dB
sec

usec
MHz

dB
daB
usec
usec
MH2

dB
Sec

MHz

Hz

Date_ 500000
Time 13.44
INSTRUM spect
PROBHE 5 mm Dual 13
PULPROG zgpg30
0 - 55536
SOLVENT MeOH
NS 2173
bs 2
ShH 14124,284
fFIDRES 0.215520
A0 2.3200249
AG 32768
Dw 35.400
DE 6.00
TE 300.0
Dtz 0.00002000
PL13 19.00
[} 1.20000005
CPOPRG2 waltz16
PCPD2 100.00
SFo2 200. 1308005
NuC2 1H
pL2 0.00
PLI2 17.00
P1 10.00
DE 6.00
SFO% 50.3277413
NUC1 13C
pLY 0.00
D11 0.03000000
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 50 .3227206
WOW EM
558 0
LB 1.00
&8 0
PC 1.40

1D NMR plot parameters

CX 20.00
FiP 200.000
F1 10064 . 54
Fap 0.000
F2 0.00
PPMCM 10. 00000

cm
ppm

Hz

bpn

Hz
pom/cm
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ppm
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37.9683
31.0391
30.7272

-28.5118

025, 1003
23.3586
21.4303

__—57.1147
56,5379
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Espectro n2 29: Espectro de DEPT 135 Boc-L-MeLeu-OH em CDCl3

29
Current Data Parameters
NAME Rogerio
EXPND 42
PROCND - 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 500000
Time 11 .09
INSTRUM spect
PROBHD . & mm Dual 13
PULPROG dept 135
TD 65536
SOLVENT cOC13
NS 512
DS 4
SWH 14124.294 Hz
FIDRES 0.215520 Hz
AQ 2.3200245 sec
RG 32768
Dw 35.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
P{ 10 90 usec
DELTA 0.0000127 sec
Dt 1. 10000002 sec
D2 0.00002000 sec
PL2 0.50 dB
P3 i2.80 usec
SF02 200 . 1308005 MHz
NUC2 1H
b2 0.00357143 sec
P4 25.60 usec
SFO1 50.3277413 MHz
NUC3 13C
PL1 0.00 o8
P2 20.00 usec
PLI2 17.00 oB
DE - 6.00 usec
CPDPRGZ walt216
PCPO2 100.00 usec
F2 - Processing parameters
51 32768
SF 50.3227209 MHz
L EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
e ] 0
PC 1.40
10 NMA plot parameters
Cx 20.00 cm
FiP 20C.000 ppm
F1 10064 .54 Hz
Fap G.000 ppm
Fe 0.00 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cn
HZCM 503.22720 Hz/cm
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1

% Transmittance

52
50
g
46 o
3 =
44
42 ™ § b
] % h
40 J
38 -
3 DQI-IQ-UFRJ 3 5 ~
36 — RCRO2 - Filme
] Mon Sep 09 14:47:47 2002
34 -1 Number of sample scans: 32
E = Number of background scans: 32
32 & Resolution: 4.000 -3
3 Sample gain: 2.0 -
30 Mirror velocity: 0.6329
. Aperture: 90.00
28 Detector: DTGS KBr
] Beamsplitter: KBr
26 3 % Source: IR J —
24 7 ﬂ & =
] 8 2
22 5 8
7 2 -
20 5 &
18 J
. o
— wY
16 =
] &
14 =
12
1 T T T 1 F 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Espectro n? 30: Espectro de IV do Boc-L-MeLeu-OBn

30
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Espectro n® 31: Espectro de RMN 'H Boc-L-MelLeu-OBn em CDCls

Current Data Parameters

PL1 0.00

NAME Rogerio
.EXPNO S0
PROCND {
F2 - Acquisition Parameters
Date_ ’ 500000
Time 16.59
INSTRUM spect
PROBHO 5 mm Dual 13
PULPROG 2930
10 - 32768
SOLVENT ‘cocia
NS 16
DS 0
SWH ‘ 4006. 410 Hz
FIDRES 0.122266 Hz

. AG 4.0894966 sec
ARG 128
Dw 124.800 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
o} 0.68999999 sec
P1 14.00 usec
DE 6.00 usec
SFO1 200.1348012 MHz
NUCH . 1H

dB

F2 - Processing parameters

81 16384
SF 200. 1300066
WOW EM
1] 0
LB 0.10
GB 0
PC 1.00

1D NMR plot parameters

CX 20.00
F1iP B8.172
Fi 1635.54
F2p : 0.109
F2 21.91
PPMCM 0.40315
H7CM B0 .68144

MHZz

Hz

cm

ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm

31
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Espectro n? 32: Espectro de DEPT 135 Boc-L-MeLeu-OBn em C

DCls

Current Data Parameters

usec
dB
usec

usec

MHz

NAME Rogerio
EXPND 51
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 500000
Time 17 .00
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual 13
PULPROG dept 135
0 65536
SOLVENT cpel13
NS 213
0s 4
SWH 14124 .294
FIDRES 0.215820
AG 2.3200245
RG 32768
Dw 35. 400
be 6.00
TE [ o)
P1 1G6.00
DELTA 0.0000127
i} 1. 10000002
D12 0.000602000
PL2 0.00
P3 12.80
SFo2 200. 1308005
NUC2 tH
D2 0.00357143
P4 25 60
SFO4 50.3277413
NUC1 13C
P 0.00
p2 20.00
PL12 17.00
DE 6.00
CPDPRG2 waltz16
PCPD2 100 .00
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 50. 3227205
WDW EM
558 [
LB 2.00
GB 0
PC 1.40

10 NMA plot parameters

Cx 20 40
FiP 200.000
F1 10064.54
Fa2p 0.000
F2 0.00
PPMCM 10. 00000
HZCM 503.22720

cm
ppm

Hz

fpm

Hz
ppm/cm
Hz /cm
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fg w v 0 o ~o CWW NI W@ I NWIMNOODW@DDN NAME Ragerio
= o g; gs;: %mmmmmmommmu:cnmmm-‘ EXPNO 52
a . - @ CHNWMNYTMOoOWOW®N @A T PROCNO i
(=) Ly w ) O O @ conhmmhmmhommmvmﬂ
- -1 - - ot . e F2 - Acquisition Parameters
Date _ 500000
A\ZZAARNN
INSTAUM spect
PROBHD 5 mm Oual 13
PULPAOG zgpg30
10 65536
SOLVENT Me0H
NS 877
0s 2
SWH 14§24.294 Hz
FIDRES 0.215520 H2
AQ 2.3200245 sec
RG 327668
ow 35.400 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D12 0.00002000 sec
PL13 19.00 a8
o} | 1.20000005 sec
CPDPRG2 waltz16
PCPD2 100.00 usec
SF02 200 . 1308005 MHz
Nuce iH
2 0.00 aB
PL12 17.00 dB
Pi 10.00 usec
OE §.00 usec
SFO1 50.3277413 MHz
NUC i 13C
PLA 0.00 dB
D14 0.03000000 sec
£2 - Processing parameters
SI 32768
SF 50.3227206 MHz
Lol EM
558 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40
’ I 1D NMR plot parameters
cx 20.00 cm
Fip 200.000 ppm
F1 10064 .54 Hz
F2pr 0.000 ppm
F ¥ L T T T T T T T T L} T T T T T T T T | T T T T ¥ T T T T T T T L T ¥ T T T L] 1 F2 $.00 Hz
ppm 180 160 140 120 100 BO 60 40 20 PPMCN 10.00000 ppm/cm
HZICM 503.22720 Hz/cm

Espectro n® 33: Espectro de RMN '*C Boc-L-MeLeu-OBn em CDCls
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Wavenumbers (cm-1)

Espectro n? 34: Espectro de IV do Boc-L-Pro-OH (55)

95 DQKIQ-UFRJ
3 RC11 - Pastitha de KBr ref.: Pastilha de KBr
90 Tue Sep 03 09:32:37 2002
- Number of sample scans: 32
85 Number of background scans: 32
- Resolution: 4.000
80 3 Sample gain: 2.0
. Mirror velocity: 0.6329 E I
75 = Aperture: 80.00
3 Detector: DTGS KBr '
70 ] Beamsplitter: KBr
E Source: IR - 3
- - 2
65 E . o
60 3
§ 55 {; &
g 3 o ln
= 50 i
w o
E 45
= <8
40 = r " 3 3
- ]
3 3 o - 0
. c ¥ ~
e QS%OH =
- (55) 1 ?
25 3 Boc O o
- -
20 = §8 B°°=2022(CH3)3 o
] 0 1 ap E
15 g
3 % g =
10 5 ooy
] 3* § ¥
5 -
] 1 1 1 1 I 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

34
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Espectro n® 35: Espectro de RMN 'H Boc-L-Pro-OH (55) em CDCl;
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Espectro n? 36: Espectro de PENDANT Boc-L-Pro-OH (55) em CDCl;
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L ]
60
55
50 DQHQ-UFRJ g
. RC11A - Fiime B3 IR
. Thu Sep 05 09:46:00 2002 _ ) o F, 3
45 | Number of sample scans: 32 - ~ é
7 Number of background scans: 32
N Resolution:  4.000
40 Sampile gain: 2.0
. Mirror velocity. 0.6329 ®
3 Aperture: 80.00 8
35 Detector: DTGS KBr
. Beamsplitter: KBr A
g ] Source: IR =8
£ 30 =
0 .
E N
= ] o
= 25 S
20 g§ | it
. & 1 .g_
15 4 > c iy K 2
N d . ) A — ©
10] (h'lj\fg(o ot S S
- Boc o (s6)
: B
5 Boc=CO,C(CH3)3 -
] aQ a; @ g .N...
0 = g &
i T 1 T I T I 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Espectro n? 37: Espectro de IV do Boc-L-Pro-OBn (56)
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Espectro n2 38: Espectro de RMN 'H Boc-L-Pro-OBn (56) em CDCls

Current Data Parameters

NAME Rogerio
EXPND 53

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
sec
usec
usec
MHz

Date_ - 500000
Time 5 16.01
INSTRUM . spect
PROBHD 5 mm Dual 13
PULPROG 2930
T 32768
SOLVENT coci3
NS 16
0s o]
SHH 4006.4140
FIDRES 0.122266
AQ 4.0894966
RG B12.7
DW 124.800
DE 6.00
TE 300.0
b1 0.699999939
P1 14.00
BE 6.00
SFO4 200.1318012
NUCH iH
PL1 0.00

dB

F2 - Processing barameters

SI 16384
SF 200. 1300066
WOW EM
S5 0
La 0.10
GB 0
PC 1.00

10 NMR plot parameters

Cx 20.00
FiP B8.749
F1 1750.87
FaP 0.522
F2 104.57
PPMCM 0.41131
HZCM 82.31506

MHz

Hz

cm
ppm

Hz

ppm

Hz
ppm/cm
Hz/cm
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Espectro n? 39: Espectro de DEPT 135 Boc-L-Pro-OBn (56) em CDCl3

Current Oata Parameters

NAME Rogerio
EXPNO 54
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 500000

Time 16.05
INSTAUM spect
PROBHD S mm Dual 13
PULPROG dept 135

10 65536
SOLVENT coc13

NS B3

0s 4

SwH 14124 294 H:z
FIDRES 0.245520 Hz
AQ 2.3200245 sec
A6 32768

Dw 35.400 usec
DE 6.00 usec
TE 3000 K
P 10.00 usec
DELTA 0.0000127 sec
D1 1. 10000002 sec
D12 0.00002000 sec
PL2 0.00 uB
3 12.80 usec
sFo2 200. 1306005 MHZ
NUC2 1H

B2 0.00357143 sec
] 25.60 usec
SFO1 50.3277413 MHz
NUC1 13C

PL1 0.00 a8
2 20 .00 usec
PLIZ 17.00 oB
DE €.00 usec
CPOPAG2 waltzig
ACPD2 100.00 vsec
F2 - Processing parameters
S 32768

SF 50.3229310 MHz
wOW EM

558 4]

LB 2.00 Hz
GB a

PC 1.40

10 MR plot parameters

cx 20.00 cm
Fip 200.000 ppm
Fi 10064 .59 Hz
FapP 0.000 ppm
Fa 0.00 Hz
POMCM 10.00000 ppa/cm
HZCM 503.22931 Hz/cm

39
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Espectro n2 40: Espectro de RMN "*C Boc-L-Pro-OBn (56) em CDCl3

Current Data Parameters

NAME Rager 10
EXPNO 55
PROCNO 1
F2 - Acouisition Parameters
Date_ 500000
. Time 16.41
INSTRUM spect
PRAOBHD 5 wm Dval 13
PULPROG zgpg30
™ 65536
SOLYENT B MeOH
NS 591
as - 2
S §4124 294 Hz
FIDRES 0.215520 Hz
AQ 2.3200245 sec
RG 32768
o 35,400 usec
DE 6.00 usec
TE 300 0 K
Di2 0.060002000 sec
PLI3 19.00 dB
o1 1.20000005 sec
CPDPHRG2 Waltz16
PCPD2 100 00 usec
SF02 200 . 1308005 MHz
NUC? iH
L2 0.00 a8
P12 17.00 dB
P1 10.00 usec
DE 6.00 usec
SFO1 50.3277413 MHz
NUC1 13C
PL1 ¢.00 dB
011 0.03000000 sec
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 50.3227292 MHZ
KDW EM
S58 4]
L8 1.00 Hz
6B 4]
PC 1.40
i0 NMA plot parameters
Cx 20 .00 cm
Fip 200 .000 ppm
F1 10064 .55 Hz
F2P 0.000 ppm
F2 0.00 HZ
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZICM 503.22729 Hz/cm
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579 =,

919
873
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493
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3 —: by b, b,
E 1
E 36 - % &
/4] -1 o o
o | o —
il ] o« i =i
% a0 DQI - 1Q - UFRJ | g {
. RCR78A - Filme - Lab. 615 L %g;
7] — Mon May 03 15:23:54 2004 - =~
s 5 Number of sample scans: 32 - g & ©
25 N Number of background scans: 32 =l 22
] Resolution: 4.000 ~
] 93 Sample gain: 4.0
20 &  Mirror velocity: 0.6329
] Aperture: 90.00 i
- o Detector: DTGS KBr © N5
15 | o Beamsplitter: KBr @ o
. o Source: IR i o
] © v =
T < O
] = e
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Espectro n? 41: Espectro de IV do Boc-L-Leu-L-Pro-OBn (57)
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LABRMN - IQ/UFRJ opr.: Adniana
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Espectro n® 42: Espectro de RMN 'H Boc-L-Leu-L-Pro-OBn (57) em CDCl;
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LABRMN - IQ/UFRI apr.: Adrianall
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Espectro n2 43: Espectro de PENDANT Boc-L-Leu-L-Pro-OBn (57) em CDCl;
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] Number of sample scans: 32 =
. Number of background scans: 32 =
25 ] Resolution: 4.000
] w Sample gain: 2.0
7 3 Mirror velocity: 0.6329 «
20 — o™ Aperture: 90.00 ©
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Espectro n® 44: Espectro de IV do Boc-L-MeTyr(Me)-OMe (58)
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LABRMN IQ/UFRJ — Opr Adriana Mendes
1H/CDC13 - 29 MAIO 2005 (DPX200)
TIR-PER - Rogerio-58/Edson
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Espectro n2 45: Espectro de RMN 'H Boc-L-MeTyr(Me)-OMe (58) em CDCl;
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LABAMN IQ/UFRJ - Opr .Adriana Mendes
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Espectro n2 76: Espectro de RMN "H do Boc-Est(Ac)-Hiv-OTce (68) em CDCl;
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Espectro n® 77: Espectro de PENDANT do Boc-Est(Ac)-Hiv-OTce (68) em CDCl3
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Espectro n? 78: Espectro de IV do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69)
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Espectro n2 79: Espectro de RMN 'H do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69) em CDCl;
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A o I L o o o LA B2 e B e o e omfcn
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Espectro n2 80: Espectro de COSY do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69) em CDCls
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plpE =6 g 6 5 4 3 2 1 0 e, =
FAHZCN 779.77083 Hz/cm

Espectro n® 81: Espectro de HMQC do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69) em CDCl;
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Espectro n? 82: Espectro de HMQC expandido na regiéo de 0,0-5,0 ppm do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69) em CDCl3
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Espectro n? 83: Espectro de HMQC expandido na regiéo de 0,5-3,5 ppm do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69) em CDCl3
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Espectro n? 84: Espectro de PENDANT do Cbz-Thr(TBS)-Est-OEt (69) em CDCls;
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Espectro n® 85: Espectro de IV do Cbz-Thr(TBS)-Est-OTce (70)

85



86

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /10

LABAMN IQ/UFRJ - Opr.Adriana Mendes

1H/CDC13 - 16 FEV 2005 (DORAX300)

RCROZ2 - Ragerio-61/Edson

-99661°6G

¢6e80°0
yES91 0
GBI6E 0
1708L°0
08980
7v088°0
060€6°0
9iv96° 0
P06L6°0

961007
SY6EN 177
hmom_.ﬁl\\w
PEIgZ' S
BEGBS '
0rL19°e
PE6RY'2
EF856°E
£6990° P
Prs0’
P}060° ¥
BBE0Z ¥
91652 Y
LEVLE'Y
PYEBE ¥
JLVGE P
BIGIL Y
GGBGL P
TESBL Y
POSES ¥
922.0°G
G6271°G
805G} G

NS

%‘

="

BE6LB G
cELB8’ G
Pr6SL 3
EveBL 9
Gv69c L
10veE L
TEpPE L
BBCGE L
BOGSE £

Te——————

1450°0

[ —

G3EE' 0

—

18710°0
0000°F
il

145070

—————

—_FOI0°0

JELO'O

95070

1€90°0

Espectro n2 86: Espectro de RMN 'H do Cbz-Thr(TBS)-Est-OTce (70) em CDCl3
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Espectro n2 87: Espectro de RMN 'H do Cbz-Thr(TBS)-Est(SEM)-OEt (71) em CDCl;
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Espectro n2 88: Espectro de RMN "*C do Cbz-Thr(TBS)-Est(SEM)-OEt (71) em CDCls
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Espectro n? 89: Espectro de PENDANT do Cbz-Thr(TBS)-Est(SEM)-OEt (71) em CDCl3
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Espectro n? 90: Espectro de IV do Cbz-Thr(TBS)-Est-OH (72)
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Espectro n2 91: Espectro de RMN 'H do Cbz-Thr(TBS)-Est-OH (72) em CDCl;
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Espectro n? 92: Espectro de IV do fragmento 73
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Espectro n2 93: Espectro de RMN 'H do fragmento 73 em CDCls
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= PULFAOG cosy30
E 2048
- = SOLVENT coc1a
e = ot ws 16
. Ds 16
. - SHH 3305.878 Hz
z FIORES 1.614687 Hz
n - G ©.3097076 sec
= RG 512
= [} 161.200 usec
. —2 >3 6,00 usec
o 'l = TE 300.0 K
i a0 0.0000030 sac
[} e} ﬂn - DL 1.80000000 sec
. - Ay 8.00 usec
! - DE 6.00 usac
P . = SFO1 300. 1310505 Mz
5 = wUCL H
= PLL 1.00 a8
- ING 0.00030240 sec
i z F1i — Acquisition psrameters
] - NDO 1
- 10 286
= SFO1 300.1314 MH2
™ FIORES 12.917492 Hz
a - o SH 11.018 ppm
[} ) - F2 - Processing parameters
- sI 1024
- ﬂ _ SF 3001300047 Mz
2 = woR SINE
= 588 0
: - LB 0.00 Hz
z =] 0
w o - Pc 1.40
) - F1 - Processing parameters
= SI
- MC2 aF
- SF 300.1303406 MHz
J a P - WM SINE
—& 558 0
Z LA 9.00 Hz
= 68 0
- 20 NMA plot parameters
= o2 15.00 cm
4 . o ; ® . - £x1 15.00 cm
z F2PLO 7.605 pom
. s z Fa0 2202.36 Hz
= F2PHI -0.153 ppm
- F2HL ~46.02 Hz
Q} # = FiPLO 7.607 pom
_ F1LO 2283_07 Hz
* ~ Ppm F1PHI -0.154 pom
FIHI -58.23 Hz
L e e L o e L LI o e o o L e B it ugziéééiﬁﬁ..‘"
ppm 6 4 2 - 4] F 1APMCM 0.52006 ppe/cm
F1HZON 15608635 Hz/cm

Espectro n? 94: Espectro de COSY do fragmento 73 em CDCl3
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LABRMN - IG/UFRJ Opr.: Kaiser

Cosy/coc13 17MAI2005

FAAG-02 / Rogerio-13 / Edson

MM Current Daka Parssaters

HAME PRageria
EXPNO 13
) PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 500000
Time 8.08
INSTAUM spect
PROBHD 5 mm Nultinucl
PULPROG cGsyN
m 2046
SOLVENT e k]
NS 16
Ds 15
ELL 3306.878 Hz
FIDRES 1.614687 Hz2
AG 0.23097076 sec
RG 5i2
DW 151.200 usec
DE 6.00 usec
300.0 K
0.0000030 sac
1.50000000 sec
B.00 usec
6.00 usec
300. 1310505 NHz
1H
1.00 oB

©.00030240 sec

Fi - Acquisition parameters
i

6
3001314 MHz
12.017482 Hz
N 11,018 ppn
_3 F2 - Processing parameters
- s1
_ s 3004300017 NHz
- o SINE
' _ ssa 0
] 0.00 Hz
5 & 6
- PC 1.40
- F1 - Processing peraseters
_ s1 1024
w e KCa aF
om SF 300. 1303406 MHz
won SINE
00 558 0
L8 0.00 Hz
o

20 NMR plat parameters

S
¥: ]
8

-
=
K
- §
«
= -5
Ii\|I|4I\|III4\llll'!lll\!llll
[iY) -
%gag gfsgﬁf?‘éﬁ
w

oxa 16.00 cm

oy 15,00 cm

FarLO 5.313 ppm

FaL0 1594.50 H2

- —B Fapdl —0.043 ppm

Lo _ Fan1 -4.04 Hz

- F1mL0 5.347 pom

Y FiLo 1604.90 Hz

- ppm F1PHI -0.022 pom

FARI -6.56 Hz
T TR T T T T e FEOL o3 pomsen
ppm 3 2 1 F1PPMCH 0.35795 pom/cm
F1HZCM 10743048 Bz /cm

Espectro n? 95: Espectro de COSY expandido na regido de 0,0-5,3 ppm do fragmento 73 em CDCl;
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LABAMN - IQ/UFRJ Qpr.: Kaiser
cosy/coci2 17MAI200%S
FAAG-02 / Rogeric-13 / Edson

ALl an

Current Data Parameters

NAME Rogerio
EAPNO 13
PAICHD 1
- FZ - Acquisition Parameters
Date_ 500000
Time 9.08
= INSTAM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPHOG cosySQ
- a 2048
SOLVENT £0C13
NS 16
—-1.0 os 16
SHH 330E.978 Hz
FIDFES 1.614687 Hz
- AQ 0.3037076 sec
RE 512
_ oW 151.200 usec
DE 6.00 usec
TE 06 .0 K
- ac 0.0000030 sac
D1 1.50000000 sec
P .00 usec
- CE 8.00 usec
SFOL 300.1310505 MHZ
NuC1 1H
48 ALt 1.00 dB
o 1IN 0.00030240 sec
- F1 - Acguisition psrameters
{ w0 1
0 236
- SFO1 300.1344 Nuz
FI0RES 12.917492 Hz
_ SM 11.018 pom
2 - Processing parameters
- SI 1024
SF 300.1300017 MH2Z
won SINE
—2.0 558 0
e 0.00 Hz
<] ]
- PC 1.40
0 F1 - Processing parameters
- sI 1024
1 K2 oF
5 3001303406 MHz
B WOW STNE
58 Q
- LB Q.00 Hz
GB c
il | —2.5 20 NMR plot parameters
cxa2 15.00 cm
CX1 15.40 cm
= F2rLO 5.154 ppm
F2L0 1559.98 Hz
F2PHI 0.557 ppm
- F2HI 167.12 Mz
F1PLO 2.813 ppm
FiLO B46.00 Hz
- Ppm FiPHI 6.602 ppm
F1HL 180.75 Hz
FaPPHCH 0.30917 ppm/cm
LI L s s S S S B B B L S B B B L A B L I e e e e fom
ppm 3 2 1 F1PPNCN 0.14777 ppe/en
FiHZCN 44.35005 Hz/cm

Espectro n? 96: Espectro de COSY expandido na regido de 0,0-3,0 ppm do fragmento 73 em CDCls;
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LABRMN - I0/UFRJ Opr.: Kaiser
B CosY/CDC13 17MAI2005
FRAG-02 / Rogeric-13 / Edson

Current Data Parameters

NAME Ragerio
EXPN) 13
PROCHO 1

F2 - Acquisition Parameters
S00000

o Date_
Time 9.08
INSTAUN spect
PROBHD 5 mm Multinucl
—4.0 PULPROG cosys0
N T 2048
SOLVENT cncl3
NS 16
_ 0s 16
ShH 3306.878 Hz
FIDARES 1.614687 Hz
Ag 0.3097076 sec
- RE 512
oM 151.200 usec
DE .00 usec
TE 300.0 K
_ at 0.0000030 sac
D1 1.50003000 sec
P1 B.00 usec
DE 6.00 usec
_ SFOL XK. 1310505 MH2
NUC1 iH
PL1 1.00 98
N0 0.00030240 gac
—4.5 Fi - Acquisition parsmeters
NOO 1
T 296
SF01 300. 1314 MHZ
- FIDFES 12.917482 Hz
SW 11.018 ppm
F2 - Processing paraseters
- 51 1024
5F 3001300017 MHz
won SINE
558 o
- Le 0.00 Hz
&8 ']
PC 1.40
- Fi - Proces$ing parameters
SI 1024
MC2 aF
SF 300. 1303406 MH2
—-5.0 wOW SIMNE
558 Q
e Q.00 Hz
&8 )
20 NMA plot parametera
oxa 15.00 cm
Cxi 15.00 cm
= FEPLO 5.323 ppm
Fa0 1587.73 Hz
Farul A.B43 ppm
Fadl 1155 .31 Hz
- F1PLO 5.358 ppm
FiLo 1608.13 Hz
ppm F1PHI 3.609 pom
F1HI 1143. 10 Hz
' T ; T ‘ T ' T ' T ' T ’ I ' PN 29" 9mana areh
: 2/cm
ppm 5.2 5.0 4.8 4.8 4.4 4.2 4.0 F 1FPMCM 2. 1033C pow/cm
F1iHZCM 31.00196 Hz/cm

Espectro n2 97: Espectro de COSY expandido na regido de 4,0-5,2 ppm do fragmento 73 em CDCl;
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_ ppm

LABRMN - IGQ/UFRJ Cpr.: Kaiser
€O0sY/CDC13 17MATI 2005
FAAG-02 / Rogeric-13 / Edson

Current Data Parameters

NAME Rogeria
EXPNO 13
PROCND : 3

F2 - Acguisition Parameters
500000

Date_
Time 5.08
INSTRUN spact
PROBHD 5 o Bultinucl
PULPROG. cosySC
T 2048
SOLVENT coc13
NS 16
DS 16
SHH 3NE.878 Hz
FIDRES 1.614687 H2
A 0.30S7076 sec
PG 512
on 151.200 usec
DE 6.03 uses
TE 300.0 &
90 0,0000030 sac
D1 1.50060000 sec
=] 6.00 usec
DE B.00 usec
SFOM 300.1310505 MHI
NUC1 i
PLL 1.00 dB
N0 0.000230240 sec
Fi - Acquasition parameters
N0 1
T 256
SFOL 300.1344 MHz
FIDAES 12.917492 Hz
SH 11.018 pph
F2 - Processing parameters
SL
SF 3001200017 Wz
L] SINE
558 ]
L8 06.00 Hz
8 [}
PC 1.40
Ft - Processing parameters
s1
NC2 OF
SF 3001303406 MHZ
HOW SINE
SS8 Q
LB 0.60 Hz
=] [

20 NNR plot perameters
cxa 15.00 cw
x4 15.00 cw
F2PL0 7.572 ppm
FaLo 2272.67 H2
FapHl 3.820 ppm
F2HL 1148.85 H2
FiPLO 7.628 ppm
FiLO 226953 W2
F1iPHI 3,776 ppA
F{HI 1133.41 Hz
F2PPNCN 0,24953 ppm/cm
FaHZON 74.52146 H2/cm
F {PONCH Q.25680 ppm/ch
F{HZCN 77.07437 Hz/cm

Espectro n? 98: Espectro de COSY expandido na regido de 4,0-8,0 ppm do fragmento 73 em CDCl;
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LABAMN - 1Q/UFRJ apr.: Kaiser
HMGC/CDC13 17MATI2005
FAAG-02 / Rogerig-14 / Edson
A N JM)‘_LL__“J‘U_MAM Current Data Forassters
NAHE Rager-

10
€PN 1
PROCNG i

£2 -+ Acquisition Farmesters
500000

'
Deta_
! Tims 11,18
20 INSTRUN spect
PACBHT 5 me Multinuc)
PULPROG 1nvdep
2 m
' b SOLVENT cc1a
NS B4
@ ] oS 16
] i) 3306.67B H2
FIORES 1.8£4687 Hz
A6 ©.3097076 sac
G v12.7
W o 181.200 usec
-3 500 uzec
40 i€ 200.0 K
PL 8,06 usec
pa 16.0 usec
o a seC
chsT2 145, 6000000
. ©.0034483 5ec
a1 0.0000030 sec
o 1.50000000 sec
P2 .00 g@
m 11.00 usec
o @ sFoz 73 ATATIOA Wiz
nuc2
. PL12 2250 @B
DE 6.00 usac
SF01 300. 1310505 Mz
u NUC1 ™
S & Pt 1.00 a8
cPpPRG2 garp
€5.00 uzec
™o ©.00001955 sec

Fi - Acquisition parsseters
4

I‘llll||\l||||i||k|llIII!IlI\IlI\|II|\Itllllllllllllllllll
5]

80 ™ 128
sFO1 7947308 Mz
FIDRES 97.879150 Wz
s 166,000 ppm
F2 - Procesaing parasaters
s1 1024
3 3001300012 Mz
[ o) OSINE
558 2
L8 0.00 H2
- e Q
100 pe 1.4
F1 - Processing parsmetors
st 2
w2 TPPL
L 75.4670508 Mz
Wn usINE
ssa 2
8 0.00 Hz
120 20 N plot parameters
cx2 20
cxi 15.00 e
FaPLD 7424 opo
FaLp 2243.30 Hz
w Faml 0.513 pom
FauI 153,50 Hz
FiPLD 133.073 ppm
rem Fu0 1004261 Mz
FiPHI 11,158 ppm
FiH1 B42.05 Mz
L S S A L S (LALLM S i e e e e o D B B B B N B B S B L L L N A B B B A FaPPMCH 0.34808 ppw/ce
m FBHZN 10447022 Hz/cm
pp 4 & 5 4 3 2 1 FiPPHCN 6. 12706 pomscm
FiHZCN B13.37054 Hz/cm

Espectro n? 99: Espectro de HMQC do fragmento 73 em CDCls
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100

AAJ'\.J\J\M—\_J‘—AM\_,JN_

LABAMN - IQ/UFRJ Opr.: Kaiser
HMGC/COC13 17MAI12005
FAAG-02 / Ragerio-1i4 / Edson

Current Deta Forassters
Fogeria

A

fpm 2.5 2.0

EXPND 14
PRICNO 1
= F2 - Acquisition Farameters
Oste 500000
Time 1316
INSTRUM apect
PROBHD 5 mm MulEinucl
- PLPROG 1nvatg
= H ™ 2048
e AT SOLVENT cocx3
3 NS L1)
3 ps 18
; . = s 3306678 Hz
y FIORES 1.014687 HI
o AB 0. 3087076 sec
| e B1a.7
i [ ] 151.200 usec
DE 6.00 usec
20 1€ 300.0 K
PL B.00 usac
p2 16.0 usec
o 0.0000030 sec
CNST2 145 _0dd00a0
- a2 0.0034483 sec
di3 0.0000030 sec
oL 1.50000000 sec
A2 2.00 de
1) 11.00 usac
= SFO2 75. 4737364 N2
nc2 1
PL12 2.5 @
DE B.00 uzec
SFO1 00, 1310505 Mz
- NUCH ™
Al 1.00 dB
CPOPAGZ arp
poPO2 65.0Q usec
INg 0.00001995 s9c
FL - Acquimition parsmeters
NOD 4
o i2e
sFo1 7547308 Nz
FIDRES 97.878{50 Hz
—30 ] 166.000 pom
F2 - Processing perameters
5t 1024
& 300. 1300012 Mz
= Wil aSINE
558 2
LA 0.00 Hz
a8 o
PC 1.40
Fi - Procassing garsmatera
SI 5§12
NC2 TPP1
5F 754670508 Miz
- WO QSINE
2
] 0.00 Hz
& o
e 2D NWR plot paromaters
oxe 20.00 ¢
£X4 15.00 <8
F2L0 2.840 gpn
FaL0 852.27 H2
F2PHI ©0.731 ppn
- FaHI 219.34 Hz
Fimp 40,987 ppm
ppm F1L0 2093.17 W2
F1PHI 13,426 ppa
FIHT 1013.24 Hz
T T T T T T T FoPAMtN 410545 ppascm
1.0 Fa4ZCN 31.64765 Ha/cm
M F APPMCH 1.83733 apn/ca
FinZCH 138 68214 Hz/cA

Espectro n? 100: Espectro de HMQC expandido na regido de 0,0-3,0 ppm do fragmento 73 em CDCl3
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101

LABAMN - IQ/UFRJ Opr.: Kaiser

HMGC/COC13 17MAI2005

FRAAG-02 / Rogerio-14 / Edsan

—16

—18

—20

—a2

—24

—26

—28

0

ppm

em 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9

Current Dsts Porsneters
fager

NNE
ExPNg 14
PROCI 1

F2 - AcQuinition Perameters
Deta_ 500000
Tima 11.16
INSTRUN spact
PROBH] 5 mn Multinucl
PLLPRCG tovdta
Al 2048
SALVENT o3
NS B4
s 16
S 2906 678 Mz
FIDRES 1,614807 Hz
A 0.3087076 sec
RG a12.7
om 151 .200 usec
DE 6.D0 usec
1E 300.0 ¥
PL B.00 usec
n2 16.0 usec
a0 0.0000030 sec
CNST2 1435 0000600
a2 0. 0034483 weC
913 0. 0003030 Sec
[ 1.50000000 sec
nz 3.00 &
P3 11.00 usec
sFo2 754737054 Mz
ncz 13C
A2 22.50 B
OE 8.00 usec
SFO1 300. 1310505 Wz
(A H
AL 1.00 d8
CPDPRG2 garp
PCPOZ 65.00 usec
INO 0.00001985 Sac

F1 - AequiEition paramerers
4

o 128

SFoL 73, 47308 Mz
FIDFES 97.879150 Hz
sn 166.00C pom

F2 - Procesaing parameters
1024

5 300. 1200038 MHz
non GSINE

2

LB ©.00 Wz
] a

PC 1.40

F1 ~ Processing parsmcters

N2 TR1
S 754670508 Nz
WM GSINE
2
e 0.00 Hz
&8 o

2D NWR plot parameters
cxa 20.00 cn
o 15.80 cm
FPLO 1.5 pom
Fao 406.62 Hz
F&ML 0.817 pam
Fan1 245.15 Hz
F1PL0 31.968 ppa
FiLa 2408.01 Hz
FAPHI 14.723 ppe
FiHI 111142 Hz
FIPPHCN ©.02690 ppr/cw
Faizen 9,07343 Hz/cm
FAPPMCH. 1.14566 ppn/cm
FHZON 86.45092 Hz/cm

Espectro n? 101: Espectro de HMQC expandido na regido de 0,9-1,3 ppm do fragmento 73 em CDCl3
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LABAMN - IQ/UFRJ Qpr.: Kaiser
HMGC/CDC13 17MAIZ200S
FAAG-02 / Rogerio-14 / Edson

JML&MMWK RGO Ty ey
RNE

fogeria
14

F2 - Acquisition Paramstera
500000

Date_
T 11.16

- IMSTRUN spect
PROBHD 5 me Multinucl
PULPROG inv4tp
T0 2048
SOLVENT oc13

- NS B4
os 16
= 3306878 Hz

191,200 ysec

. \ FIDFES 1.614687 Hx
)' - A0 0.3097076 sac
= .@ "G 8i2.7
N e
DE

6.00 usec
—60 1€ 00,0 K
PL 8.00 usec
B2 6.0 usec
do 0.0000030 sEC
_ cNST2 145.0000000
a2 0.0034483 sec
d13 ©.0008030 sec
[::} 1.530000000 sac
P2 3.00 a8
= Pa 11.0€ usec
sF02 78.4737564 Nz
1%
PLIZ 2a.56 db
- ve B.00 usec
01 300. 1310505 Nz
mc1 1H
Ly 1.00 o8

Fi - Acquisition parameters
—70 4
TD 128
sFay 78.47308 Mg
FIDFES 97.679150 HZ
- £ 65,000 apm
F2 - Processing parameiers
SL 1024
_ o 300. 1300012 MHz
n asINE
s55 2
LB 0.00 Wz
&8 a
= =3 1.40
F1 - Processing paramdters
s1
- N2 TPRL
= 75. 4670508 Nz
WON GSINE
a
o LE 0.00 Hz
80 - o
20 MR plot parasetsrs
oxa 20.00 cm
. = 15.00 cm
FaPLD S 485 pom
Fao 164024 Hz
FemI 3.593 pom
- Fan1 1676.33 Hz
F1PLD 85084 ppm
ppm FiLO 421,08 Hr
FIPHL 51,697 pom
FIHT 3900.57 Hz
1 T T T T T T T T T T T T T T m T FePPMCN 0.03363 ppm/ce
m FEICN 28095 HI/cm
op 2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 s i fptadyu
FIHICN 168 . 02588 Hz/fcm

Espectro n 102: Espectro de HMQC expandido na regido de 3,8-5,2 ppm do fragmento 73 em CDCls
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pam

LABRMN - IG{UFHJ ' Opr.: Kaiser
Dept135/CDC13 17MAT2005
FRAG-02 / Rogerio-12 / Edson

128.395
128,220

T 58.059
38,506

10,312

30. 124

27.780

25,984

20,733

/ 18,964
} 18.888
=2 18.139
17.228

A3z

17.042

: 16.927
-4.554

-4.789

128.741
a7

i
A

Espectro n? 103: Espectro de DEPT 135 do fragmento 73 em CDCls;

Current Data Parameters

NAME
=XPNG
SAOCNO

Fageria
12
i

T2 - Acquisikiaon Parasseters

Jete_ 500000

Time 17.28
INSTRUM spect
10BHD 5 mm Multinucl
SUY_PROG dept i35

T : 65536
SOLVENT €Be13

NS 2048

s - 4

SWH 21186.444 Hz
~IDRES 0.323279 Hz
AQ 1,5466996 sec
k] 32768

L] 23.600 usec
JE 6.00 usec
TE 300.0 K
31 11.00 usec
a2 22.0 usac
>3 8.00 usec
a4 16.9 usec
CNST2 145, 0000000

a2 0.0034483 sec
d12 0.0000200 sec
JELTA £.0000140 sec
il 2.00000000 sec
a2 1.00 a8
SFo2 300. 1312005 MHz
NJCc2 - iH
SFO1L 75.4752650 MHz
WICL 13C

i 2.00 WB
12 23.00 dB
JE 6.00 usec
CPDPRB2 waltzib
3CPD2 100.00 usec
=2 - Processing parameters
SI 32768

SF 79.4677360 MHZ
WOW EM

558 [}

] 1.00 Hz
=:1 [}

ac 1.40

1D NNA plot parameters

cx 20.00 cm
1P 200.000 pom
=1 15093.55 Hz
“er -~10.000 ppm
=2 -754 .68 Hz
TPNCN 10.50000 ppm/cm
-ZCM 792.411143 Hz/cm
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LABAMN - IQ/UfFRJ Opr.: Kaiser
13c/coc13 17MAT 2005
FRAG-02 / Rogerio-11 / Edson

wowm 3 o — o TO MO E WO oM DONMNSE T T OO SnMme o
(== IR 1> BV -9 @ — oo~ AdDnDTORobDo " AU@IALOUOD=NUO ST 0D
g e B ™ T e NS AR A B i e 0 O 1 o) =) By O O Peath ) O e T
(=9 O @ w 0 O O O - F; M~ O T @t~ Mmoo o o OM~IDID O, MP MM~ TS

e gEe o M oA AR R~ ODOOOEOM®O@ UGN = e

2
| i It

e B A o o e e o e e e N s S p B B M S s E S S R S B
ppm 1758 150 125 100 75 50 25 0

Espectro n2 104: Espectro de RMN '3C do fragmento 73 em CDCls

Current Data Parameters

Hz
Hz
sec

usec
usec

SEeC
sec
dB

usec
MHz

dB
dd
usec
usec
MHZ

NANME Rogerio
EXPNO i
PROCNG 1
F2 - Acquisition Parameters
Data_ 500000
Time 16.01
INSTRUM spect
PAOBHD 5 mm Multinucl
PULPROG 2zgpg3d
10 65536
SOLYENT OMSO
NS 4086
0s 0
SKNH 21186441
FIDRES 0.323279
AQ 1.5466998
RG 32768
OW 23.600
DE 6.00
TE 300.0
ait 0.0300000
d12 0.0000200
PL13 23.00
D1 1.50000000
CFRDPRGZ waltz16
PCPOZ2 100.00
SFO2 300. 1312005
NUC2 1H
PL2 1.00
PL12 23.00
P1 11.00
o3 6.00
SFO4 759.4752658
NUC1 13c
PL1 3.on

d8

F2 - Processing parameters

SI 32768
SF 75.4677360
WDH EM
558 ¢
LB 1.00
!:} o
PC 1.40

10 NMA plat parameters

Cx 20.00
F1P 200.000
Fi 15093.55
Far -10.000
F2 -754.68
PPRMCM 10.50000
HZCM 792 41113

NHz

Hz

cm
pam

Hz

pom

Hz
ppm/cm
Hz/cm
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100%
o
90
857
CIE
753
703
> 65
603

55

50

n
|

=]

159.09808

236.06629 493.21903

File:JUN3005 Ident:98_100 Win 1000PPM ACq: Z-MAR-2005 14:02:19 +16:56 Cal:JUN30-05
AutoSpecE EI+ Magnet BpM:91 BpI:187377 TIC:2189656 Flags:NORM

File Text:Aparecido : )

91.04003

Fernanda Gadini/Luiz Carlos {Fragmento 2} M/Z 740.24292

350.14435 685.11017

422 .22198

584.07342

740.23680

784.90573

U o~ @ W R B R R R

lle|rH\||s||K;llulnl)ihnllllnlullw|||||rll|ln||||||||l|||1l||]|1H|H

(= B

o

.9E5
.8E5
.7E5
.6E5
.5E5
.4E5
.3E5
.2Eb
.1E5
. 0E5
.4E4
.4E4
.5E4
.6E4
.6E4
.TE4
.7E4
.8E4
.9E4
.4E3
.0EC

m/z

Espectro n® 105: Espectro de massas do fragmento 73
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f=:} g ~¢ & :
s b e b d e b ekl b e g g g b g g byl

&
h

% Transmittance
2 g
w &

N
(=]

DAl - K& - UFRJ

RCR-03 « Filme - Lab. 615

Tus May 17 10:50:18 2005
Number of sample scans; 32
Number of background scans: 32
Resolution: 4.000

Sample gain: 2.0

2872

2722

(o)

a, [ e
A 9 OCH;

a, N
Boc" CHj; (74)

=

4

1071

871

907

774

687

15 m:l :;Iogoitﬁnﬂ-%i’g Boc:(iOzC(CHg)g
Detector: DTGS KBr c /
30 Beamspiitter: KBr g 19"‘
Source: IR «¢
25 ] "
z “
20 g 8
18 %
EH&
0 o
4000 3000 2000 1000
B . Wavemimbers (om-1)

Espectro n® 106: Espectro de |V do Boc-L-MeLeu-OMe (74)
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Espectro n2 107: Espectro de RMN 'H do Boc-L-MeLeu-OMe (74) em CDCl;
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Espectro n2 108: Espectro de RMN "*C do Boc-L-MeLeu-OMe (74) em CDCl;
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Espectro n? 109: Espectro de IV do Ac-L-Lac-OH (75)
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Espectro n2 110: Espectro de RMN 'H Ac-L-Lac-OH (75) em CDCl;



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO /10 111

LABAMN - I1G/UFRJ - Dpr.Adriana Mendes
Pendant/CDC13 - 18 MAIO 2005 (DPX200)
ACETIL - Rogerio-55/Edson

nom 1)
@ m N M~ @ OW N TOWT Mo OO - fole o
Mo oM I 10 W0 ~
153 ;G B : %gg38 % l\ﬁﬂ:tnll\'v:('\.!m ™ tqmcx:! w
a > )~ U T O ) NN O Q@D DY - S W N w
e ER 8 T B IS $ RRRYNBooo ~ SR i
R T HH/“ | SN \ 1/ |
v — - — T T T !
lll'lll'lllllY'll'lllll |' ' I 0
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

Espectro n? 111: Espectro de PENDANT Ac-L-Lac-OH (75) em CDCl3
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Espectro n? 112: Espectro de IV do Ac-L-Lac-L-Pro-OBn (76)
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Espectro n? 114: Espectro de PENDANT Ac-L-Lac-L-Pro-OBn (76) em CDCl3
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Espectro n? 115: Espectro de |V da cadeia lateral (77)
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Espectro n2 116: Espectro de RMN 'H da cadeia lateral (77) em CDCls
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Espectro n? 117: Espectro de DEPT 135 da cadeia lateral (77) em CDCl3
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Espectro n? 118: Espectro de RMN *C da cadeia lateral (77) em CDCl;
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Espectro n? 119: Espectro de massas da cadeia lateral (77)
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Espectro n2 120: Espectro de RMN 'H do D-Val(TBS)-OH em CDCl;
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Espectro n? 121: Espectro de PENDANT do D-Val(TBS)-OH em CDCl;
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Espectro n? 122: Espectro de IV L-Lac(TBS)-OMe
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Espectro n? 123: Espectro de RMN 'H do L-Lac(TBS)-OMe em CDCl;
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Espectro n? 124: Espectro de IV L-Lac(TBS)-OEt
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Espectro n? 125: Espectro de RMN 'H do L-Lac(TBS)-OEt em CDCl;
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Espectro n? 126: Espectro de PENDANT do L-Lac(TBS)-OEt em CDCls
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Espectro n2 127: Espectro de RMN 'H do benzil-2,2,2-tricloroacetimidato em CDCl;
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Espectro n? 128 Espectro de PENDANT do benzil-2,2,2-tricloroacetimidato em CDCls
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